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RESUMEN

La teca (Tectona grandis L.f) es un arbol
tropical con gran demanda por la alta calidad de
su madera y rdpido crecimiento. Los programas
de mejoramiento genético para esta especie han
dado como resultado semillas de mejor calidad y,
al mismo tiempo, el incremento en la calidad de
las plantaciones. Con el objetivo de conservar la
diversidad genética y garantizar la materia prima
para los programas de mejoramiento y reproduc-
cion futura, las semillas de teca son mantenidas
en bancos de semillas convencionales bajo con-
diciones de temperatura que oscilan entre 4° y
—20°C. Sin embargo, hay otras modalidades que
pueden emplearse para complementar la conser-
vacion de este valioso germoplasma. La criocon-
servacion o almacenamiento en nitrogeno liquido
(NL, -196°C) presenta importantes ventajas sobre
otras técnicas de conservacién, como la posibili-
dad de almacenamiento por tiempo indefinido y
en condiciones de alta estabilidad genética. En
este estudio se evalud la sobrevivencia y regene-
racion de plantas después del congelamiento de
las semilas en nitrégeno liquido (NL), con el uso
de la técnica de desecacién y congelamiento rapi-
do. La metodologia fue evaluada tanto en semi-
llas aisladas del endocarpo (semillas) como en
semillas rodeadas por el endocarpo (semillas con
endocarpo), que permite observar tasas de ger-
minacién de 84% y 70% respectivamente, a los
28 dias en cultivo, después de la descongelacion.
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ABSTRACT

Cryopreservation of teak (Tectona
grandis L.f) seeds. Teak (Tectona grandis L.f)
is a tropical tree of commercial value due to the
high demand of its high-quality wood and rapid
growth. Genetic improvement programs for this
species have resulted in seeds of better quality
and, at the same time, improvement in the quality
of plantations. To preserve genetic diversity and
guarantee the raw material for improvement
programs and for future reproduction, seeds are
kept under conventional seed banks conditions
with temperature ranging between 4 and —20°C.
However, there are other means to conserve
this valuable germplasm. Cryopreservation is
the storage of plant material in liquid nitrogen
(NL, -196°C) and its major advantage is the
conservation for indefinite periods of time, under
high genetic stability conditions. Survival and
regeneration of plants after seed freezing in
liquid nitrogen (LN) were evaluated in this
work, using the dessiccation and rapid freezing
technique. The methodology was tested both, in
seeds isolated from endocarps (seeds) asin seeds
inside endocarps (seeds with endocarps), with
germination rates, after thawing and 28 days in
culture, of 84% and 70% respectively.

ok Centro de Investigacion en Biotecnologia (CIB),
Instituto Tecnolégico de Costa Rica, Cartago,
Costa Rica.
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INTRODUCCION

