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RESUMEN

La micropropagacién se presenta en la actualidad como
una técnica de propagacién vegetativa de especies forestales,
complementaria a los métodos tradicionalmente usados, los
cuales en ocasiones no representan una forma eficiente de
propagacién. Por lo que se pensdé en este tipo de metodolo -
gia como una forma de propagar y conservar a Pdinus maximarii
nezii, especie de pino pifionero que se encuentra en peligro
de extincién debido principalmente a su limitada distribu -
cidén geogrdfica y a la importancia econdmica que representa
su semilla, misma que constituye su forma de propagacién con

vencional.

En la presente investigacién se traté de conocer algu -
nos de los eventos asociados a la diferenciacién y desarro -

llo de los brotes adventicios.

Se probaron dos métodos de germinacién de la semilla ba
jo condiciones asépticas: a) germinacién en medio de culti-
vo ¥y b) germinacién en per6xido de hidrdgeno al 3%; encontridn
dose que el germinar en perdxido de hidrdgeno permitidé elimi
nar por completo la contaminacidén. Ademds el tejido prove -
niente de estas semillas respondid mejor a las condiciones

de cultivo.
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Al probar la capacidad organogenética de diferentes ti-
pos de explante (embriones completos, ejes embrionarios y co
tiledones), se observd que los cotiledones de semillas germi-
nadas mostraban una capacidad mayor sobre los otros explan -

tes.

Se analizd el efecto de diferentes concentraciones de

®a 7.5 x 10" °M), sobre la induc-

la benciladenina (1.0 x 10~
cién de brotes adventicios sobre los cotiledones. Se encon-
trd una relacidén directa entre la concentracién y el nlimero
de brotes formados, obteniéndose la mayor respuesta cuando

se incluyé 7.5 x 10"°M en el medio de cultivo.

Se pudieron observar tres fases durante la diferencia -
cién de brotes adventicios: 1) formacién de tejido meriste-
mitico,-2) formacién de primordios de brote y 3) brotes bien
diferenciados. Cada una de estas fases se llevé a cabo en
un tiempo determinado y bajo diferentes condiciones de culti

vVO.

Se intentd el enraizamiento de los brotes obtenidos, em
pleando diferentes concentraciones de auxinas (ANA y AIB),
% . g =1
logrando sdlo el 3% de enraizamiento al incluir 3 mg L de

AIB en el medio de cultivo.
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I. INTRODUCCION

Pinus maximartinezid{ Rzedowski es una de las ocho espe-
cies que constituyen al grupo cembroides de pinos pifioneros.
Esta especie es originaria de México y su distribucién geo -
grdfica estd sumamente restringida, ya que se encuentra ini-
camente en el Municipio de Juchipila en el estado de Zacate-
cas. Este reducto ecoldgico de P. maximartinezii R. cuenta
con un irea aproximada de 6 km*, lo que nos da idea de la po
ca cantidad de 4rboles que la cubren. Por otro lado, si con
sideramos que su forma convencional de propagacidén es median
te semilla y que a ésta sedle da otro tipo de usos como es
la alimentacién, comprenderemos la competencia que se esta -
blece entre su conservacién y su importancia econdmica, 1lo
que la convierte en una especie en peligro de extincién.
Siendo necesario por lo tanto, una tecnologia que alin cuando
tenga su principio en la semilla misma, sea capaz de hacer

de ésta, un sistema mids eficiente de multiplicacidn.

De esta forma el cultivo de tejidos mediante la técnica
de micropropagacién, puede ser una-alternativa a la solucidn
de este problema, puesto que, permite producir individuos en
niveles altos de multiplicacién, en un tiempo relativamente
corto. Por lo que resulte necesario conocer los procesos

morfogenéticos que anteceden la formacidén de plantas £n vifxro.



Los objetivos que persigue la siguiente investigaci6n
son: a) conocer algunos de los procesos organogenéticos que
acontecen durante la diferenciacién de brotes adventicios en
tejidos cotiledonarios cultivados 4n v4ifro, b) determinar el
efecto que tiene la aplicaci6én de reguladores de crecimiento
(citocininas) sobre la diferenciacién de estos brotes y c)
conocer si es factible la regeneracién {n v{tnc, de plantas

de Pinus maximarntfinezii{ Rzedowski.



II. ANTECEDENTES

Desde el comienzo de las investigaciones empleando cul-
tivo de tejidos, las gimnospermas han sido estudiadas exten-

sivamente.

Schmidt (1924) intenté cultivar por primera vez embrio-
nes de coniferas. A &l le siguié Brunner (1932) quien culti
vé embriones de P. pdinasier. Posteriormente Gautheret (1934)
obtuvo callos a partir del cambium vascular de Pinus pinas -

ten y Abies pectinata.

Ball (1950) logrdé la diferenciacidén de yemas a partir
de callos derivados de nudos de Sequodia sempervirens una vez
que White y Risser (1964) establecieron la mayorfia de los
factores fisicos y nutricionales necesarios para el creci -
miento de tejidos normales y tumorales de Picea glauca, se

establecié una continuidad en los cultivos de estas especies.

Konar y Oberoi (1965) lograron obtener la formacidn de
estructuras a las cuales denominaron "embrioides'" formados
sobre cotiledones de Biota ondientafis, los que desarrollaban

brotes perc no raices.



Benerjee y Radforth (1969) cultivando segmentos de em -
briones inmaduros, fueron capaces de inducir la formacidén de
brotes y rafces, sobre todo en el suspensor, dando lugar a
embriones secundarios. Por otro lado, Konar (1972) logré di
ferenciar rafces y estructuras similares a brotes sobre ca -
llos obtenidos a partir de hipocotilos de Pinus gerardiana.
En Picea abies fue posible la induccién de raices en el ex -
tremo basal de yemas de invierno (Chalupa y Durzan, 1973a).
Greenwood y Berlyn (1965) cultivando segmento de hipocotilos
de embriones dormantes de Pinus fLambeatiana obtienen la rege
neracién de rafces en la base de estos explantes después de

14 dfas de haber iniciade el cultivo.

Asi Campbell y Durzan (1975) inducen mds de 100 yemas
sobre segmentos de hipocotilos de Picea gfauca cuando fueron
colocados en un medio definido conteniendo citocininas.
Tiempo después éstos mismos autores lograrfan el enraizamien
to de estos brotes y por lo tanto, la regeneracidén de plan -

tas (Campbell y Durzan, 1976).

Somer et af. (1975), cultivando embriones de Pinus pa -
Lustnis lograron diferenciar numerosas yemas adventicias a
lo largo de los cotiledones, los cuales cuando fueron trans-
feridos a un medio diferente formaron raices, obteniendo por

primera vez plantas completas.



Cheng (1975), también obtuvo brotes adventicios cuando
suministré citocininas a cultivos de callos de Pseudotsuga
menziesi{ derivados 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 podfa ser aplicado a casi todas las par

tes del embrién.

Por otro lado, Coleman y Thorpe (1976) lograron la for-
macién de yemas c¢n cuatro especies de coniferas: Pinus con-
tonta, Thufa plicata, Cupressus arnizonica y Sequoia gigantea
usando hipocotilos y segmentos cotiledonarios de plantas de
10 a 20 dias de edad. En Thuja pfLicata se indujeron yemas
miltiples sobre la parte adaxial de los cotiledones cuando
se utilizaba un medio conteniendo citocininas (BA) en presen
cia o ausencia de auxinas (ANA) y cuando se usaron las pun -
tas de brote de ramas de drboles de 4 a 10 afios. El enraiza
miento de los brotes se logr6 subcultivdndolos en un medio

con auxinas (AIB).

Después Reilly y Washer (1977) trabajando con embriones
de Pinus radiata, pudieron inducir brotes adventicios sobre
sus cotiledones e hipocotilos, en mayor nimero cuando estos
embriones fueron colocados en un medio con BA. Una vez que
los brotes estuvieron bien formados fueron transferidos indi
vidualmente a un medio conteniendo auxinas para lograr asfi

la formacién de plantas.



