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Resumen
Embriones inmaduros de cedro negro (Juglans neotropica) (Juglandaceae) con 16 y 20 semanas de desarrollo fueron removidos asépticamente de los frutos y sembrados durante 60 días en los medios de culti+o M- (Muras3ige 4 -koog, 99<=), WPM (Blo4d 4 McCoFn, 9980) 4 GHW (Gri+er 4 Huni4uki, 
9984), sin reguladores de crecimiento. -e  obser+ó que embriones con 9< semanas de desarrollo no germinaron en los tres medios de cultivo; por el contrario, los embriones con 20 semanas de desarrollo presentaron una germinación de 100%. Se encontró un marcado efecto del medio en el crecimiento de los embriones, siendo el medio M- meOor (P P 0.05) que los medios GHW 4 WPM, debido a que en él los embriones Wresentaron ma4or altura 4 WroWorción talloXraiY Wara la obtención de WlZntulas comWletas. 
Palabras clave:  Cedro negro, cultivo de embriones, cultivo in vitro, embriones vegetales, germinación,
Juglans neotropica, medio de cultivo, nogal, rescate.
Abstract
[image: image2.png]


Immature embryos of Juglans neotropica (Juglandaceae) with 16 and 20 weeks of development were aseptically removed from the fruits and placed in different culture media MS (Murashige and Skoog,
99<=), WPM (Blo4d and McCoFn, 9980) 4 GHW (Gri+er and Huni4uki, 9984) Fit3out groFt3 regulators for 60 days. It was observed that embryos with 16 weeks of development did not germinate in any of the three culture media. The embryos with 20 weeks of development germinated 100% in the three culture media. It was found a marked effect of the culture media on the growth of the embryos, the MS medium Fas signi[cantl4 better t3an t3e GHW and WPM medium (P P 0.05), due to t3e fact t3at in M- medium embr4os 3ad t3e 3ig3est 3eig3t and a better WroWortion of stemXroot to obtain comWlete plantlets. After this, seedlings were adapted to environmental conditions (greenhouse).
Key words: Black cedar, culture media, embryo culture, germination, in vitro culture, Juglans neo- tropica, plant embryos, rescue, walnut.
Introducción
El cedro negro (Juglans neotropica Diels), especie forestal de los bosques alto andinos de Colombia, ha sufrido las consecuencias de la deforestación y la desaparición progresiva en algunas zonas por la expansión de las fronteras ganadera 4 agricola (IA+H, 9998). Actualmente las poblaciones naturales de esta especie se hallan en peligro de extinción debido a la intensiva explotación de su ma- dera la cual es usada en la construcción de mobiliario lujoso (Cárdenas y Salinas, 2006).
Desde 1999 la Corporación Autónoma Regional del Centro de Antioquia (Corantio- quia) incluyó la especie J. neotropica como prioritaria para conservación e inició un proyecto de búsqueda y selección de árboles semilleros, que permitieran su propagación en condiciones de +i+ero con el [n de fa+o- recer su recuperación ex situ y uso en los programas de fomento para la reforestación en su jurisdicción (Gómez y Toro, 2007); no obstante la propagación sexual de la especie en condiciones de vivero tiene entre sus limi- tantes: una baja producción de semillas por árbol en condiciones naturales causada por la pérdida de frutos durante el desarrollo y la di[cultad de conser+ar los Wocos genotiWos en condiciones silvestres, la semilla tiene laten- cia natural, la cual produce baja uniformidad en la germinación en condiciones de vivero (Gómez y Toro, 2007).
En relación con lo anterior, Atwater (9980) mencionó que el WrinciWal bloqueo en la germinación del J. neotropica se asocia con la retención de inhibidores, los cuales están contenidos en la testa que es permeable al agua y semi o impermeable a algunos quími- cos o gases, la cual, además, ejerce resistencia mecánica contra el desarrollo del embrión. López (1997), menciona en su revisión sobre el tema, que el grado de ligni[cación de la testa está relacionado con la latencia que limita la cantidad de oxígeno dentro de la semilla, lo que lleva a la producción de sustancias inhibidoras del crecimiento en los tejidos em- briogénicos. Por su parte, Ospina et al. (2003) añaden que los altos contenidos de aceites en los cotiledones, disminuyen la capacidad y uniformidad de germinación, sobre todo en condiciones de alta temperatura.


