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RESUMEN

La contaminacion microbiana es uno de los problemas mas graves en la micropropagacion de las
especies vegetales, tanto en la investigacion como en la micropropagacion comercial. Tal
contaminacion puede ser producida por microorganismos endofiticos o microorganismos
introducidos durante la manipulacion de laboratorio. El presente trabajo se realizd con el objetivo
de evaluar tres protocolos de desinfeccion de explantes para la micropropagacion de Cedrela
odorata L., en el laboratorio de biotecnologia vegetal de la Universidad Estatal del Sur de
Manabi. La metodologia aplicada se basé en el montaje de un disefio experimental en bloque
completamente al azar. Se evaluaron tres tratamientos para la desinfeccion de explantes,
obteniéndose con éxito el 95.64% de explantes establecidos en el segundo tratamiento, en el que
se utilizd un protocolo de desinfeccion basado en Etanol al 50% (C2H60), Hipoclorito de Sodio
(NaClO) en el 25% de su concentracion. Tiempo de inmersién de 60 segundos. Existen
diferencias estadisticas altamente significativas en los protocolos utilizados para la desinfeccion
de explantes de Cedrela odorata. Sélo un tratamiento, T2, fue el que present6 la mayor eficiencia
durante el experimento.
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ABSTRACT

Microbial contamination is one of the most serious problems in micropropagation of plant
species, both in research and in commercial micropropagation. Such contamination may be
produced by endophytic microorganisms or microorganisms introduced during laboratory
manipulation. The present work was carried out with the objective of to evaluate a disinfection
protocol of explants for the micropropagation of Cedrela odorata L., in the plant biotechnology
laboratory of the Southern State University of Manabi. The applied methodology was based on
the assembly of an experimental design in block completely at random. Three treatments were
evaluated for the disinfection of explants, successfully obtaining 95.64% of explants established
in the second treatment, in which a disinfection protocol based on 50% Ethanol (C2H60),
Sodium Hypochlorite (NaCIO) in 25% of its concentration, with a time of immersion of 60
seconds. There are statistically significant differences in the protocols used for the disinfection of
Cedrela odorata explants. Only one treatment, T2, was the one that presented the highest
efficiency during the experiment.

KEYWORDS: propagation, threatened species, tropical timber.

INTRODUCCION

La Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) enumerd a C. odorata
como una especie que se enfrenta a un alto riesgo de extincion en el medio silvestre a medio
plazo (IUCN, 2004). Para fines de reforestacion, el Ministerio del Medio Ambiente (MAE)
ratifica a C. odorata como una de las especies nativas mas utilizadas (Grijalva et al., 2012). La
Cedrela figura en el Apéndice 11l de la lista de especies prioritarias de la Convencion sobre el
Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES, 2016).

Existen pocas alternativas que permitan recuperar a corto plazo la riqueza genética de C. odorata,
mencionada entre las especies que se encuentran en alto riesgo de extincion, razon suficiente que
motiva la multiplicacion por medio de la micropropagacion. En las dos Gltimas décadas las
técnicas biotecnoldgicas han contribuido a la generacion de una metodologia de cultivo in vitro,
asi como a los avances en los estudios de propagacion de C. odorata a través de embriogénesis
somatica (Garcia et al., 2011; Cameron, 2010). Los principales problemas que presenta la
propagacion in vitro del cedro son: contaminacion de brotes apicales y segmentos nodales,
hiperhidricidad, escasa disponibilidad de explantes, sensibilidad a la desinfeccion y lenta
germinacion.

En este sentido, el objetivo general del trabajo consiste en evaluar el uso de protocolos de
desinfeccion de explantes en la micropropagacion de C. odorata en el laboratorio de
biotecnologia vegetal de la Universidad del Sur de Manabi.

DESARROLLO
Materiales y métodos

Manabi, ubicada en el km 1 1/2 de la carretera Jipijapa - Noboa entre las coordenadas 17 M
0548196 y UTM 9850644,

Factores en estudio
Factor A: Explantes de C. odorata
Factor B: Concentracion de los reactivos utilizados en el tratamiento.
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Tipo del disefio: Bloque completamente al azar.

Tratamientos: 4

Repeticiones: 3

Los procedimientos utilizados en la fase de establecimiento se presentan en la siguiente tabla:
Tabla 1. Tratamientos utilizados en la etapa de establecimiento de C. odorata.