Von Arnold y Eriksson (1981) utilizando el mismo explan
te obtuvieron una respuesta similar. Observaron también
que la distribucién de los brotes a través del explante de -
pendia de la concentracién de citocininas y, que por otro la
do, el porcentaje de embriones que daba lugar a brotes adven
ticios era independiente de é&sta. Algunos de estos brotes
formaron raices espontdneamente en un medio diluido, pero

otros requirieron de la presencia de auxinas para formarlas.

Weeb y Diaz (1983) estudiando el efecto de BA sobre la
formacién de brotes en embriones de P{inus caribaea, encontra
ron que estos aparecian sobre todo en la base de los cotile-
dones y a lo largo del hipocotilo en todos los medios que le
contenian, después de cuatro semanas, e iba desde un 15% a
un 25% incrementidndose hasta un 60 6 66% cuando se duplicaba
el tiempo de exposicién a la BA. Después de ocho semanas de
subcultivos sobre un medio careciendo de este regulador de

crecimiento estos brotes se alargaron.

No obstante que los embriones completos han sido frecuen
temente utilizados con buenos resultados en cuanto a la for-
macién de 6rganos adventicios, varios son los trabajos en
los que se ha preferido emplear cotiledones aislados de semi
llas germinadas, debido a que presentan una serie de carac
teristicas que los coloca por encima de otros tipos de ex -

plante (Aitken et af., 1981) como son:



a) Es un explante homogéneo, ya que en su mayorfa esta for-

mado por un solo tipo de células.

b) La induccidén 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 meristemidtico y consecuentemente
el nimero de brotes se puede ver incrementado considera-

blemente.

Lo anterior se ve apoyado con el hecho de que en la ma-
yoria si no en todos los casos en los que se emplearon em -
briones completos eran precisamente los cotiledones sobre
los que se lograba diferenciar los brotes adventicios, lo
que nos da idea de la gran potencialidad que tienen estos co

mo explantes.

Asi Cheng (1977) estudiando los factores que afectaban
la formacidén de brotes en cotiledones de Pseudotsuga manzie-
444 obtenidos de pldntulas 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 (AIA, AIB, ANA, 2,4-D) vy
citocininas (BA, 2iP y cinetina) encontrindose que la combi-

nacién de estos dos grupos de reguladores estimulaban una



yor respuesta, en la producci6én de brotes. Una vez que los
brotes eran diferenciados, lograban crecer vigorosamente =2
cuando se les transferfa a un medio sin reguladores. Cheng

y Voqui (1977) haciendo algunas modificaciones al método an-
terior, nuevamente induce brotes los cuales finalmente son

enraizados, regenerando plantas completas.

Coleman y Thorpe (1977) también lograron la formacidn
de plantas de Thuja pficata Don. cuando cultivaron cotiledo-
nes provenientes de pldntulas de 10 a 14-dias de edad en un
medio complementado con diferentes concentraciones de BA,
dcido giberélico, ANA y ABA, encontrando que la BA en presen
cia o ausencia de ABA, producia domos sobre la superficie
del explante después de cuatro semanas, los cuales se dife -
renciaban después en pequefios brotes que en ocasiones forma-

ban rafces en este mismo medio.

Mds tarde Aitken et af. (1981), experimentan con tres
tipos de explante de P{nus radiata: 1) embriones completos,
disectados de semillas cultivadas en medio, 2) cotiledones
extraidos de embriones cultivados en la forma anterior y 3)
cotiledones provenientes de semillas germinadas asépticamen-
te, Encontrando que si bien usar cotiledones de embriones
completos duplicaba la capacidad de formacidn de brotes de
los embriones enteros por incrementar el drea de superficie

de los cotiledones en contacto con el medio, el emplear coti



ledones de semillas germinadas significaba un incremento en
la capacidad de formar brotes hasta 12.5 veces la del explan
te anterior, llegidndose a formar en promedio 180 brotes en -
raizables por semilla. Ademds, la formacién de tejido meris
temdtico parecia estar relacionada con el 4rea de superficie
y las condiciones fisiolégicas del cotileddén. Mott eif alf.
(1977) también llevé a cabo un experimento similar para in -
crementar la produccién de Pinus taeda de 14 a 21 hrotes
por embridén. Ellos usaron semillas germinadas, aunque no in
dicaron si las semillas fueron seleccionadas en un estado
particular de desarrollo. Sin embargo, Mott (1978) encontrd
que conforme el desarrollo de la planta continuaba, el poten

cial de los cotiledones para formar brotes disminuia.

Vargas (1982) estudiando la morfogénesis en Pinus pdtu-
£a igualmente prueba tres diferentes tipos de explante, cuan
do los cultiva bajo concentraciones elevadas de citocininas
con respecto a las de las auxinas: 1) embriones completos,
2) cotiledones de semillas germinadas y 3) el meristemo api-
cal. Observdé que cuando se utilizaba al embridn completo,
el desarrollo de los brotes ocurria principalmente en la su-
perficie de los cotiledones que estuvieron en contacto con
el medio de cultivo. En el caso de los cotiledones que no
estuvieron en contacto, produjeron 1 &6 2 brotes solamente,
que se originaban en sus extremos distales, lo cual redujo
en gran medida el potencial de formacién de brotes de este

explante. Sin embargo, cuando se utilizaron los cotiledones
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de semillas germinadas, fue posible establecer el contacto
de &stos con el medio de cultivo, aumentando la superficie
en forma considerable, asi como el promedio de brotes por ex
plante. Encontré también, que los cotiledones de mayor edad
y tamafio disminuian su potencial organogenético y sélo se ob
tenfa callo en la porcién basal de los mismos. En el caso
del meristemo apical también ofrecié posibilidades de induc-
cién de brotes, s6lo que estos se originarian de yemas pre -
existentes y el nimero 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) investigd el potencial que po -
seian las hojas cotiledonarias de P{cea abi{es para la micro-
propagacién empleando cotiledones de plantulas de 7, 14 y 21
dias de edad, cultivdndolos en cuatro diferentes medios de
cultivo que inclufan concentraciones relativamente bajas de
BA y AIB. De igual manera aplicé altas concentraciones de
estos mismos reguladores, mediante pulsos o infusiones, rea-
lizando las siguientes observaciones: 1) que la BA mostrd
mixima respuesta en términos de induccidn de brotes cuando
se aplicaba en forma individual, 2) que los cotiledones de
14 dias respondfan mejor en cuanto al numero promedio de.bro
tes por hoja (8.2) en comparacién con los de 7 y 21 dfas
(2.9 y 5.5, respectivamente). Al mismo tiempo observé que
conforme aumentaba la edad del explante se reducfa la dispo-

nibilidad de los tejidos meristemdticos capaces de dar res -



puesta morfogenética. Los brotes ya formados fueron enraiza
dos por la aplicacién de AIB, para lograr de esta forma la
regeneracién de plantas en un perfodo de 25 semanas, aproxi-

madamente siete plantas por semilla empleada.

Skoog y Miller (citada por Thorpe, 1978) por primera
vez dan a conocer la hipétesis en la que proponen que el de-
sarrollo organizado ocurria como resultado de las interaccio
nes cuantitativas entre reguladores de crecimiento, especial
mente auxinas y citocininas, y entre estos y otros factores
y que es el balance cuantitativo de varios constituyentes
quimicos interactuando con factores enddgenos en un sitio
particular del tejido el cual determina el curso del desarro
llo. De tal forma que el balance o concentracién de estos
reguladores ha sido incluido en el medio de cultivo sobre el
cual se establecieron los explantes de las especies en las
que se ha logrado inducir la formacién de 6rganos. 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, asi como del estado fisioldgico
del explante mismo. Habiendo especies las cuales requieren
de una combinacién de auxinas mds citocininas, como es el ca
so de P. pinaster en donde fue necesaria la presencia de ANA
y BA en concentraciones de 5 nM y 0.8 uM respectivamente, pa
ra obtener la formacién de brotes (David et af., 1982), de

Pseudostsuga menziesdd quien con 5 uM de BA mds 0.5 a 50 nM



de ANA produjo la frecuencia mids alta en la produccién de &r
ganos (Cheng, 1977); de P. palfustris que en un medio suple -
mentado con 22 uM de BA y 10 uM de ANA, manifestd la misma
respuesta (Sommer ef al., 1975), y de Picea mardlana quien
presenté un incremento en la frecuencia de explantes forman-
do brotes cuando ademids de BA (10 uM) se le adiciond 0.1 uM
de ANA, aunque la cantidad de callo fue mayor que cuando se

utilizaba s6loc BA (Rumary y Thorpe, 1984).