La teca (Tectona grandis) (Verbenaceae)
es un arbol del trépico que produce una de las
maderas mds valiosas, principalmente para la
industria del mueble (CAB Internacional 2000,
Fonseca 2004). La gran demanda de madera por
el mercado ha promovido el establecimiento de
plantaciones y programas de mejoramiento gené-
tico de esta especie. Estos programas producen
semillas de mejor calidad a través del cruce de
individuos sobresalientes o a través del uso de
la clonacion de individuos seleccionados, ambas
estrategias son utilizadas en teca (IUFRO 2004,
Vallejos et 4l. 2010). Por lo general, las semillas
de especies forestales son almacenadas en bancos
convencionales de semillas a temperaturas que
varfan entre los 4°C y -20°C y si se mantienen
con un bajo contenido de humedad, tedricamente,
el periodo de conservacion se incrementa. Sin
embargo, ain en estas condiciones de almace-
namiento, las semillas sufren una progresiva
pérdida de viabilidad y calidad fisiolégica con
el tiempo, por lo que periédicamente el material
debe renovarse (Abdelnour et al. 2007, Cardoso
et 4l. 2000). Un método que puede utilizarse
para complementar esta modalidad de almace-
namiento y asi disminuir el riesgo de pérdida de
viabilidad y asegurar la calidad del material es la
crioconservacién. La crioconservacién consiste
en el almacenamiento de células, tejidos y 6rga-
nos a ultra baja temperatura esto es de -150°C a
-196°C, por lo general en nitrégeno liquido (LN)
por tiempo indefinido (Engelmann 2010, Gonzé-
lez et 4l. 2004). Las principales ventajas técnicas
de esta metodologia de conservacién son el redu-
cido espacio en infraestructura requerido, la inde-
pendencia de la electricidad para mantener las
ultra bajas temperaturas y la fcil adquisicién del
nitrégeno liquido. Ademads, una vez en almacena-
miento, no se require manipular las muestras, lo
que reduce los costos de labor y mantenimiento.
Adicionalmente, las bajas temperaturas conser-
van la estabilidad genética del material por largos
periodos (Abdelnour 2003, Garcia et al. 2007,
Gonzalez et al. 2004).
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El principal objetivo de esta investigacién
fue adaptar la técnica de crioconservacion, por
medio de la desecacion y el congelamiento rdpido
en nitrégeno liquido en semillas aisladas del
endocarpo (semillas) y semillas dentro del endo-
carpo (semillas con endocarpo) de teca (Tectona
grandis). El desarrollo de esta metodologia per-
mitird la conservacién a largo plazo del recurso
genetico de esta especie como reserva y comple-
mento de otras formas de conservacion.

MATERIALES Y METODOS

Como material experimental se utilizaron
semillas aisladas de endocarpos (semillas) y
semillas contenidas en el endocarpo (semillas
con endocarpo) (Figural), donadas por la empre-
sa Maderas Preciosas de Costa Rica (MACORI).
El contenido de humedad tanto de las semillas
como de las semillas con endocarpo fue determi-
nado antes del congelamiento, con base en el peso
fresco y seco (Abdelnour 2003) (secado en horno
a 103°C por 17 h), de acuerdo con las recomenda-
ciones del International Seed Testing Association
(ISTA 2008).

Fig. 1.

Endocarpos de teca (Tectona grandis). A. Lijados,
B. Lijados e incubados en AG;y C. Semilla des-
nuda.

Crioconservacion de semillas

Para determinar la sobrevivencia al
nitrégeno liquido, se utilizaron semillas con un
contenido de humedad de 6% y se evaluaron 2
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tratamientos: semillas congeladas (NL+) y semi-
Ilas no congeladas (NL-). Para cada tratamiento,
3 grupos de 25 semillas fueron subagrupadas en
5 réplicas de 5 semillas cada una y cada replica
fue colocada en un criotubo de polipropileno de
2 ml. El congelamiento se efectud por inmersion
directa de los criotubos en NL. Después de una
hora, los materiales fueron descongelados por
incubacién de los viales en un bafio de agua a
40°C por 2 min (Engelmann 2010). Una vez des-
congeladas, las semillas fueron desinfectadas con
hipoclorito de sodio (NaOCl) al 3% i.a., durante
10 min (Abdelnour y Muifioz 2005, Ramirez et
al. 2003). Para la germinacion y recuperacion de
plantas in vitro, las semillas fueron cultivadas
individualmente en un tubo de ensayo (150 mm x
25 mm) con 10 ml del medio de cultivo descrito
por Murashige y Skoog (MS) (1962) enriquecido
con 0,5 mg.I"' BAP (6-Benzylaminopurina), 3%
sacarosa; el pH fue ajustado a 5,7 antes de la este-
rilizacién en autoclave (21°C, 1,2 ATM/cm? de
presioén, 25 min) y como gelificante se adicion6
2,7 gI'! Phytagel™ (Sigma, St. Louis, MO, USA)
(Ramirez et al. 2003). Por dltimo, los cultivos fue-
ron colocados en el cuarto de crecimiento a 25°C
y mantenidos en la oscuridad durante una sema-
na, después de este periodo, fueron expuestos a
un fotoperiodo de 16 h luz y 24,2 ymol.m?.s’!
de intensidad luminica. El material fue evaluado
semanalmente durante un mes, en relaciéon con
el porcentaje de germinacién, nimero de hojas y
longitud de brote y raiz.

