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RESUMEN 

La micropropagación se presenta en la actualidad como 

una técnica de propagación vegetativa de especies forestales, 

complementaria a los métodos tradicionalmente usados, los 

cuales en ocasiones no representan una forma eficiente de 

propagación. Por lo que se pensó en este tipo de metodolo -

gia como una forma de propagar y conservar a Pinu6 max~ma~~~ 

nezii, especie de pino piñonero que se encuentra en peligro 

de extinc i ón debido principalmente a su limitada distr i bu 

ci6n geográfica y a la importancia económica que representa 

su semilla, misma que constituye su forma de propagación con 

vencional. 

En la presente investigación se trató de conocer algu -

nos de los eventos asoc iados a la difere nciación y desarro -

llo de los brotes adventicios. 

Se probaron dos mé todo s de germinación de la semilla b! 

jo condiciones asépt icas : a) germinación en medio de culti

vo y b) germinación en peróxido de hidrógeno a l 3%; encontrá~ 

<lose que el ge rmina r en peróx i do de hidrógeno permitió elim! 

nar por completo la contaminación . Ademis e l tejido prove -

niente de es tas semi llas respondió mejor a las cond iciones 

de c ultivo . 

V Í ii 



Al probar la capac i dad organogenét ica de diferentes ti 

pos de explante (embriones completos, ejes embrionarios y c~ 

tiledones),se observ6 que los cotiledones de semillas germi-

nadas mostraban una capacidad mayor sobre los otros expl~n -

tes. 

Se analizó el efecto de diferentes concentracione s de 

la benciladenina (1.0 x 10- s a 7.5 x 10-
5
M), sobre la induc-

ci6n de brotes adventicios sobre los cotiledones. Se encon-

tr6 una relación directa entre la concentraci6n y el número 

de brotes formados, obteniéndose la mayor respuesta cuando 

se incluyó 7.5 x 10- 5 M en el medio de cultivo. 

Se pudieron observar tres fases durante la diferencia -

ci6n de brotes adventicios: 1) formación de tejido mer i ste-

mático, - 2) formación de primord ios de brote y 3) brotes bien 

diferenciados. Cada una de estas fases se llevó a cabo en 

un tiempo determinado y ba jo diferentes c.ondiciones de cul ti 

vo. 

Se intentó el enraizamiento de l os brotes obtenidos, e~ 

pleando diferentes concentraciones de auxinas (ANA y AIB) , 
- 1 

l ogrando sólo el 3i de enraizamiento al incluir 3 mg L de 

AIB en el medio de cultivo. 

i x 



l. INTRODUCCION 

Pinuh maxima~tinezii Rzedowski es una de las ocho espe

cies que constituyen al grupo cembroides de pinos piñoneros. 

Esta especie es originaria de México y su distribuci6n geo -

gráfica está sumamente restringida, ya que se encuentra úni 

camente en el Municip i o de Juchipila en el estado de Zacate

cas. Este reducto eco lógico de P. maxim~t¡nezii R. cuenta 

con un área aproximada de 6 km 2 , lo que nos da idea de la PQ 

ca cantidad de árboles que la cubren. Por otro lado, si con 

sideramos que su forma convencional de propagación es median 

te semilla y que a ésta se le da otro tipo de usos como es 

la alimentación, comprenderemos la competencia que se esta -

blece entre su conservación y su importancia económica, lo 

que la convierte en una especie en peligro de extinción. 

Siendo necesario por lo tanto, una t ecnología que aún cuando 

tenga su principio en la semilla misma , sea c apaz de hacer 

de ésta, un sistema más eficiente de multiplicación. 

De esta forma el cultivo de t ej i dos mediante l a técnica 

de micropropagaci6n, puede ser una .alternativa a la solución 

de este problema, puesto que, permite producir i nd ividuos en 

niveles altos de multiplicac ión, en un tiempo relativamente 

corto. Por lo que resulte necesario conocer los procesos 

morfogenéticos que anteceden la formac ión de plantas in vitno . 
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Los objetivos que persigue la siguiente investigación 

son: a) conocer algunos de los procesos organogenéticos que 

acontecen durante la diferenciación de brotes adventicios en 

tejidos cotiledonarios cultivados ¡n v¡t~o. b) determinar el 

efecto que tiene la aplicación de reguladores de crecimiento 

(citocininas) sobre la diferenciación de estos brotes y c) 

conocer si es factible l a regeneración ¡n v¡t~o . de plantas 

de p¡nuh max¡ma~t¡nez¡¡ Rzedowski . 



II. ANTECEDENTES 

Desde el comienzo de las investigaciones empleando cul

tivo de tejidos, las gimnospermas han sido estudiadas exten

sivamente. 

Schmidt (1924) intent6 cultivar por primera vez embrio

nes de coníferas . A él le sigui6 Brunner (1932) qu i en culti 

v6 embriones de P. p.lna.óte.lt. Posteriormente Gautheret (19 34 ) 

obtuvo callos a partir del cambium vascular de P.lnu6 p.lna6 -

te.1t y Ab.le.6 pe.ct.lnata . 

Ball (1950) l ogró la diferenciaci6n de yemas a partir 

de callos derivados de nudos de Se.qua.la .1>e.mp e.1tv.llte.n6 una vez 

que White y Risser (1964) establecieron la mayoría de los 

factores físicos y nutricionales necesarios para el crecí 

miento de t e jidos normales y tumorales de P.lce.a glauca , se 

estableció una cont i nuidad en los cultivos de estas especies . 

Konar y Oberoi (1965) logra r on obtener l a formac i ón de / 

estructuras a las cuales denominaron "embrioide s" formados 

sobre cotil edones de B.lota 01t.l~ntal.l.1> , los que desar rol laban 

brotes pero no raíces. 
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Benerjee y Radforth (1969) cultivando segmentos de em -

briones inmaduros, fueron capaces de inducir la formación de 

brotes y raíces, sobre todo en el suspensor , dando lugar a 

embriones secundarios. Por otro lado, Konar (1972) logró d! 

ferenciar raíces y estructuras similares a brotes sobre ca -

llos obtenidos a partir de hipocotilos de Pinu6 ge~a~diana. 

En Picea abie6 fue posible la inducción de raíces en el ex -

tremo basal de yemas de invierno (Chalupa y Durzan, 1973a). 

Greenwood y Ber lyn (1965) cultivando segmento de hipocotilos 

de embriones dormantes de Pinu6 lambe~tiana obtienen la reg! 

neraci6n de raíces en la base de estos explantes después de 

14 días de haber iniciado el cultivo. 

Así Campbell y Durzan (1975) inducen más de 100 yemas 

sobre segmentos de hipocotilos de Picea glauca cuando fue r on 

colocados en un medio definido conteniendo citocininas. 

Tiempo después éstos mismos autores lograrían el enraizamie~ 

to de estos brotes y por lo tanto, la regeneración de plan -

tas (Campbell y Durzan , 1976). 

Somer e~ al. (1975), cultivando embr i ones de Pi nu6 pa -

lu6t~i6 lograron dife renc i a r numerosa s yemas adventic ia s a 

lo largo de los cotiledones, los cuales cuando f ue ron trans- / 

fe r idos a un medio d i f e rente fo rmaron ra íces, obte niendo por 

primera ve z plantas compl e t as . 
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Cheng (1975), también obtuvo brotes adventicios cuando 

suministró citocininas a cultivos de callos de P6eudot6uga 

men zie6ii der ivados de embriones cultivados en un medio su -

plementado con auxinas y citocininas , antes de su transferen 

cia a un medio libre de estos reguladores. Encontrando tam

bién que este método podía ser aplicado a casi todas las pa~ 

tes del embrión. 

Por otro lado, Coleman y Thorpe (1976) lograron la for

mación de yemas en cuatro especies de coníferas: Pinu6 con

to4ta, Thuja pl¡cata , Cup4e66u6 a~izonica y Sequoia gigantea 

usando hipocotilos y segmentos cotiledonarios de plantas de 

10 a 20 dias de edad. EnJhuja plicata se indujeron yemas 

múltiples sobre la parte adaxial de los cotiledones cuando 

se utilizaba un medio conteniendo citocininas (BA) en prese~ 

cia o ausencia de aux i nas (ANA) y cuando se usaron las pun -

tas de brote de ramas de árboles de 4 a 10 afios. El enraíza 

miento de los brotes se logró subcultivándo los en un medio 

con auxinas (AIB). 

Después Reilly y Washer (1977) trabajando con embriones 

de Pinu~ 4adiata , pudieron inducir brotes adventicios sobre 

sus cotiledones e hipocotilos , en mayor número cuando estos 

embriones fueron colocados en un medio con BA. Una vez que 

los brotes estuvieron bien formados fueron transferidos ind i 

vidualmente a un medio conteniendo auxinas para lograr a s i 

la formación de plantas . 
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Von Arnold y Eriksson (1981) ut ilizando el mismo expla~ 

te obtuvieron una respuesta similar. Observaron tamb i én 

que la distribución de los brotes a través del explante de -

pendía de la concentración de citocininas y, que por otr9 l~ 

do, el porcentaje de embriones que daba lugar a brotes adven 

ticios era independiente de ésta. Algunos de estos brotes 

formaron raíces espontáneamente en un medio diluido, pero 

otros requ irieron de la presencia de auxinas para forma r las./ 

Weeb y Díaz (1983) estudiando el efecto de BA sobre la 

formación de brotes en embriones de p¡nuó ea~¡baea, encontr~ 

ron que estos aparecían sobre todo en la base de los cotile 

dones y a lo largo del hipocotilo en todos los medios que le 

contenían, después de cuatro semanas, e iba desde un 15 % a 

un 25% incrementándose hasta un 60 6 66% cuando se duplicaba 

el tiempo de exposición a la BA. Después de ocho semanas de 

subcultivos sobre un medio careciendo de este regulador de 

crecimiento estos brotes se alargaron . 

No obs tante que los embriones completos han sido frecue~ 

temente util izados con buenos resultados en cuanto a la for-

mación de órganos adventicios , varios son los t rabajos en 

Jos que se ha preferido emplear cotiledones aislados de semi 

l las germinadas , debido a que presentan una serie de carac 

terísticas que los coloca por encima de otros tipos de ex 

fJ3nte (Aitken e~ al ., 1981) como son: 
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a) Es un explante homogéneo, ya que en su mayoría esta for

mado por un solo tipo de células. 

b) La inducción de brotes sobre este explante no experimen

ta fase de callo . 

c) Se incrementa la superficie de contacto con el medio de 

cultivo. 

d) La cantidad de tejido meristemático y consecuentemente 

el número de brotes se pu ede ver incrementado considera

blemente . 

