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Introduccion:

La ubicacién geografica de nuestro territorio le otorga una cantidad de
caracteristicas que le permite albergar a un sin nimero de especies. Su fisiografia,
geologia, orografia, la extension de sus litorales entre otras caracteristicas, le permite
a nuestro pais hospedar no solo a especies de amplia o reducida distribucién, si no
también convertirse en una zona rica en endemismos considerada con un 52% de
especies (Rzedowski 1981).

La combinacion de las caracteristicas de nuestro territorio provoca una
innumerable cantidad de climas y microclimas en donde se desarrollan de acuerdo a
Standley citado en Rzedowski (1981) aproximadamente 20,000 especies de plantas
vasculares las cuales habitan y se distribuyen dentro de los 10 diferentes tipos de
vegetacion de nuestro pais. Entre los que se encuentra el bosque tropical caducifolio y
subcaducifolio, habitat de nuestra especie de estudio, Cordia elaeagniodes A. DC.
(Boraginaceae); un arbol de importancia maderable, cuyas caracteristicas de
durabilidad, resistencia, usos medicinales y ornamentales le otorga un valor
comercial muy alto (Pennington y Sarukhan 1998; Le6n 1985; Lomeli 1991). Sin
embargo, debido a la demanda comercial y a la ineficiencia de los procesos de
propagacion sexual se ha visto en la necesidad de explotar las poblaciones naturales
de C. elaeagnoides, sumandose asi al aumento de la tasa de deforestaciéon de nuestro
pais, lo que coloca a México en segundo lugar a nivel América Latina y sexto a nivel
mundial, perdiendo mas de ochocientas mil hectareas de cobertura vegetal forestal
anualmente (Moran 2002).

La propagacion via asexual se ha convertido en una alternativa excelente para
muchas especies tanto de importancia comestible, ornamental, maderable o

simplemente con la finalidad de conservar el material genético de especies en peligro

63



64

de extincion. Entre estos métodos se encuentra la propagacion por estacas, esquejes o
acodos; los cuales han sido muy tutiles para muchas especies vegetales. Sin embargo,
el nimero de individuos generados es directamente proporcional al material vegetal
requerido.

El cultivo in vitro ha sido de interés en los altimos afios debido a que otorga
ventajas sobre otros métodos convencionales, principalmente la obtencién de
organismos completamente sanos ademéas de poder generar cultivos en masa a partir
incluso de una sola célula.

Una de las caracteristicas de los métodos de propagacion asexual radica en la
poca variabilidad genética que se genera en un cultivo, por lo que se vuelve mas
susceptible a los factores ambientales no controlados o hacerlo mas vulnerable a
plagas y enfermedades. Por la urgente necesidad de reforestar nuestros bosques, el
uso de técnicas de silvicultura monoclonal permitiria sobrellevar estos problemas por
medio de un manejo adecuado de los individuos clonados logrando asi el
reestablecimiento de las poblaciones naturales de C. elaeagnoides y por lo tanto

restandole peso a la sobreexplotacion de otras especies.

Objetivo general:
Disefiar un protocolo eficiente para la propagacion asexual de Cordia

elaeagnoides A.DC. (Boraginaceae)

Material y métodos:

1.- Rescate de embriones y propagaciéon masiva de Cordia elaeagniodes:

Se utilizaron semillas (previamente secadas y almacenadas) de Cordia
elaeagniodes A.DC. (Boraginaceae) colectadas en Tomatlan, Jalisco.

Para llevar a cabo la técnica de rescate de embriones, las semillas fueron
desinfectadas en una solucién de hipoclorito de sodio al 3% por un periodo de 10
minutos. Se enjuagaron con agua estéril y se dejaron en remojo por 24 horas. Para la
extraccion del embrion fue necesaria la ayuda de un estereoscopio, se eliminé la
cubierta seminal y se extrajo el embrion el cual fue sembrado en medio de cultivo
Murashige y Skoog (1962) adicionado con 2 mg/L de Benciladenina (BA), gelificado
con 8 g/L de agar, se incubaron a 25 + 2 °C con una intensidad luminica de 1500
luxes y un fotoperiodo de 16 horas luz/8 oscuridad, se mantuvieron por un periodo

de 8 semanas, durante las cuales se realizaron varias transferencias a medios frescos



para evitar el agotamiento de los nutrientes y la acumulacion de gases.