Asimismo, existen otras especies en las cuales solo se
requiere de citocininas exdgenas y en donde la adicidén de au
xinas tiene efectos inhibitorios. Al respecto, Campbell y
Durzan (1975) trabajando en Picea gfuca encontraron que la
BA era esencial para la induccién de brotes y que cuando la
concentracién de BA era de 10 uM esta respuesta era inhibida
por 10 M de ANA pero no cuando la concentracidn era de 0.1
uM. Sin embargo, cuando se usaba 0.1 pyM de ABA, la induccién
era inhibida aln a las concentraciones mds bajas de ANA (0.1
uM). Tales resultados fueron confirmados por Rumary y Thorpe

(1984).

Por otra parte P. rad{afa no solo respondié a altas con
centraciones de BA (111 uM), sino que la presencia de ANA o
AIB provocé una disminucidén en la formacién de brotes y la
produccién de callo (Reilly y Washer, 1977; Biondi y Thorpe,

1982).



Una respuesta similar se obtuvo con P. cenfeorta cuando
se cultivd embriones en un medio de cultivo conteniendo de
0.1 yM a 100 uM de BA. Encontrindose que en concentraciones
bajas (0.1 uM a 1 pM) los brotes adventicios se formaban so-
lo en la punta de los cotiledones mientras que a concentra -
ciones mds altas (10 uM) estos eran inducidos sobre los coti
ledones completos y mids brotes se producian de cada embrién

(Von Arnold y Erikson, 1981; Patel y Thorpe, 1984).

Bornman (1983) realizdé algunas observaciones de su tra-
bajo con P{cea abies. La BA mostré su midxima respuesta en
términos de induccién de brotes cuando se aplicd en forma
sencilla o individual. A las concentraciones de BA emplea -
das (1, 5 y 10 uM) hubo una disminucién en el nGmero de bro-
tes no solo cuando se incluyd 0.05 uM de AIB en el medio, si
no especialmente cuando su concentracién se incrementd a 0.5

uM.

La literatura permite observar que en términos genera -
les, la induccién de brotes mfltiples se ve estimulada por
concentraciones elevadas de citocininas con respecto a las
auxinas aplicadas exdgenamente, y en muchas ocasiones solo
se requiere de citocininas como Gnico regulador de crecimien
to. Aunque el rango de concentraciones que se ha llegado a
utilizar es bastante amplio, las concentraciones de citocini
nas que han estimulado una mayor respuesta se encuentran en-

tre 0.1 uM y 50 uM y de auxinas de 0.5 pyM a 1 pyM. Por otro
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lado, mientras la formacién de brotes es estimulada princi -
palmente por la presencia de citocininas, la induccién de
raices requiere especialmente de la adicién de auxinas. Se
ha 1llegado a coincidir con la idea de que las auxinas por si
solas o en combinaciones con las citocininas, cuando se guar
da una proporcién mayor de las primeras con respecto a las

segundas, son capaces de estimular el enraizamiento.

Cheng (1977) después de probar varias concentraciones
de ANA (0.25 uyM - 2.5 uM), observé que la concentracién 6pti
ma de este regulador para la promocién de la formacién de
rafiz en Pseudotsuga menziesl{{ fue de 0.25 uM. Con esta con-
centracién obtuvo hasta un 80% en la formacién de plantas.
Ademds, el emplear niveles mds altos de ANA causé la prolife

racién de callo en la base del brote.

Coleman y Thorpe (1977) empleando 50 pM de AIB logrd in
ducir la formacién de raices adventicias en aproximadamente
el 50% de los brotes de Thuja plicata Donn. Ellos sefialan
que la baja eficiencia para la produccién de plantas se debe
principalmente a la dificultad que se tiene para formar raf-

ces consistentemente.

En el caso de P. hadiata, el enraizamiento se logrd
cuando se empled 2.7 uM de ANA y 4.9 a 9.8 puM de AIB durante
cuatro semanas, obteniendo hasta un 80% de eficiencia

(Reilly y Washer, 1977).
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Rancillac et al. (1982) encontrd que un periodo de 12
dias en un medio conteniendo 1 uM de ANA fue suficiente para
promover el sistema radical hasta en un 80% & 100% en brotes
de Pinus pinaster, pudiendo mejorar la calidad de la respues
ta cuando este periodo se prolongaba hasta 19 dias. En Pdicea
abies ocurrié la formacién de raices sobre hojas cotiledona-

rias de 14 dias después de la aplicacidén de 10 pM de AIB

(Bornman, 1983).

Se sabe que durante la organogénesis suceden cambios es
tructurales como consecuencia de procesos bioquimicos, biofi
sicos y fisioldgicos (Thorpe, 1980). Son pocas las especies
en las que estos cambios han podido ser descritos. Cheah y
Cheng (1978) usando cotiledones de Pseudotfsuga menziesil descri-
ben los diferentes estados del desarrollo de brotes adventi-
cios mediante andlisis histoldgicos de secciones longitudina
les de estos explantes durante los primeros 21 dias de culti
vo. Durante este periodo fue posible identificar cuatro estruc
turas anatémicas que fueron: 1) meristemoides, 2) primordio
de brotes, 3) dpice del brote con hojas primarias y 4) bro-
tes adventicios. Ademds, observaron que a los 4 dias en cul
tivo se daba la proliferacidn de células nuevas en las capas
hipodérmicas, las cuales después de sufrir una serie de divi
siones formaban grupos de células pequefias con citoplasma
denso y niicleo prominente. Esta agrupacién de células se ha
cia cada vez mds evidente hasta llegar a formar lo que se re

conocid como meristemoide, el cual se especula darid origen a
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un brote adventicio. Posteriormente Yeung et af. (1981), al
estudiar los eventos histolégicos asociados con la formacidn
de brotes en cotiledones de P. rad{iata cultivados en presen-
cia de BA, encontraron que la actividad mitética 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 reflejd en una rdpida y pronun -
ciada utilizacién de las sustancias de reserva (lipidos y
az@icares libres) y una alta tasa de respiracidén entre los

dfias 0 y 3 de cultivo.

Villalobos et af. (1984a) estudiaron los primeros even-
tos asociados con la induccién de brotes mediante la compara
cién de la sintesis de macromoléculas (4cidos nucleicos y
proteinas) en cotiledones de P. rad{afa cultivados en presen
cia o ausencia de citocinina (BA) durante los primeros 5
dias en cultivo. Encontraron que existia una incorporacién
activa de ‘*H-timidina, *H-uridina y *H-leucina en las molécu
las de ADN, ARN y proteinas respectivamente. En los cotile-
dones formando brotes la incorporacidn se realizé principal-
mente en las capas epidérmicas y subepidérmicas en contacto
con el medio. En los cotiledones cultivados en ausencia de
BA la incorporacién sucedié en forma azarosa. La tasa de
sintesis de ARN y proteinas fue mas alta en los cotiledones
cultivados en ausencia de BA, que en los cotiledones forman-

do brotes, durante las primeras 48 horas después de las cua-



les, la sfintesis fue similar. Por el dia 3 en cultivo se ob
servé mds proteina marcada en los tejidos creciendo en BA,
sobre todo en las células epidérmicas y subepidérmicas. La
incorporacién de *H-timidina estuvo igualmente concentrada

en los nficleos de estas mismas células alrededor del dfa 5.