Lo anterior se ve apoyado con el hec ho de que en la ma

yoria s i no en todos los cisos en los que se emplearon em 

briones completos eran precisamente los co tiledones sobre 

los que se lograba diferenciar los brotes adventicios, lo 

que nos da idea de la gran potenc i alidad que tienen estos co 

mo expl an tes. 

Asi Cheng (1977) estudiando los fac tores que afectaban 

la formación de brotes en cotiledones de P6eudot6uga manz~e-

6~ ob t enidos de plántulas de 2 a 8 semanas de edad , los di

vide en fracciones de 3 mm de longitud y los cultiva subse -

cuentemente en un medio suplementado con varias combinacio 

nes, y concentraciones de auxinas (AI A, AJB, ANA, 2,4-D) y 

citocininas (BA, ZiP y cinetina) encontrándose que la combi

nación de estos dos grupos de reguladores estimulaban uno m 
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yo r respuesta, en la producción de brotes. Una vez que los 

brotes eran diferenciados , lograban crecer vigorosamente / 

cuando se l es transfería a un medio sin reguladores. Cheng 

y Voqui (1977) haciendo algunas mod ificaciones al método an

terior , nue vamente i nduce brotes los cuales finalmente son 

enraizados, regenerando plantas completas. 

Coleman y Thorpe (1977) t ambién lograron la formación 

de plantas de Thuja. plica.ta. Don. cuando cul t iva ron cotiledo

nes provenientes de plántulas de 10 a 14 -dias de edad en un 

medio complemen tado con di ferentes concentrac iones de BA, 

ácido giberélico, ANA y ABA, encontrando que la BA en prese~ 

cia o ausenc ia de ABA , producía domos sobre la superfi cie 

del explante después de cuatro semanas, los cuales se dife -

renciaban después en pe~ueños brotes que en ocas i ones forma

ban raíces en este mismo med i o . 

Más t arde Aitken et al. (1981 ), experimentan con t r es 

tLpos de explan t e de Pútu4 1La.d.<..a.ta. : l) embriones completos, 

disectados de sem i llas cul tivadas en med io , 2) co tiledones 

extraidos de embriones cultivados en la forma anter ior y 3) 

cotiledon~s proven i en tes de semillas germinadas asépticamen

tc . Encontrando que si bien usar cotiledones de embrione s 

completos duplicaba l a capac i dad de formación de brotes de 

los embriones enteros por i nc rementar el área de superficie 

de los coti l edones en contac to con el med io, el emplear coti 
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ledones de semillas germi n .:tJ ils s i gnificaba un i ncremento en 

la capac idad de formar brotes has t a 12. S veces la del expla~ 

te anterior , llegándose a formar en promedio 180 bro t es en -

raizables por semilla . Además , la formación de t ejido meri~ 

temático parecia estar relacionada con el área de supe r f i c ie 

y las condic iones fisiológ i cas de l cotiledón. Mott et al . 

(1977) también llevó a cabo un exper imento simila r par a in -

crementar l a producción de Pinu6 taeda de 14 a 21 bro tes 

por embrión. Ellos usaron semillas germinadas, aunque no in 

dicaron si las semillas fue ron s e leccionadas en un estado 

particular de desarrollo. Sin emba rgo , Mott (1978) encontró 

que conforme el desarrollo de l a planta cont inuaba, el pote~ 

c i al de los cot i ledones pa_~a formar brotes disminuía . 

Vargas (1982) estudiando la morfogénesis en Pinu6 p~tu 

ta igualmente prueba tres diferentes tipos de exp l ante , cua~ 

do los cul tiva bajo concentracione s elevadas de citocin inas 

co n respecto a las de las auxina s : 1) embriones completos , 

2) cotiledones de sem illas germinadas y 3) el meristemo api 

cal. Observó que c uando se ut i l izaba al embrión comp l e to, 

el desarrollo de los brotes ocurría princ i pa l mente en la su

perficie de los cot il edones que estuv ier.on en contacto con 

el medio de cul tivo . En el caso de l os co tiledones que no 

estuvieron en contacto , pr oduje r on l ó 2 bro tes solamente , 

que s e originaban e n su s extremo s d is t ales , l o cual redujo 

en gra n medida el potencial de f ormaci6n de brotes de este 

explante . Sin embargo , c ua ndo se utiliza r on los cotiledones 
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J e semillas germinada s , f ue po s ible es tablecer e l con tac to 

de éstos con el medio de cultivo, aumentando l a super f ic i e 

en forma considerable , así como el promedio de brotes por e~ 

pl an t e . Encontró también, que los cot i ledone s de ma yor edad 

y tamaño disminuían su potencial organogenético y sólo se ob 

tenía callo en la porción basal de los mismos. En el caso 

de l meristemo apical también o f reció posibilidades de induc

ción de brotes , sólo que estos se. originarían de yemas pre -

exis tentes y el número de brotes formados fue menor en el ca 

so de las alternativas anteriores , debido a lo reducido de 

la superficie en la que se formaron . 

Asimismo Bornman (1983) inves tigó el po t encial que po -

seían las hojas cotiledonarias de P~cea ab~e~ para la mic ro

propagaci6n emp leando cotiledones de plántulas de 7 , 14 y 21 

días de edad, cultivándolos en cuatro diferentes medios de 

cultivo que incluían concentraciones relativamente bajas de 

BA y AIB. De igual manera aplicó altas concentraciones de 

estos mismos reguladores, mediante pulsos o i nfusiones, rea

lizando las siguientes observaciones: 1) que la BA mostró 

máx ima respuesta en términos de inducción de brotes cuando 

se aplicaba en forma individual, 2) que los cotiledones de 

14 días respondían mejor en cuanto al número promedio de . br~ 

tes por hoja (8 . 2) en comparación con los de 7 y 21 días 

(2 .9 y S. 5, respectivamente) . Al mi smo tiempo observó que / 

conforme aumentaba la edad del explante s e reducía la dispo

n i bilidad de los tejidos meristemáti co s capaces de dar res -
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puesta mor fogc né tic a . Lo s brote s ya formados fuer on cnraizn 

do s por l a aplicación de AIB , para lograr de esta forma la 

regeneración de plantas en un período de 25 semanas , aproxi

madamente siete plantas por semilla empleada. 

Skoog y Miller (citada por Thorpe, 1978) por primera 

vez dan a conocer la hipótesis en la que proponen que el de 

sarrollo organ izado ocurría como resultado de las interaccio 

nes cuantitativas entre reguladores de crecimiento, especial 

mente auxinas y citocininas, y entre estos y o tros factores 

y que es el bal ance cuantitativo de varios constituyentes 

químicos interactuando con factores endógenos en un si tio 

particular del tejido el cual determina el curso de l desarro 

llo. De tal forma que e l balance o concentraci6n de estos 

reguladores ha s j do incluido en el medio de cultivo sobre el 

cual se establecieron los explantes de las especies en la s 

que se ha logrado inducir la formación de órganos. Sin em -

bargo, se debe tomar en cuenta que los requerimientos que se 

tengan de estos reguladores pueden variar de una especie a 

otra y de un tejido a otro, así como del estado fisiológico 

del explante mismo . Habiendo especies las cuales requieren 

de una combinación de auxinas más citocininas, como es el C! 

so de P. p¿na6te~ en donde f ue necesar ia la presencia de ANA 

y BA en concentraciones de S nM y 0 .8 µM respectivamente, P! 

ra obtener l a fo rmación de brotes (David et al., 1982) , de 

~eudo6t6uga menzie6i¿ quien con S µM de BA más 0 . 5 a 50 nM 
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de ANA produjo la frecuenc ia más alta en la producción de ó~ 

ganos (Cheng, 1977); de P. pa.lu6tlti6 que en un medio suple -

mentado con 22 µM de BA y 10 µM de ANA, man ifestó la misma 

respuesta (So mme r et a.l., 1975), y de P.<.cea. ma.11.ia.na. quien 

presentó un incremento en la frecuencia de explantes forman

do brotes cuando además de BA (10 µM) se le adicionó 0.1 µM 

de ANA, aunque la cantidad de cal lo [ ue mayo r que cuando se 

util izaba sólo BA (Rumary y Thorpe, 1984). 

Asimismo, existen otras especies en las cuales solo se 

requiere de citocininas exógenas y en donde la adi ción de au 

xinas tiene efectos inhibitorios . Al respecto, Campbell y 

Durzan (1975) trabajando en P.(.cea. glu ca. encontraron que la 

BA era esencial para la inducción de brotes y que cuando la 

concentración de BA era de 10 µM esta respuesta era inhibida 

por JO M de ANA pero no cuando la concentracjón era de O. 1 

JJM . Sin embargo , cuando se usaba O. 1 µM de ABA, la inducción 

era inhibida aún a las concentraciones más bajas de ANA (0 . 1 

µM) . Tales resultados fueron conf irmados por Rumary y Thorpe 

(1984) . 

Por otra parte P. 11.adiata. no solo respondió a altas con 

centraciones de BA (111 µM), sino que la presencia de ANA o 

AJB provocó una di s mi nución en l a formación de brotes r la 

producción de callo (Reilly y Washer, 1977; Biondi y Thorpe, 

1982) . 
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Una respuesta simi l ar se obtuvo con P. co nto~ta cuando 

se cultivó embriones en un medio de cultivo conten iendo de 

0.1 µM a 100 µM de BA. Encontrándose que en concentraciones 

ba j as (0.1 µM a 1 µM) lo s brotes adventicios se formaban so-

lo en la punta de los cotiledones mientras que a concentra -

c i enes más altas (10 µM) estos eran inducidos sobre los coti 

ledones comple t os y más brotes se producían d e cada embrión 

(Von Arnold y Er i kson, 1981 ; Patel y Thorpe , 1984). 

