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. RESUMEN
El cedro rojo (Cedrela odorata L.) es una especie en peligro de extincion. Por ello,

es necesario desarrollar estrategias para la conservacion ex-situ con el fin de
perpetuar la especie, y germoplasma, ademas de la variabilidad genética. Para las
investigaciones sobre esta especie del Centro Nacional de Investigacion
Disciplinaria en Conservacion y Mejoramiento de Ecosistemas Forestales del
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias, en este
servicio social se apoyd en la generacion de un protocolo para el rescate de
embriones crio preservados. En primera instancia, se establecieron distintos
tratamientos para la crioconservacion los cuales consideraban deshidratacion y
descongelamiento rapido y lento de las semillas antes de obtener los embriones
para sembrar in vitro. El tratamiento 3 arrojo el mayor porcentaje de individuos
recuperados con el 36% al cabo de los 30 dias de evaluacion, en ninguno de los
casos se utilizoé la deshidratacion de las semillas, pero si el descongelamiento
rapido para el tratamiento 3 que fue el sometido a Nitrogeno Liquido. Se lograron
establecer 40 individuos resultantes de los tratamientos 1 y 3 a la fase de
aclimatacién, sin embargo, solo se obtuvo el 35% de plantulas totalmente
aclimatadas al cabo de 30 dias. La valuacion fue obtenida por datos cualitativos
por lo cual se sugiere el mejorar el control del medioambiente en el cual se

desarrollaron las plantulas en esta fase.

Il.  INTRODUCCION

El Cedro rojo (Cedrela odorata L.) es una especie de la familia Meliaceae con
origen en la América tropical. Se distribuye por Centroamérica e islas del Caribe,
hasta Brasil; en climas tropicales y subtropicales, humedos y semihumedos; se le
puede ubicar desde localidades al nivel del mar en varios paises hasta cerca de
los 3000 msnm en Bolivia, en el caso del territorio mexicano, abarca tanto la
vertiente del golfo, desde el sur de Tamaulipas y sureste de San Luis Potosi hasta
la peninsula de Yucatan, asi mismo la del Pacifico, desde Sinaloa hasta Guerrero
y en la depresion central y la costa de Chiapas (Patifio, 1997 citado por Romo, et
al., 2017).



Histéricamente en México, el cedro rojo ha sido una especie de alto valor
econdmico, aprovechada y propagada por el hombre; su utilidad ha sido variable,
desde uso artesanal [madera y frutos], elaboracién de implementos agricolas
[madera], medicinal [hojas, raiz, corteza, semilla, tallo y exudado], melifera [flores],

ornato [el arbol en parques y areas verdes] (Jiménez et al., 2018).

El alto valor comercial ha provocado su disminuciéon en ambientes naturales. Con
base a la NOM-059-SEMARNAT-2010, la especie es considerada en peligro de
extincion, ademas, vulnerable en la lista roja de la Unién Internacional para la
Conservacién de la Naturaleza (IUCN) (Denisse 2010; IUCN, 2011 citado por
Hernandez, 2019), debido a la acelerada deforestacion de los bosques naturales y
la extraccion intensiva de madera, en el pais y de forma general en Mesoamérica,
durante mas de 200 afios (Wadsworth, 2000).

La conservacion de germoplasma de C. odorata, asi como la propagacion del
mismo podria contribuir a la subsistencia de la especie en la naturaleza. Hoy dia
se desarrollan opciones de conservacion de germoplasma y subsistencia de
acervos genéticos a especies con alto valor econémico y alimenticio donde se

emplean métodos de preservacion in-situ y ex-situ (Fernandez et al., 2018).

El método in-vitro constituye una estrategia ex-situ de conservacién e intercambio
de recursos fitogenéticos de plantas cultivadas de corta y poca viabilidad que
requieren ser propagadas vegetativamente, mismas que conservan la mayor
diversidad genética posible de una poblacion (Engelmann, 1997), del cual se
derivan el método de crecimiento minimo y la crio preservacion. El primero se
basa en modificar las condiciones Optimas de una especie para disminuir la
velocidad de crecimiento y la crio conservacién (Fernandez et al., 2018) y el
segundo consiste en el almacenamiento de células vivas y organismos a bajas

temperaturas -196 °C en nitrogeno liquido (NL) (Engelmann, 2011).