Por otro lado, Douglas et af. (1982) observaron que los
niveles de lipidos decrecian rdpidamente durante los prime -
ros estados en la iniciacidén de los brotes y las clorofilas
se incrementaron a lo largo del periodo de cultivo permane -
ciendo estables por el dfa 10. Los carotenoides estuvieron
presentes en niveles relativamente bajos, todo este tiempo,
estos cambios coincidieron con el desarrollo de los cloro -
plastos. Ademds, la mayor incorporacién de '“C-glucosa,
'*C-acetato 6 '“C-bicarbonato sucedié durante el periodo de
formacién de tejido meristemdatico (Obata-Sasamoto et af.,

1984).

Villalobos ef af. (1984b) encontraron que al igual que
las citocininas la luz también tuvo un importante papel en
la formacidon de brotes en cotiledones de P. radiata. Ellos
observaron que los cotiledones cultivados en presencia de BA,
pero en obscuridad continua, no lograron diferenciar tejido
meristemdtico. Exposiciones a la luz durante los 3 primeros
dias en cultivo permitieron que tejido meristemitico se desa

rrollara por el dia 21. Una formacién de tejido meristemit:



co mds pronunciada, sucedid cuando los cotiledones fueron ex
puestos a la luz por periodos mds largos (7 a 21 dias). Ade
mids, observaron que el periodo de luz no necesariamente tenia
que ser al inicio de cultivo, sino que podia ser dado des -
pués de 10 dias, pero después de 21 dias de haber permaneci-
do en obscuridad, transferirlos a la luz, no permitirfia la
formacién de brotes. Asi algunas veces después de 10 a 21
dias de cultivo en la obscuridad, la capacidad para formar

brotes se perdia.

Villalobos et af. (1985) utilizando cotiledones de P.
hadiata observé que después de tres dias en cultivo era posi
ble detectar la aparicién de estructuras organizadas las cua
les surgian a partir de una célula subepidérmica que llegaba
a dividirse en direccién periclinal. Mas tarde una de estas
células se dividia en direccién anticlinal dando lugar a una
estructura tricelular. Durante el quinto dia se hacia posi-
ble la diferenciacién de umas estructuras que se componfian de
6 u 8 células, y que denominaron promeristemoides. Una ca -
racteristica importante de mencionar sobre estas estructuras
es que se encontraban muy juntas y el espacio intercelular
entre ellas era reducido. Durante la diferenciacidén de los
promeristemoides, las sustancias de reserva en forma de lipi
dos y proteinas ya habian sido completamente utilizadas

(Douglas et af., 1982).
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Después del dfa 10, estas estructuras dieron lugar a me
ristemoides, 1os cuales hicieron que los cotiledones adopta-
ran una apariencia nodular. A los 21 dias aproximadamente
tomaba lugar la aparicién de primordios de hoja como una pro
longacidon de la epidermis. De tal manera que las cé&lulas
epidérmicas del cotiledd6n fueron capaces de adaptarse a los

cambios de tamafio y forma que sufria el explante.



IIT. MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

Las semillas de Pinus maximaritinezi{ Rzedowski fueron
proporcionadas por la Divisién de Ciencias Forestales de la
Universidad Auténoma de Chapingo. Estas semillas provienen
de polinizacién abierta y fueron colectadas en el afio de
1984 en el Cerro de Pifiones, Pueblo Viejo, Municipio de Ju -

chipila en el estado de Zacatecas, Zac. México.

1. Germinacién de la semilla

Con el objeto de obtener pldntulas en condiciones asép-

ticas se probaron dos métodos de germinaciodn.

1.1 Germinacién en medio de cultivo

Se removié la cubierta de las semillas en forma mecéni-
ca para posteriormente ser desinfectadas con hipoclorito de
sodio al 6% (cloro comercial) durante 20 minutos. Después
de esto, las semillas permanecieron en agua corriente de la
llave por 24 horas, siendo nuevamente desinfectadas superfi-
cialmente por el procedimiento anterior, mds tres enjuagues
con agua destilada estéril. Se envolvieron con pldstico ad-
herente (ega-pack) y se mantuvieron a 4°C durante 48 horas,

sometiéndolas posteriormente a una tercera desinfeccidn con



21

hipoclorito de sodio al 6% durante 20 minutos, seguida de
tres Gltimos enjuagues con agua destilada estéril. Los em -
briones fueron disectados y colocados horizontalmente en ca-
jas de petri de pldstico de 90 x 15 mm conteniendo 35 ml de
medio de cultivo bédsico de Schenk y Hildebrandt modificado
por Reilly y Washer (SH) (ver Apéndice I) mids 2.5 x 10 °M de
BA. El medio se ajust6é a un pH de 5.7 - 5.8, solificdndolo
con 7 g/1 de agar. Se esterilizé en autoclave a 121°C duran

te 15 minutos.

1.2 Germinacién en perdxido de hidr6geno al 3%

Cincuenta semillas fueron escarificadas por la parte mi
cropilar, y se colocaron en peréxido de hidrdgeno al 3% (vo/
vol) en la que permanecieron por 7 dias; durante este tiempo

la solucibén fue renovada cada 2 dias.

Una vez que germinaron (7 dias) las semillas provenien-
tes de los dos métodos de germinacién 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°°M de BA. En el medio se colocaron 20 cotiledones
por caja de petri. Las cajas fueron selladas y puestas en
el cuarto de incubacién. Las evaluaciones correspondientes

se hicieron considerando los par@metros siguientes:
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1. Porcentaje de germinacién.
2. Porcentaje de contaminacién.
3. Porcentaje de cotiledones que formaron brotes.

4. NGmero de brotes por cotileddn.

2. Seleccifn del explante

Con el objeto de determinar que explante mostraba mayor
capacidad morfogenética se realizé 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 semillas germinadas en
per6xido de hidr6geno al 3%. Los explantes fueron disecta -
dos y colocados en medio de cultivo bésico SH con 2.5 x 10°°M

de BA.

3. Iniciacién de brotes adventicios

Para la iniciacidn de brotes adventicios, se utilizé el
medio bdAsico SH, suplementdndolo con diferentes concentracio
nes de BA que fueron: 0, 1.0, 2.5, 5.0 y 7.5 x 10" °M. Para
llevar a cabo este experimento se utilizaron los cotiledones
de las semillas provenientes del mejor método de germinacidn.
Se colocaron los cotiledones de 50 semillas (1000 cotiledo -
nes) en cajas de petri con medio de cultivo complementado
con BA a las concentraciones antes mencicnadas (200 cotiledo

nes por tratamiento), quedando algunos de los cotiledones de
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cada una de las 50 semillas en todas las concentraciones.

Se colocaron 20 cotiledones por caja de petri tomando a cada
cotileddén como unidad experimental por considerar que no hay
interaccién entre ellos (Villalobos, 1986, comunicacidn per-
sonal). A las 14 semanas de haber iniciado el cultivo, se
cuantificé para cada uno de los tratamientos, el nimero de
cotiledones que formaron brotes y el niimero de brotes por co

tiledén.

4. Desarrollo de los brotes

Una vez que se formaron las primeras yemas los cotiledo
nes fueron transferidos al mismo medio bidsico (SH) pero sin
BA. Cuatro semanas después estos cotiledones fueron fraccio
nados entre 3 a 5 partes, y puestos en frescos con 30 ml de
este medio. Después de cuatro semanas, fueron transferidos
al mismo medio. Se realizaron transplantes de este material
a un medio fresco cada cuatro semanas. Cuando los brotes al
canzaron una longitud aproximada de 0.5 a 1 cm, se separaron
del explante inicial, colocdndolos individualmente en tubos
de ensaye de 80 x 20 mm conteniendo 15 ml de medio bisico,
con el 50% de la concentracidén de sales minerales, 2% de sa-

carosa y el doble de la concentracién de hierro, bajo estas

condiciones permanecieron por 6 semanas aproximadamente.

En todos los experimentos las diseccilones, siembras y

transplantes de material, se realizaron bajo condicio



nes asépticas, para lo cual se empled una campana de flujo

laminar.

5. Condiciones fisicas

Los cultivos fueron mantenidos en una cdmara de ambien-
te controlado con una temperatura de 29 + 2°C, un fotoperio-

do de 16 horas y una intensidad luminica de 28 upE.m®.seg.