HgCl2
Tt —T(9) P T(s) C2H60 T(s) NaClO T(s)
Tween
TT 0% - 0% - 0% - 0% -
T1 0.50% 180 5% 300 75% 180 50% 180
T2 0.50% 180 5% 300 50% 60 25% 60
T3 0.50% 180 5% 300 25% 300 75% 300

Tt: tratamientos; TT: Testigo; T1: Tratamiento 1; T2: tratamiento 2; T3: Tratamiento 3; HgCI2:
Bicloruro de mercurio; T(s): Tiempo en segundos; P: Povidyn; NaClO: Hipoclorito de sodio.

Obtencion de explantes

Los explantes utilizados en esta investigacion fueron yemas axilares y capullos apicales de
plantas de C. odorata de seis meses de edad, seleccionadas de la zona de vivero de los arboles del
laboratorio, que recibieron atencién cultural apropiada (Lorsban en dosis de 2 ml/l Phyton a 2,5
ml/l), el tratamiento se aplico dos dias a la semana, durante el periodo de 21 dias antes del corte
de los explantes.

Recoleccion de explantes

Para la recoleccion de explantes se utilizo: frasco con acido ascorbico; tijeras de diseccion;
plantas seleccionadas; frasco de acero inoxidable con alcohol; frasco de acero inoxidable con
agua destilada.

Se inicid el corte de las ramas de C. odorata eliminando sus hojas, dejando yemas axilares y
yemas apicales de 3 cm de largo, segmentados en la parte superior en forma recta y el corte en
bisel por la parte inferior, estos explantes fueron sumergidos en una solucion de acido ascorbico a
concentracion de 1g/l para evitar la oxidacion fendlica.

Protocolos de desinfeccidn para explantes utilizados fuera del flujo laminar
Para todos los explantes se utilizé un tratamiento en general, mismo que consistio en:

1. Eliminacion del &cido ascorbico producto de la recoleccion de explantes, realizando un
enjuague con agua estéril.

2. Se sumergieron los explantes en bicloruro de mercurio al 0.50 % de concentracion mas
dos gotas de Tween 80 durante 180 s, en la zaranda orbital a 140 rpm.

3. Posteriormente se realizd tres enjuagues con agua estéril para eliminar residuos.
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4. Se reservaron los explantes en agua estéril, para posteriormente realizar el respectivo
proceso dentro de la camara del flujo laminar.

Protocolos de desinfeccion para explantes utilizados dentro del flujo laminar
De acuerdo con los datos presentados en la tabla 3, los tratamientos se aplicaron como sigue:

1. En la camara de flujo laminar se colocé Povidyn al 5% de su concentracion durante 300 s,
luego se retir6 el liquido realizando seis enjuagues para descartar los desechos.

2. Se aplicé alcohol a diferentes concentraciones y tiempos segun tratamientos establecidos.

3. Eliminacion de residuos, realizando tres enjuagues con agua estéril, seguido de ello se utiliz6
el hipoclorito de sodio en concentraciones y tiempos de acuerdo con los tratamientos, realizando
tres enjuagues con agua estéril para eliminar residuos.

Resultados

A diferencia del resto de los tratamientos, la aplicacion del protocolo de desinfeccion en el
tratamiento No. 2, proporcion6 un equilibrio éptimo en la concentracion, resultando en 95.64%
de explantes establecidos. Otros trabajos publicados, a saber Jiménez et al. (2007), desinfectados
con tres concentraciones mas bajas de NaOCI 1.0; 1.5% y 2.0%, combinados con tres tiempos de
exposicion mas elevados (300 s, 600 s y 900 s), alcanzaron un 84% de supervivencia y un 10%
de contaminacion de los explantes con desinfeccion durante 600 s por inmersion en NaClO al
1.5%.

Tabla 2. Datos del analisis de la varianza de explantes establecidos correspondiente a la evaluacion realizada a los 21
dias de la siembra in vitro de C. odorata.

F.V. SC Gl CM F p-valor

Modelo 223,58 3 74,53 447,17  <0,0001
TRATAMIENTO 223,58 3 74,53 447,17  <0,0001

Error 1,33 8 0,17

Total 224,92 11

Variable N R? RZAj CV
Establecidos 12 0,99 0,99 14,00

Tabla 3. Prueba de Tukey de explantes establecidos, evaluacion realizada a los 21 dias de la siembra in vitro de C.
odorata.

Tratamiento Medias N E.E.

T2 10,33 3 0,24 A

T3 1,33 3 0,24 B

TT 0,00 3 0,24 C
T1 0,00 3 0,24 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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