2.- Proliferaciéon de yemas axilares en brotes de Cordia elaeagnoides in vitro.

Una vez obtenidos los brotes requeridos, se desarrollo el experimento
multifactorial de 3x3x2 para inducir la proliferacion de yemas axilares con las
citocininas: 2-isopentiladenina (2ip), Benciladenina (BA) y Cinetina (Kin); cada una
con 3 niveles (1, 2 y 3 mg/L), ademas de probar con 2 diferentes medios basales MS y
McCown’s (McCown y Lloyd 1981). Cada tratamiento cont6 con 5 repeticiones,
tomando como unidad experimental un frasco de vidrio con 25 ml del medio de
cultivo correspondiente, con un brote establecido con 2 a 3 nudos. Fueron incubados
a 25 + 2°C con una intensidad luminica de 1500 luxes y un fotoperiodo de 16 horas
luz y 8 de oscuridad, realizando evaluaciones quincenales por un periodo de 45 dias.

3. Control de oxidacion de in vitro de explantes de Cordia elaeagnoides A.DC.

(Boraginaceae).

Se realiz6 un experimento en el que se probaron productos como el nitrato de

plata (1 mg/L), carb6n activado (3 g/L) y una solucidén estéril de acido citrico y acido
ascorbico (200 mg/L) para la inmersion de los tejidos. En la basqueda de eliminar la
oxidacion se utilizaron un total de 8 tratamientos (Cuadro 1), establecidos en medio
MS a la mitad de su potencial i6nico, cada uno contaba con 5 repeticiones, tomando
como unidad experimental un frasco adicionado con 25 ml de medio y un brote entre
1y 3 nudos. Fueron incubados bajo las mismas condiciones por un periodo de 45

dias, realizando evaluaciones quincenales.

Cuadro 1. Lista de tratamientos establecidos para el experimento de control de oxidacién en explantes

de Cordia elaeagniodes A.DC. (Boraginaceae).

Tratamiento Nitrato de plata Carbén activado Ac.

Citrico/ascérbico

1 1mg/L 3g/L 200 mg/L / 200 mg/L

2 1mg/L 3g/L 0

3 1mg/L 0 200 mg/L / 200 mg/L

4 1mg/L o] [

5 [¢) 3¢g/L 200 mg/L / 200 mg/L

6 [¢) 3g/L [¢)

7 0 0 200 mg/L / 200 mg/L

8 [0 (o] [0
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Resultados y discusion.

1.- Rescate de embriones y propagacién masiva de Cordia elaeagniodes

A. DC. (Boraginaceae):

Los resultados obtenidos con esta técnica fueron satisfactorios, del total de los

embriones rescatados se obtuvo un 82% de germinacion. A los 2 dias posteriores al
establecimiento, se inicio el proceso de germinacion con el despliegue de los
cotiledones. Siete dias después de iniciado el cultivo el desarrollo de la planta era
optimo incluso llegaban a presentar indicios radiculares. A los 30 dias los problemas
oxidativos comenzaron a presentarse en la mayoria de las plantas desarrolladas.

Regla (2007) llevd a cabo investigaciones para la germinaciéon
de C. elaeagnoides in vitro, colocando las semilla tratadas con acido giberélico y bajo
diferentes tratamientos de desinfeccion por calor sobre medio MS, reportando una
tasa nula de germinacién, ademas de tener un alto porcentaje de problemas de
contaminacion y oxidacion del medio de cultivo.

2. Proliferacion de yemas axilares en brotes de Cordia elaeagniodes A.DC.

(Boraginaceae).

Después de transcurridos 45 dias del establecimiento, se encontré que no se

presentaba significancia para el tipo de medio, ni para la concentracién del regulador,
no siendo asi para el tipo de regulador utilizado, donde se report6 una alta
significancia (p=0.0004), lo que coincide con George (1993) donde explica que la
adicion de citocininas tiene un efecto represor de la dominancia apical, provocando la
proliferacion de brotes por medio de la estimulacion de las yemas axilares.