Debido a este problema en la germina- ción, se han evaluado diferentes tratamien- tos pregerminativos, entre los cuales están la imWrimación 4 la estrati[cación. -egün López y Piedrahíta (1999), se destaca la com- binación de ambos tratamientos al utilizar la imprimación por quince días, seguida de
<0 dias de estrati[cación, ensa4o en el que se alcanYó un %0.8% de germinación 4 una velocidad de germinación de 40 días (inicio de la germinación) con respecto al grupo de semillas utilizadas en el tratamiento control, en el cual se obtu+ieron un 98% de germina- ción y 95 días para el inicio de la germinación, al cabo de 980 dias de e+aluación. En otro estudio se encontró una incidencia favorable de la estrati[cación  Wor  40 dias entre =0-
33°C, en la cual se lograron porcentajes de germinación del 80% 4 =4 dias Wara el inicio de la germinación (Gómez, 2002).
Las técnicas de rescate y multiplicación de embriones in vitro son una solución alter- nativa complementaria para el sector forestal en el corto plazo. Así, se ha demostrado que estas técnicas son importantes en los progra- mas de protección y conservación de especies que Wresentan di[cultades de WroWagación sexual, viabilidad, escasez de semillas, cruza- mientos interesWeci[cos, latencia Wrolongada y problemas de recalcitrancia (Shibu y Gille- sWie, 9998; †enson, =000; AYofeifa, =009).
La técnica también ha servido para evitar la presencia de contaminantes endógenos y la liberación de compuestos fenólicos, entre los que se incluye el aleloquímico juglona que inter[ere con el crecimiento celular de Juglans sWW. (Riet+eld, 998%). E+idencias de estas di[- cultades en el establecimiento y micropropaga- ción de este género son los trabajos de Cornu
4 Ja4-Allemand (9989), Re+illa et al. (9989), Leslie y McGranahan (1992), Pijut (1997), Cruz y Cruz (2003), Ríos et al. (2007). Por otra par- te, el cultivo in vitro de embriones de Juglans ha facilitado el establecimiento y la posterior micropropagación de J. nigra (Heile–Sudholt et al., 998<), J. regia 4 cruces interesWeci[cos (Ja4- Allemand 4 Cornu, 998<; -caltso4iannes et al.,
9997; BóWeY, =004; †osela 4 Mic3ler =008).
Un aspecto importante de varios trabajos in vitro realizados con embriones inmaduros y maduros del género Juglans, es el marcado
efecto del medio de cultivo y de los regulado- res de crecimiento vegetal sobre la germina- ción. En J. regia se han observado diferentes resWuestas; asi, RodrigueY (998=) en un Wri- mer trabaOo usó el medio H(3), 4 en otro cul- tivar de la misma especie utilizó el medio MS (Rodríguez et al., 9989). Ja4-Allemand (998=) en la misma especie utilizó inicialmente el medio HnoW a la mitad de la concentración 4 posteriormente, el medio Miller (MI). Cossio
4 Minotta (998%) desWués de comWarar oc3o diferentes combinaciones salinas nutritivas en J. regia, concluyeron que el medio MS fue el más adecuado para el desarrollo y creci- miento de la especie. Fernández et al. (2000) estimularon el crecimiento de embriones de J. regia en medio MS líquido suplementado con 5 mgXlt de †A durante 7 dias 4 luego en el mismo medio sin hormona. En forma pa- ralela, Haur et al. (2006) al evaluar diferentes reguladores de crecimiento (†AP, Hinetina 4
GA3) en el medio MS con cinco cultivares de J. regia, sólo obtuvieron 66% de germinación con el meOor de los tratamientos (M-, Hin 0.5 mgXlt, †AP 0.5 mgXlt 4 GA3 = mgXlt). -Znc3eY et al. (=00<) encontraron diferencias signi[- cativas en el porcentaje de germinación de embriones provenientes de un cultivar de J. regia, después de evaluar los medios WPM, M-, GHW 4 NGE libres de reguladores de crecimiento. El porcentaje más alto de germi- nación fue obtenido en WPM (89%), seguido de los medios NGE (<=%), GHW (54%) 4 M- (27%), además, observaron la liberación de sustancias fenólicas y el oscurecimiento de los embriones en el medio GHW.
Ante la diversidad de resultados observa- dos en la propagación del género Juglans, surge la necesidad de estandarizar las condiciones de cultivo in vitro para cedro negro (J. neotropica). Por tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar la respuesta de embriones extraídos de frutos inmaduros de esta especie cultivados in vitro en tres medios diferentes, buscando reducir la problemática en su propagación.
Materiales y métodos
Obtención de embriones
Los embriones de cedro negro (J. neotropica)
provinieron de una fuente semillera previa-

