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RESUMEN

Con objeto de conservar in vitro las especies Tectona grandis L, y Swietenia macrophylla King, mediante la técnica de
crecimiento minimo en condiciones in vitro, se evaluaron concentracion de manitol (10 g =15 g L™ 20 g Lt y 3049 L™
y aplicacion de una capa de aceite mineral (2 ml) en combinacion con tres temperaturas (18 °C, 24 °C, 28 °C). En T. grandis,

el aceite mineral redujo significativamente el crecimiento, pero disminuyo el numero de brotes y el vigor, mientras que

en S. macrophylla aumento el crecimiento y disminuyod el numero de brotes y vigor del explante. Referente al
uso de manitol, T. grandis y S. macrophylla, registraron que la aplicacion de 15 g ™! al medio de
cultivo redujo significativamente el crecimiento in vitro, se mantuvo el vigor y sobrevivencia, y la

la temperatura de conservacion de 18 °C, genero respuesta sinérgica y redujo el crecimiento

in vitro con mayor eficiencia en ambas especies hasta quince semanas.
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ABSTRACT

With the objective of conserving in vitro the species Tectona grandis L. and Swietenia
macrophylla King, through the technique of minimum growth under in vitro conditions,
the mannitol concentration was evaluated (10 g L% 15 g L% 20 g L~ and 30 g
LY, as well as the application of a layer of mineral oil (2 ml) in combination with
three temperatures (18 °C, 24 °C, 28 °C). In T. grandis, the mineral oil reduced
growth significantly, but it decreased the number of buds and the vigor, while

in S. macrophylla, it increased growth and decreased the number of buds and
vigor of the explant. With regard to the use of mannitol, T. grandis and S.
macrophylla showed thatthe applicationof 159 L' to the cultivation medium
reduced in vitro growth significantly, vigor and survival were maintained, and

the conservation temperature of 18 °C generated a synergetic response and

reduced in vitro growth with greater efficiency in both species up to fifteen weeks.
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INTRODUCCION
(Swietenia macrophylla King) es

Ca O ba una especie neotropical distribui-

da desde el norte del Golfo de México hasta Centroa-
merica, y posee una de las maderas de mayor valor e
importancia econdmica, derivado de la belleza de su
veteado vy calidad y por ello se le considera, madera
preciosa (Mayhew y Newton, 1998; Adolfo-Basil, 2007).
La Teca (Tectona grandis L. f), es otra especie made-
rable de fuerte impulso en el mercado, y registra pro-
piedades uUnicas de estabilidad ideal para ex-
teriores, construccion y acabados (Pandey y
Brown, 2000; Shargel-Moreno y Hernando,
2005). Su centro de origen es Asia, desde
la India hasta Myanmar, Laos y Tailandia
(Weaver, 1993), Actualmente se tie-
nen plantaciones comerciales
en Centroamerica, principal-
mente en Costa Rica, y en
Meéxico se tienen registro de
individuos que llegaron en
la década de los setenta
y que actualmente ya se
han registrado plantacio-
nes. Ambas especies, Cao-
ba y Teca se consideran
de importancia en lo que
respecta al potencial para
ser utilizadas en planta-
ciones comerciales, con
fines de aprovechamiento,
sin embargo, sus semillas nece-
sitan condiciones especiales de almacena-
miento, registrando para la Teca, pérdida de
viabilidad en condiciones de almacenamiento
convencional (Abdelnour et al,, 2007; Cardoso et
, 2000; Hine-Gomez et al, 2013), mientras que
{as de Caoba poseen aceites de reserva que con el
tiempo activan algunas enzimas que afectan la via-
bilidad y vigor (Gomez-Terejo et al,, 2006). Por lo
anterior, se considera importante la busqueda de
metodos de conservacion que se complementen
con los bancos de semilla convencionales o areas
de conservacion como para el caso de caoba. La
técnica del crecimiento minimo y conservacion
in vitro, que tiene como principio la disminucion
de la division celular y metabolismo de la planta
(Roca et al., 1994, Garcia-Aguila 2007), puede fa-
cilitar el resguardo de tejido vegetal de especies

Swietenia macrophylla 'y Tectona grandis

de interés, y para lograrlo se recurre a la modificacion
del medio de cultivo y condiciones medio ambientales
(Engelmann, 2011; Cruz-Cruz et al,, 2013). Esta forma
de conservar se ha utilizado ampliamente en especies
agricolas como papa (Solanum tuberosum L). Con es-
tos precedentes y con el fin de aportar metodos para
la conservacion ex situ de estas especies forestales, se
evaluaron concentraciones de manitol (medio osmaoti-
Co), aceite mineral como limitante de la respiracion de
explantes cultivados vy tres temperaturas (18 °C, 24 °C,
28 °C); para disefiar protocolo de conservacion in vitro.