Al realizar la comparaciéon multiple de medias mediante la prueba LSD se
encontré que la mayor estimulacién de brotes después de los 45 dias la ejercian los
tratamientos en presencia del regulador de crecimiento Cinetina (Kin) y
Benciladenina (BA), presentando una mayor eficiencia de hasta 1,5 veces mayor que
en 2-isopentiladenina (2ip). En cuanto a la concentracién se obtuvo en la prueba
multiple de medias que las concentraciones 1 y 2 mg/L eran mas eficientes para la

estimulacion de brotes que aquellas que contenian 3 mg/L (Cuadro 2).



Cuadro 2. Comparaciéon multiple de medias para el ntimero de brotes de Cordia elaeagniodes A.DC.
(Boraginaceae) estimuladas en diferentes reguladores de crecimiento a los 45 dias. Prueba LSD

(Diferencias Minimas Significativas).

Regulador | Observaciones | Brotes promedio | Grupos homogéneos

2ip 30 1.53 a
Kin 30 3.033 b
BA 30 3.033 b

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes a=0.05

La presencia de tejidos oxidados fue muy notoria conforme el trascurso del
tiempo, sobre todo en aquellas que se encontraban en presencia de regulador
2-isopentiladenina (2ip) y en la mayor concentraciéon 3 mg/L, ademas de generar
callo pubescente en la parte basal.

La importancia de la adicion de reguladores de crecimiento para la inducciéon
de brotes en Cordia elaeagnoides fue estrictamente necesario, por el contrario en un
trabajo reportado por Tocoronte y col. (2004) se realiz6 la propagacion de Swietenia
macrophylla por medio de yemas axilares obteniendo que su mejor tratamiento era
aquel que no contenia reguladores de crecimiento.

Aunque estadisticamente no se present6 significancia con respecto a los
medios basales, originalmente el medio de cultivo MS comenzé a generar un mayor
numero de brotes, pero en los analisis posteriores, estos brotes fueron a la baja por el
aumento en la oxidaciéon, ademas de presentar un ligero amarillamiento. El medio
basal McCown’s presenta ligeramente una menor cantidad de brotes, pero la
oxidaciéon presentada es menor y presentan una coloracion muy favorable. Esta
oxidaciéon puede deberse principalmente por la acumulacion de fenoles o etileno
(George 1993).

Schuler y col. (2005) demostraron que C. alliodora presentaba también una
tasa de pérdida muy alta en el cultivo de tejidos vegetales catalogandola como una
especie recalcitrante.

2. Control de oxidaciéon en explantes de C. alaeagnoides.

De acuerdo a los analisis previos en los tratamientos establecidos para este
experimento, se han estado observando cualitativamente resultados positivos, a pesar
de que estadisticamente aun no se muestra una significancia. De acuerdo con los

analisis estadisticos realizados en las primeras etapas del cultivo, se muestra solo
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significancia estadistica para aquellos que estan en presencia de nitrato de plata y se
ubica como el mejor tratamiento aquel que contenia nitrato de plata, carbon activado

y en donde los tejidos fueron inmersos en acido citrico y ascorbico.

Conclusiones:

La técnica de rescate de embriones resulta ser eficiente para la propagacion
masiva de Cordia elaeagniodes A.DC. (Boraginaceae).

Los reguladores Kinetina (Kin) y Benciladenina (BA) obtuvieron mejores
resultados para la estimulaciéon de brotes de Cordia elaeagniodes y son mas
eficientes en concentraciones de 1y 2 mg/L.

El tipo de medio basal utilizado no present6 significancia alguna, sin
embargo, presenta una estrecha relacion con el tipo de regulador que se utilice siendo
ligeramente mas eficiente la utilizacion de BA para el medio MS y Kin para el medio
de McCown'’s.

La utilizacion de antioxidantes en de vital importancia para el cultivo in vitro

de C. elaeagnoides.
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