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SUMMARY

Indiscriminate deforestation is one of the anthropic activities that most impacts global biodiversity. Its immediate effects mainly
reach vulnerable species with high commercial value, such as Cedrela odorata, so the development of biotechnological studies is
a crucial element for the genetic conservation of its populations. In this context, this work aimed to analyze the seed germination,
micropropagation, and germplasm conservation of C. odorata in one of the most arid regions in northern Peru. Seed germination
reached 76.6 % development, with germination time between 9 and 12 days. Likewise, micropropagation produced seedlings with stem
tips up to 5.4 cm in height, 12 nodes, and 83 % rooting. Finally, the conservation of germplasm resulted in individuals that reached up
to 12 cm in height, 19 nodes, and presented an optimal root system. The positive results regarding seed germination, micropropagation,
and germplasm conservation of C. odorata in northern Peru could offer new approaches to the development and genetic conservation
of its populations, and provide a more efficient alternative for the management and local conservation of the species.

Keywords: biotechnology, genotype viability, growth regulators, seasonally dry tropical forests, Lambayeque.

RESUMEN

La deforestacion indiscriminada es una de las actividades antropicas que méas impactan la biodiversidad global. Sus efectos inmediatos
alcanzan principalmente especies vulnerables y con alto valor comercial, como Cedrela odorata, por lo que el desarrollo de estudios
biotecnoldgicos es un elemento crucial para la conservacion genética de sus poblaciones. En ese contexto, el objetivo de este trabajo
fue analizar la germinacion de semillas, micropropagacion y conservacion de germoplasma de C. odorata, en una de las regiones mas
aridas del norte del Pert. La germinacion de semillas alcanzo una eficiencia de 76,6 %, con velocidades de germinacion de entre 9y 12
dias. Asimismo, en ensayos de micropropagacion se obtuvieron plantulas con apices caulinares de hasta 5,4 cm de altura, 12 nudos y
83 % de eficiencia de enraizamiento. Por ultimo, la conservacion de germoplasma resulté en individuos que, a los 30 meses de cultivo,
alcanzaron hasta 12 cm de altura, 19 nudos y presentaron un Optimo sistema radicular. Este estudio sugiere que los efectos positivos
sobre la germinacion de semillas, micropropagacion y conservacion de germoplasma de C. odorata en el norte del Pera, podrian
ofrecer nuevos enfoques sobre el desarrollo y conservacion genética de sus poblaciones, funcionando incluso como una alternativa
mas eficiente para el manejo y conservacion local de la especie.

Palabras claves: biotecnologia, viabilidad de genotipos, reguladores de crecimiento, bosque tropical estacionalmente seco, Lambayeque.

INTRODUCCION pactando principalmente los bosques tropicales (Hansen
et al. 2013). Como consecuencias de esta deforestacion,

La deforestacion es una de las mayores amenazas de la  inniimeras especies forestales fueron sometidas a intensos
biodiversidad mundial (Barlow et al. 2016). Se estima que  procesos de erosion genética a través de la fragmentacion
desde inicios del siglo XXI se perdieron mas de 3,7 mi-  de habitat (Laurance et al. 2018). Debido a ello, es que en
llones de kilémetros cuadrados de cobertura forestal, im-  los ultimos afios se han ido desarrollando y perfeccionado
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numerosas técnicas de biotecnologia con la finalidad de
mejorar el manejo y la conservacion de las especies fores-
tales mas amenazadas por acciones antropicas (Cruz-Cruz
etal.2013).

Entre los diferentes campos de accion de la biotecno-
logia aplicada en plantas, las técnicas de germinacion de
semillas son de las mas exploradas, debido a la capaci-
dad de las semillas de desarrollarse en condiciones am-
bientales favorables y adversas (Rajjou et al. 2012). Por
consiguiente, la replicacion masiva de los individuos ger-
minados no solamente es posible utilizando apices cauli-
nares y segmentos nodales, en un proceso conocido como
micropropagacion in vitro (Singh 2015), sino también por
embriogénesis somatica y organogénesis, lo que permite
replicar de forma asexual caracteristicas Unicas de la plan-
ta madre (Pérez et al. 2006). Asimismo, la conservacion
de germoplasma in vitro, que es otro conjunto de técnicas
de replicacion masiva, es de extrema importancia tanto
para resolver problemas sociales como ambientales (En-
gelmann 2011).

Aunque todas estas técnicas son muy eficientemente
aprovechadas en diversas areas biotecnoldgicas, atn es
poco conocida su capacidad para explorar especies fores-
tales vulnerables y con alto valor comercial, como Cedrela
odorata L. (Quinto ef al. 2009). Los primeros estudios de
micropropagacion de C. odorata se realizaron utilizando
yemas apicales y segmentos nodales, aislados de plantas
juveniles (plantulas) generadas a partir de semillas (Pérez
et al. 2006). Un avance significativo fue la micropropaga-
cion de C. odorata a partir de explantes nodales de esque-
jes juveniles extraidos de arboles de campo, alcanzando
100 % de desinfeccion del explante y 60 % de respuesta
morfogénica (Garcia-Gonzales ef al. 2011). Asimismo, se
evalud el establecimiento in vitro de segmentos nodales
de plantas de C. odorata de 10 afios, observandose 25 %
de brotamiento (Pérez-Flores et al. 2012). Otros estudios
relevantes sobre micropropagacion de C. odorata fueron
realizados utilizando tejidos juveniles y adultos en bio-
rreactores BioMINT® (Pefia-Ramirez ez al. 2010) y la re-
cuperacion de arboles adultos, utilizando yemas axilares
en cultivos in vitro (Ferreira dos Santos et al. 2021).