Crioconservacion de semillas con endocarpos

Las semillas con endocarpo (contenido
de humedad de 8%) fueron sometidas a 3 trata-
mientos pregerminativos y adicionalmente cada
uno de estos fue sometido al congelamiento en
NL, para obtener 6 tratamientos experimentales:
semillas con endocarpo sin lijar (SL), semillas
con endocarpo sin lijar + NL (SL+NL), semillas
con endocarpo lijado con papel lija #100 (L),
semillas con endocarpo lijado + NL (L+NL) y
semillas con endocarpo lijado e incubados por 24
h en una solucién de 10 mg.I"! de AG; (4cido gibe-
rélico) (L+AG;) y semillas con endocarpo lijado

e incubadas en AG; después del congelamiento
en NL (L+AG;+NL). Las semillas con endocarpo
fueron colocadas en crioviales de polipropileno
de 15 ml y congelados por inmersion directa en
NL, donde permanecieron durante una hora. El
descongelamiento se llevo a cabo por incuba-
cién de los criotubos en un bafio de agua a 40°C
durante 2 min. Los tratamientos sin la exposicion
al NL fueron cultivados inmediatamente des-
pués del tratamiento pregerminativo. La unidad
experimental fue un endocarpo conteniendo de
1 a 3 semillas, cada tratamiento consistié de 25
endocarpos y cada tratamiento se repitié 3 veces.
La germinacion de las semillas con endocarpo
se llevo a cabo en 2 condiciones diferentes: en
cdmara de germinacién (30°C y 100% humedad
relativa) con Peat Moss (Sphagnum sp.) como
sustrato en cajas pldsticas y en condiciones de
invernadero (aproximadamente 27°C, 60% hume-
dad relativa y 22,6 ymol.m?.s! de intensidad
Iuminica) con arena de rio lavado como sustrato.

Las variables evaluadas fueron el por-
centaje de germinacién, nimero de plantas por
endocarpo, ndmero de hojas y longitud del brote
y raiz. Los ensayos se evaluaron semanalmente
por un mes. Los resultados fueron analizados
estadisticamente con el andlisis de varianza. Las
diferencias entre tratamiento fueron determi-
nadas con la prueba de Tukey (Di Rienzo et 4l.
2009, Statsoft, Inc. 2005).

RESULTADOS

Crioconservacion de semillas

Las semillas con un contenido de humedad
de 6% sobrevivieron la inmersién en nitrégeno
liquido por una hora. En condiciones de cultivo in
vitro, el porcentaje de germinacién de las mismas
se incrementd con el tiempo y de acuerdo con el
analisis estadistico, no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos evaluados
después de 28 dias en cultivo. El porcentaje de
germinacion total fue 84% para las semillas
congeladas (+LN) y 92% para las no congeladas
(-LN) (Figura 2A).
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Al evaluar las plantulas desarrolladas a
partir de las semillas congeladas y no congeladas,
no se observaron diferencias significativas entre
tratamientos, con respecto al nimero de hojas,
obteniéndose un promedio de 2 hojas verdaderas
por planta después de 21 dias en cultivo (Figura
2B). De igual manera, no se obtuvieron diferen-
cias significativas entre tratamientos en términos
de longitud de brote y la longitud promedio fue
de 1 cm para ambos tratamientos, semillas con-
geladas y no congeladas (Figura 2C). Tampoco se
observaron diferencias significativas para la lon-
gitud de la raiz, por ser la longitud promedio de 2
cm para ambos tratamientos, semillas congeladas
y no congeladas (Figura 2D).