Bornman (19 83) r ealizó algunas observaciones de su tra-

bajo con P.(.ce.a ab.(.e.~. La BA mos tró s u máxima r espuesta en 

términos de i nducción de brotes cuando s e aplicó en fo rma 

senc i lla o individual. A l as concentrac i ones de BA emplea -

das (1, S y 10 µM) hubo una disminución en el número de bro-

tes no solo cuando se i ncluyó O.OS µM de AIB en el me dio , sl 

no especialmente cuando su concentrac ión se incrementó a 0 . 5 

µM. 

La literatura permite obse r var que en térmi nos genera 

les , la inducc ión de brotes múl tiples se ve estimu lada por 

concen traciones e l evadas de c itocininas con respecto a l as 

auxinas aplicadas exógenamente, y en muc ha s ocasiones solo 

se requiere de citocin inas como único regul ador de crec imi e~ 

to. Aw1que el rango de concent r aciones que se ha llegado a 

utilizar es bastante amplio, l as concen trac i one s de ci tocini 

nas que ha n estimul ado un a mayo r respuesta se e nc uen tran en -

t re 0 .1 µM y SO uM y de auxinas de 0 . 5 µM a 1 µM. Por otro 
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lado, mientras la formaci6n de brotes es estimulada princi -

palmente por la presencia de citocininas , la inducci6n de 

ralees requiere especialmente de la adici6n de auxinas. Se 

ha llegado a coincidir con la idea de que las auxinas po~ si 

solas o en combi naciones con las citocininas, cuando se gua~ 

da una proporci6n mayor de las primeras con r especto a l as 

segundas, son capaces de estimular el enraizamiento . 

Cheng (1977) después de probar varias concentraciones 

de ANA (0.25 µM - 2.5 µM), observ6 que la concentraci6n 6pti 

ma de este regulador para la promoci6n de la formac ión de 

raíz en Póe.udo.tóuga me.11ú.e.-0 .i.l fue de 0.25 µM. Con esta con 

centraci6n obtuvo hasta un 80% en la f ormaci6n de pl antas. 

Además, el emplear niveles más al tos de ANA causó l a prolif~ 

raci6n de callo en la base del brote. 

Coleman y Thorpe (1977) empleando SO µM de AIB logr6 i~ 

<luc ir la f ormación de raíces adventic ias en aprox imadamente 

e l 50% de los brotes de Thuja pl.¿ca.ta Donn. Ellos señalan 

que la baja ef i cienc ia pa ra la producción de plantas se debe 

pr incipa l mente a la dificul tad que se t iene para fo r mar ra í 

ces consistentemente. 

En e l caso de P. ~ad~a.ta , e l enraizamien t o se logró 

cua ndo se empleó 2. 7 µM de ANA y 4 . 9 a 9 . 8 µM de AIB durante 

cuat ro s emanas , obteniendo hasta un 80 % de eficiencia 

(Reill y y Was her, 1977) . 

' -.... I 

\ 
I 
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Rancillac et a.1.. (1982) encontró que un período de 12 

días en un medio conteniendo 1 uM de ANA fue suficiente para 

promover el sistema radical hasta en un 80\ ó 100 \ en brotes 

de P.<.nu6 pi.na6tVt , pudiendo mej orar la calidad de la respue~ 

ta cuando este período se prolongaba hasta 19 día s. En Pi.e.ea 

abi.e..ti ocurrió la formación de raíces sobre hojas cotiledona

rias de 14 días después de la aplicación de 10 uM de AIB 

(Bornman, 1983) . 

Se sabe que durante la organogénesis suceden cambios es 

tructurales como consecuencia de procesos bioquimicos, biof~ 

sicos y fisiológicos (Thorpe, 1980) . Son pocas la s especies 

en las que estos camb ios h~n podido ser descritos. Cheah y 

Cheng (1978) usa ndo cotiledones de P~eudo.Uu.ga me.nz:i.u .U descri

ben los diferentes estados del desarrollo de brotes adventi 

cios mediante análisis histológicos de secciones longitudin! 

les de estos explantes durante los primeros 21 días de culti 

vo. Durante este período fue posible identificar cuatro estro_s: 

turas anatómicas que fueron: 1) rreristeiroides, 2) primordio 

de brotes, 3) ápice del brote con hojas primarias y ~) bro

tes adventicios . Además, observaron que a los 4 días en cul 

tivo se daba la proliferación de células nuevas en las capas 

hipodérmi cas, las cuales después de sufrir una serie de divi 

siones formaban grupos de células pcquefias con citoplasma 

denso y n6cleo prominente. Esta agrupación de células se ha 

cia cada vez más evidente hasta llegar a formar lo que se re 

conoció como meristemojde, el cual se especula dará origen a 
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un brote adventicio. Posteriormente Yeung et al . (1981 ) , al 

estudiar los eventos histológicos asociados con la formación 

de brotes en cotiledones de P. ~ad~ata cultivados en presen

cia de BA, encontraron que la actividad mitótica comenzaba a 

ser mayor principalmente en la epidermis y las primeras tres 

capas subepidérmicas que se encontraban en contacto con el 

medio de cultivo, lo que se reflejó en una rápida y pronun -

ciada utilizaci6n de las sustancias de reserva (lípidos y 

azúcares libres) y una alta tasa de respiración entre los 

días O y 3 de cultivo. 

Villalobos et al. (1984a) estudiaron los primeros even

tos asociados con la inducción de brotes mediante la compar~ 

ci6n de la síntesis de macromoléculas (ácidos nucleicos y 

proteínas) en cotiledones de P. ~ad~ata cultivados en prese~ 

cia o ausenci a de citocinina (BA) durante los primeros S 

días en cultivo . Encontraron que existía una incorporaci6n 

activa de 3H- timidina, 3 H-ur idina y 3 H- leucina en las molécu 

las de ADN, ARN y proteínas respectivamente . En lo s cotile

dones f ormando brotes la incorporación se realizó principal

mente en las capas epidérmicas y subepidérmicas en contacto 

con el medio. En los cotiledones cultivados en ausencia de 

BA la i nco rporación sucedió en forma azarosa . La tasa de 

síntesis de ARN y proteínas fue más al t a en los co tiledones 

cultivados en ausencia de BA, que en los cotiledones forman

do brotes, durante las primeras 48 horas después de las cua-
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les, la síntesis f ue similar . Por e l día 3 en cultivo se ob 

serv6 más proteína marcada en los tejidos creciendo en BA, 

sobre todo en las células epidérmicas y subepidérmicas. La 

incorporación de 3 H-timidina estuvo igualmente concentrada 

en los núcleos de estas mismas células alrededor del día S. 

Por otro lado, Douglas e.t a..t. (1 982) observaron que los 

nive les de lípidos decrecían rápidamente durante los prime -

ros estados en la iniciación de los brotes y las clorofilas 

se incrementaron a lo largo del período de cult i vo permane -

ciendo estables por el dÍa 10. Los carotenoides estuvieron 

presentes en niveles relativament e bajos , todo este tiempo, 

estos cambios coincidieron con el desarrollo de l os cloro 

plastes. Además, la mayor .incorporación de 1 ~C-glucosa, 

1 ~c-acetato 6 1 ~C - bicarbonato sucedió durante el período de 

formac i ón de tejido meristemático (Obata-Sasamoto et a..t., 

1984) . 

Villalobos e.t a.l. (1984b) encontraron que al igual que 

las citocininas la luz también tuvo un importante papel en 

la formación de brotes en cotiledones de P. ~a.d¡a..ta.. Ellos 

observaron que los cotiledones cultivado$ en presencia de BA, 

pero en obscuridad continua, no lograron diferenciar tejido 

me ristemático. Exposiciones a la luz durante los 3 primeros 

días en cultivo permitieron que t e j ido mer is t emático se desa 

rrollara por el día 21 . Una formación de tejido merjstemát ' 
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co más pronunciada, sucedió cuando los cotiledones fueron e~ 

puestos a la luz por períodos más largos (7 a 21 dias). Ade 

más, observaron que el período de luz no nece sariamente tenia 

que ser al inicio de cultivo, sino que podia ser dado des 

pués de 10 días, pero después de 21 días de haber permaneci

do en obscuridad, transferirlos a la luz, no permitiria la 

formación de brotes. Así algunas veces después de 10 a 21 

dias de cultivo en la obscuridad, la capacidad pa ra formar 

brotes se perdía. 

Vill a lobos e..t al. . (1985) uti lizando cotiledones de P. 

~ad~a.ta observó que después de tres días en cultivo era posi 

ble detectar la aparición de estructuras organizadas las cua 

les surgian a partir de una célula subepidérmica que llegaba 

a dividirse en dirección periclinal. Mis tarde una de estas 

células se dividía en dirección anticlinal dando lugar a una 

estructura tricelular. Durante el quinto dia se hacía posi

ble la Jiferenciaci6n de tmasestructuras que se componían de 

6 u 8 célula s, y que denominaron promeris temo ides . Una ca -

racterística importante de mencionar sobre estas estructuras 

es que se encontraban muy juntas y el espac i o intercelular 

ent re ellas e ra reducido. Durante la diferenciación de los 

promeristemoide s, las sustancias de reserva en forma de lipi 

dos y protefnas ya habian sido completamente utilizadas 

(Douglas et al., 1982). 
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Después del día 10, estas estruc turas dieron lugar a m! 

ristemoides, ~os cuales hicieron que los cotiledones adopta

ran una apariencia nodular. A los 21 dias aproximadamente 

tomaba lugar la aparición de primordios de hoja como una pr~ 

longación de la epidermis. De tal manera que las células 

epidérmicas del cotiledón fueron capaces de adaptarse a los 

cambios de tamafio y forma que sufría el explante. 



III. MATERIALES Y METODOS 

Material biol6gico 

Las semillas de P~nu~ max.úna~t~n~z~~ Rzedowski fueron 

proporcionadas por la Divisi6n de Ciencias Foresta les de la 

Universidad Autónoma de Chapingo. Estas semillas provienen 

de po l inizaci6n abierta y fueron colectadas en el año de 

1984 en el Cerro de Piñones , Pueblo Viejo, Municipio de Ju -

chipila en el estado de Zacatecas, Zac. México. 

1. Germinaci6n de la semilla 

Con el objeto de obtener plántulas en condiciones asép

ticas se probaron dos métodos de germinación . 