En esta investigacion se tuvo como propédsito implementar y generar un protocolo
para el rescate de embriones previamente crio preservados de C. odorata, tomado

y modificado de Hernandez, (2019).



M. JUSTIFICACION
El cedro rojo (C. odorata) es una especie en peligro de extincion. Por ello, es
necesario desarrollar estrategias para la conservaciéon ex-situ con el fin de

perpetuar la especie, y germoplasma, ademas de la variabilidad genética.

En ese sentido, la conservacion in-vitro de germoplasma vegetal, ofrece la
posibilidad de almacenar elevado numero y variedad de muestras en areas
reducidas, ademas, facilita la evaluacion y genera condiciones asépticas que
garantizan mayor sanidad de las muestras, en consecuencia permite incrementar
el intercambio de materiales vegetales sanos, asi mismo el desarrollar protocolos
de crio preservacion evita alteraciones fisiolégicas durante la conservacion por lo
gue en este trabajo se implementara una estrategia de crecimiento in-vitro con la
intension de proveer un medio seguro donde conservar accesiones de la especie y

obtener plantulas completas y disponibles para la propagacién en campo.

IV.  MARCO TEORICO
El Cedro rojo es una especie forestal caracteristica de las regiones tropicales

perteneciente a la familia Meliaceae, es una de las especies de mayor valor
econdmico ya que se le considera una madera preciosa, debido a esto, ha sido
severamente afectada por la deforestacion, al fragmentar y disminuir sus

poblaciones naturales (Sanchez et al., 2003 citado por Velazquez, 2010).

4.1 Cedro rojo
De acuerdo a Cronquist, (1981), citado por Juarez, (2013), el cedro rojo se

clasifica de la siguiente manera:
@ Division: Magnoliophyta
@® Clase: Magnoliopsidae

@® Subclase: Rosidae

@® Orden: Sapindale



@ Familia: Meliaceae
@ Género: Cedrela

@ Especie: Cedrela odorata L.

4.2 Descripcion

El cedro rojo es un arbol caducifolio, de 20 hasta 45 m de altura, con un diametro
a la altura del pecho de hasta 1.7 m. Se han encontrado individuos de mas 60 m
de altura. Copa grande, redondeada, robusta y extendida o copa achatada. Hojas
alternas, paripinnadas o imparipinnadas, de 15 a 50 cm, incluyendo el peciolo,
compuestas por 10 a 22 foliolos opuestos o alternos, de 4.5 a 14 cm de largo por 2
a 4.5 cm de ancho, lanceolados u oblongos (CONABIO, 2013), flores masculinas y
femeninas en la misma inflorescencia, colocadas en paniculas terminales o
axilares de 25 a 35 cm de largo (CONAFOR, 2009), frutos en capsula lefiosa
redondeada dehiscente en ambos extremos, se abren en el arbol cuando estan
maduros y liberan las semillas. Por eso, deben recolectarse del arbol cuando
cambian de color verde a marron, justo antes de que se abran (INAB, 2017),
sexualidad monoica (CONABIO, 2013).

4.3 Distribucion Geografica

Se le encuentra distribuido de manera natural desde el norte de México hasta
Bolivia y el norte de Argentina, asi como en las islas del Caribe. Debido a su
amplia distribucidn en América tropical forma parte de la flora nativa de la mayoria
de los paises latinoamericanos, a excepcién de Chile (INAB, 2017), en México,
como se muestra en la Figura 1, se localizan en la vertiente del Golfo desde el sur
de Tamaulipas. , sureste de San Luis Potosi y las Huastecas hasta el norte de
Chiapas., la selva Lacandona, la depresién central de Chiapas y la peninsula de
Yucatan, y en el Pacifico desde Sinaloa hasta Jalisco, Colima y en la costa de
Chiapas (Juarez, 2013). De un total de 93,000 has los estados con mayor
superficie plantada de cedro rojo son: Veracruz 24.8%, Campeche 18.42%,
Oaxaca 12.28%, Chiapas 11.10%, Puebla 9.13%, Tabasco 4.78%, Yucatan 4.09%
y el resto de los estados mencionados 15.4% (FUMIAF y SAGARPA, 2005 citado
por Apolinar, 2011).



Figura 1. Distribucion de Cedrela odorata L. en México (Pennington y
Sarukhan, 2005).