Crioconservacion de semillas con endocarpo

Cuando las semillas con endocarpo fue-
ron congeladas (8% contenido de humedad) y

recuperadas en condiciones de cdmara de ger-
minacion, no se observaron diferencias esta-
disticamente significativas entre los diferentes
tratamientos pregerminativos congelados en NL:
SL+NL, SL+AG; +NL, L+NL y el tratamiento
que consistié de los endocarpos lijados sin con-
gelar (L-NL), observandose alrededor de 40% de
germinacion a los 14 dias de cultivo (Figura 3).
Por otra parte, se observaron diferencias
significativas (p<0,05) entre los tratamientos
SL-NL (sin lijar, sin congelar) (25% de germina-
cion) y los tratamientos L-NL (lijados sin conge-
lar) (44% de germinacion), L+AG,-NL (lijados
e incubados en AG;) (60% de germinacién). En
general, se observé un efecto positivo en los
porcentajes de germinacién cuando se efectud
alguno de los tratamientos pregerminativos adi-
cionales (Figura 3). El promedio de germinacién
de semillas por endocarpo fue de una planta con
2 hojas verdaderas después de 14 dias de cultivo.
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SL-NL SL+NL L+AG3+NL L+NL L-NL L+AG3—NL
Tratamientos
Fig. 3. Germinacién de semillas con endocarpo de teca (Tectona grandis) en condiciones de camara de germinacion, sin

lijar (SL), lijados (L), lijados e incubados en una solucién AG; (L+AG,) congeladas (+NL) y no congeladas (-NL),

evaluadas durante 14 dias.
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Al comparar el desarrollo de las plantas,
se encontraron diferencias significativas (p<0,05)
entre el tratamiento L+NL y los tratamientos
SL+NL y L-NL, con respecto a la longitud de los
brotes y la raiz, observdndose las mayores longi-
tudes promedio con el tratamiento L+NL con un
promedio de longitud de brote y raiz de 3,8 cm y
2.9 cm respectivamente (Cuadro 1).

Las semillas con endocarpo germinadas en
condiciones de invernadero, no mostraron diferen-
cias estadisticas entre los tratamientos congelados
y no congelados en NL, los tratamientos mostra-
ron un crecimiento muy similar, con porcentajes

AGRONOMIA COSTARRICENSE

de germinacién de 65% y 80% respectivamente,
56 después de la siembra (Figura 4A). Resulta-
dos similares fueron observados con respecto al
nimero de plantas por endocarpo (1 planta por
endocarpo) y con respecto al nimero de hojas por
planta (2 hojas verdaderas por planta) (Figura 4B
y C). En cuanto a la longitud de los brotes, a los 28
dias de la siembra, no se encontraron diferencias
estadisticas entre los tratamientos. Sin embargo,
a los 56 dias, los tratamientos que no fueron
sometidos al congelamiento mostraron brotes mas
elongados que aquellos provenientes de semillas
con endocarpos congelados (Figura 4D).

Cuadro 1. Efecto del congelamiento sobre el crecimiento de pldntulas de teca (Tectona grandis) germinadas en cimara a partir
de semillas con endocarpo sin lijar (SL), lijados (L) y lijados e incubados en una solucién AG; (L+AG,), congeladas
(+NL) y no congeladas (-NL), después de 14 dias después de la siembra.