6. Enraizamiento

Cuando los brotes alcanzaron un tamafio de 2.0 a 2.5 cm
se tratd de inducir la formacidén de rafz, 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)
mds 0.5 mg/l de dcido naftalenacético (ANA) y 1.0 mg/l de
dcido indolbutirico (AIB). A los 7 dias estos brotes fueron
removidos de este medio, lavdndolos posteriormente con agua
destilada estéril y colocdndolos en charolas conteniendo un
sustrato a base de grava, tezontle, arena de rio, vermiculi-
ta y tierra de jardin (i:1:1:1:1) humedecido con la mitad de
la concentracién de sales minerales del medio SH. La charo-
la se cubrié con pldstico con el objeto de obtener una alta
humedad relativa (90% aproximadamente). El sustrato fue re-

gado cada 3 dias con esta misma solucién.
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6.2 Cuarenta y cinco brotes también fueron puestos in-
dividualmente en tubos de ensaye con 15 ml de medio bésico
de Gresshoff y Doy (1972) modificado por Reilly y Washer
(Apéndice II) o medio SH a la mitad de la concentracidn de sa
les y 2% de sacarosa mids diferentes combinaciones de auxinas

(Cuadro 1).

Cada 10 dias durante 30 dias, 15 de estos brotes fueron
transferidos al medio bédsico de Schenk y Hildebrandt o

Gresshoff y Doy, pero sin auxinas.

Nota: Cada uno de los tratamientos con auxinas proba -
dos que se muestran en el Cuadro 3 (A, B, C, D, E, F) constd

de 45 brotes.

7. Andlisis de datos

Los datos obtenidos acerca del nimero de brotes forma -
dos por cotiledén fueron analizados mediante un andlisis de
varianza simple para un disefio completamente aleatorizado, y
una prueba de Tukey con la cual se compararon las medias.

Se aplicé una prueba de X? para k muestras independientes pa
ra analizar los resultados obtenidos enh cuanto al nimero de

cotiledones que formaron brotes en los diferentes tratamien-
tos. Se calculé el coeficiente de correlacién entre las va-

riables estudiadas.
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Cuadro 1. Concentraciones de auxinas (ANA y AIB) empleadas
para suplementar el medio de enraizamiento de los
brotes adventicios de P. maximantfinezidi.

Tratamiento ANA (mg/1) AIB (mg/1)
A 0 0
B 0.05 0.05
C D45 1.0
D 1.0 2.0
E 0.0 3.0




IV. RESULTADOS

1. Germinacidn

El 70% de las semillas que permanecieron en perdxido de
hidrégeno al 3%, germinaron después del séptimo dia. Este
dia 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 correlaciond
con la longitud del cotileddn y el tamafio de la radicula, ya
que el color blanco se asociaba a los cotiledones de menor
longitud y la radicula mids corta y el verde intenso a los co

tiledones mis elongados y la radicula mis larga.

El 95% de los embriones germinados en medio de cultivo
se tornaron verdes después de los 7 dias. Esta condicién ca
racterizd los embriones germinados. Sin embargo, el color
verde no fue homogéneo para todo el embrién, sino solo para
la parte que no se encontraba en contacto con el medio de
cultivo. Los cotiledones en contacto con el medio permane -
cieron blancos, constituyendo aproximadamente el 50% del to-
tal, Afin cuendo no se puede decir que todos los embriones
presentaron el mismo color, la diferencia no fue tan notoria

como en el caso de las semillas germinadas en perdxido.



Una vez que los cotiledones de las semillas germinadas
se establecieron en medio de cultivo, se pudo calcular el
porcentaje de contaminacién. Al respecto no se observé con-

taminacidén en ninguno de los métodos ensayados (Cuadro 2).

Los cotiledones de semillas germinadas en perd6xido y
los germinados en medio, comenzaron a elongarse y engrosarse
después de 10 dias en cultivo. No obstante, el engrosamien-
to no se presentd en la misma magnitud, ya que fue mayor en
los cotiledones de semillas germinadas £n vitro. Se observéd
que después de 10 dias en cultivo €&stos cotiledones tomaban
una consistencia suculenta, rugosa y translicida. En estos
mismos cotiledones se observaron también pequefias manchas o
puntos obscuros que se distribuilan a todo lo largo. Confor-
me transcurrid el tiempo en cultivo, estos cotiledones se
tornaron obscuros y mds tarde murieron. Los cotiledones in-
coloros, nunca adquirieron color verde, tampoco se elongaron
ni se engrosaron y para el dfa 15 en cultivo murieron sin ha
ber formado tejido meristemdtico ni brotes. Ninguna de es -
tas caracteristicas fueron observadas en los cotiledones de

las semillas germinadas en perdxido.

El niimero de cotiledones que formaron brotes fue signi-
ficativamente mayor cuando las semillas se germinaron en pe-
roxido (32%), comparativamente con aquellos germinados en me

dio de cultivoe (2%). En cuanto al nlimero de brotes por coti



Cuadro 2. Respuesta de los cotiledones provenientes de semi
llas germinadas mediante los dos métodos de germi
nacién probados.

Trata- % germina- % cotiledones No. brotes por
miento cibn con brotes cotileddn
Perdxido 70 22 14.0

Medio de 96 2 13.6

cultivo
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ledén tampoco hubo diferencia, ya que para ambos métodos fue
igual (Cuadro 2). De estos resultados destacd que emplear
per6xido de hidrbgeno al 3% resultd ser el mejor y en los
subsiguientes experimentos se utilizaron los cotiledones de

las semillas germinadas mediante este proceso.

2. Selecci6n del explante
Embridn completo

Los embriones completos no presentaron formacién de bro
tes. Fue evidente que después de 7 dias de que los embrio -
nes fueron colocados en el medio de cultive, &stos se elonga
ron y tomaron coloracidén verde, pero conforme transcurrid el
tiempo los hipocotilos comenzaron a hincharse, sin que las
raices desarrollaran. Los cotiledones se hincharon y se cur
vearon hacia el interior. Este hinchamiento aumentd el volu
men de los cotiledones, hasta perder su forma caracteristica
y aparecer como una masa amorfa de tejido. En estos explan-
tes en ningdn momento se pudo distinguir la formacidén de bro
tes. Después de ocho semanas en el medio de cultivo, los co

tiledones se tornaron color café, y finalmente murieron.

Cotiledones

El andlisis del ntmero de cotiledones de Pinus maxLima’-
tinez4d senald que esta especie cuenta con un promedio de
20.5 cotiledones por semilla (observaciones en base a 100 em

briones).



Los cotiledones provenientes tanto de semillas germina-
das en perdxido, como de embriones germinados {n vitro, se
sembraron en un medio de cultivo con BA. Después de 9 dias
de cultivo, estos se elongaron y engrosaron adquiriendo _una
coloracién verde. Sin embargo, esta respuesta no se presen-
t6 en la misma magnitud, ya que los cotiledones provenientes
de embriones germinados 4n vitro presentaron menor elongacién
y engrosamiento. Asimismo, un nGmero considerable de cotile
dones de las semillas germinadas 4n vifrc, al cabo de 10 dias
de cultivo aproximadamente, tomaban una consistencia suculen
ta y rugosa, volviéndose a la vez transliicidos y conforme
transcurria el tiempo en cultivo, se tornaban obscuros y fi-
nalmente morian. Los cotiledones de los embriones que habian
permanecido en contacto con el medio de cultivo durante la
germinacidén (los cuales constituian casi el 50% del total),
siempre permanecieron blancos y nunca se elongaron, tampoco
se engrosaron, muriendo posteriormente sin haber formado te-
jido meristemidtico, ni brotes. Los cotiledones que no pre -
sentaron estas caracteristicas después de 21 dias aproximada
mente, desarrollaron tejido meristemdtico en su superficie.
Posteriormente, a partir de este tejido meristemdtico se ini
cié la formacidn de pequefios primordios de brote, que final-
mente dieron lugar a brotes completamente desarrollados. En
el extremo basal del cotileddén se pudo notar la formacidén de
un pequefio callo que nunca se extendid hacia el resto del co

tiledon.