A mas de dos siglos, C. odorata viene siendo explo-
tada intensamente, estimandose en la actualidad que sus
poblaciones hayan declinado en mas de 30 % a lo largo de
tres generaciones (CNCFlora 2021). Conocido vernacular-
mente como cedro, cedro rojo o Spanish cedar, C. odora-
ta es una especie monoica, caducifolia, perteneciente a la
familia Meliaceae y que se distribuye desde México hasta
Argentina, con amplia distribucion en los paises de Amé-
rica Central (Gentry 1996). Valorizada por su madera de
alta calidad, los individuos de C. odorata pueden alcanzar
hasta 40 m de altura y su tronco cilindrico hasta 2 m de
ancho (Diinisch ef al. 2003). Asimismo, se ha evaluado
la utilidad de la paja de semilla de C. odorata (Cedrela
odorata seed chaff) en la eliminacion de tintes industriales
toxicos en ecosistemas acuaticos, asi como la posibilidad
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de utilizarla en diversas condiciones ambientales (Babalo-
la et al. 2016).

El empleo de métodos biotecnoldgicos sobre C. odo-
rata muestra que la germinacién de semillas depende de
las condiciones ambientales de los ensayos o las técnicas
aplicadas (Mendizabal-Hernandez et al. 2016). La tempe-
ratura y la luminosidad son las variables que mas influyen
en su proceso de germinacidn, tanto in vitro cuanto ex vitro
(Torres-Torres et al. 2018). Por otro lado, aunque también
en la micropropagacion y conservacion de germoplasma la
temperatura y la luminosidad sean factores contribuyentes,
el principal determinante sobre el éxito de los ensayos en
C. odorata radica en el tipo de explante colocado en el me-
dio de cultivo, donde en algunos casos los segmentos no-
dales de esquejes juveniles tendrian una mayor posibilidad
de germinacién que las yemas apicales (Garcia-Gonzales
etal.2011). En el Perti, estudios direccionados a optimizar
la germinacion de semillas in vitro demostraron grandes
porcentajes de germinacion y enraizamiento (Huaman
et al. 2012). Sin embargo, la poca informacion existen-
te podria ser insuficiente para establecer un protocolo de
germinacidn, micropropagacion y conservacion de germo-
plasma (Delgado-Paredes ef al. 2021). Principalmente si
se propende la adaptabilidad en campo de C. odorata, ya
que el Perti es un pais con una gran diversidad de habitats
y ecosistemas, siendo uno de estos el bosque tropical es-
tacionalmente seco del norte del Pert, una de las ecorre-
giones mas aridas de la biosfera (Linares-Palomino 2006).

Teniendo en cuenta que i) las diferencias en las res-
puestas de C. odorata sobre determinadas condiciones de
germinacion podrian servir de base para nuevos ensayos
y, i) que existe poca informacion biotecnoldgica sobre
esta especie en el Peru, en este estudio, se determind como
objetivo evaluar la germinacion de semillas, micropropa-
gacion y conservacion de germoplasma in vitro de C. odo-
rata en el norte del pais.

METODOS

Area de estudio y colecta de datos. Este estudio fue con-
ducido en las instalaciones del Laboratorio General de
Biotecnologia de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Ga-
llo (LGB/UNPRG), donde se aplicaron distintas técnicas
biotecnologicas del cultivo in vitro. El area de estudio co-
rrespondid a tres localidades del bosque tropical estacio-
nalmente seco del norte del Pera: La Calera - Pitipo, Cuar-
tel del Ejército del Perti (Séptima Brigada de Infanteria) y
Jaén - Fila Alta, donde fueron recolectados los frutos de
C. odorata (figura 1). La Calera es una zona rural ubicada
en el distrito de Pitipo, provincia de Ferreiafe y departa-
mento de Lambayeque, en las coordenadas 6° 29° 20,9”
S, 79°39° 38,77 O y 100 m s.n.m. En esta area de estudio
se contaron 20 individuos o procedencias de C. odorata
con caracteristicas morfologicas similares lo que indicaba
que fueron sembrados en la misma época. La unidad de
cobertura vegetal es Agricultura Costera y Andina (Agri)



(MINAM 2015). Las especies silvestres vecinas fueron
Neltuma limensis (Benth.) C.E. Hughes & G.P. Lewis
(algarrobo), Vachellia macracantha (Humb. & Bonpl. ex
Willd.) Seigler & Ebinger (faique) y Muntingia calabura
L. (cerecillo) y las cultivadas Manihot esculenta Crantz
(yuca), Passiflora quadrangularis L. (tumbo) e Inga feui-
llei DC. (guaba). La temperatura y precipitacion promedio
anual fue de 23,7 °C y 46,9 mm, respectivamente. La fecha
de la primera recolecta de semillas fue el 01 de octubre de
2018, realizandose desde entonces recolectas anuales has-
ta la actualidad. El Cuartel del Ejército del Perti se ubica
en la zona urbana del distrito, provincia y departamento
de Lambayeque, en las coordenadas 6° 42° 7,3” S, 79° 54’
34,9” O y 15 m s.n.m. La unidad de cobertura vegetal es
Area Urbana (U) (MINAM 2015). Las especies cultivadas
vecinas fueron I. feuillei, Schinus molle L. (molle), Carica
papaya L. (papayo) y Ficus benjamina L. La temperatura
y precipitacion promedio anual fue de 22,2 °C y 46,9 mm,
respectivamente. La fecha de recolecta de semillas fue el
05 de febrero de 2021. Jaén - Fila Alta se ubica en la zona
rural del distrito y provincia de Jaén y departamento de Ca-
jamarca, en las coordenadas 5°43°46,4” S, 78°47° 44,57 O
y 770 m s.n.m. La unidad de cobertura vegetal es Area de
no bosque amazoénico (Ano-ba) con predominio de mato-
rrales (vegetacion secundaria) (MINAM 2015). Las espe-
cies silvestres vecinas fueron Neltuma pallida (Humb. &
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Bonpl. ex Willd.) C.E. Hughes & G.P. Lewis (algarrobo),
Parkinsonia praecox (Ruiz & Pav.) Hawkins (palo verde)
y Vachellia macracantha y las cultivadas Musa x paradi-
siaca L. (platano) y Ananas comosus (L.) Merr. (pifia).
La temperatura y precipitacion promedio anual 25,5 °C y
60,8 mm, respectivamente. La fecha de recolecta de se-
millas fue el 10 de agosto de 2020. La informacion sobre
temperatura y precipitacion corresponden a la media anual
entre los afios 2018-2020 (SENAMHI 2020). Resulta im-
portante precisar que las semillas de C. odorata recolecta-
das anualmente en las localidades indicadas, desde 2018,
fueron también utilizadas en la produccioén de plantones
con fines de reforestacion como parte de la responsabili-
dad social de la institucion.