mente identi[cada Wor Corantioquia en el mu- nicipio de Olaya, situado a 2000 m.s.n.m. (06°
%8’ N, 75° 45’ 0), con una WreciWitación ma4or de 1900 mm y temperatura media de 17°C (Gómez, 2003). La investigación se realizó en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la Estación Biodiversidad de Corantioquia, ubicado en el corregimiento de Santa Elena, al oriente del municipio de Medellín, el cual se encuentra a 2400 m.s.n.m. y una tempe- ratura media anual de 17°C, condiciones per- tenecientes a la zona de vida bosque húmedo montano bajo (bh-MB) (Holdridge, 1967). Los frutos inmaduros fueron recolectados del árbol cada cuatro semanas hasta la semana
=4, desWués de la WoliniYación de la fior. Ba suWer[cie de los frutos de cuatro, oc3o 4 doce semanas de desarrollo fue desinfectada con
3iWoclorito de sodio al =.5% (+X+) durante =0 minutos y lavada con abundante agua estéril por diez minutos. En los frutos de 16, 20 y
24 semanas de desarrollo se removieron el epicarpo y el mesocarpo con una navaja antes de proceder a lavar el endocarpo (testa) con agua corriente. A continuación, este último fue desinfectado en cabina de fiuOo laminar sumergiendo las semillas en etanol a 90% (+X+) 4 fiameando tres +eces.
Posteriormente, los frutos con endocarpo endurecido (16-24 semanas de desarrollo) se abrieron ejerciendo presión con una prensa metálica manual sobre la cicatriz de unión del pedúnculo para extraer los embriones y pro- ceder a sembrarlos en medios MS (Murashige
4 -koog, 99<=), WPM (Blo4d 4 McCoFn, 9980)
4 GHW (Gri+er 4 Huni4uki, 9984) (Cuadro 9). Cada medio fue suWlementado con 0.9 mgX lt de tiamina HCl, 900 mgXlt de mio-inositol,
= mgXlt de glicina, 0.5 mgXlt de Wirido’ina 4
Zcido nicotinico, sacarosa %% (WX+) (Cuadro
1). El pH de los medios fue ajustado a 5.7
4 se adicionó P34tagel 0.=% (WX+) antes de disWensarlos en frascos de +idrio de 9=8 cc, los cuales fueron esterilizados a 121 °C por
30 min. Todos los cultivos fueron incubados en oscuridad por 15 días para continuar su crecimiento por 45 días, con luz suministra- da Wor bombillas luY blanca fiuorescente de
=0 Watts, con fotoWeriodo de 9=X9= 3 4 una temperatura de 22 ± 1 °C.
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Cuadro 1. Composición química de los medios de cultivo.
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Compuesto
MS
mg/lt (mM)



WPM
mg/lt (mM)



DKW
mg/lt (mM)
Macro nutrientes
NH4NO3 
1650 (20.6)
400 (4.9)
949< (97.<8) HN03 
9900 (98.8)

—


— MgSO4.7H2O
   370 (1.5)
370 (1.5)

740 (3.0) CaCl2.2H2O
  440 (2.99)
 96 (0.65)

149 (1.01)
HH2PO4
170 (1.25)
170 (1.25)
265 (1.95)
Ca(NO3)2.4H2O                                                 —                                  556 (2.35)                       99<7 (8.%%) H2SO4                                                                                   —                                        —                             9559 (8.9<) Micro nutrientes
HI