Longitud promedio

Longitud promedio

Tratamiento del brote (cm)* de la raiz (cm)*
L+NL 38a 29a

L+AG,+NL 2,8 ab 2,0 ab

L+AG;-NL 2,7 abc 2,1 ab
SL-NL 1,5 abc 2,0 ab
SL+NL 2,1 be 1.7b
L-NL 15¢ 14b

Agronomia Costarricense 37(1): 51-60. ISSN:0377-9424 / 2013

Valores con letras distintas indican diferencias significativamente por la prueba de Tukey p<0,05.
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Fig. 4. A. Germinacién de semillas con endocarpo de teca (Tectona grandis). Promedio de: B. Nimero de plantas germina-

das por endocarpo, C. Nimero de hojas por planta y D. Longitud del brote de plantulas germinadas a partir semilla
con endocarpos sin lijar (SL), lijados (L) y lijados e incubados en una solucién AG, (L+AG;) congeladas (+NL) y no
congeladas (-NL) y evaluadas a los 28 y 56 dias después del cultivo en condiciones de invernadero.
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DISCUSION

Las semillas de teca con contenido de
humedad de 6% no fueron sensibles a la expo-
sicién a las ultra bajas temperaturas del NL. De
igual manera, las semillas con endocarpo, con
contenido de humedad de 8%, fueron capaces de
resistir el congelamiento en NL, pero la respuesta
varié de acuerdo con las condiciones de germina-
cién evaluadas.

Las semillas con endocarpo germinadas
en condiciones de invernadero mostraron simi-
lares porcentajes de germinacidén, sin importar
el tratamiento pregerminativo o si fueron o no
congeladas, lo que parece indicar que no hubo
efecto negativo del congelamiento en su germi-
nacién. De manera similar, cuando las semillas
con endocarpo fueron cultivadas en cdmara de
germinacion, los resultados después de 14 dias de
cultivo indicaron que, no se presentd diferencia
significativa entre los tratamientos, que incluye-
ron las congeladas en NL, la tnica diferencia se
observé al comparar los tratamientos con AG;,
donde el tratamiento que incluyé la congelacion
mostré un porcentaje de germinacién menor que
el control (no congelado, -NL).

De acuerdo con Pritchard and Nadarajan
(2008), el contenido de humedad es un factor
clave para la sobrevivencia a las ultra bajas
temperaturas, y mencionan que las semillas orto-
doxas, con contenido de humedad <8% no son
afectadas por el nitrégeno liquido. Afirmacién
confirmada por los resultados de esta inves-
tigacion en teca. Ademds, mencionan que las
semillas almacenadas con mayores contenidos de
humedad tienden a presentar disminuciones en
su germinacion, mueren o las plantas germinadas
muestran anormalidades.

Por otra parte, el édcido giberélico (AG,)
es ampliamente utilizado en ensayos de germi-
nacion para romper la dormancia en semillas, ya
que induce la actividad de enzimas hidroliticas,
como la o-amylasa y proteasas, que permiten
la movilizacién de las reservas del endospermo
(George et al. 2008). Otra funcién atribuida a
este regulador del crecimiento es en el control del
ciclo celular, ya que promueve la entrada de la

Agronomia Costarricense 37(1): 51-60. ISSN:0377-9424 / 2013

célula a la fase de sintesis y mitosis (Taiz y Zeiger
2006, George et al. 2008). Sin embargo, en esta
investigacion no se confirmd, ni con el andlisis
estadistico, que el AG3 o el lijado incrementaran
el porcentaje de germinacién de las semillas con
endocarpo.

La crioconservacién de semillas ha sido
evaluada tanto en especies herbiceas como en
especies maderables (Engelmann 2010). En espe-
cies forestales, el efecto del nitrégeno liquido
sobre la germinacion y desarrollo de las plantas
es muy variable. En Cedrela fissilis y Alnus
glutionosa no se presentaron diferencias signifi-
cativas entre la germinacion de las semillas y el
desarrollo de las plantas cuando se compararon
semillas congeladas y no congeladas en NL (Da
costa et al. 2003, Chmielarz 2010). En el caso de
Salix alba and Salix matsudana, el congelamien-
to no afecté la germinacién propiamente dicha,
pero la germinacién si se afecté conforme se
disminuyé el contenido inicial de humedad de las
semillas (Maroder et 41. 2000). También en Pinus
sp., se ha demostrado la capacidad de las semillas
de resistir el congelamiento sin ver afectada su
viabilidad, sin embargo, el efecto sobre la germi-
nacion vari6 entre las diferentes especies de este
género (Pita et 41. 1998, Beardmore et 4l. 2008).