Ejes embrionarios

En las condiciones experimentales ensayadas, los ejes
embrionarios mostraron muy baja capacidad organogenética.
Primeramente, el eje se hinché y se elongé aproximadamente
un tercio de su longitud original. En algunos explantes el
aumento de volumen llegdé a ser muy pronunciado y nunca se ob
servo tejido meristemdtico ni yemas. Solo en dos de los hi-
pocotilos que mantuvieron su estructura se logré observar la
formacién de uno o dos brotes sobre todo en la regidn proxi-

ma al dpice.

3. Efecto de la BA sobre la formacién de brotes

La respuesta de los cotiledones a la presencia de BA se

describe a continuacién:

Fue evidente que cotiledones cultivados en ausencia de
BA no formaron brotes en ningiin caso. Sin embargo, cuando
la BA estuvo presente en los diferentes medios, siempre se
aprecid la formacidn de brotes. Se encontraron diferencias
en la distribucidén y niimero de brotes, dependiendo de la con
centracidn de BA. Observidndose una relacidn directa entre
la concentracidon y el nfimero de brates férmados (Fig. 1).
La misma tendencia se encontré en cuanto al nimero de cotile
dones que formaron brotes. Cuando se empled la concentra -
cidén mas baja de BA (1 x 10'5M) los brotes se diferenciaron

con mayor frecuencia en la zona de corte y las puntas de los
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cotiledones, aunque en ocasiones también a lo largo de su su
perficie (Fig. 2-2). En esta concentracidén se observd la me
nor frecuencia de cotiledones con brotes (34%) y el menor nd

mero de brotes por cotileddn (Cuadro 3).

Conforme se incrementé la concentracidn de BA, hasta
7B &K IO'SM, los brotes se distribuyeron mds homogéneamente
en la superficie de los cotiledones (Fig. 2-5), observindose
que tanto el niimero de cotiledones que formaron brotes, como
el niimero de brotes por cotiledén se vieron incrementados
(Cuadro 3). El andlisis de varianza realizado no refleja di
ferencias significativas en cuanto al nimero de brotes por
cotileddén al emplear una concentracién de 2.5 y 5.0 x 107 °M
de BA y el nGmero de cotiledones que formaron brotes bdsica-

mente fue el mismo.

Por otro lado la mayor respuesta a la BA fue cuando se
utilizé una concentracién de 7.5 x IG_SM, en donde el 53% de
los cotiledones formaron en promedio 29 brotes por cotiledén
(Cuadro 3). Los cotiledones de todos los tratamientos su -
frieron rompimiento de la epidermis. Este fen6meno se hizo
mis evidente en los cotiledones que habian permanecidc en el
medio con 2.5 y 5.0 x 10" °M. No se encontraron diferencias
significativas en la longitud de los cotiledones provenien -
tes de los diferentes tratamientos con BA. El resultado de

las mediciones de los diferentes cotiledones por tratamiento,

sefialan una longitud aproximada a 27 mm para todos los trata



Figura 2.

Diferencias en la distribucién de los
brotes formados sobre cotiledones de
P. max{imarntinezii por efecto de la BA.
1. Cotiledones creciendo en un medio
sin BA. De 2 a 5 se muestra la dis -
tribucién de brotes sobre cotiledones
cultivados en un medio con 1.0, 2,5,

5.0 y 7.5 x 10 *M de BA respectivamen
te.
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Cuadro 3. Respuesta en la formacidén de brotes en cotiledo -
nes de P. maximartinezii expuestos a diferentes
concentraciones de BA.

Concentracidn % cotiledones No. brotes No. brotes
de BA (M) con brotes por cotiledén por semilla
SBA 0 0 0
1% 30 34 7ol % 007 160
2.5 x 107° 44 14.3 + 0.9 280
5.0 x 107 ° 44 17.0 = 0.7 360

7.5 x 10°° 53 29.1 + 1.8 580
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mientos con BA (Cuadro 4). Comparativamente los cotiledones
del medio control (sin BA) mostraron una longitud mayor (27
mm). Se pudo constatar que los cotiledones en presencia de
BA que se encontraban muy elongados por lo regular no forma-
ban tejido meristemdtico y por lo tanto tampoco formaban bro
tes. En los cotiledones pequefos, sin embargo a menudo se
pudo observar la presencia de algunos brotes sobre su super-

ficie (Fig. 3).

4. Desarrollo de los brotes

Durante los primeros 7 dias en presencia de BA, los co-
tiledones adquirieron un color verde mds intenso, al mismo
tiempo comenzaron a elongarse aproximadamente una tercera
parte mads de su longitud inicial (Fig. 4A). Para los 14 dias
en cultivo los cotiledones alcanzaron casi dos veces su lon-
gitud inicial, notdndose un aumento en volumen. Después de
21 dias la superficie de los cotiledones, mostraron rugosida
des cada vez mds evidentes conforme transcurria el tiempo en
cultivo (Fig. 4B). A los 34 dias aproximadamente, a partir
de estas zonas rugosas se diferenciaron pequefas protuberan-
cias con forma de yemas. En ocasiones también se pudo obser
var primordios foliares, los cuales algunas veces surgian di
rectamente como una prolongacién de la epidermis del cotile-
dén y en otras se diferenciaba sobre un pequefio tallo que se
formaba con anterioridad (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 dias de
haberse mantenido en ausencia (SBA) o presencia

de BA.
Tratamiento Longitud mm
SBA 27.4 + 0.4
BA 1 x 107 °M 22.2 + 0.3
BA 2.5 x 10 °M 20.2 + 0.4
BA 5.0 x 10" °M 20.1 + 0.3
BA 7.5 x 10°°M 22.2 + 0.4




Figura 3.

A la derecha cotiledones cortos con
algunos brotes sobre su superficie.
A la izquierda cotiledones largos
los cuales no formaron brotes.
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Figura 4.

Diferenciacidén de brotes adventicios en
cotiledones de P. maximartinezdii. A.
Cotiledones después de 7 dias en culti-
vo. B. Cotiledones formando tejido me-
ristemdtico después de 21 dias. C. Co-
tileddn diferenciando las primeras ye -
mas adventicias después de 34 dias. D.
Grupos de aciculas formdndose a lo lar-
go de la superficie del cotileddn des -
pués de nueve semanas en cultivo. E.
Brotes desarrolldndose sobre fragmentos
de cotileddn después de 14 semanas. F.
Apariencia de los brotes después de 25
semanas.
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menzaron a elongarse, sin embargo no todos lo hicieron a la
misma velocidad, lo que provocd una diferencia en tamafios en
un rango aproximado de 3 a 6 mm. El transplante al medio
sin BA no fue suficiente estimulo para el desarrollo de los
brotes ya que fueron pocos los brotes elongados, observindo-

se Gnicamente pequefias aciculas en grupo (Fig. 4D).

Cuando los cotiledones se cortaron en fragmentos, un ma
yor niimero de brotes logr6 crecer, encontridndose que mien -
tras menor fuera el nimero 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 ama-
rillenta en proporcidén al tiempo sin transplante. El tamafio
del brote fue importante, ya que cuando se les quiso aislar
y cultivar en forma individual, los brotes muy pequefios mu -
rieron, en cambio los brotes con estructura bien definida 1o
graron elongarse. Asi el tamafio aproximado de los brotes

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

Se pudo observar que los fragmentos del cotileddn adqui
rian una consistencia dura y presentaban una coloracién obs-
cura sobre todo en el lugar del corte entre uno y otro frag-
mento. Ademis el medio en el que permanecian estos fragmen-
tos también adquirié un tono obscuro. Esto sucedidé aproxima

damente en el 60% del material. Se observd que conforme ma-
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yor fuera el nGmero de transplantes, este efecto iba desapa-

reciendo paulatinamente.