Los arboles donde se recolectaron las semillas, depen-
diendo de la localidad de recolecta, presentaban caracte-
risticas morfologicas diferentes, pero todos se encontra-
ban en Optimas condiciones fisiolégicas y fitosanitarias,
recolectandose entre 300 a 500 frutos por procedencia de
recolecta. En La Calera - Pitipo las semillas recolectadas
correspondieron a 17 procedencias: Las semillas de dos
procedencias, La Calera - Pitipo 1 (B) y La Calera - Pitipo
2 (C) (figura 2 A), fueron utilizadas para germinacion de
semillas; las semillas de cinco procedencias para evaluar
la germinacion de semillas entre 1 a 12 meses; las semi-
llas de nueve procedencias para micropropagacion y las
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Figura 1. Lugares de colecta de cedro (Cedrela odorata) en las regiones de Lambayeque y Cajamarca (Peru).

Collection sites of cedar (Cedrela odorata) in the regions of Lambayeque and Cajamarca (Peru).
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semillas de una sola procedencia para conservacioén de
germoplasma in vitro. Estos individuos tenian una edad
aproximada de 11 aflos, altura media de 9 m, didmetro me-
dio de 23 cm, frutos en dehiscencia parcial y distanciados
por 4 metros entre si. En el Cuartel del Ejército del Pert,
las semillas se recolectaron de frutos maduros cerrados,
pertenecientes a un unico individuo con mas de 30 afios,
20 m de altura y 54,7 cm de didmetro. Las semillas de esta
localidad fueron utilizadas unicamente para los ensayos
sobre germinacion de semillas. Asimismo, en la localidad
de Jaén - Fila Alta las semillas también se recolectaron de
frutos maduros cerrados, pertenecientes a un unico indivi-
duo de aproximadamente 15 afios, 12 m de altura y 30 cm
de diametro. Las semillas de esta localidad fueron también
utilizadas inicamente para los ensayos sobre germinacion
de semillas.

En todas las localidades de recolecta los frutos fueron
empacados en bolsas de papel y luego trasladadas al LGB/
UNPRG hasta la dehiscencia total. Luego las semillas fue-
ron examinadas al estéreo-microscopio y seleccionadas
las que presentaban las mejores caracteristicas morfolo-
gicas y fisiologicas. En ninglin caso se recolectd semillas
del suelo.

Germinacion de semillas. En el LGB/UNPRG, inicial-
mente, frutos y semillas se almacenaron durante 1 a 12
meses a temperatura ambiente (figuras 2 By 2 C). Antes de
la realizacion de los experimentos, las semillas fueron des-
infectadas con Benlate 0,2 % durante 30 minutos y recibie-
ron tratamiento de pre-germinacion con inmersion en agua
a temperatura ambiente durante 24 horas antes de sembrar
en sustrato de arena y tierra de cultivo esterilizada (1:2), en
condiciones de invernadero. Posteriormente, se realizaron
dos experimentos: 1. Evaluacion del porcentaje de germi-
nacioén de cuatro procedencias de semillas de C. odorata,
recolectadas en Jaén - Fila Alta (A) en agosto de 2020, dos
procedencias recolectadas en La Calera - Pitipo 1 y 2 (B
y C), en noviembre 2020 y enero 2021 (diferencia de dos
meses), respectivamente y una procedencia recolectada en
un Cuartel del Ejército del Pert (D), en febrero de 2021.
2. Evaluacion de la viabilidad de semillas recolectadas de
cinco procedencias de La Calera - Pitipo, luego de 1, 3, 6,
9y 12 meses de conservacion. Las evaluaciones se realiza-
ron cada cinco dias durante 30 dias. Para los experimentos
se utilizaron bandejas de plastico de 50 x 20 x 10 cm y para
mantener la humedad constante y uniforme, los riegos se
realizaron cada tres dias por la mafiana.

Figura 2. Cedrela odorata. A) Planta de 12 afios en La Calera - Pitipo (Lambayeque). B) Frutos en dehiscencia. C) Semillas.

Cedrela odorata. A) 12-year-old plant in La Calera - Pitipo (Lambayeque). B) Fruits in dehiscence. C) Seeds.
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Las semillas del experimento 1 se sembraron y evalua-
ron en marzo de 2021, después de transcurrido 20 dias, a
razén de 80, 250,256 y 256 semillas de las procedencias A,
B, C y D, respectivamente. Las semillas del experimento
2, de 5 procedencias, se recolectaron en La Calera — Pitipo
en noviembre 2018 evaludndose a lo largo de un afio, des-
puésde 1, 3, 6,9 y 12 meses de almacenamiento, a razéon
de 128 semillas por procedencia y tiempo de evaluacion.