1.1 Germinaci6n en medio de cultivo 

Se removió la cubierta de las semillas en forma mecáni

ca para posteriormente ser desinfectadas con hipoclorito de 

sodio al 6% (cloro comercial) durante 20 minutos . Después 

de es to, l as s emillas permanecieron en agua corr iente de la 

llave por 24 horas , siendo nuevamente desin f ectadas superfi

c ialmente por el procedimiento ant erior, más tres enj uagues 

con agua desti l ada estéril . Se envolvie r on con plástico ad

herente (cga-pack) y se mantuvieron a 4°C durante 48 horas, 

sometJéndo1as pos teriormen t e a una tercera desinfecci6n con 
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hipoclorito de sodio al 6i durante 20 minutos, seguida de 

tres últimos ·enjuagues con agua destilada estéril. Los em -

briones fueron disectados y colocados horizontalmente en ca

jas de petri de plást ico de 90 x 15 mm conteniendo 35 ml de 

medio de cultivo básico de Schenk y Hildebrandt modificado 

por Reilly y Washer (SH) (ver Apéndice I) más 2.5 x 10-
5
M de 

BA. El medio se ajustó a un pH de 5 . 7 - 5.8, so l ificándolo 

con 7 g/1 de agar. Se esterilizó en autoclave a 121ºC duran 

te 15 minutos. 

1.2 Germinación en peróxido de hidrógeno al 3\ 

Cincuenta semillas fueron escarificadas por l a parte mi 

cropilar , y se colocaron en peróxido de hidrógeno a l 3\ (vo/ 

vol) en la que permanecieron por 7 días; durante este tiempo 

la solución fue renovada cada 2 días. 

Una vez que germinaron (7 días) las semillas provenien

tes de los dos métodos de germinación probados, les fueron 

disectados los cotiledones. Posteriormente estos cotiledo -

nes se colocaron en cajas de petri conteniendo medio de cul

tivo de Schenk y Hildebrandt (Apéndice I) suplementado con 

2.5 x 10- 5 M de BA. En el medio se colocaron 20 cotiledones 

por caja de petri. Las cajas fueron selladas y pue s tas en 

el c uarto de incubación. Las evaluaciones correspondientes 

se hicieron considerando los pa r ámetros siguient es: 
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1. Porcentaje de germinación. 

2. Porcentaje de contaminación. 

3. Porcentaje de cotiledones que formaron brotes . 

4 . Número de brotes por cotiledón. 

2. Selección del explante 

Con el objeto de determinar que explante mostraba mayor 

capacidad morfogenética se realizó un ensayo en el cual se 

probaron : 1) embriones completos germinados en medio de cul 

tivo; 2) cotiledones y ejes provenientes de embriones culti 

vados en medio y 3) cotiledones de semi llas germinadas en 

peróxido de hidrógeno al 3%. Los explante s fueron disecta -

dos y colocados en medio de cultivo bás ico SH con 2 . 5 x 10-
5
M 

de BA. 

3 . Iniciación de brotes adventicios 

Par a la iniciación de brotes adventicios, se utilizó el 

medio bás ico SH , supl ementándolo con diferent es conc entrac i~ 

nes de BA que f ueron: O, 1.0, 2 .5, 5.0 y 7.5 x 10 - 5 M. Para 

l levar a cabo este experimento se util i zaron l os cotiledones 

de las semillas provenientes del mejo r método de germinación . 

Se colocaron los co til edones de SO semil l as {1000 cotiledo -

nes) en cajas de petri con med io de cultivo complementado 

con BA a l a s concentraciones antes mencionadas {200 cotiled~ 

ncs por tr a tamiento), quedando a l gunos de los cotiledones de 
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cada una de las SO semilla s en todas la s concentracione s . 

Se coloc aron 20 coti l edones por caja de petri t omando a cada 

co ti ledón como unidad experimen t al po r considerar que no hay 

interacc ión entre ellos (Villalobos, 1986, comun i cación per

sona l ) . A las 14 semanas de haber iniciado el cultivo, se 

cuantificó para cada uno de los tratamientos, el número de 

cotiledones que formaron brotes y el número de brotes por co 

tiledón. 

4 . Desarrollo de los brotes 

Una ve z que se formaron las pri meras yemas los cotiled~ 

nes fue ron t ra nsferidos al mismo medio básico (SH) pero si n 

BA. Cua tro semanas después estos cotiledones fueron f r acc i o 

nados entre 3 a S partes, y puestos en frescos con 30 ml de 

este med i o . Después de cuatro semanas, fueron transferido s 

al mi smo med i o. Se realizaron trans plantes de es te material 

a un medio f resco cada cuatro semanas. Cuando los brotes a l 

can zaron una longi tud aproximada de 0.5 a 1 cm~ se sepa r a r on 

del expl ante ini c ia l , colocándolos ind i vidualmente en tubos 

de ensaye de 80 x 20 mm conteni endo 15 ml de medio bá sico, 

con e l 50% de l a co ncentración de s a l e s mi nerales, 2% de sa-

ca r osa y e l dobl e de la concentración d·e h ierro, ba j o estas 

condiciones pe r manecie r on po r 6 semanas a prox i madamente. 

En todos los experimentos las d i secciones, siembras y 

transplantes de material, se realizaron bajo condicio 
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nes a sépticas, para lo cual se emple6 una campa na de f l ujo 

laminar . 

5 . Condiciones físicas 

Los cultivos fueron mantenidos en una cámara de ambien 

te controlado con una temperatura de 29 ~ 2ºC, un f otoperío

do de 16 horas y una intensidad lumínica de 28 µE.m 2 .seg. 

6 . Enraizamiento 

Cuando los brotes alcanzaron un tamaño de 2 . 0 a 2.5 cm 

se trató de inducir la formación de raíz, mediante los si 

guientes tratamientos: 

6 .1 Cincuenta brotes fueron colocados en tubos de ensa 

ye conteniendo 15 ml de agua solidificada con agar (7 g/l) 

más 0.5 mg/l de ácido nafta lenacético (ANA) y 1.0 mg/l de 

ácido indo lbutírico (AIB). A los 7 días estos brotes fueron 

removidos de este medio, lavándolos posteriormente con agua 

destil ada estéril y colocándolos en charolas conteniendo un 

sustra t o a base de grava, tezontle , arena de r ío , vermic ul i 

t a y tierra de jardín (1 :1 :1:1 :1 ) humedec i do con la mitad de 

la concentración de sa l es minerales del medio SH. La charo

la se cu brió con pl ástico con el objet o de obtene r un a alta 

humedad relat i va (90t aproximadamente) . El sustrato f ue re 

gado cada 3 días con es t a misma soluc i ón . 
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6.2 Cuarenta y cinco brotes también f ueron pues tos in

dividualment~ en tubos de ensaye con 15 ml de medio básico 

de Gress hoff y Doy (1972) modi ficado por Re illy y Washer 

(Apéndice II) o medio SH a la mitad d e la concentración de sa 

les y 21 de sacarosa más diferentes combinaciones de auxinas 

(Cuadro 1). 

Cada 10 días durante 30 días, 15 de estos brotes fueron 

transferidos al medio básico de Schenk y Hildebrandt o 

Gresshoff y Doy, pero sin auxinas. 

Nota: Cada uno de los tra tamientos con auxinas proba -

dos que se muestran en e¡ Cuadro 3 (A , B, C, D, E, F) constó 

de 45 brotes. 

7. Análisis de datos 

Los datos obtenidos acerca de l número de brotes forma -

dos por cotiledón fueron ana l i zado s mediante un análisis de 

varianza simpl e para un diseño completamente aleatorizado, y 

una prueba de Tukey co n la cua l se compa raron las med ias. 

Se aplicó un a prueba de X2 para k muestra s i ndependientes p~ 

ra anali zar l os r esultados obtenidos en cuanto al número de 

coti l edones que formaron brotes en los diferen t es tratamien 

t os . Se calcul6 e l coeficiente de correlación entre las va

riable s estudiadas. 



Cuadro 1. 

2. 6 

Concentraciones de auxinas (ANA y AIB) empleadas 
para suplementar el medio de en r aizamiento de los 
brotes adventicios de P. max.lma1tUne. z -<.-<.. 

Tratamiento ANA (mg/l) AIB (mg ll) 

A o o 

B o.os o.os 

e o. s l. o 

D 1. o 2.0 

E 
,. o.o 3. 0 

F o.o s.o 



IV. RESULTADOS 

1. Germinación 

El 70 ~ de las semillas que permanecieron en peróxido de 

hidrógeno al 3~, germinaron después del séptimo día. Este 

día fueron disectados los embriones, los que presentaron di

ferentes tonalidades, desde el blanco hasta el verde intenso. 

Esta diferencia en color de alguna manera se correlacionó 

con la longitud del cotiledón y el tamaño de la r adícula, ya 

que el color blanco se asociaba a los cotiledones de menor 

longitud y la radícula más corta y el verde intenso a los co 

tiledones más elongados y la radícula má s larga. 

El 9S 't de los embriones germinados en medio de cultivo 

se tornaron verdes después de los 7 dí as. Esta condición ca 

racterizó los embriones germinados. Sin embargo, el color 

verde no fue homogéneo para todo el embrión, sino solo para 

la parte que no se encontraba en contacto con el medio de 

cultivo. Los cotiledones en contacto con el medio permane -

e ieron blancos, constJ tuycn<lo aproximadamente el SO', del to

t 11. Aún cuendo no se puede decir que todos los emb r iones 

pr•'Sc:n ttron el mismo color, la d1fcr cnci:i no fue t a n notoria 

como en et ~a so <le las semillas germrnad:i.s en peróxido. 
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Una vez que los cotiledones de las semilla s ge r minadas 

se establecieron en medio de cultivo, se putlo calcular el 

porcentaje de contaminaci6n . Al re specto no se observó con

taminación en ni nguno de los métodos ensayados (Cuadro 2) . 

Los cotiledone s de semillas germinadas en peróxido y 

l os germinados en medi o, comenzaron a elongars e y engrosarse 

después de 10 días en cultivo. No o bstant e, el engrosamie n

to no se pr esent6 en la misma magnitud, ya que fue mayor en 

los cotiledones de semil l as germinadas in vi.t~o . Se observó 

que después de 10 días en cultivo ésto s co tiledones toma ban 

una consis tencia suculent a, rugosa y translúcida. En estos 

mi smos cot i l edones se obse~varon también pequeña s manc has o 

puntos obscuro s que se di s tribuían a t odo lo largo . Confor

me t r anscurrió el tiempo en cultivo , estos cotiledones se 

tornaron obscuros y más t a rde murieron. Los cot il edones in

coloros, nunca adqu irieron color verde, tampoco s e elongaron 

ni se engrosaron y para el día 15 en cultivo mur ieron sin ha 

ber formado tejido meristemá tico n i brotes. Ni nguna de e s -

tas características fueron observadas en los cotiledones de 

las sem i llas germinadas en peróxido . 