MATERIALES Y METODOS

El desarrollo y procesos de investigacion se
realizaron en el Centro Nacional de Re-
cursos genéticos (CNRG) en Tepatitlan,
Jalisco, Meéxico, con material in vitro
previamente establecido pro-
cedente del campo experi-
mental de San Felipe Baca-
lar, Quintana Roo, México.
El material vegetativo se
conservd en medio Muran-
shigue y Skoog (1962), adicio-
nado con carbon activado. Se
prepararon medios de cultivo
en 200 ml de volumen por tra-
tamiento, los cuales consistieron
de un medio con base en sales mi-
nerales y vitaminas de MS (Murasige
y Skoog, 1962), adicionado con varias
combinaciones de sacarosa/manitol
30/0, 20/10, 15/15, 10/20 y 30/0 gr L. De
cada tratamiento se realizo una réplica que ademas
se adiciond con 2 ml de aceite mineral J.T. Baker®
(previamente esterilizado en seco a 180 °C por 2 h) a
una profundidad de 5 mm del medio. En campana de
flujo laminar se disectaron los explantes previamente
multiplicados in vitro, en segmentos de 1.5 mm los cua-
les se colocaron en el medio correspondiente a cada
tratamiento y se sellaron con Parafilm®; cada tratamien-
to se replico en tres temperaturas (18 °C, 24 °C y 28 °C)
y conservaron durante tres meses. Cada cuatro sema-
nas se evaluo el crecimiento, numero de brotes, vigor
y oxidacion. Se empled un disefilo completamente al
azar multifacotrial. Para el analisis de datos se empleo
el paquete estadistico SAS (Satistics Analysis Software)
V. 9.1. y analisis de componentes principales usando la

varianza y comparacion de medias de Tukey, a=0.05.
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RESULTADOS

Efecto del Aceite mineral

Elaceite mineral estimulo el crecimiento de Swietenia ma-
crophylla King, a 18 °Cy 24 °C, registrando para la primera
temperatura disminucion del numero de brotes, aumento
de oxidacion y disminucion del vigor (Cuadro 1).

El aceite mineral tuvo efecto en la disminucion del cre-
cimiento in vitro de Tectona grandis L. (Cuadro 2), sin
embargo, el numero de brotes fue menor y hubo mas
presencia de oxidacion, ademas de que se desarrollaron
tejidos hiperhidricos y necroticos.

Efecto del manitol

La temperatura y las concentraciones de manitol, tu-
vieron efecto en el crecimiento in vitro de Swietenia
macrophylla King; a 18 °C con 15 g L™ de manitol (T3) Y%
30 g L™ de manitol (T5), disminuyeron significativamen-
te su crecimiento. Ambos tratamientos son adecuados
para la conservacion in vitro hasta tres meses, el trata-
miento T3 presentd menor numero de brotes, mientras
que T5, registrd mas oxidacion y menor vigor, sin embar-
go T3 mostro mayor sobrevivencia de explantes que T5.

Cuadro 1. Efecto del aceite mineral y temperatura en explantes de Swietenia macrophylla King,
durante su conservacion por 15 semanas en condiciones in vitro.

Temperatura Aceite N
Q) mineral | |ongitud UMETO 1 Oxidacion | Vigor (%)
de Brotes
- T1 119c 11a 19a
Tz 168 b 6b 1.5b
T3 165 b 10 a 20a
24
Ty 257 a 11a 19a
- Ts 240 a 12a 20 a
Te 247 a 10 a 20a

Cuadro 2. Efecto del aceite mineral y temperatura en explantes de Tectona grandis L. durante su

30a 60
30a 100

El efecto de la temperatura y la concentracion de mani-
tol en el vigor in vitro de Tectona grandis L., a 30 g Lt a
temperatura de 18 °C y 24 °C presentaron vigor regular
o medio, sin embargo, si la concentracion de manitol
disminuye a temperatura de 24 °C el vigor mejoro; y a
28 °Cy 20 g L™ de manitol el vigor de los explantes
disminuyo significativamente. El mayor dafio de tejidos
(obscurecimiento) fue registrado a 18 °C de conserva-
cion, atribuido a concentracion osmotica alta (Cuadro
3). Las concentraciones de manitol produjeron un efec-
to significativo en el crecimiento de los explantes, ya
que a medida que su concentracion aumento, el cre-
cimiento disminuyd partiendo de 20 g L™t (tratamien-
tos T4, T9, T14), registrando que el numero de brotes
y vigor disminuyeran significativamente. La concentra-
cién de 15 g L™t (tratamientos T3, T8, T13) de manitol
disminuyd significativamente el crecimiento, mostran-
do buen vigor, numero de brotes y bajo nivel de oxida-
cion de explantes. Los tratamientos T3 y T8 presenta-
ron mayor sobrevivencia respecto al tratamiento T13.
El tratamiento T3 (15 gL a18°C)y T8 (15g L a 24
°C) resultaron ser los tratamientos mas adecuados en
la conservacion in vitro de Tectona grandis L., con adi-
cion de azucares dificiles de metabolizar en este caso
manitol (Cuadro 4).