En las localidades de recolecta de semillas, cada proce-
dencia recibi6 diferentes volimenes de agua, sea de lluvia
o por riegos. La procedencia A recibi6 agua de lluvia (60,8
mm afio!), que corresponde a la localidad de Jaén - Fila
Alta. La procedencia B recibi6 solamente agua de lluvia
(46,9 mm afio™'), que corresponde a la localidad de La Ca-
lera - Pitipo. La procedencia C recibi6 agua de lluvia (46,9
mm afio!), que corresponde a la localidad de La Calera -
Pitipo, mas agua de regadio durante 24 horas cada cuatro
meses y la procedencia D recibi6 agua de lluvia (46,9 mm
afio"), que corresponde a la localidad de Lambayeque, mas
agua potable durante 24 horas cada dos meses.

Las semillas utilizadas en los ensayos sobre germina-
cion, después de 1, 3, 6, 9 y 12 meses de recolectadas,
procedieron de individuos que se encontraban en la misma
condicion hidrica del individuo de procedencia C de La
Calera - Pitipo.

Micropropagacion y conservacion de germoplasma. Para
la micropropagacion fueron seleccionadas semillas colec-
tadas en La Calera - Pitipo que presentaban las mejores
condiciones morfoldgicas, fisiologicas y fitosanitarias. Las
semillas se desinfectaron con alcohol etilico 70 % durante
un minuto y luego con NaOCl 5 % de cloro activo en agua
(1:3) durante cinco minutos. Los desinfectantes se elimina-
ron con tres enjuagues con agua destilada esterilizada. Para
la micropropagacion, se utilizaron 30 semillas por proce-
dencia. El total fue de 270 semillas derivadas de 9 proce-
dencias. De cada procedencia se seleccionaron 25 plantulas
y luego de 45 dias de la germinacion, después de remover
los cotiledones, se cultivaron los apices caulinares, de 1,5
a 2 cm de altura. Las evaluaciones se realizaron después de
seis meses y el experimento se repitié dos veces.

Para la conservacion de germoplasma también se
cultivaron 25 apices caulinares de 1,5 a 2 cm de altura,
provenientes Unicamente de semillas recolectadas de una
sola procedencia de la Calera - Pitipo. Las evaluaciones se
realizaron después de 6, 12, 15, 18 y 30 meses y el expe-
rimento se repitié dos veces. En ambos casos se utilizaron
apices caulinares de altura similar con la finalidad de uni-
formizar el tipo y tamafio de los explantes.

El medio de cultivo basal, utilizado en todas las etapas
del cultivo in vitro, consistio de las sales minerales MS
(Murashige y Skoog 1962) suplementadas con tiamina.
HCI 1,0 mg L', mio-inositol 100 mg L' y sacarosa 2 %.
Este medio de cultivo fue utilizado en la germinacion de
semillas, micropropagacion y conservacion de germoplas-
ma. El medio de cultivo de germinacion de semillas no
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incorpor6 reguladores de crecimiento. El medio de cultivo
de micropropagacion y conservacion de germoplasma se
complement6 con acido indol acético (AIA) 0,02 mg L'y
acido giberélico (AG,) 0,02 mg L. El pH se ajust6 a 5,8
+ 0,1 con HCI y NaOH. Todos los medios de cultivo se
solidificaron con agar-agar 0,7 %, se sirvieron en tubos de
ensayo de 25 x 150 mm y esterilizaron en autoclave. Las
condiciones ambientales en la sala de cultivo fueron las si-
guientes: temperatura de 26 = 2 °C, humedad relativa 90 %,
fotoperiodo de 16 / 8 horas e irradiancia de lamparas fluo-
rescentes blancas frias de 32 pmol m? s! en micropropa-
gacion 'y 16 pmol m? s! en germinacion de semillas y con-
servacion de germoplasma.

Después de evaluadas, en los procesos de micropropa-
gacion y conservacion de germoplasma, con la finalidad
de estimar de manera preliminar la tasa de multiplicacion,
enraizamiento y supervivencia in vitro, en uno o mas sub-
cultivos, las plantulas fueron micropropagadas mediante
el cultivo de apices caulinares y segmentos nodales de 1,0
a 2,0 cm de largo con 1 a 3 yemas axilares, en medio de
cultivo de la misma formulacion.

Andalisis de datos. Para determinar el porcentaje de germi-
nacion de semillas se utilizo la féormula:

SG
- 1
GP TCx100 (1]

donde GP = porcentaje de germinacion, SG = semillas ger-
minadas y TS = total semillas.

Para determinar el valor de germinaciéon -que
mide la calidad de la germinacion- se utiliz6 la formula:

GMD A
G= N X HX C2 (Czabator 1962) [2]

donde VG = valor de germinacion, GMD = germinacion
media diaria acumulada en cada conteo, N = niimero de
conteos diarios, A = germinacién acumulada en cada con-
teo, 21 = dias de evaluacion, C2 constante de transforma-
cion porcentual (100 / N° de semillas sembradas).

Para calcular la velocidad de germinacion se utilizo la
formula:

M= ni
/.7 (3]

donde M = velocidad de germinacion, ni = ntimero de se-
millas germinadas el dia i, = tiempo de germinacién des-
de la siembra hasta la germinacion de la Gltima semilla.
Los limites de la sumatoria se establecieron entre 0 a 20.