El número de cotil edones que formaron bro tes fue signi

f icat ivamente ma yo r cuando las semillas se germinaron en pe 

r óxido (32,) , comparativamente con aquellos germinados en m~ 

dio Je c ultivo (2i) . En cuanto al núme ro de brotes por coti 
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Cuadro 2. Respuesta de los cotiledones provenien tes de semi 
llas germinadas mediante los dos métodos de germi 
nación probados. 

Trata - • • miento 

Peróx i do 

Medio de 
cultivo 

germina-
ci6n 

70 

96 

i cotiledones 
con bro tes 

32 

2 

No. brotes por 
cotil edón 

14 . o 

13. 6 
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ledón tampoco hubo diferenc ia , ya que pa ra ambos métodos fue 

igual (Cuadro ·2). De estos resultados des tacó que emplear 

peróxido de hidrógeno al 3% resultó ser el mejor y en los 

subsiguientes experimentos se utilizaron los cotiledones de 

las semillas germinadas medi an te es t e proceso. 

2. Selección del explante 

Embrión completo 

Los embriones completos no presentaron formación de br~ 

tes. Fue evidente que después de 7 días de que lo s embrio -

nes fueron colocados en el medio de cultivo , éstos se elong~ 

ron y tomaron coloración verde, pero conforme transcurrió el 
.. 

tiempo l os hipocotilos comenzaron a hincharse , sin que las 

r aíces desarro llaran. Los cotiledones se hincharon y se cu! 

vearon hacia el interior. Es t e h i nchamiento aumentó el volu 

men de los cótiledones, hasta perder su forma característica 

y aparecer como una masa amorfa de tejido. En esto s explan-

tes en ningún momento se pudo dist i nguir la formación de bro 

tes. Después de ocho semanas en el medio de cultivo, los co 

til edones se tornaron color café, y finalmente murieron. 

Cotiledones 

El análi s i s de l número de cotiledone s de P.lnuti max.lma.Jt-

t.lnez.l.l señaló que esta especie cuen ta con un promedio de 

20.S cot i l edones por semil la (observaciones en ba se a 100 em 

br i ones) . 
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Los cotiledones provenientes tanto de semillas germina

das en peróxido, como de embriones germinados ~n vit~o . se 

sembraron en un medio de cultivo con BA. Después de 9 días 

de cultivo, estos se elongaron y engrosaron adquiriendo .una 

coloración verde. Sin embargo, esta respues t a no se presen

tó en la misma magnitud, ya que los cotiledones provenientes 

de embriones germinados in v~t~o presentaron menor elongación 

y engrosamiento. Asimismo , un número considerable de cot i le 

dones de las semillas germinadas ~n v~t~o, al cabo de 10 días 

de cultivo aproximadamente, tomaban una consistencia suculen 

ta y rugosa, volviéndose a la vez translúcidos y conforme 

transcurría el tiempo en cultivo, se tornaban obscuros y fi 

nalmente morían. Los coti l edones de los embriones que habían 

permanecido en contacto con el medio de cul tivo durante la 

germinación (los cuales constituían casi el soi de l total), 

siempre permanecieron blancos y nunca se elongaron, tampoco 

se engrosaron, muriendo posteriormente sin haber formado te

jido meristemático, ni brotes . Los cotiledones que no pre -

senta r on estas características después de 21 días aproximad~ 

mente, desarrollaron tejido meristemático en su superficie. 

Posteriormente, a partir de este tejido meristemático se ini 

ció la formación de pequeños primordios de brote, que final

mente dieron lugar a brotes completamente desarrollados. En 

el extremo basal del cotiledón se pudo notar la formación de 

un pequeño callo que nunca se extendió hacia el resto del co 

tiled6n. 
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Ejes embrionar ios 

En las condiciones experimentales ensayadas, los ejes 

embrionarios mostraron muy baja capacidad organogenética . 

Primeramente , el eje se hinch6 y se elong6 aproximadamente 

un tercio de su longitud original. En algunos explantes el 

aumento de volumen llegó a ser muy pronunciado y nunca se OQ 

serv6 tejido meristemático ni yemas. Solo en dos de los hi

pocotilos que mantuvieron su estructura se logr6 observar la 

formación de uno o dos brotes sobre todo en la región próxi

ma al ápice. 

3. Efecto de la BA sobre la formación de bro tes 

La respuesta de los cotiledones a la presencia de BA se 

describe a continuación: 

Fue evidente que cotiledones cultivados en ausen cia de 

BA no formaron brotes en ningún caso. Sin embargo, cuando 

la BA estuvo presente en los diferentes medios, siempre se 

apreció la formac ión de brotes. Se encontraron diferencias 

en la distribución y núme ro de brotes, dependiendo de la co~ 

centración de BA. Observándose una relación directa entre 

la concentración y el número de brotes formados (Fig. 1). 

La misma tendencia se encontró en cuanto al número de cotile 

dones que formaron brotes . Cuando se empleó la concentra 

ción más baja de BA (1 x 10- 5M) los brotes se diferenciaron 

con mayor frecuencia en la zona de corte y las puntas de los 



30 

~ 
~ 
~ 
~ 
~ 
•1"4 
µ 20 o 
u 
~ o 
~ 

~ 
~ 
µ 
o 
~ 
~ 10 
~ 
~ 

o z 

SBA l.OX10-s 2. SX10-s S.OX10- s 7.SX1 0-s M BA 

Figura 1. Efecto de diferentes concentraciones de 
BA sobre la formación de brotes en coti 
ledones de P. maxima~zinezii (X + E.S.T . 
SBA (sin BA). 
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cotiledones, aunque en ocasiones también a lo l a r go de su su 

perficie (Fig . 2- 2). En esta concentración se observó la me 

nor frecuencia de cotiledones con brotes (34 \ ) y el menor nú 

mero de brotes por cotiledón (Cuadro 3) . 

Conforme se incrementó la concentración de BA, hasta 
- s 7.5 x 10 M, los bro tes se distribuyeron más homogéneament e 

en la superficie de los co t iledones (Fig. 2-5) , observándose 

que tanto el número de cotiledones que formaron brotes, comQ 

el número de brotes por cotiledón se vi eron incrementados 

( Cuadro 3). El análisis de varianza realizado no refleja di 

ferencias sign i f icativas en cuanto al número de brotes por 

cotiledón al emplear una concentración de 2.5 y 5.0 x 10- 5 M 

de BA y el número de cotiledones que formaron brotes básica-

mente fue el mismo. 

Por otro lado la ma yo r respuesta a la BA fue cuando se 

utilizó una conc entrac ión de 7. 5 x 10 - 5 M, en donde el 53 % de 

los cotiledones formaron en promedio 29 brotes por cotiledón 

(Cuadro 3). Los cotiledones de t odos los tratamientos su 

frieron rompimiento de la epidermis . Este fenómeno se hizo 

más evidente en los cotiledones que habían permanecidc. en el 

medio con 2.5 - s y 5.0 x 10 M. No se encontraron diferencias 

significativas en la longi tud de los co tiledones provenien -

tes de los diferentes tratamientos con BA. El resultado de 

las mediciones de los diferentes cotiledones por tratamiento, 

señalan una longitud aproximada a 21 mm para todos los trata 



Figura 2 . Diferencias en la distribución de los 
brotes formados sobre cotiledones de 
P. max¡ma.Jl.:ti.nez¡¡ por efecto de la BA. 
1 . Cotiledones creciendo en un medio 
sin BA. De 2 a S se mue s t ra la dis -
tribuci6n de brotes sobre cotiledones 
cultivados· en un medio con 1.0, 2 ,5, 
5.0 y 7.5 x 10- 5 M de BA respectivamen 
te. -
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Cuadro 3. Respuesta en la formación de brotes en cotiledo 
nes de P. maxima4tinezii expuestos a d i f erentes 
concentraciones de BA. 

Concentración '!. cotiledones No. brotes No. bro t es 
de BA (M) con brotes por cotiled6n por semilla 

SBA o o o 

1 X 10- 5 
34 7 . 2 + o. 7 160 

2.5 X 10 
- 5 

44 14.3 + 0.9 280 

5.0 X 10 - 5 
44 17 . 0 + o. 7 360 

- 5 
7.5 X 10 53 29.1 + 1.8 580 
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mientes con BA (Cuadro 4). Comparativamente los cotiledones 

del med i o contro l (sin BA) mostraron una longitud mayor (27 

mm). Se pudo constatar que los cotiledones en presenc ia de 

BA que se encontraban muy elongados por lo regular no for~a

ban tejido meristemático y por l o t anto tampoco formaban br~ 

tes. En los cotiledones pequeños, sin embar go a menudo se 

pudo observar la presenc ia de algunos brotes sobre su super

ficie ( Fig . 3) . 

4 . Desarrollo de los bro t es 

Durante los primeros 7 dias en presencia de BA, los co

ti ledones adquirieron un color verde más intenso , al mismo 

tiempo comenzaron a elongarse aproximadamente una tercera 

parte más de su longitud inic ial (Fig. 4A) . Para los 14 días 

en cultivo los cotiledones alcanzaron casi dos veces su lon

gitud i nicial, notándose un aumento en vol umen . Después de 

21 días la superficie de los cotiledones, mostraron rugosid~ 

des cada vez más evidentes conforme transcurría el tiempo en 

cultivo (Fig. 48) . A los 34 dias aproximadamente, a partir 

de estas zonas rugosas se diferenciaron pequeñas protuberan

cias con forma de yemas . En ocasiones también se pudo obse~ 

var primordios foliares, los c uales algunas veces surgian d! 

rectamen t e como una prolongaci6n de la epidermis del cotile

dón y en otras se diferenciaba sobre un pequeño tallo que se 

formaba con an terioridad (Fig . 4C) . Una vez que los cotile

dones fueron transferidos a un medio sin BA , los brotes co -
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Cuadro 4. Longitud de los cotiledones después de 34 días de 
haberse mantenido en ausencia (SBA) o presencia 
de BA . 