Dentro de las técnicas de
conservacion in vitro se en-
cuentra la de crecimiento
minimo, que tiene como prin-

Sobrevivencia

293 80 cipio la disminucion de la divi-
230b 40 sion celular y el metabolismo
333 100 de la planta (Roca et al, 1994;

0 Garcia-Aguila, 2007). Una re-
duccion en el crecimiento de
los tejidos in vitro se puede
lograr mediante la disminu-
cion de los niveles de oxige-
no disponibles, con el uso
de una capa de aceite mine-
ral o atmosferas controladas
(Dorion et al,, 1994). Tectona
grandis L. disminuyo su cre-

Sobrevivencia

conservacion por 15 semanas en condiciones ir o.
rermperatura | Acete
) 5 ] 505 o |
Ty 195a 9.6 ab 20a
8 To 85b 4.2 bc 20a
- T3 254 ab 125a 20 a
Ty 97b 4.2 bc 17a
- Ts 15.2 ab 104 ab 20a
Te 9.3b 37¢c 18a

33a 100 _ .
. 0 CON uUna capa de gce|t§ mine-
ral, lo cual se atribuyd a que
38a 80 L
las plantas pueden restringir
23b 80 . ., L
24 0 la respiracion y disminuir su
4a .
consumo de ATP (trifosfato de
17b 100

cimiento cuando fue tratada

adenosina), como respues-
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ta adaptativa a niveles bajos
de oxigeno (Geingenberger,

Cuadro 3. Efecto de las concentraciones de manitol y temperatura en la conservacion in vitro de
Swietenia macrophylla King durante 15 semanas.

2003). Ensayos en la con-
servacion in vitro de Daucus Temperatra 4 - Sobrevivencia (%)
o Q) Manitol | [ongitud Oxidacion | Vigor
carota, Vitis vinifera, Catha- (No.)
ranthus, Valeriana Wallichi Ty 119 cd 11ab 0lab  29abc 87
(Johnson, 2002) y Bacopa T2 14.9 cbd 9 abc 0.2 ab 2.8 bcde 87
monieri L. (Sharma et al, 18 Tz 12.7 cd 6c¢c 04 ab 2.6 abcde 93
2012) coinciden en la eficien- T4 13.2 cbd 8 abc 03ab 27 cdef 80
cia del aceite mineral como Ts 127 cd 8 abc 02ab  28edf 80
técnica de conservacion, sin Te 16.5 bc 10 abc 00b 33a 100
embargo en este caso el vi- T7 16.2 bc 10 abc 0.1ab 32ab 100
gor y sobrevivencia in vitro 24 Ts 174 b 9 abc 0lab 28 abcd 100
disminuyd  significativamen- T 15.3 cbd 9 abc 0lab  3.1bcde 100
te, y se presentaron tejidos Tig 134 a 9 abc Olab  25eg 100
hiperhidricos. Gaspar et al. Ty 240 3 135 00b 30 ab 60
(2002) sefiala que el estado T, 220a 11 ab 0lab  35bcde 73
canceroso de las celulas y la 28 Tiz 154 cbd 9 abc 05a  2.5bcde 93
hiperhidricidad son estados T 145 cbd 8 be 02ab  27g 100
adaptativos inducidos por es- Tys 15,0 cbd 6c 0dab  22efg g7

trés in vitro.

Swietenia macrophylla King, contrario a lo documenta-
do en la conservacion con aceite mineral aumento su
crecimiento; cada especie responde de diferente forma
ante una situacion de estrés; y el nivel de tolerancia de
cada especie se relaciona directamente con las tensio-
nes a las que se vio sometida a lo largo de su vida y

gue se han fijado genéticamente (Gaspar et al., 2002),
desarrollando mecanismos propios de adaptacion (Sen,
2012). Respuestas similares a la obtenida con Swietenia
macrophylla King con aceite mineral, fueron reportadas
por Dorian et al. (1994), aplicando atmosferas contro-
ladas y disminucion en el nivel de oxigeno in vitro de

melocoton y melocoton X
hibrido almendro (GF 677)
(Prunus spp.), contrario a lo
esperado los explantes con
menos Oxigeno  crecieron
mas, presentando mas yemas
incrementando su peso

Cuadro 4. Efecto de las diferentes concentraciones de manitol y temperatura, durante la conser-
vacion in vitro de explantes de Tectona grandis L., durante 15 semanas.