Para comparar las procedencias de C. odorata y loca-
lidades segun la germinacion y/o respuestas morfogénicas
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de las plantas, se realizd analisis de varianza (ANOVA)
con pruebas HSD de Tukey (P < 0,05). Todos los analisis
estadisticos se realizaron en el programa R 4.0.7 (R Core
Team 2021)

RESULTADOS

Germinacion de semillas. El porcentaje de semillas entre
no germinadas y contaminadas fue menor de 5 %. Las se-
millas de procedencia del Cuartel del Ejército del Perti (D)
alcanzo el mayor porcentaje de germinacion (76,6 %), se-
guido de las semillas de procedencia de La Calera - Pitipo
2 (C) (75,8 %) y las semillas de procedencia de Jaén - Fila
Alta (A) (71,3 %) Las semillas de procedencia de La Ca-
lera - Pitipo 1 (B) alcanzé apenas 39,2 % de germinacion,
diferenciandose significativamente de las demas localida-
des (figura 3).

Los valores minimo y maximo de velocidad de germi-
nacion fueron de 9 y 12 dias, los que correspondieron a las
procedencias La Calera - Pitipo 1 (B) y La Calera - Pitipo 2
(C), respectivamente, resultando igual en las procedencias
Jaén - Fila Alta (A) y Cuartel del Ejército del Pert (D) con
un valor de 10 dias. El valor de germinacion fue similar
entre las procedencias B, Cy D con 0,11, 0,13 y 0,14, res-
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Figura 3. Germinacion acumulada (%) de semillas de cuatro
procedencias de C. odorata, a los 20 dias de evaluacion. A = Jaén
- Fila Alta, B = La Calera - Pitipo 1, C = La Calera - Pitipo 2, D
= Cuartel del Ejército del Peru (Séptima Brigada de Infanteria).
Para cada pardmetro letras minusculas diferentes en las lineas
indican diferencias significativas segin la prueba HSD de Tukey
(P <0,09).

Cumulative germination (%) of C. odorata seeds, at 20 days
of evaluation. A = Jaén - Fila Alta, B = La Calera - Pitipo 1, C = La Calera
- Pitipo 2, D = Cuartel del Ejército del Peru. Different lowercase letters
between lines indicate significant differences according to Tukey’s HSD
test (P <0.05).
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pectivamente, con una amplia diferencia en relacion a la
procedencia A que registré un valor de 0,04 (cuadro 1).
Plantulas de semillas germinadas y plantones de dos meses
de edad, obtenidas de estos experimentos, se muestran en
las figuras 4 A'y 4 B, respectivamente.

Las evaluaciones sobre la viabilidad de la semilla en
cinco procedencias de C. odorata recolectadas en La Cale-
ra - Pitipo, mostré que la viabilidad de la semilla disminu-
y6 progresivamente a medida que aumentaba el tiempo de
almacenamiento. Después de un mes de colectadas, la tasa
de germinacion fue de 85,9 %, sin variacion significativa
entre las dos tinicas procedencias evaluadas. Después de 3
meses de colectadas, la tasa de germinacion fue 67 % con
variaciones significativas entre procedencias y después de
6 y 9 meses de colectadas, la tasa de germinacion fue 41,9
% y 25,8 %, respectivamente, con variaciones significati-
vas entre procedencias. En la evaluacion de semillas, lue-
go de 12 meses de colectadas, no se observo germinacion
(cuadro 2).

Micropropagacion. Las procedencias 3, 6 y 9 alcanzaron
mayor altura de plantula con 5,4, 3,6 y 3,9 cm, respecti-
vamente. Las plantulas con sistema radicular > 80 % al-
canzaron una mejor respuesta morfogénica, evidenciada
en mayor altura de plantula y nimero de nudos y hojas
formadas, mientras que las plantulas menores de 2,0 cm
de altura, que correspondian a las procedencias 4, 7 y 8,
mostraron sistema radicular menor a 20 % asi como un
menor nimero de nudos y hojas formadas. Solo el 50 % de
la procedencia 3 mostrd plantulas con brotes secundarios,
pero siempre no mas de un brote por explante (cuadro 3,
figura 5 A).

Después de transcurrido seis meses de cultivo
y realizadas las evaluaciones correspondientes, la
micropropagacion de segmentos nodales, de 1,0 a 1,5 cm
de longitud, con 1 - 2 nudos, mostré una tasa de viabilidad
y supervivencia in vitro entre 80 a 100 %, sin observarse
diferencias en la tasa de propagacion entre los segmentos
nodales de posicion basal, media y apical (datos no
mostrados en cuadro 3), tal como se observa en tubos de
ensayo de 25 x 150 mm (figura 6A).

Conservacion de germoplasma. En 6 meses de conserva-
cion las plantulas alcanzaron 2,8 cm de altura, 7,6 nudos
y un sistema radicular con 1 - 3 raices, mientras que en 30
meses de conservacion las plantulas alcanzaron 12 cm de
altura, se formaron 19 nudos y un sistema de raices con
mas de 5 raices. En ambos casos las plantulas mostraron
un estado fisioldgico dptimo, aunque en 30 meses de con-
servacion las plantulas mostraron una fuerte defoliacion
(cuadro 4, figura 5 B).

Observaciones preliminares sobre la micropropaga-
cion de segmentos nodales, de 1,5 a 2,0 cm de longitud,
con 2 - 3 nudos, en plantulas con 30 meses de conserva-
cion, mostrd una tasa de viabilidad y supervivencia in vitro
entre 50 a 70 %, observandose que la menor tasa de mi-
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Cuadro 1.Indicadores de germinacion de semillas de cuatro procedencias de C. odorata, después de 21 dias de evaluacion. A = Jaén
- Fila Alta; B = La Calera - Pitipo 1; C = La Calera - Pitipo 2; D = Cuartel del Ejército del Peru.

Seed germination indicators of four families of C. odorata, after 20 days of evaluation. A = Jaén - Fila Alta; B = La Calera - Pitipo 1; C =
La Calera - Pitipo 2; D = Cuartel del Ejército del Peru.