0.8% (0.005)


—


— H3BO3

6.2 (0.1)

6.2 (0.19

4.8 (0.078) MnSO4.4H2O
 22.3 (0.13)
22.3 (0.13)
33.5 (0.195) ZnSO4.7H2O

 8.< (0.0=9)

8.< (0.0=9)

  --- Na2MoO4.2H2O

 0.25 (0.01)

0.25 (0.01)

0.39 (0.0156) CuSO4.5H2O

 0.025 (0.0001)

0.25 (0.001)

0.25 (0.001)
CoCl2.6H2O
 0.025 (0.0001)
—
—
Na2 EDTA
37.3 (0.1)
37.3 (0.1)
45.4 (0.12) FeSO4.7H2O
 =7.8 (0.9)
=7.8 (0.9)
%%.8 (0.9=) NiSO4. 6H2O

 —

—

0.005 (0.00002)
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Zn(NO3)2. 6H2O
 —
—
17 (0.057)
Análisis de datos
Después de sesenta días de cultivo de los embriones inmaduros se determinaron los porcentajes de germinación in vitro, las lon- gitudes del tallo y de la raíz, y se calculó la relación talloXraiY de cada WlZntula en los tres medios de cultivo. Los tratamientos (medio de cultivo) se dispusieron en un diseño completa- mente al azar, con diez repeticiones (embrio- nes) y se realizaron análisis de varianza para cada variable, seguido de la prueba de Tukey cuando se detectaron diferencias (P < 0.05).
-e calcularon los coe[cientes  de Pearson para determinar el efecto del contenido total de nitrógeno y la relación NO3-XNH4+ sobre la longitud del tallo 4 la relación talloXraiY. Todos los análisis se efectuaron con el pro- grama Statistica versión 7.1 (StatSoft, 2005).
Adaptación de las plántulas
Después de sesenta días de crecimiento in vitro, las plántulas fueron removidas de los medios de cultivo y las raíces lavadas con agua destilada. A continuación cada plántula se sembró en forma individual en vasos plás- ticos de doce onzas de capacidad conteniendo una mezcla estéril de suelo y arena en pro- porción (2:1), los cuales fueron cubiertos con

vasos similares a los anteriores pero trans- parentes para evitar la deshidratación. Las plántulas, una vez sembradas, se asperjaron semanalmente con medio MS diluido a 25% de la concentración original, hasta completar cuatro aplicaciones. Esta fase se realizó en invernadero cubierto con tela polisombra de
65% de sombrío en la parte superior y late- rales en vidrio. Las plántulas permanecieron durante un mes en estas condiciones con un régimen de luz natural y temperatura de 23
± 1 °C. Después de treinta días se hicieron perforaciones en la parte superior de los vasos para favorecer la adaptación de las plantas. Ba [naliYación de la adaWtación se determinó cuando las plántulas formaron una o dos hojas nuevas (90 días).
Resultados y discusión
Obtención de los embriones
Durante el seguimiento del desarrollo de los frutos de J. neotropica para la obtención de los embriones se observó que los inmaduros recolectados de cuatro, ocho y doce sema- nas de desarrollo no tenían aún formado el embrión. A partir de la semana 16 los frutos tenían embrión formado y fueron utilizados
para el montaje de los experimentos, al igual que aquellos con 20 semanas de desarrollo; los embriones de estos frutos inmaduros se caracterizaron por su color blanco nacarado. Según López y Piedrahíta (1999) y Gómez (2002) las semillas con 24 semanas de desa- rrollo provienen de frutos que ya han alcan- Yado la madureY [siológica 4 son aWtas Wara iniciar tratamientos pregerminativos que permitan la propagación sexual convencional.
Siembra y germinación
Los embriones inmaduros provenientes de frutos de dieciséis semanas no se desarrolla- ron en los medios in vitro del estudio y algu- nos de ellos se necrosaron o permanecieron quiescentes después de 30 días de cultivo. Por el contrario, los embriones de frutos inmadu- ros con 20 semanas de desarrollo iniciaron la germinación entre los días 5 y 7 después de sembrados en todos los medios de cultivo, alcanzando después de 15 días de cultivo el
100% de germinación (Foto 1), estos valores son superiores a la potencia germinativa y velocidad de germinación reportados por López y Piedrahíta (1999) y Gómez, (2002). Estos resultados son para tener en cuenta, más aun cuando se trata de propagar una especie vulnerable a la extinción, cuya se- milla requiere de prolongados tratamientos pre-germinativos (40-60 días) para romper la latencia natural que presenta, demostrando en parte que el principal bloqueo que tiene la