Los brotes diferenciados en la superficie del cotiledén
en contacto con el medio, por lo general crecieron hacia el
interior del medio de cultivo, siendo comiin que estos brotes
adoptaran un color verde diferente al de los brotes que se
desarrollaron en la parte opuesta al medio de cultivo, ddndo
les una apariencia transliicida y suculenta. Estos brotes
presentaron hojas cortas, arrugadas y con un color mds inten

so (Fig. 5}

5. Enraizamiento

Solo empleando 3 mg/l de AIB se logrdé estimular la dife
renciacibén de raiz, aunque Gnicamente en el 3% de los brotes
(Fig. 6). En los tratamientos en los cuales se empled ANA
solo o en combinacidn.con AIB fue frecuente observar la for-
macién de callo en la zona del brote que se encontraba en
contacto con el medio de cultivo. Este callo se hizo mis
evidente cuando los brotes permanecieron expuestos a la auxi
nas por tiempos prolongados. En ocasiones la masa de callo
alcanzd un volumen considerable, extendiéndose a las hojas
basales, por lo que se hizo diffcil distinguir si existian
primordios de raiz. Cuando se utilizé solamente AIB fue me-
nos comin observar la formacién de callo. No existieron di-

ferencias al emplear las sales de los medios de Gresshoff vy
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Fisura 5., Derecha,brotes normales.lzquierda,
brotes transldcidos.Nétese las di-
ferencias en cuanto aciculas, tallo

Figura 6, Brotes de P. max.imartinezii después de
haber formado el sistema radical.
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Doy o las de Schenk v Hildebrandt, ya que los brotes mostra-
ron el mismo comportamiento en ambos medios de cultivo. Fue

posible la formacidén de raices expontidneamente, aunque en ba

ja frecuencia.

Respecto al tratamiento de enraizamiento en suelo, el
100% de los brotes murid después de los primeros 8 dias, de-

bido principalmente al ataque de hongos.



V. DISCUSION

Un serio problema en el estudio organogenético de P.
maximartinezid{ fue que la semilla, al provenir de poliniza -
cién abierta y sin ningln pretratamiento fitosanitario mos -
trdé una alta incidencia de hongos. Con él objeto de contro-
lar la contaminacidn por hongos se pretendi6 desinfectar 1la
semilla, y a pesar de haber probado varios desinfectantes y
diferentes concentraciones de ellos, no fue posible obtener

semillas utilizadas en el cultivo 4n vitro.

Se pudo observar que conforme aumentaba la concentra -
cién y el tiempo-de exposicidn a cualquiera de los desinfec-
tantes empleados, disminufa el porcentaje de germinacién, pe
ro el emplear bajas concentraciones de éstos, provocaba al -

tos indices de contaminacién.

El problema de la contaminacién de la semilla fue re -
suelto al germinar en medio de cultivo o en el perdxido de
hidrégeno. El pretratar las semillas con perdxido es un mé-
todo que normalmente ha sido utilizado para acelerar la ger-
minacién (Bonilla y Rava, 1963; Ching, 1959; Takacs, 1964).
Sin embargo, Trappe (1961) y Riffle y Springflied (1968) en-

contraron que el perdxido era efectivo para desinfectar semi



18

llas sin causarles dafio; esto pudo ser comprobado con las se
millas de P. max{manfinez{{, ya que permitidé evitar la conta
minacién hasta en un 100%. Al parecer el perdxido de hidré-
geno activa la germinacién, acelerando la respiracidén duran
te la fase anterior a la movilizacidon de substancias de reser
va. Varios mecanismos posiblemente expliquen esta activa -
cidn; por ejemplo se puede considerar que hay una destruccidn
directa del perdxido por accién de la catalasa, lo que provo
ca la liberacidn de oxigeno molecular el cual a su vez incre
menta la tasa de respiracidén y facilita la oxidacidn de sus-
tancias grasas (James, 1953; Chance y Williams, 1956). Otra
posibilidad es que la peroxidasa reacciona con el perdxido
para oxidar inhibidores de.crecimiento, presentes en los te-
jidos, por ejemplo altas concentraciones de auxinas (Waygood
y Maclachlan, 1956) y puede ser que el perdxido de hidrdgeno
actua directamente como un aceptor de electrones cuando un
donador de hidrégeno esta presente aumentando la tasa de res

piracidén (Barron et af., 1953 y Dolin, 1955).

Al parecer el emplear per6xido de hidrégeno no supera
la estratificacién de la semilla (Ching, 1959). Sin embargo,
los cotiledones de semillas germinadas en perdxido respondie
ron mejor a las condiciones de cultivo, que los cotiledones
de semillas que fueron estratificadas primero y luego germi-
nadas en medio de cultive. No obstante, las diferencias, so

bre todo en la coloracién que presentaron los cotiledones de
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las semillas germinadas en peréxido, se reflejaron al momen-
to de cultivarlos. Al parecer, los cotiledones de color ver
de claro mostraron mayor capacidad para responder a las con-
diciones de cultivo que los cotiledones muy verdes o casi
blancos. Fue evidente que ninguno de los cotiledones verde
intenso o blancos, logrd igualar el nfimero de brotes produci
dos por los cotiledones de color verde claro. Posiblemente
las células de los cotiledones mids verdes y mds alargados se
encontraban demasiado diferenciados para poder ser inducidos
a una actividad meristemdtica (Aitken et af., 1981). Algo
similar pudo haber ocurrido en los cotiledones sin color,
aunque posiblemente el estado de diferenciacién de estos no
haya sido el principal problema, ya que a menudo lograban

formar brotes.

Estas diferencias de alguna forma impidieron aumentar
la eficiencia en cuanto a la formacién de brotes. Lo ideal
hubiera sido que todos los cotiledones presentaran una colo-
racidén homogénea, ya que de esta manera seria factible obte-
ner hasta un 100% de explantes formando brotes. No obstan -
te, resulta necesario también, mejorar el porcentaje de ger-
minacién, para poder incrementar la cantidad de material dis

ponible.

Los resultados muestran claramente que de los cuatro ti

pos de explante probados en esta investigacidén, los cotiledo



50

nes de semillas germinadas en peréxido de hidrégeno fueron
los mejores explantes para la formacidn de brotes, ya que
nos permitié obtener un niimero de brotes muy superior al de
los otros tejidos. Al respecto Aitken ef af. (1981) observé
que los cotiledones de semillas germinadas tenfan una capaci
dad para formar brotes 12.5 veces mayor que la que presenta-
ban los cotiledones de embriones cultivados en medio. Mott
et af. (1977) también usd este sistema para incrementar la
produccién de brotes en P. taeda de 14 a 21 brotes por em -
brién. Vargas (1982) igualmente reconoce las ventajas de em

plear cotiledones como explante en P. pafula.

Se ha observado (Aitken et af., 1981; Vargas, 1982; Vi-
llalobos y Robledo, en revisién), que la mayoria de las ve -
ces en las que se han empleado embriones completos, fueron
los cotiledones los que lograron diferenciar brotes adventi-
cios sobre su superficie. Las caracteristicas que hacen que
los cotiledones sean superiores a otros tipos de explante ya
fueron mencionadas con anterioridad (ver antecedentes), pero
entre las mds importantes se podria mencionar, que al emplear
cotiledones se establece un mejor contacto del tejido con el
medio de cultivo, ademds de incrementar al mismo tiempo la
superficie sobre la cual los brotes pueden ser formados, ya
que en P. maximantinezid{ pradcticamente toda la superficie
del cotiledén se vid cubierta por estos érganos (dependiendo

de la concentracién de BA empleada). Asi, el nlmero de bro-
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tes obtenidos por semilla se incrementd considerablemente,
ya que aQin cuando s6lo se formaran pocos brotes por cotile -
dén, considerando que esta especie tiene un promedio de 20
cotiledones por semilla, el nimero de brotes es todavia ma -
yor al que se obtendria cultivando embriones completos, pues
to que por lo regular 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-
mis, el desarrollo de los brotes formados sobre embriones
completos es muy heterogéneo. Se ha observado que los bro -
tes diferenciados a partir del dpice generalmente crecen mis
rapido que los que se forman sobre los cotiledones (Vargas,
1982). En la presente investigacién se observ6é que cotiledo
nes provenientes de una misma semilla germinada em peréxido

se comportaban de manera similar en cultivo.