Indicadores de germinacion Procedencias
A B C D
Valor de germinacion 0,04 0,11 0,13 0,14
Velocidad de germinacion (dias) 10 9 12 10
Porcentaje de germinacion 71,3 39,2 75,8 76,6

Recoleccion de semillas: A. Agosto 2020, B. Noviembre 2020, C. Enero 2021, D. Febrero 2021.

Semillas sembradas (N°)/germinadas (%): A. 80/57, B. 250/98, C. 256/194, D. 256/196.

Fecha de evaluacion: Marzo 2021.

Con excepcion de la procedencia La Calera - Pitipo 1 (B), que recibi6 la menor cantidad de agua, las otras procedencias recibieron tanto agua de lluvia
como de regadio.

Figura 4. Cedrela odorata. A) Germinacion de semillas. B) Plantulas de dos meses de edad.

Cedrela odorata. A) Seed germination. B) Two-month-old seedlings.

Cuadro 2. Porcentaje de germinacion de semillas, después de 1, 3, 6, 9 y 12 meses de la colecta, en cinco procedencias de C. odorata,
en La Calera - Pitipo. Para cada parametro letras diferentes indican diferencias significativas segtin la prueba HSD de Tukey (P <0,05).

Seed germination 1, 3, 6, 9, and 12 months after collection of five families of C. odorata, in La Calera - Pitipo. Different lowercase letters
between lines indicate significant differences according to Tukey’s HSD test (P < 0.05).

Procedencias Meses de almacenamiento

(N°) 1 3 6 9 12

1 87,5 87,5% 54,7 32,00 0,0

2 84.,4° 71,1° 51,6 27,30 0,0

3 - 64,0° 41.,4° 27,3° 0,0

4 - 62,5¢ 38,3° 22,7¢ 0,0

5 - 50,0¢ 23,4¢ 19,5¢ 0,0
Promedio 85,9 67,0 41,9 25,8 0,0

Fecha de colecta de semillas: Noviembre 2018.
Numero total de semillas evaluadas/procedencia/tiempo: 128.
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cropropagacion ocurria en los segmentos nodales basales
(datos no mostrados en cuadro 4), tal como se observa en
frascos de vidrio (figura 6 B) y mostrando el desarrollo del
sistema radicular que facilite su liberacidén a condiciones

de invernadero (figura 6 C).

DISCUSION

Evaluar el desarrollo de una especie vegetal bajo dis-
tintos enfoques de la biotecnologia aplicada nos permite
acercarnos a una mayor comprension sobre el comporta-

Cuadro 3. Respuesta morfogénica en la micropropagacion de plantulas de C. odorata, de nueve procedencias de La Calera - Pitipo,
en medio de cultivo MS suplementado con AIA 0,02 mg L'y AG, 0,02 mg L, después de seis meses de cultivo. Para cada parametro
letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba HSD de Tukey (P < 0,05).

Morphogenic response to the micropropagation of C. odorata seedlings in MS culture medium supplemented with IAA 0.02 mg L' and
GA, 0.02 mg L, after six months of culture. Different lowercase letters between lines indicate significant differences according to Tukey’s HSD test

(P <0.05).
Procedencias Respuesta morfogénica
(N%) Altura Brotes Nudos Hojas Raices
(cm) (%) (N°) (N°) (%)

1 2,3+0,3¢ 0,0 5,7+0,49% 50+0,3¢ 60,0¢
2 34404 0,0 8,8+0,2¢ 4,840,4¢ 33,3¢
3 5,4+0,3 50,0 12,040,2¢ 8,3+0,2° 83,0
4 1,8+0,1¢ 0,0 6,2+0,3¢ 1,5+0,7¢ 13,3¢
5 2,6+0,2° 0,0 5,6+0,4% 7,6+0,3° 40,04
6 3,6+0,3" 0,0 10,8+0,2° 8,3+0,2° 80,00
7 1,240,1¢ 0,0 5,140,3¢ 2,7+0,8¢ 11,1¢
8 1,3+0,2¢ 0,0 5,3+0,2¢ 3,5+1,3¢ 15,4¢
9 3,9+0,5° 0,0 9,3+0,4¢ 6,0+0,8¢ 100,0?

Los datos fueron registrados 6 meses después del establecimiento del apice caulinar.
Los valores corresponden a la media + = desviacion estandar.

Figura 5. Plantulas in vitro de C. odorata. A) Micropropagacion en diferentes estadios de crecimiento a lo largo de un afio: 4, 6, 8, 10
y 12 meses. B) Conservacion de germoplasma después de 30 meses, donde el medio de cultivo esta practicamente consumido.

In vitro seedlings of C. odorata. A) Micropropagation at different growth stages during one year: 4, 6, 8, 10 and 12 months. B) Germplasm
conservation after 30 months, where the culture medium is practically consumed.
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Cuadro 4. Respuesta morfogénica en la conservacion de germoplasma in vitro de una procedencia de La Calera - Pitipo de C. odorata
en medio de cultivo MS suplementado con AIA 0,02 mg L™ y AG, 0,02 mg L™, después de 6, 12, 15, 18 y 30 meses de cultivo. Para
cada parametro letras  diferentes indican diferencias significativas segun la prueba HSD de Tukey (P < 0,05).

Morphogenic response to the conservation of germplasm in vitro of C. odorata in MS culture medium supplemented with IAA 0.02 mg L™
and GA, 0.02 mg L', after 6, 12, 15, 18 and 30 months cultivation. + = standard deviation. Different lowercase letters between lines indicate significant
differences according to Tukey’s HSD test (P < 0.05).