Tratamiento Media

I I
° Brotes Sobrevivencia (%)
©) Manitol Longitud Oxidacion | Vigor

195 ab 96 abc  20a 3.3 abc 100 e
T2 9.8 cd 6lbcdef 18 a 2.7 bede 40 seco.
18 T3 6.5 cd 4.8 def 20a 2.9 abcde 100
Ta 624 30ef 13bc 24 cdef 80 Cada eSS
T 624 34 f 10c 20 egf 60 te§ mvele§ de tolerlanaa ante
Te 254a  125a 20a  38a 80 n'velfs bajos de ngeno, .Zue
T, 14.1 bed 9.6 abc 20a 33ab 100 >€ refaciona (_:Oh a capacidad
de poder eliminar el etanol
24 Tg 8.1cd 8.2 abcd 20a 2.9 abcd 80 L
por difusion, el aumento en
To 64 d 5.3 cdef 16ab 26 bcde 100 ) _ ,
la sintesis de las enzimas para
Tio 7.0 cd 3.0 ef 17ab  16qf 100 o . .
eliminar los radicales libres
T 15.2 bc 104 ab 20a 34 ab 60 . L .
(por ejemplo, superoxido dis-
T 7.5 cd 7.1 bcde 18a 2.8 bcde 100 . .
mutasa) y enzimas asociadas
28 T13 81cd 6.1 bedef 18a 2.8 bcde 60 con la produccion de com-
T4 61d el — 129 il puestos antioxidantes (por
T15 6.2d 3.8 def 18a 2.3 def 100 ejemplo, acido aSCOrbiCO,

Ny AGRR | 23



Volumen 9, Numero 2. febrero. 2016

OL- tocoferol, y glutation (Kozlowski y Pallardy, 2002).
Pudieron ser muchos los factores que pudieron influir en
el aumento del crecimiento de Swietenia macrophylla
King, y por ello, se sugiere realizar mas ensayos con di-
ferentes genotipos sometidos a tratamientos con aceite
mineral para poder estandarizar la respuesta.

La adicion de manitol aunado con la reduccion de tem-
peratura se ha utilizado para reducir la tasa de creci-
miento para la conservacion de genotipos valiosos in
vitro de Solanum tuberosum, Dioscorea alata (Thorpe,
2008) y Sechium edule (Alvarenga-Venutolo, 2010), ya
que las plantas no tienen una ruta nativa para la biosin-
tesis de los alcoholes de azucar (manitol y sorbitol) por
lo que es dificil asimilarlos. Sin embargo una vez traslo-
cados, pueden ser metabolizados y utilizados (Thorpe
et al, 2008), reduciendo el metabolismo y crecimiento
de la planta in vitro. El uso de manitol y temperatura
para la reduccion del crecimiento de Swietenia macro-
phylla King y Tectona grandis L., fue significativa. A este
respecto, Holobiuc et al. (2009), sefialan que la adicion
de manitol disminuyo el potencial osmotico del medio
de cultivo, y redujo la absorcion de nutrientes, afectan-
do el crecimiento, sin embargo, altas concentraciones
de manitol puede tener consecuencias desfavorables
para el desarrollo del explante, como se observd con
los tratamientos a 25 g Lt y 30 g L que redujeron el
vigor, numero de brotes y sobrevivencia del explante,
contrario a la adicion de 15 g L™ de manitol a 18 °C,
que redujo el crecimiento, presento buen vigor, menos
oxidacion y buen numero de brotes respecto

al testigo. En general la temperatura
controla el crecimiento y desa-
rrollo de la planta debido a
su efecto directo en el me-
tabolismo del explante,
especificamente en la
actividad enzimatica, vy
combinada con otros
factores puede reducir

el crecimiento (Alva-
renga et al, 2007). La
velocidad a la que el ma-
terial vegetal crece in vitro
generalmente disminuye lentamente a
medida que la temperatura se reduce (Thorpe
et al, 2008). Consierando que Swietenia ma-
crophylla King y Tectona grandis L., son espe-
cies tropicales que de acuerdo con Whiters
(1985), su temperatura de almacenamiento

debe estar entre 15-20 °C, en esta investigacion tan-
to los tratamientos con aceite mineral como los de
manitol, presentaron menor crecimiento a 18 °C, y de
acuerdo con Whiters et al. (1990), disminuir la tempera-
tura es una estrategia de conservacion para reducir el
crecimiento de cultivos in vitro.

CONCLUSIONES
mineral no resultd ser ade-

El a Ce |te cuado en la conservacion de

germoplasma in vitro de Swietenia macrophylla King y
Tectona grandis L., aun cuando la tasa de crecimiento
aumento en la primera, y en teca disminuyo, sin em-
bargo, no registrd buen vigor y la sobrevivencia de los
explantes fue baja. El uso de manitol en la limitacion del
crecimiento in vitro, representa una alternativa de con-
servacion para teca y caoba (15 g L™t a 18 °C).
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