4.4 Usos

El cedro rojo es una de las especies tropicales preciosas, ya que produce una
madera de muy alta calidad, facil de trabajar, no presenta problemas en los
procesos de secado, posee buena estabilidad y durabilidad (Cintron, 1990;
Méndez y Sanchez, 2012). Su madera empleada en la elaboracion de muebles
finos, trabajos de gabinetes, canoas, pisos, puertas, marcos de ventanas, cajas
para puros y en la fabricacion de instrumentos musicales. Con los frutos se hacen

arreglos artesanales, principalmente flores (SIRE, 2012).

4.5 Crio preservacion

La crio preservacion es una de las técnicas mas promisorias para la conservacion
de germoplasma vegetal. Consiste en llevar el tejido a un estado de cero
metabolismos, sometiéndose a las temperaturas del nitrégeno en fase liquida o de
vapor. Se inhibe la divisién celular y la mayoria de los procesos metabdlicos y
fisicos (Ramirez y Salcedo, 2013), por lo que el material puede permanecer

almacenado por tiempo indefinido sin que sufra modificaciones fisiologicas.

La crio preservacion es especialmente recomendada para conservar los recursos
fitogenéticos de especies recalcitrantes, sensibles a la desecacién, cuyo potencial

para ser conservadas se ve limitado al utilizar otras modalidades (Martinez et al.,



2003); asi como en especies en peligro de extincion que debido a su escasez o
por algun factor particular de su biologia, se encuentran gravemente amenazadas
de desaparecer (Abdelnour et al., 1992). Posterior a esto, puede utilizarse una
técnica in-vitro para los explantes resultantes de crio preservacion. Es una nueva
alternativa que permite almacenar bajo condiciones de alta estabilidad estos

importantes recursos (Garcia et al., 2007).

Existen dos tipos principales de procedimientos de crio preservacion: la
congelacion lenta convencional, basada en la deshidratacién inducida por la
congelacion, y, la congelacion ultrarrapida o vitrificacion, implica la deshidratacion

previa a la refrigeracién (Engelmann, 2011).

4.6 Conservacion in-vitro

Una de las técnicas de mayor innovacién en la agricultura es el cultivo in-vitro de
tejidos vegetales, método que se enfoca en la conservacion de la diversidad
genética de plantas cultivadas, permitiendo la multiplicacion de especies en peligro
de extincion o de poblaciones extremadamente pequefas o con limitaciones para

su reproduccion (Bohérquez- Quintero et al., 2016).

La conservacion in-vitro se fundamenta en dos métodos: "El crecimiento minimo lo
cual se basa en modificar las condiciones éptimas de cultivo, para disminuir la
velocidad de crecimiento normal de la especie de estudio, sin embargo, la crio
conservacion implica la inmersion directa de los explantes en nitrégeno liquido a -
196°C ya que detienen todos los procesos metabdlicos y la divisién celular"

(Iriondo, 2001) y evita que el agua dentro de los tejidos se cristalice.

4.6.1 Medios de cultivo para la propagacion in-vitro

Las conservaciones in situ y ex situ se consideran bancos genéticos para
preservar especies de plantas con semillas ortodoxas de climas templados y
subtropicales. Sin embargo, métodos de conservacion de especies sin semillas y
las que presentan semillas recalcitrantes siguen siendo limitados. Por lo que in-
vitro o preservacion de tejido vivo, es la manera de conservacién mas empleada

para estas especies (Cha-um y Kirdmanee, 2007).



El cultivo in-vitro se realiza en medios artificiales, que proporcionan los nutrientes
necesarios para el desarrollo de la especie de interés influenciado principalmente
por la naturaleza del medio utilizado y otros factores ambientales que se tomen en
cuenta para el desarrollo de este. Estos estan constituidos por componentes
inorganicos, los cuales son suministrados en cantidades relativamente grandes de
macronutrientes y otros afiadidos en menor cantidad micronutrientes (EcuRed,
2018).

4.6.2 Medio de cultivo Murashige v Skoog

El medio MS, (Murashige y Skoog, 1962), es utilizado muy a menudo,
particularmente si el objetivo es regenerar el tejido vegetal; existen numerosas

variaciones comerciales de este medio (Blanco, 2008).