Tiempo de Respuesta morfogénica
conservacion Altura (cm)  Brotes (N°)  Nudos (N°) Hojas (N°) Raices Estado fisiologico
Ne  Largo
(cm)
6 2,8+0,3¢ 0,1 7,6+0,4¢ 53+0,64 1-3  3-5  Optimo; sin defoliacion
12 7,7+0,8¢ 1,1 15+0,6° 8,8+0,3¢ 1-3 3-5 Optimo; escasa defoliacion
15 10,8+1,2° 1,1 15,8+0,8" 11,2+0,6°  2-5 3-5  Optimo; moderada defoliacion
18 10,9+0,9° 1,6 13,6+0,8° 12,4+0,8° 2-5 3-5 Optimo; moderada defoliacion
30 12,0+1,3¢ 1,6 19+1,1° 174120 >5 6,8  Optimo; fuerte defoliacion

Los datos fueron registrados 6 meses después del establecimiento del apice caulinar
Los valores corresponden a la media + = desviacion estandar.

Figura 6. Plantulas in vitro de C. odorata propagadas a partir de segmentos nodales en medio de cultivo de Piper: A) Plantulas en tubo
de ensayo. B) Plantulas en frasco de vidrio y C) Plantulas, tomadas de B, en condiciones vegetativas Optimas para su transferencia a
invernadero.

In vitro seedlings of C. odorata propagated from nodal segments in Piper’s culture medium. A) Seedlings in test tube. B) Seedlings in glass
vial and C) Seedlings, taken from B, in optimal vegetative conditions for transfer to greenhouse.
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miento de sus poblaciones. Por tal motivo, este estudio
propuso como objetivo evaluar la germinaciéon de semi-
llas, micropropagacién y conservacion de germoplasma in
vitro de C. odorata en una de las regiones mas aridas del
norte del Perd. En ese contexto, fue observado que las
semillas de C. odorata demostraron altos porcentajes de
germinacion, alcanzandose hasta 87,5 % si eran sembra-
das durante el primer mes de la recolecta. Asimismo, las
respuestas morfogénicas de la micropropagacion y la con-
servacion de germoplasma presentaron diferencias signifi-
cativas, indicando que en el caso de la micropropagacion
estas diferencias obedecerian al efecto de la procedencia
(genotipo) y en el caso de la conservacion de germoplasma
al tiempo de conservacion transcurrido.

La germinaciéon de semillas es un proceso comple-
jo que finaliza con el desarrollo de una planta, pudiendo
esta adaptarse o no al ambiente circundante (Rajjou et al.
2012). Por eso, pruebas germinativas son de extrema im-
portancia para aplicaciones agricolas y forestales. En este
estudio, las mayores tasas de germinacion correspondie-
ron a procedencias cuyas semillas se sembraron uno o dos
meses después de la recolecta y los arboles recibieron rie-
gos frecuentes, lo que ocurrié con las procedencias de El
Cuartel del Ejército del Pert (D) y La Calera - Pitipo 2 (C).
Un porcentaje similar correspondi6 a la procedencia Jaén
- Fila Alta (A) cuyas semillas se sembraron siete meses
después de recolectadas, pero como el arbol madre recibi6
agua de lluvia con frecuencia, alcanzaron una alta tasa de
germinacion. En contrapartida, el menor valor de germi-
nacion correspondid a la procedencia La Calera - Pitipo 1
(B) cuyo arbol madre fue sometido a fuerte estrés hidrico,
a pesar que las semillas se sembraron solo cuatro meses
después de la recolecta, lo que también podria deberse a
algun efecto epigenético (Parejo-Farnés et al. 2019), en-
tendiéndose como cambios heredables en la expresion y
funcién génica que no suponen cambios en la secuencia de
nucledtidos (Richards 2006). Estas diferencias podrian de-
berse al hecho de que alrededor de 75 % de las semillas no
germinan en condiciones naturales (Roman et al. 2012).
Sin embargo, en algunos estudios (i.e. Torres-Torres et al.
2018), utilizando semillas colectadas dos dias después de
caer al suelo y bajo dos condiciones de luminosidad se re-
gistraron bajos porcentajes de germinacion (entre 11,9 %
y 45,2 %).

En relacion a la velocidad de germinacion en el pre-
sente estudio fue diferente en relacion a otros estudios de
germinacion de C. odorata, donde presentaron entre 16
y 24 dias de germinacién (Mendizabal-Hernandez et al.
2016, Torres-Torres et al. 2018). Una de las posibles cau-
sas podria deberse a los tratamientos pre-germinativos, por
el cual las semillas podrian mostrar mejor comportamiento
en inmersion en agua a temperatura ambiente durante 24
horas (Torres-Torres et al. 2018). Asimismo, en el estudio
de Mendizabal-Hernandez et al. (2016), se observo una
germinacion acelerada de semillas de C. odorata en la pri-
mera semana de evaluacion, donde germiné la mitad o mas

106

de la mitad puesto que, en 20 procedencias seleccionadas,
donde se evaluaron entre 339 a 687 semillas por proceden-
cia, la germinacion de la semilla fluctué entre 200 y 550
por procedencia, en tanto que una germinaciéon menor se
observo en la segunda semana. Esta tendencia de germi-
nacion fue similar a lo observado en el presente estudio.
Sin embargo, aun cuando las pruebas de germinacion con-
vencionales en placas de Petri con doble papel de filtro y
terrinas con sustrato de arena, arrojan resultados significa-
tivos resulta importante complementarlas con estudios de
viabilidad embrionaria realizando la prueba de tetrazolio
(Mancipe-Murillo et al. 2018).