semilla para germinar se encuentra asociado a la testa.
No se observó oscurecimiento en el medio de cultivo, el cual es causado por la liberación de exudados tóxicos del explante, ni la for- mación de callo en las plántulas como se ha encontrado en J. nigra (Heile-Sudholt et al.,
998<), en culti+ares de J. regia (Jay-Allemand
4 Cornu, 998<, -Znc3eY et al., 2003; Sánchez et al., 2006) y en híbridos de estas especies (Cornu 4 Ja4-Allemand, 9989). En los medios evaluados se presentó 100% de germinación de embriones inmaduros de J. neotropica (Foto 1b), en contraste con lo encontrado en otros estudios con J. regia (Sánchez et al.,
2003; Sánchez et al., 2006; Toosi y Dilma- gani, 2010).
Los resultados mostraron diferencias (P < 0.05) entre los medios de cultivo sobre el crecimiento y desarrollo de los embriones después de 60 días (Cuadro 2). Los embrio- nes sembrados en medio MS presentaron la mayor longitud de tallo y la mejor relación o conformación de WlZntula (talloXraiY) en com- paración con los establecidos en los medios GHW 4 WPM. Por otra Warte, la longitud de la raíz fue diferente (P < 0.05) entre los medios GHW 4 M- con resWecto al medio WPM. En el mismo Cuadro se observa que los embriones que crecieron en los medios GHW 4 WPM se caracterizaron por una mayor longitud de raíz (dos y cinco veces, respectivamente) con respecto al tallo (Cuadro 2).
Foto 1.    Secuencia del crecimiento de embriones de J. neotropica en condiciones in vitro. De izquierda a derecha: (a) Inicio del crecimiento de embrión con 10 días de cultivo; (b) crecimiento a los 20 días de cultivo; y (c) plántula con 45 días de cultivo en medio MS.
Cuadro 2. Valores medios para cada variable (±DE) en embriones a 60 días, relaciones de N total y relación de NO3-XNH4+ en cada medio de cultivo.
	Medio
	Longitud tallo
	Longitud raíz
	Relación tallo/
	Nitrógeno total
	Relación
	Permanencia

	
	(cm)
	(cm)
	raíz
	(mM)
	NO3-/NH4+
	in vitro (días)

	MS
	7. == (±0.89) a
	6.41 (±0.71) a
	9 (±0.08) a
	60.00
	1.91
	60

	DKW
	3.3 (±0.69) b
	7.5 (±0.45) a
	0.4 (±0.08) b
	52.14
	1.95
	120

	WPM
	1.42 (±0.69) c
	5.54 (±0.75) b
	0.2 (±0.12) c
	14.50
	1.96
	150


—Betras diferentes muestran diferencias signi[cati+as (P P 0.05) entre los medios de culti+o. Valores entre paréntesis representan la desviación estándar (±DE) para cada variable (n =10).
La fase de aclimatización se inició des- pués de sesenta días con las plántulas que crecieron en medio MS, mientras que los embriones que germinaron en medios GHW 4
WPM debieron ser resembrados una o dos ve- ces más en sus respectivos medios de cultivo hasta alcanzar un mayor tamaño después de
120-150 días, que permitiera iniciar su adap-

nitrógeno total y las relaciones iónicas (NO3-)X (NH4+) (Cuadro 3).
Cuadro 3. MatriY de coe[cientes  de correlación obtenidos entre las variables de crecimiento y nitrógeno.
Variable
(NO3-)/(NH4+)
 N total
TalloXraiY
-0.998<—
0.8007
Longitud tallo
-0.9912
0.84<% Longitud raíz
 0.1251
0.7312
tación e’ +itro. Esto signi[ca una reducción
 