Tomando como base las sales minerales, vitaminas y fuente de carbono se
pueden realizar variados medios de cultivo donde los reguladores de crecimiento y
concentracion dependen estrictamente de las necesidades requeridas (Blanco,
2008).

4.7 Crecimiento minimo

El método de crecimiento minimo ha sido ampliamente utilizado en la practica para
la conservacion de germoplasma, existen varios ejemplos de su aplicaciéon en la
creacion de bancos in-vitro y constituye una de las principales variantes para
garantizar el éxito de un programa de conservacién, debido a la relativa sencillez y
puede ser establecido con facilidad con el equipamiento que normalmente existe
en un laboratorio de cultivo de tejidos, se basa en la disminucion de la divisidén
celular y el metabolismo de la planta. Tiene como objetivos incrementar la
longevidad in-vitro de los cultivos sin producir cambios genéticos, por tanto, no hay
una detencidn total de los procesos celulares sino una disminucion en la velocidad
de los mismos y asi se reduce la frecuencia de transferencia de las plantas a

medio de cultivo fresco (Roca et al., 1994 citado por Garcia et al., 2007).



V. OBJETIVOS
5.1 Objetivo General
e Generar un protocolo para el rescate y la preservaciéon de

embriones crio preservados de cedro rojo (Cedrela odorata L.).

5.2 Objetivos Especificos

. Evaluar la respuesta de descongelacion rapida y lenta en
embriones crio preservados de cedro rojo.

e Generar plantulas completas de C. odorata recuperadas de crio
preservacion.

e Evaluar la aclimatacion de plantulas recuperadas de crio
preservacion.

VL. METAS
e Recuperar al menos el 60% del material crio preservado.

¢ Aclimatar plantulas obtenidas del mejor tratamiento.

VIl. MATERIALES Y METODOS
7.1 Sitio de estudio
La investigacion se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia del CENID-COMEF
del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP), bajo la direccion del Dr. Carlos Roman Castillo. Ubicado en: Av.
Progreso #5, Colonia Barrio de Santa Catarina, Delegacion Coyoacan. CDMX. CP.
04010.

7.2 Material vegetal
El germoplasma (semillas) de cedro rojo que se utilizé para los ensayos de la
presente investigacion corresponden a un lote mezcla, conformado con diferentes

genotipos procedentes de Chiapas, Veracruz y Tabasco.

7.3 Diseno experimental y Tratamientos
Con el fin de evaluar la respuesta de descongelacién rapida y lenta de los
embriones crio preservados en nitrogeno liquido, fueron sometidos a los distintos

tratamientos explicados en el Cuadro 1. Consistié de un disefio completamente al
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azar, la unidad experimental sera un lote de 20 semillas con 5 repeticiones cada

uno.

Cuadro 1. Diseno experimental y determinacién de tratamientos

. Total, de
. Descongelacion .
Tratamiento y o o semillas
o . (choque Germinacion Repeticiones
acondicionamiento por
térmico)

tratamiento

Tratamiento 1
(testigo) ) 100
Tratamiento 2
(deshidratacion al Rapida 100
5%)
Tratamiento 3
(tal cual se Rapida > de 20 100

In vitro semillas
obtiene del lote)
Tratamiento 4 cada uno
(deshidratacion al Lenta 100
5%)
Tratamiento 5
(tal cual se Lenta 100
obtiene del lote)

TOTAL 500

7.4 Deshidratacion de semillas al 5%

La deshidratacion se llevd a cabo mediante la exposicion de las semillas al
compuesto silica gel. En primera instancia, se activo la silica gel en microondas
esperando el cambio de color del mismo, posteriormente, se prosiguié a colocar
los tratamientos y sus respectivas repeticiones sobre dicho compuesto y fueron

llevados al desecador por 3 horas.
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7.5 Inmersioén en nitrégeno liquido

Los tratamientos y sus respectivas repeticiones fueron colocados en papel
aluminio detallando y separando cuidadosamente cada uno de ellos para evitar
cambio de semillas, a su vez, se colocaron dentro de una malla como se muestra
en la Figura 2 para asi ser sumergidas directamente en nitrogeno liquido por 30

minutos.

Figura 2. Acondicionamiento de semillas para inmersion en nitrogeno liquido.