Los estudios regionales sobre micropropagacion en C.
odorata son escasos y con resultados discretos. En un es-
tudio pionero, se probaron diversas concentraciones de las
citoquininas 6-bencilaminopurina (BAP), Kinetina o 6-y,
y-dimetilalil aminopurina (2iP) en el crecimiento de los
nudos cotiledonales, alcanzando el mayor nimero de bro-
tes y altura de brote (1 cm) con BAP 0,5 mg L', aunque las
altas concentraciones de todas las citoquininas probadas
indujeron la formacion de callos en la base de los explan-
tes (Pérez et al. 2002). En un estudio complementario, se
evalu6 el enraizamiento in vitro de C. odorata utilizando
las auxinas acidol-naftalenacético (ANA) (0,5 y 1 mg L)
y acido indolbutirico (AIB) (1 y 1,5 mg L") en varias com-
binaciones, alcanzando muy bajas tasas de enraizamiento
(~30 %) asi como bajo niimero y longitud de raices (Pérez
et al. 2006). Asimismo, un avance importante fue la micro-
propagacion de C. odorata a partir de brotes juveniles en
medio suplementado con BAP 2 mg L' y ANA 3 mg L'
utilizando nudos y también se estimuld el enraizamiento
en el mismo medio de micropropagacion (Garcia-Gonza-
les et al. 2011). Por otro lado, en brotes de Cedrela fissilis
Vell., especie estrechamente relacionada con C. odorata,
los explantes (apices caulinares y segmentos nodales co-
tiledonales), obtenidos de plantulas de 60 dias, enraizaron
en medio de cultivo MS suplementado con BA 0,6 mg L,
aunque el subcultivo a largo plazo afectd la competencia
de enraizamiento (Oliveira et al. 2021). En el presente es-
tudio, el medio de cultivo utilizado fue MS suplementado
conAIA 0,02 mg L'y AG, 0,02 mg L', denominado “me-
dio de cultivo de Piper” puesto que es ampliamente utili-
zado en la micropropagacion de numerosas especies del
género Piper (familia Piperaceae), particularmente lefiosas
(Delgado-Paredes ef al. 2012) y en la micropropagacion
de especies arboreas del bosque tropical estacionalmente
seco del norte del Peru (Delgado-Paredes ef al. 2021). A
diferencia de los medios de cultivo especificos de enrai-
zamiento como Quorin y Lapoivre (1977) y WPM (Woo-
dy Plant Medium) (McCown y Lloyd 1981), el medio de
cultivo de Piper permite simultaneamente la elongacion y
enraizamiento de C. odorata. Por otro lado, este medio de
cultivo no incorpord citocininas puesto que el propdsito
no era la induccion de multiples brotes y su utilizacion en
altas concentraciones puede conllevar a variacion soma-
clonal.



En los primeros intentos de conservar el germoplasma
in vitro de C. odorata se utiliz6 la criopreservacion en ni-
trégeno liquido (Engelmann 2011). Asimismo, se evaluo la
criopreservacion de brotes y semillas de C. odorata, me-
diante técnicas de vitrificacion, deshidratacion y congela-
cion rapida en nitrogeno liquido, observandose tasas de su-
pervivencia superiores a 80 %, dependiendo del tiempo de
incubacion (Garcia y Abdelnour 2013). La otra alternativa
evaluada fue la conservacion mediante la encapsulacion de
apices caulinares de C. odorata en alginato de calcio y el
almacenamiento a temperaturas de 12 a 25 °C donde se al-
canzo6 un 90 % de viabilidad después de 12 meses (Maruya-
ma et al. 1997). Comparado con los resultados previos, en
este estudio el tiempo de almacenamiento y evaluacion no
super6 los seis meses. Por otro lado, tanto en el proceso de
micropropagacion como de conservacion de germoplasma
las plantulas no mostraron ni oxidacion ni hiperhidricidad,
trastorno fisiologico reportado en numerosos estudios en
cultivos in vitro como en Dendrocalamus Nees (Sandhu et
al. 2017) y Lycium ruthenicum Murray (Li ef al. 2022). So-
lamente las plantulas que superaron los 24 meses de conser-
vacion mostraron desde moderada a una fuerte defoliacion,
habito caducifolio de esta especie en su ambiente natural.

Es evidente que aun es necesario mayores estudios bio-
tecnolégicos locales en C. odorata. Sin embargo, por lo
presentado en este estudio, el desarrollo de nuevos proce-
dimientos podria maximizar las posibilidades de éxito en
germinacion de semillas, micropropagacion y conserva-
cion de germoplasma in vitro. Las diferencias morfologi-
cas en altura de planta, nimero de nudos y hojas formadas
y enraizamiento, observadas en la micropropagacion entre
las nueve procedencias de La Calera - Pitipo de C. odora-
ta, indica la ocurrencia de diversidad genética, lo que re-
sulta pertinente iniciar investigaciones que conlleven a la
clonacién in vitro de los genotipos con las mejores caracte-
risticas forestales. Finalmente, programas de conservacion
y reforestacion de areas degradadas seran beneficiados
directamente por los resultados de este estudio, al recibir
los plantones resultantes de la micropropagacion, lo que
contribuye con la restauracion de ecosistemas y mitiga los
impactos del cambio climatico.

CONCLUSIONES

Las semillas de Cedrela odorata, almacenadas en con-
diciones ambientales, pierden viabilidad entre nueve y
doce meses, por lo que resultaba importante desarrollar
otros métodos de conservacion de germoplasma como la
conservacion in vitro. Las técnicas aplicadas, tanto para la
micropropagacion como para la conservaciéon de germo-
plasma, permitieron obtener tasas Optimas de crecimiento
y conservacion, en seis y treinta meses, respectivamente.
Este estudio sugiere que nuevos enfoques biotecnologicos
sobre C. odorata en el norte del Pert, podrian ofrecer nue-
vas alternativas, mas rapidas y eficientes, para el manejo y
conservacion local de la especie.
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