Por otra parte, Salomao (2002) mencion6
que al trabajar con especies forestales que presen-
ta semillas rodeadas por un endocarpo duro, por
ejemplo, en Buchenavia tomentosa and Guettar-
da pohliana, su germinacién no se vio afectada
con el congelamiento. Sin embargo, en Byrsoni-
ma basiloba, Schinopsis brasiliensis y Spondias
mombin se observo una baja germinacion de las
semillas que no fueron congeladas y un incre-
mento considerablemente en la germinacién de
las congeladas. Pritchard y Nadarajan (2008)
explican que el descongelamiento rapido después
del almacenamiento a las ultra bajas temperaturas
del nitrégeno liquido reduce la dureza del endo-
carpo y lo desquebraja al reducir su impermeabi-
lidad al agua, lo que facilita la germinacién. Lo
anterior podria explicar los resultados obtenidos
en esta investigaciéon en aquellos tratamientos
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donde se utilizaron semillas con endocarpo sin
lijar congeladas y no congeladas.

Por otra parte, en Gmelina arborea, el lija-
do del endocarpo y la incubacién en una solucién
de 10 mg.I! de AG,, increment6 la germinacion
de las semillas sometidas al congelamiento en
nitrégeno liquido, en comparacién con los con-
troles sin congelar (Abdelnour et al. 2007). En
el presente estudio con teca, el AG; no tuvo un
efecto significativo sobre la germinacién de las
semillas con endocarpo que fueron congeladas,
lo que confirma las observaciones de Salomdo
(2002) sobre la variabilidad en la respuesta de
las diferentes especies forestales a los factores
evaluados.

Al observar los resultados obtenidos con
teca durante esta investigacién y con respecto
al desarrollo del brote (in vitro, en cdmara de
germinacion y en invernadero) y la raiz (in vitro
y en cdmara de germinacion) fue evidente que
para potenciar la germinacién de las semillas se
deben proporcionar las condiciones apropiadas
de temperatura (27°C a 30°C) y humedad (100%),
condiciones proporcionadas in vitro y en la cdma-
ra de germinacidn, que son también clave para el
desarrollo de las pldntulas. En estas condiciones
controladas, las pldntulas mostraron un mejor
crecimiento comparadas con las provenientes de
semillas germinadas en invernadero, donde las
condiciones de temperatura y humedad no per-
manecieron constantes durante los ensayos. Por lo
anterior, para reproducir los resultados obtenidos
en el laboratorio es importante considerar el uso
de invernaderos con condiciones controladas.
Esta afirmacién es vélida cuando se comparan los
resultados obtenidos con respecto a la longitud
del brote en los tratamientos con y sin conge-
lacién en condiciones de invernadero y cdmara
de germinacién. El desarrollo y el crecimiento
de las plantulas son notablemente sensibles a la
temperatura y cada especie tiene una temperatura
optima que crece al maximo, cuando la tempera-
tura disminuye, el metabolismo se retarda porque
las reacciones enzimdticas que ocurren dentro
de las plantas se ven afectadas (Salisbury y Ross
2002). Adicionalmente, Flores (1999), sefiala que

el efecto de la temperatura estd unido al efecto de
la humedad y la luz y que en conjunto determinan
la capacidad y porcentaje de germinacion de las
semillas.

Los resultados de esta investigacion indi-
can que la técnica de crioconservacién puede ser
considerada como una estrategia complementaria
para el almacenamiento a largo plazo de semillas
de teca, para mantener duplicados de materiales
valiosos conservados por otros medios, lo que
asegura la existencia del recurso.
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