7.6 Descongelamiento rapido (choque térmico)

Transcurridos los 30 min de la exposicion de las semillas al nitrégeno liquido, los
tratamientos seleccionados fueron sometidos a un choque térmico el cual consisti6
en sumergirlos en agua destilada (Figura 3) a una temperatura de 30°C durante 5

min manteniendo esa misma temperatura constante como se observa en la Figura

Figura 4. Verificacion de temperatura a 30°C con

Figura 3. Choque térmico de semillas.
ayuda de termometro.
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6.7 Obtencion de embriones

Los tratamientos (excepto el tratamiento 1) fueron colocados en peroxido vy
puestos al agitador por 24 horas con el fin de suavizar la testa, posteriormente
pasaron por un tren de desinfeccion el cual consisti6 en exponerse a alcohol al
70% vy cloro al 30% por 15 y 10 minutos respectivamente siendo enjuagadas con

agua estéril entre reactivos (Figura 5).

Con ayuda de cajas Petri, bisturi y pinzas se realiz6 la obtencion del embrién de la
semilla el cual consistio en retirar la testa cuidadosamente manteniendo la plumula

y los cotiledones (Figuras 6 y 7) para asi conservar intacto el embrion.

Posteriormente, cada uno de los tratamientos fue sembrado en tubos de ensayo

con medio MS.

Figura 5. Semillas Figura 6. Manipulacion de Figura 7. Obtencion de
previamente desinfectadas. semillas y retiro de testa. embriones.

7.8 Evaluaciéon de Germinacion
El método de evaluacion para la germinacién de los embriones crio preservados
es en conformidad a los reglamentos establecidos por el International Seed
Testing Association (ISTA, 2011).

Germinacién sensu stricto (aproximadamente 2 mm de radicula).
Germinacién/emergencia (aproximadamente 1 cm radicula).
Crecimiento de epicdétilo.

Tiempo en aparecer primera hoja verdadera.

o W bh =

Evaluacién en intervalo de 15 dias de sobrevivencia de la plantula.
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Con esto se valoré el efecto del nitrégeno liquido en la recuperacion y germinacion

de embriones de C. odorata.

7.9 Aclimatacion

Se tomaron las plantulas completas obtenidas de crio y, con ayuda de las pinzas,
se retiraron cuidadosamente del medio MS para ser puestas en caja Petri con
agua tibia y asi poder retirar el exceso de medio en raices. De igual manera, se

sumergieron en Captan con el fin de evitar contaminacion.

Una vez extraidas pasaron a sembrarse en vasos de unicel con sustrato
previamente esterilizado y tapados con vasos transparentes para, de alguna

manera, simular las condiciones que mantenian cuando estaban in vitro.

VIIl. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Andlisis de Resultados

El procesamiento de los datos consistiéo de un disefio completamente al azar con
100 repeticiones por tratamiento y se llevd a cabo mediante un analisis de
varianza y prueba de significacion Tukey con un nivel de confianza de 0,05 esto
mediante el programa de analisis estadistico SAS® Studio

https://welcome.oda.sas.com/

Considerando caracteristicas cualitativas como color y desarrollo de raices, asi
como la aparicion de hojas verdaderas el tratamiento T3 arrojaba mejor resultado

comparandose con los demas tratamientos en el mismo lapso de tiempo (a 10

4

)

dias) Figuras 8 y 9.

.‘._ X

X,
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Figura 8. Plantula correspondiente al T3. Figura 9. Plantula correspondiente al
T1.

La crio preservacion redujo en un grado minimo la recuperacién a comparacion de

las semillas no expuestas como se puede apreciar en dichas imagenes.

Sin embargo, es preciso decir que si existen diferencias significativas entre
tratamientos al finalizar el periodo de evaluacién de 30 dias. Los limites de

confianza de las proporciones esperadas confirman este hecho (Cuadro 2).