Tratamiento Longitud mm 

SBA 27.4 + 0 .4 -

BA 1 X 10- 5 M 22-2 -+ 0.3 

BA 2. s X 10- 5 M 20.2 -+ 0.4 

BA 5.0 X 10 - 5M 20.l -+ 0 . 3 

BA 7.5 X 1o - 5M 22.2 + 0.4 



Figura 3 . A la derecha cotiledones co rtos con 
algunos brotes sobre su superficie. 
A la izquierda cotiledones la r gos 
los cuales no formaron brotes. 
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Figura 4. Diferenciación de brotes adventicios en 
cotiledones de P. maxima~t¡nez¡( . A. 
Cotiledones después de 7 días en culti
vo. B. Cotiledones formando tejido me
ristemático después de 21 días. C. Co 
tiledón diferenciando las primeras ye -
mas adventicias después de 34 días . D. 
Grupos de acículas formándose a lo lar
go de la superficie del cotiledón d es -
pués de nueve semanas en cultivo. E. 
Brotes desarrollándose sobre fragmentos 
de cotiledón después de 14 semanas . F. 
Apariencia de los brotes después de 25 
semanas. 
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menzaron a elongarse, sin embargo no t odos lo hicieron a la 

misma velocidad, lo que provocó una diferencia en tamaños en 

un rango aproximado de 3 a 6 mm. El transplante al medio 

sin BA no fue suficiente estímulo para el des arr ollo de los 

brotes ya que fueron pocos los brotes elongados, observándo

se únicamente pequeñas aciculas en grupo (Fig. 4D). 

Cuando los cotiledones se cortaron en fragmentos, un ma 

yor número de brotes logr6 crecer , encontrándose que míen 

tras menor fuera el número de brotes unidos al fragmento, es 

tos alcanzaban una longitud mayor en menos tiempo (Fig. 4E). 

Cuando los brotes se dejaron por mayor tiempo (10 semanas) 

sin transplante, las aciculas adquirieron una tonalidad am a

rillenta en proporción al tiempo sin transplante. El tamaño 

del brote fue importante, ya que cuando se les quiso aislar 

y cultivar en forma individual, los brotes muy pequeños mu -

rieron, en cambio los brotes con estructura bien definida lo 

graron elongarse. Así el tamaño aproximado de los brotes 

con mayor índice de sobrevivencia fue de 6 mm en adelante. 

Se pudo observar que los fragmentos del cotiledón adqul 

rían una consistencia dura y presentaban una coloración obs 

cura sobre todo en el lugar del corte entre uno y otro frag

mento. Además el medio en el que permanecían estos fragmen 

tos también adquirió un tono obscuro. Esto sucedi6 aproxim~ 

<lamente en el 60 % de l material. Se observó que conf orme ma -
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yor fuera el número de transplantes, este efecto iba desapa

reciendo paulatinamente. 

Los brotes diferenciados en la superficie del cotiledón 

en contacto con el medio , por lo general crecieron hacia el 

interior del medio de cultivo, siendo común que estos brotes 

adoptaran un color verde diferente al de los brotes que se 

desarrollaron en la parte opuesta al medio de cultivo, dánd~ 

les una aparienc ia translúcida y suculenta. Estos brotes 

presentaron hojas cortas , arrugadas y con un color más in ten 

so (Fig. 5). 

S. Enraizamiento 

Solo empleando 3 mg/l de AIB se logró estimular l a dif~ 

renciaci6n de raíz, aunque únicamente en el 3% de los brotes 

(Fig . 6) . En los tratamientos en los cuales se empleó ANA 

solo o en combinaci6n.con AIB fue frecuente observar la for

mación de callo en la zona del brote que se encontraba en 

contacto con el medio de cultivo. Este callo se hizo más 

evidente cuando los brotes permanecieron expuestos a la auxi 

nas por t iempos prolongados . En ocasiones la masa de callo 

alcanzó un volumen considerable , extendiéndose a las hoj as 

basales, por lo que se hizo difícil distinguir si existían 

primordio s de raíz. Cuando se utilizó solamente AIB fue me

nos común obse rvar la formación de callo. No existieron di

ferencias al emplear las $ales de los medios de Gresshoff Y 



? i Gura 5. Derecha, brotes normales . I zquie rda, 

brotes transl~cidos . N6tese las di

ferencias en cuanto aciculas , tallo 

y color. 

Figura 6. Brotes de e. max~ma~t~n~z¿¿ después de 
hq.ber f ormado el sistema radical. 
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Doy o las de Schenk y Hildebrandt, ya que los brotes mostra

ron el mismo comportamiento en ambos medios de cultivo. Fue 

posible la formación de raíces expontáneamente, aunque en ba 

ja frecuencia . 

Respecto al tratamiento de enrai zamiento en suelo, el 

100 % de los brotes murió después de los primeros 8 dias, de

bido principalmente al ataque de hongos. 



V. DISCUSION 

Un serio problema en el estudio organogenético de P. 

maxima~.t-lnezii fue que la semilla, al provenir de poliniza -

ci6n abierta y sin ningún pretratamiento fitosanitario mos 

tró una alta incidencia de hongos. Con el objeto de contro

lar la contaminación por hongos se pretendió desinfectar la 

semilla , y a pesar de haber probado varios desinfectantes y 

diferentes concentraciones de ellos, no fue posible obtener 

semillas utilizadas en el cultivo in vi.tJto. 

Se pudo observar que conforme aumentaba la concentra 

ci6n y el tiempo -de exposición a cual quiera de los desinfec

tantes empleados, disminuía el porcentaje de germinación , p~ 

ro el emplear bajas concentraciones de éstos, provocaba al -

tos indices de contaminación . 

El problema de la contaminación de la semilla fue re 

suelto al germinar en medio de cult i vo o en el peróxido de 

hidrógeno. El pretratar las semillas con peróxido es un mé

todo que normalmente ha sido utilizado para acelerar la ger

minaci6n (Bonilla y Rava, 1963; Ching, 1959; Takacs, 1964). 

Sin embargo, Trappe (1961) y Riffle y Springflied (1968) en

contraron que el peróxido era efectivo para desinfectar semi 
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llas sin causarles daño; esto pudo s er comprobado con las s~ 

millas de P. max.llnaJLtinezii, ya que permitió e vitar la cont~ 

minac i ón hasta en un 100 \ . Al parecer el peróxido de hidró 

geno act iya l a germinac i ón , acelerando la respiración duran 

te la fase anterior a la movilización de substancias de r eser 

va. Varios mecanismos posiblemente expliquen esta act iva 

ción; por ejemplo se puede considerar que hay una destrucción 

directa del pe róxido por acción de la catalasa, lo que prov~ 

ca la liberación de oxígeno molecular el cual a su vez incre 

menta la tasa de respiración y fac il i t a la oxidación de sus

tan cias grasas (James , 1953; Chance y Will i ams, 1956 ) . Otra 

posibilidad es que la peroxidasa r eacciona con el peróxido 

para oxidar inhibidores de . crecimiento, presentes en los te

jidos, po r ejemplo altas concentraciones de auxinas (Waygood 

y Maclachlan, 1956) y puede ser que e l peróx ido de hidrógeno 

actua directamente como un aceptor de electrones cuando un 

donador de h idrógeno esta presente aumentando. la tasa de r e s 

piración (Barron et al., 1953 y Do l in, 1955) . 

Al parecer el emplear peróxido de hidrógeno no supera 

la estratificación de la semilla (Chi ng, 1959). Sin embargo, 

los cotiledones de semillas germinadas en peróxido respond í~ 

ron mejor a las condiciones de cultivo , que los cot i ledones 

de semillas que fueron e s tratificadas primero y lue go germi

nadas en medio de cultivo. No obstante, l as diferencias , so 

bre todo en la coloración que presentaron los co tiledones de 
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las semillas germinadas en peróxido, se re f l ejaron al momen

to de cultivarlos. Al parecer, los cotiledones de color ver 

de claro mostraron mayor capacidad para r esponder a las con

diciones de cultivo que los cotiledones muy verdes o cas~ 

blancos. Fue ev.idente que ninguno de los cotiledones verde 

intenso o blancos, logró igualar el número de brotes producl 

dos por los cotiledones de color verde claro. Posiblemente 

las c élulas de los cotiledones más verdes y más alargados se 

encontraban demasiado d iferenciados para poder ser inducidos 

a una ac tividad meristemática (Aitken et al ., 1981). Algo 

similar pudo haber ocurrido en los cotiledones sin color, 

aunque posiblemente el estado de di ferenciación de estos no 

haya sido el principal problema, ya que a menudo lograban 

formar brot es. 

Es t a s diferencias de alguna f orma impidieron aumen ta r 

l a ef i ciencia en cuanto a la fo rmac ión de bro t es . Lo ideal 

hubiera sido que todos los cotiledones pr esentaran una colo

ración homogénea, ya que de es ta manera seria factible obte

ner hasta un 100 % de explantes formando brotes. No obstan -

te, r esul t a necesario también, mejorar el porcentaje de ger

mina c i 6n, para poder i ncrementar la cantidad de mater ial dis 

l ' On i bl e . 

Los resultados mues tran claramente que de los cuatro ti 

pos de explante pr ob3dos en esta inves tigación , lo s co t iledo 
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nes de semillas germinadas en peróx ido de hi drógeno fueron 

los mejores explantes para la formación de brotes, ya que 

nos permitió obtener un número de brotes muy superior al de 

los otros tej i dos . Al respec to Aitken et al.. (1981) observó 

que los cotiledones de semillas germinadas tenian una capac! 

dad para formar brotes 12. 5 veces mayor que la que presenta

ban los cotiledones de embr i ones cultivados en medio. Mott 

et al. . (1 977) también usó este s i stema para increme nta r la 

producción de brotes en P. taeda de 14 a 21 brotes por em 

brión . Vargas (1982) igualmente reconoce las ventajas de em 

plear cotiledones como explante en P. patula. 