de dos o tres meses en el proceso de estable- cimiento in vitro y un menor gasto de medios de cultivo, cuando se utiliza el medio MS.
L os macronutrientes son esenciales para el crecimiento de explantes de Juglans (Amiri, =004), lo que se con[rmó en este es- tudio con J. neotropica en medio MS rico en altas concentraciones salinas, seguido del medio GHW; en contraste con el medio WPM que no tiene la su[ciente concentración de nitrógeno para mantener el crecimiento de los embriones (ver Cuadro 2). Resultados similares se encontraron con medios MS
4 GHW, en J. regia (Revilla et al., 9989; Fernández et al., 2000; Saadat y Hennerty,
=00=; Haur et al., 2006) y en J. nigra (Bosela
4 Mic3ler, =008).
Uno de los nutrientes más importantes en el cultivo in vitro es la cantidad de nitró- geno total en el medio de cultivo, así como la relación nitrógeno oxidado (NO3-)Xnitrógeno
reducido (NH4+). Los resultados de varias in-
vestigaciones sugieren que en los medios de
cultivo es más importante la relación de las fuentes de nitrógeno que la concentración de nitrógeno total en el medio. En este estudio se realiYaron los cZlculos del coe[ciente  de correlación de Pearson (r) para cada una de las variables longitud del tallo, longitud de la raiY 4 relación talloXraiY con los contenidos de

* P < 0.05.
Se encontraron valores de correlación cercanos a 9, Wara  la relación talloXraiY  4 la longitud del tallo con las relaciones ióni- cas (NO3-)X(NH4+) que las obtenidas con el contenido de nitrógeno total de los medios de cultivo evaluados, pero solo se encontró causalidad con P<0.05 para las plántulas que mostraron un mejor crecimiento proporcional (talloXraiY) en el medio M- seguido del medio GHW 4 WPM en sentido negati+o (Figura 9), lo que se ajusta con las observaciones realiza- das por George et al. (=007), quienes a[rman que las plántulas in vitro responden mejor a la relación de ambos tipos de iones (NO3-)X
(NH4+) que al contenido total de nitrógeno.
Aclimatización ex vitro de las plántulas
La adaptación de las plántulas en condiciones ex vitro se hizo evidente al observar la forma- ción de hojas nuevas y el crecimiento de las raíces (color blanco-crema). Después del tras- plante las plántulas permanecieron cubiertas durante 30 días para evitar la deshidratación. Posteriormente, se redujo la humedad duran- te 120 días hasta condiciones de vivero. Una característica del material vegetal producido por la técnica de rescate de embriones es la homogeneidad de crecimiento en condiciones de invernadero (Foto 2).
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Figura 1. Correlaciones entre las proporciones iónicas (NO3-)X(NH4+) y nitrógeno total en tres medios de cultivo con respecto a las +ariables talloXraiY 4 longitud del tallo, de WlZntulas in +itro Wrocedentes de embriones inmaduros de Juglans neotropica.
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Foto 2.    Adaptación ex vitro de plántulas de cedro negro Juglans neotropica obtenidas de embriones inmaduros establecidos in vitro. (a) Crecimiento de nuevas raíces transcurridos 30 días en invernadero. (b) Plantas de cedro negro adaptadas a condiciones de vivero con 120 días (20 - 25 cm de altura).
Conclusiones
    Este estudio reporta por primera vez la obtención de plantas de J. neotropica a partir de embriones procedentes de frutos inmaduros con 20 semanas de desarrollo. El medio MS (Murashige y Skoog, 1962) ofreció el mejor soporte para el crecimien- to y desarrollo de las plántulas in vitro listas para el proceso de adaptación ex vitro, con una reducción en tiempo equi- valente a dos y tres meses con respecto a los medios GHW 4 WPM. Por tanto, M- puede ser considerado como el medio estándar para la siembra de embriones inmaduros y para la propagación de esta especie.
    La siembra de embriones inmaduros en condiciones in vitro evitó los problemas de latencia y de tratamientos pregerminati- vos que presentan las semillas en condi- ciones naturales para su propagación en vivero.
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