Cuadro 2. Resultados de prueba T

Test de tipo Ill de efectos fijos
Efecto | DF Num | DF Den |ValorF | Pr=F
Tr 4 495 19.84 <0001

TrMedias de minimos cuadrados

Media

Error del error| Media| Media
Tr | Estimacion  estandar  DF | tvalor | Pr = |t| | Alfa Inferior | Superior | Media | estandar  inferior superior
1 0.8954 0.2204 495 4.06 <0001 005 04624 1.3284 0.7100 0.04538 06136  0.7906
2 -1.4500 0.2549 495 569 <0001 005 -1.9508 -0.9492 0.1900| 0.03923 01245 0279
3 -0.5754 0.2083 495 -2.76 0.0060 005 -0.9847 -0.1660 0.3600 0.04800 02720  0.4586
4 -1.9924 0.3077 495 647 <0001 005 -2.5970 -1.3878 0.1200 0.03250 0.06933  0.1998
5 -0.8954 0.2204 495 406 <0001 005 -1.3284 -0.4624 02900 004538 02094  0.3864

Como se muestra en el cuadro, nuestra T obtenida <.0001 nos indica que si hay

diferencias entre nuestros tratamientos.

En el Grafico 1 puede observarse claramente que si bien, el tratamiento 1 (testigo)
expreso la mayor cantidad de recuperacion el tratamiento 3 fue el que obtuvo el
mayor porcentaje de recuperacion con un 36% seguidos por los tratamientos 5, 2 y
4 con el 29%, 19% y 12% respectivamente. Cabe recalcar que, como se ha

mencionado anteriormente, el periodo de evaluacion fue de 30 dias solamente.

Grafico 1. Representacion de variabilidad de los tratamientos.
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Considerando los resultados anteriores, se tomaron los mejores tratamientos (1 y
3) para la fase de aclimatacion, se consideraron las plantulas que se mostraban
mas vigorosas y que su altura topaba con el tubo donde se encontraban
establecidas obteniendo 20 plantulas por tratamiento (Figura 10). En primera
instancia, éstas fueron sometidas a una especie de estrés la cual consistié en
retirar la cubierta (que les fue colocada al ser trasplantadas a sustrato)
manteniéndolas en observaciéon constante, midiendo el tiempo de resistencia
(minutos) antes de que mostraran oxidacion o marchitamiento observado en el
Gréfico 2.

Figura 10. Trasplante para aclimatacion.
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Grafico 2. Tiempo de adaptabilidad de plantulas trasplantadas.
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Se puede observar que las plantulas lograron permanecer expuestas a las
condiciones medioambientales sin sufrir dafos al cabo de una semana,
posteriormente, se evalud la supervivencia de los individuos por 30 dias para

considerar una completa aclimatacion Figura 11.

Figura 11. Total, de individuos al término de aclimatacion.

A final del periodo de aclimatacion, solamente el 35% de las plantulas lograron

sobrevivir.

8.2 Discusioén

En los distintos tratamientos utilizados en el presente trabajo, se puede observar
que la deshidratacion marca una diferencia significativa en la metodologia de la
preservacion de embriones pues sin necesidad de exponerse se obtiene grandes

resultados y facilita el proceso, sin embargo, debe prestarse mayor atencion a la

17



metodologia utilizada en la obtencion de embriones puesto que resulta ser un
tanto ruda la manipulacion de las semillas y podria inferirse un dafio microscopico
al embrion, esto considerando el estudio realizado por Garcia y Abdeldnour (2013)
quienes obtuvieron gran respuesta de germinacion de crio conservacion

manejando semillas de cedro rojo en todo momento.

En cuanto la recuperacion algunas de las principales causas de la pérdida de
individuos fue la contaminacion, exceso de riego (humedad) y el control de las
condiciones ambientales como temperatura y exposicion a la luz, como lo
menciona Agramonte et al. (1998) el control de la intensidad de la luz en esta fase
es importante ya que las plantas provienen de un ambiente con intensidad baja,
por lo tanto, ésta se debe regular para evitar la fotoinhibicion del aparato

fotosintético.

IX. CONCLUSIONES
e Se logréo generar un protocolo para el rescate y la preservaciéon de
embriones crio preservados de cedro rojo (Cedrela odorata L.).
e La descongelacion rapida muestra mayor obtencion de embriones crio
preservados germinados.
e El cultivo in vitro es altamente recomendado para crio preservacion.
e Se logré obtener plantulas completas de C. odorata recuperadas de crio

preservacion.

X. RECOMENDACIONES
@® Mejorar la técnica de obtencion de embriones para conseguir mayor

‘porcentaje de recuperacion de material crio preservado.

@® Generar una metodologia de aclimatacion para plantulas obtenidas in vitro.
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