Se ha observado (Aitk~n et al . , 1981; Vargas, 1982; Vi

llalobos y Robledo, en revisión), que la mayoría de las ve -

ces en las que se han empleado embriones comple tos, fueron 

los cotiledones los que lograron d ife renciar brotes adventi

cios sobre su superfic ie. Las características que hacen que 

los cotil edones sean superiores a otro s tipos de expl ante ya 

fueron mencionadas con anterioridad (ver antecedentes), pero 

entre las más importantes se podría mencionar, que al emplear 

cotiledones se establece un mejor contacto del te jido con el 

medio de cultivo, además de i ncrementar al mismo t iempo la 

superficie sob r e la cual los brotes pue den ser formados , ya 

que en P. max.ima.l!.t.inez.U: práct icamente toda l a superficie 

del cotiledón se vió cubierta por es tos órganos (dependiendo 

de la concentración de BA empleada) . Así, el número de bro-
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tes obtenidos por semilla se incrementó considerablemente , 

ya que aún cuando sólo se formaran pocos brotes por cot ile -

d6n, considerando que esta especie tiene un promedio de 20 

coti ledones por semilla, el número de brotes es t odavía ma -

yor al que se obtendría cultivando embriones completos, pue! 

to que por lo regu lar solo los cotiledones y algunas veces 

los hipocotilos de estos embriones, que se encuentran en con 

tacto con el medio, son capaces de diferenciar brotes. Ade

más, el desarrollo de los brotes formados sobr e embr iones 

completos es muy heterogéneo. Se ha observado que los bro -

tes diferenciados a partir del ápice generalmente crecen más 

rápido que los que se forman sobre los cotiledones (Vargas, 

1982). En la presente inve.stigaci6r. se observó que cotiledo 

nes provenientes de una misma semilla germinada en peróxido 

se comportaban de manera similar en cultivo. 

El tipo de t ejido o tejidos que constituye cada tipo de 

explante influye en su capacidad morfogenética. Así por 

ejemplo, los cotiledones básicamente están formados de célu

las parenquimáticas las cuales poseen una alta plasticidad 

fisiológica y pueden ser capaces de llevar a cabo una activi 

dad meristemática (Esau, 1977), lo que las hace más susceptl 

bles a los procesos organogenéticos. Comparativamente los 

ejes embrionarios, tienen una función de conducción primor -

<lialmente, por lo que es de esperarse que el tejido más desa 

rrollado aqui sea el tejido vascular, el cual por su grado 
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de di ferenciaci6n va perdiendo su capacidad morfogenética . 

Por otro lado, se tienen evidencias de que durante l a 

germinación existe un transporte de citocininas desde la ra

dícula ha sta los cotiledones (Konopskaya, 1977). Se ha sug! 

rido que las citocininas que se exportan desde los ejes em -

brionarios de dicoti ledóneas, son responsables del i nicio de 

la actividad enzimática hid rolítica en los cotiledones 

(Da vie s y Chapman , 1979; Gepsten y Ilan, 1979) . Hutton y 

Van Staden (1982 ) encontraron que 1 ~C-t-zeatina apl icada a 

la punta de l a radícula de semillas de Phaaeolua vulgaAi6 C. 

fue rápidamente transportada a los cotiledones durante los 

primeros estado s de la germinación, lo cual se correlacionó 

con la transferencia de reservas de alimento de los cotiledo 

nes a los ejes embrionarios en desarrollo. Konopskaya (1977) . 

encont r ó que en plántulas de chícharo de 3 días de edad , la 

ac t ividad de las citocininas fue encontrada sobre todo en 

epicotilos y radículas con solo una pequeña cantidad en los 

cotiledones , pero por el día 7, el contenido de citocininas 

ya había incrementado en los cotiledones. Este tipo de pro

cesos pudo tomar lugar en P. maximaAtinezii y puede ser otro 

factor que ayude a explicar las diferencias en la capacidad 

mo r fogenética de los explantes. 

Los resultados obtenidos mostraron que la BA no sólo 

fue necesaria para lograr la diferenciación de brotes adven-
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tic ios en cotiledones de P. ma.x.tma.,1¡_,t.úiezLi. , sino que ésta se 

requiri6 en niveles altos para lograr una respuesta favora -

ble como se indicó, en n i ngún momento se observó la forma 

ción de brotes sobre los cotiledones cultivados en un medio 

sin BA. Así, mientras mayor fue la concentraci6n , el número 

de brotes formados por cotiledón, se vi6 incrementado. De 

esta manera f ue posible obtener en promedio hasta 580 brotes 

por semilla, cuando se emple6 la concent rac ión más alta (7.5 
- s x 10 M), aunque concentraciones más bajas también dieron re 

sultados satisfactorios. Estos resultados nos permiten de -

c i r que P. ma.x,(.ma.,1¡_tú1ezü posee un potencial alto para dife-

renciar brotes, comparable con el de otras especies en las 

que se ha logrado esta respuesta, como son P1.>eudot6uga. men -

z.teJ..,(.,{. (Cheng y Voqui, 197 7) y P. ~ad.ta.ta. (Aitken et a.l . , 

1981), entre otras . 

Las di ferencias observadas en l a distribución de los 

brotes sobre el cot iledón pudieran ser atribuídas a la pre -

sencia de diferentes concentraciones de BA en el medio de 

cultivo . Así, es pos ible que los cotiledones expuestos a 
- s 

J ns concentraciones más bajas (1 x 10 M) generalmente logr~ 

r'rn diferenc ia r brotes solo en l os extremos debido a una de -

fjcienc i a de c i toc inina exógena y endógena. 

Oc tal forma que cuando la ci t ocinina exógena se encon-

trara en niveles ba jos o no existiera, los niveles endógenos 

probablemente no serian los necesar i os parn inducir la fo r ma 
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ci6n de brotes. 

Se sabe que aparentemente l as células cotiledonar ias no 

son capaces de s intet izar de novo los niveles adecuados de 

citocininas (Cheah y Cheng, 1978) por lo que es pos i bl e que 

niveles bajos de éstas, so lo lograran estimular a l as célu

las más receptivas. Cabe señalar que en los ex tremo s las cé 

lula s son más jóvenes y cons ecuentemente más suscept ibles al 

efec to de la BA. Es l ógico pensar entonces que conforme se 

incrementaba l a citocinina en el med io, existía una ma yor p~ 

sibilidad de lograr estimular un ma yor número de célul as al 

proceso organogenét i co y no solo a las de los extremos. De 

ahi que los brotes se dist~ibuyeran má s homogéneamente y en 

un número mayor en los cotiledones cult ivados en un medio de 

concentraciones más altas de c itoc ininas. En P. 4adiata 

(Biondi , 1980; Biondi y Thor pe , 1982) y P. co nto4ta (Von 

Arnold y Er i ksson, 1'981) , también se pudo observar un compo~ 

tamiento de los cotiledones en cultivo sim i lar al expuesto 

aqui. Es decir, a concentraciones bajas de BA los brotes ad 

venticios fueron formad o s solo en la punta de los cotiledo 

nes, mientras que a concent raciones más altas, los brotes 

fueron inducidos sobre e l co t i l edón completo y un núme ro ma

yor de brotes fue producido . 

Aún cuando en P. maxima4tin ezii el efec to de l a BA so -

br e la elongación de los cot i l edones cultivados no fue t an 
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evidente como en otras especies tales como P. 11.ad.lata, en 

donde los cotiledones creciendo en med io libre de BA fuero n 

casi cinco veces más largos que los explantes tratados con 

BA, se pudo observar que los cotiledones de todos l os trata

mientos con BA presentaban una longitud menor que los que se 

encontraban en un med io sin BA. Por l o que es po sibl e que 

uno de los papeles de la BA en este sistema fuera el de r es

tringir la elongación del cot iledón . 

En la diferenciación de brotes adventic ios inducidos so 

bre cotiledones de P. max.lma11. .Unez.l.l se pudieron observar va 

rías f ases: 1) formación de tejido meristemát ico; 2) form~ 

ción de primordios de brote; 3) brotes bien diferenciados. 

Cada una de estas fases se llevó a cabo en un tiempo determi 

nado y bajo diferent es condiciones de cultivo. Así, para la 

formación óptima de los brotes adventicios fue necesaria la 

presencia de BA en el medio de cultivo por aprox i madamente 4 

ó S semanas , una vez que comenzaron a emerger los primeros 

primordios , los explantes tuvieron que ser transferidos a un 

med io sin BA, para permitir su desarro l l o. Se observó , que 

man tener los brotes en el medio de inducción por un periodo 

de tiempo mayor (8 semanas o más) provocaba que los brotes 

crec ieran lentame nte . Von Arnold y Eriksson (1978) observa 

ron que mantener el explante una vez que ha bía formado yemas, 

po r un períod o de tiempo mayor de cinco semanas, reducía con 

s idt'rabl ement(' el porcentaje de brotes f ormados . En es ta in 



56 

vestigaci6n, sin embargo , no todos los pri mordio s en el me -

dio sin BA, crecieron con la misma rapidez. Se encontr6 d i

ferencias en tamaños, posiblemente por competencia o una in

hibición mutua entre l os brotes (Biondi, 1980). 

Tanto en P. ~adiata (Biondi, 198 0) como en P. conto11.ta 

(Von Arnold y Eriksson, 1981) se ha ob servado que los brotes 

inducidos con concentraciones de BA altas, se desarrollaban 

más lentamente, en contraste con los brotes formados en con

centraciones más ba jas. En P. maxima11.ti ne z.U. no fue posible 

observar una diferencia c lara en el desarrollo de los brotes 

inducidos en las diferentes concentraciones de BA y solo al 

emplear la concentraci6n más baja (1.0 x 10- 5 M), se pudo ob

servar que los brotes se desarrollaban ligeramente más rápi 

do. Sin embargo esto pudo no solo deberse al efecto de la 

BA, sino también al hecho de que a mayor concentraci6n, tam

bién mayor era el número de brotes formados por cotiled6n, 

lo que pudo haber provocado, que existiera una competencia 

más marcada entre los bro tes, que en el caso de los cotiledo 

nes con una cantidad mucho menor de estos, como ocurri6 en 

las concentraciones más bajas. Se requirió de fragmentar 

los cotiledones para que un mayor número de brotes l ograra 

elongarse, quizás porque de esta manera se atenuaba el efec

to de competencia e inhi b ición. Al r especto, Von Arnold y 

Eriksson (1978) , encontraron que sobre c ada embrión de Picea 

able6, solo dos ó tres yemas log r aban elongarse al mismo 
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tiempo y cuando se aislaban yemas de 3 a 5 mm comenzaban a 

elongarse nuevos brotes . 

Los brotes translúcidos y suculento s observados en ~· 

maxima~tinez.ü. ya habían sido encontrados antes en P. ~adia 

ta. Se pensaba que este fen6meno estaba relacionado con n i 

veles bajo s de citocinina en el medio o con el potencial os

m6 tico del mismo. Sin embargo, Aitken (1980, datos no publi 

cados), encuentra que la presi6n osmótica externa influye p~ 

co o no influye en la producción de brotes translúc i dos en 

P. ~adiata. Pero que niveles más altos de BA durante un pe 

ríodo extra de t res semanas , causaba una disminución en el 

número de estos brotes , pero también se disminuía el número 

de brotes normales producidos. Este autor encontró que los 

brotes translúcidos tenían grandes espacios de aire dentro 

de el los y su morfo l ogía era similar a la de plantas que cr~ 

cen en un medio ambiente con abundante agua. De tal forma 

que se p i ensa que estos brotes absorben o transportan muchos 

nutrient es y agua. Este fenómeno en P. max¡ma~tinezii , s e 

dio con mayor frecuencia en los brotes que crecian sobre la 

superf ic ie del cotiledón en contacto con e l medio, posible -

men t e porque su cercania con él era t al, que estos brotes tu 

vieron la oportunidad de absorbe r una mayor cantidad de nu -

t rientes . El obscurecimiento del medio de cu l tivo así como 

de los cotiledones, es algo que fue evidente en esta i nvestí 

ga ci6n y se ha observado que es una Je las dificultade s en 
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plantas lefiosas y algunas especies hortícolas. Se puede de 

ber comúnmente, a la deposición de polifenoles y de produc -

tos de oxidación . También puede haber un inc remento en lig

nina, suberina y cutin a que a menudo modifica tanto la compQ 

sici6n del medio, como la absorción de metabo litos (Tran 

Thanh Van, 1981) . Se consid~ra que el realizar un mayor nú

mero de transplantes o aislar los brotes formados del r esto 

del cotiledón ayudarla a resolver este problema . 

Uno de los mayores probl emas a los que se enfrenta la 

obtención de plantas -ln v~ .tJio de especies forestales , e s la 

inducción del sistema radical. No obstante , es t e probl ema 

no se presenta en la mi s ma mag nitud para todas las especi~s , 

ya que se pueden encontrar alguna~ que tienen la capacidad 

para forma r r a í ces aun s i n la aplicación ex6gena de aux inas, 

como so n Thu ja plú.a.t.a (Coleman y Thorpe , 1977) , P.i.nu.6 c.011 -

.t.oJt.t.a (Vo n Arnold y Eriksson , 198 1) y P. pa.t.ula (Vargas , 

1982) . Sin embargo, esta respuesta no rebasa al l t , del mis 

mo modo pueden exi st ir casos a unq ue no muy f r e c uen t es , en 

los que has t a un 10 1 de los brote s formaron raíces espontá -

neamente , en el mis mo medio de elonga ción , como es el caso 

de P. c.aJt-lbae.a (Villalobos y Robledo , en revisión) . En el 

caso de P. max-lmaJt.t.-lne.z-l.i. , a pesar de ha ber es timulado el en 

r aizamiento med iante va r ios t r atamientos con a uxina s , y tra

tar de empl ear l a concentración de sacarosa y nutr i entes co

múnmente usadas por otros autor es (Reilly y Was her , 1977; 

Rancil l ac e..:t al. , 1982; Aitken e..t. al ., 1982 ; Patel y Thorpe 
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198 4) , solo en uno de los tratami entos probados (3 mg/l de 

AIB) se logró, aunque en baja proporción, la formación de 

raíz. Esto apoya lo observado por otros autores pues cada 

especie tiene sus requerim ientos. 

En el presente estudio no fue posible establecer las 

condiciones adecuada s para la formación del sistema radical . 

Se considera que quizás sea necesario ampliar el ran go de 

concentraciones de auxinas aquí probado o ensayar otras com

binaciones. Otra alternativa a contemplar en futuras inves 

tigaciones es el empleo de diferentes niveles de sacarosa, 

ya que aún -cuando es común incluir el 2 % en el medio de cul

tivo, Cheng y Voqui (1977) encontraron que el emplear conce~ 

traciones más bajas que 2t (0.5 a 1%), estimulaba el enraíza 

miento y que un exceso de la misma reducía la vi t a lidad de 

los brotes. Contradictoriamente, Minocha (1980), observó 

que altas concentrac iones (3 - 6\) favorecían este proceso. 

La temperatura es otro de los factores que se ha visto que 

afecta la formación de raíz . Existen evidencias de que la 

temperatura puede influir en el modo de acción de las auxi -

nas. Se esperaría que las células cul tivadas a temperaturas 

mayores de z4-0c fueran metab6licamente más activas, que las 

que permanecen en temperaturas más bajas (19 ó 20°C). As í 

el efec to hormonal de las auxinas se podría expresar estimu

lando la formación de raíces adventicias a bajas temperatu -

ras o estimulando la proliferación de callo a tempera turas 
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más altas , lo cual podría evi t ar que las células se organiz! 

ran para dar origen a los primordios radicales (Cheng y Voqui , 

1977) . Es to pudo suceder en los brotes de P. maxlma~tlnezll 

que se expusieron por tiempos prolongados al ANA. No obs t an 

te , en los brotes que fueron inducidos por períodos más cor

tos y que no se dio la proliferación de cal l o , tam poco se ob 

servó la formación de raíces. 

El t i po de citocinina que se empleó para inducir la for 

mación de brotes adventicios también pudo haber influido en 

la capacidad de enraizamiento ya que Webb y Street (1977) , 

de most raron que los brotes de Plnu6 co nto~ta y Plcea óltchen 

6l6, formaban más raíces cµ,ando se empleo 2- iP o cinetina p~ 

ra la inducc ión de los brotes, que cuando se utilizó BA. 

También notaron que las citoc inina s con una capacidad de in

ducción de brotes alta, inhibían tanto el enraizamiento como 

la elongación de los bro tes. Por otro lado, se debe cons id~ 

rar la dificultad para duplicar ln v~t~o la combinación de 

condiciones medio ambientales necesarias para la inducción 

de raíces, deb ido a que las condiciones de frío , humedad, a! 

ta intensidad lumínica, combinadas con un sustrato ca l iente 

y poroso , difícilmente son logrados ln vlt~o (Boulay , 1977). 

Apoyando esta idea se puede mencionar que cuando se trató de 

en r aizar en charolas , se tuvieron muchos problemas principaf. 

mente con el control en la humedad, puesto que si se mante -

nía un a humedad relativa alta se provocaba una rápida y abun 



6 1 

dante proliferación de hongos que finalmente causaban l a 

muerte de l os brotes antes de que se pudiera formar el siste 

ma radical. 



VI . CONCLUSIONES 

El empleo del peróxido de hidrógeno al 3\ en la germ in~ 

ción de las semillas de Pin~ max ima~~inezii , eliminó la con 

taminación en un l OOt y permit i ó una mejor res puesta del te

jido cuando se le cultivo i n vit~ o . 

De los cuatrn tipos de expl ante probados los cotil edo -

nes de semillas germinadas mostraron tener una capacidad ma 

yor pa ra formar brotes adventicios . 

La gran heterogeneidad de la semilla hizo difícil l a se 

l ección del material en un mismo es tado fisiológico que nos 

permitiera obtener una re spuesta más homogénea. 

Fue necesaria la presencia de BA en el medio de cultivo 

para la diferenciación de brotes adventicios, pudiéndose obt! 

ner hasta 580 brotes por se milla empleada cuando la BA s e en 

centraba en el medio a una co ncentración de 7.5 x 10- 5 M. 

AGn cuando e n la presente invest igación no se logró in

ducir el s istema radical en buena medida, ya que sólo el 3i 

de los brotes formó raíz en un medio con 3 mg/l de AIB , sab~ 

mos que los brotes regnerados in vi~~o poseen la capacidad 
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par a hacerlo. Sin embargo, es necesario es t udiar con mayor 

pr ofund idad los fac t ores que dete rminan el proceso, puesto 

que el enrai zamiento es uno de l os mayores problemas a los 

que se enf r en ta l a d iferenciación in vit~o de plantas de . gi~ 

nosper mas . 

Se pue de dec ir que como en otras especies es factib l e 

l a formació n de pl a ntas de P. maxima~tinezii a partir de co

tiledones . 
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VIII. A P E N D I C E 



Apé ndice l. Medio Schenk y Hildebrandt (1972) mod i f icado 
po r Reill y y Wns hc r ( 197 7) . 

Compues to 

Mac ro n utrientes 

KN0 3 
MgSO •. 7H20 
NH4H 2PO 
CaCh. ZH 20 

Micronut riente ~ 

Mn50 4.H20 

H 3BÜ 3 

ZnSQ 4. 7H20 
KI 
CuS04 . 5H 20 

NaMoQ4 . 2H20 

C0Cl 2.6H20 

Vitaminas 
Tiamina HCl 
Acido nicotínico 
Piridoxina HCl 

Hierro 

FeS0 4.7H20 
Na 2 EDTA 

Sacarosa 

- 1 
mg L 

2500.0 

400.0 

300.0 

200. o 

20 .0 

5.0 

1. o 
1. o 
o. 2 

o. 2 

0 .2 

5 .0 

5.0 
0.5 

15.0 

20 .0 

30000.0 
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Apéndic e I I . Medio Gres shoff y Doy (1972) modificado por 
Reilly y Wa sher (1977) . 

Compuesto 

(NH .. ) 2SO~ 

CaCl 2 2H20 

MgS0,..7H20 

KI 

Inositol 

T i amina HCl 

Ac ido nicotínico 

Pir idoxina 

Sacaro sa 

-1 
mg L 

200 . 0 

150.0 

25 0 . 0 

10 0 . 0 

90 . 0 

30 . 0 

27 . 8 

38.3 

10 . 0 

3 . 0 

3.0 

o. 7 5 

0 . 25 

0.25 

10 . 0 

1 . o 

o. 1 

o. 1 

200 00 . 0 
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