El tipo de tejido o tejidos que constituye cada tipo de
explante influye en su capacidad morfogenética. Asi por
ejemplo, los cotiledones bidsicamente estdn formados de célu-
las parenquimdticas las cuales poseen una alta plasticidad
fisiolégica y pueden ser capaces de llevar a cabo una activi
dad meristemdtica (Esau, 1977), lo que las hace mds suscepti
bles a los procesos organogenéticos. Comparativamente los
ejes embrionarios, tienen una funcidn de conduccidn primor -
dialmente, por lo que es de esperarse que el tejido mids desa

rrollado aqui sea el tejido vascular, el cual por su grado



de diferenciacién va perdiendo su capacidad morfogenética.

Por otro lado, se tienen evidencias de que durante la
germinacién existe un transporte de citocininas desde la ra-
dicula hasta los cotiledones (Konopskaya, 1977). Se ha suge
rido que las citocininas que se exportan desde los ejes em -
brionarios de dicotiledéneas, son responsables del inicio de
la actividad enzimatica hidrolitica en los cotiledones
(Davies y Chapman, 1979; Gepsten y Ilan, 1979). Hutton ¥y
Van Staden (1982) encontraron que '“C-t-zeatina aplicada a
la punta de la radicula de semillas de Phasecfus vulgaris C.
fue rdpidamente transportada a los cotiledones durante los
primeros estados de la germinacién, lo cual se correlacionéd
con la transferencia de reservas de alimento de los cotiledo
nes a los ejes embrionarios en desarrollo. Konopskaya (1977).
encontrd que en plantulas de chicharo de 3 dias de edad, la
actividad de las citocininas fue encontrada sobre todo en
epicotilos y radiculas con solo una pequefia cantidad en los
cotiledones, pero por el dia 7, el contenido de citocininas
ya habia incrementado en los cotiledones. Este tipo de pro-
cesos pudo tomar lugar en P. maximartinezii y puede ser otro
factor que ayude a explicar las diferencias en la capacidad

morfogenética de los explantes,

Los resultados obtenidos mostraron que la BA no sdélo

fue necesaria para lograr la diferenciacidén de brotes adven-
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ticios en cotiledones de P. maximanitinezii{, sino que ésta se
requirié en niveles altos para lograr una respuesta favora -
ble como se indicd, en ningln momento se observé la forma -
cidn de brotes sobre los cotiledones cultivados en un medio
sin BA. Asfi, mientras mayor fue la concentracién, el nimero
de brotes formados por cotileddn, se vié incrementado. De
esta manera fue posible obtener en promedio hasta 580 brotes
por semilla, cuando se empledé la concentracidn mads alta (7.5
X lD-SM], aunque concentraciones mids bajas también dieron re
sultados satisfactorios. Estos resultados nos permiten de -
cir que P. maximariinezii posee un potencial alto para dife-
renciar brotes, comparable con el de otras especies en las
que se ha logrado esta respuesta, como son Pseudotsuga men -
z{es4L (Cheng y Voqui, 1977) y P. nradiata (Aitken ef af.,

1981), entre otras.

Las diferencias observadas en la distribucién de 1los
brotes sobre el cotileddén pudieran ser atribuidas a la pre -
sencia de diferentes concentraciones de BA en el medio de
cultivo. Asfi, es posible que los cotiledones expuestos a
las concentraciones mds bajas (1 x 10-5M) generalmente logra
ran diferenciar brotes solo en los extremos debido a una de-

ficiencia de citocinina exdgena y enddgena.

De tal forma que cuando la citocinina exdgena se encon-
trara en niveles bajos o no existiera, los niveles enddgenos

probablemente no serian los necesarios para inducir la forma
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cién de brotes.

Se sabe que aparentemente las c&lulas cotiledonarias no
son capaces de sintetizar de nove los niveles adecuados de
citocininas (Cheah y Cheng, 1978) por lo que es posible que
niveles bajos de &stas, solo lograran estimular a las célu-
las mds receptivas. Cabe sefialar que en los extremos las cé@
lulas son mids jb6venes y consecuentemente mids susceptibles al
efecto de la BA. Es 16gico pensar entonces que conforme se
incrementaba la citocinina en el medio, existia una mayor po
sibilidad de lograr estimular un mayor niimero de cé&lulas al
proceso organogenético y no solo a las de los extremos. De
ahi que los brotes se distribuyeran mds homogéneamente y en
un nimero mayor en los cotiledones cultivados en un medio de
concentraciones més altas de citocininas. En P. radiata
(Biondi, 1980; Biondi y Thorpe, 1982) y P. contoata (Von
Arnold y Eriksson, 1981), también se pudo observar un compor
tamiento de los cotiledones en cultivo similar al expuesto
aqui. Es decir, a concentraciones bajas de BA los brotes ad
venticios fueron formados solo en la punta de los cotiledo -
nes, mientras que a concentraciones mids altas, los brotes

fueron inducidos sobre el cotileddn completo y un nlmero ma-

yor de brotes fue producido.

AlGn cuando en P. maximartinezidi el efecto de la BA so -

bre la elongacién de los cotiledones cultivados no fue tan
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evidente como en otras especies tales como P. radiata, en
donde los cotiledones creciendo en medio libre de BA fueron
casi cinco veces mds largos que los explantes tratados con
BA, se pudo observar que los cotiledones de todos los trata-
mientos con BA presentaban una longitud menor que los que se
encontraban en un medio sin BA. Por lo que es posible que
uno de los papeles de la BA en este sistema fuera el de res-

tringir la elongacidn del cotileddn.

En la diferenciacidén de brotes adventicios inducidos so
bre cotiledones de P, maximartinezii se pudieron observar va
rias fases: 1) formacién de tejido meristemidtico; 2) forma
cién de primordios de brote; 3) brotes bien diferenciados.
Cada una de estas fases se llevl a cabo en un tiempo determi
nado y bajo diferentes condiciones de cultivo. Asi, para la
formacidén 6ptima de los brotes adventicios fue necesaria 1la
presencia de BA en el medio de cultivo por aproximadamente 4
6 5 semanas, una vez que comenzaron a emerger los primeros
primordios, los explantes tuvieron que ser transferidos a un
medio sin BA, para permitir su desarrollo. Se observs, que
mantener los brotes en el medio de induccién por un periodo
de tiempo mayor (8 semanas o mds) provocaba que los brotes
crecieran lentamente. Von Arnold y Eriksson (1978) observa-
ron que mantener el explante una vez que habia formado yemas,
por un periodo de tiempo mayor de cinco semanas, reducia con

siderablemente el porcentaje de brotes formados. En esta in
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vestigacién, sin embargo, no todos los primordios en el me -
dio sin BA, crecieron con la misma rapidez. Se encontrd di-
ferencias en tamafios, posiblemente por competencia o una in-

hibicidén mutua entre los brotes (Biondi, 1980).

Tanto en P. naddiata (Biondi, 1980) como en P. contonrta
(Von Arnold y Eriksson, 1981) se ha observado que los brotes
inducidos con concentraciones de BA altas, se desarrollaban
mds lentamente, en contraste con los brotes formados en con-
centraciones mids bajas. En P. max{imaxrfinezi{ no fue posible
observar una diferencia clara en el desarrollo de los brotes
inducidos en las diferentes concentraciones de BA y solo al
emplear la concentracién mis baja (1.0 x 10°°M), se pudo ob-
servar que los brotes se desarrollaban ligeramente mis ripi-
do. Sin embargo esto pudo no solo deberse al efecto de la
BA, sino también al hecho de que a mayor concentracién, tam-
bién mayor era el nimero de brotes formados por cotiledén,
lo que pudo haber provocado, que existiera una competencia
mds marcada entre los brotes, que en el caso de los cotiledo
nes con una cantidad mucho menor de estos, como ocurrid en
las concentraciones mds bajas. Se requirié de fragmentar
los cotiledones para que un mayor nGmero de brotes lograra
elongarse, quizds porque de esta manera se atenuaba el efec-
to de competencia e inhibicién. Al respecto, Von Arnold y
Eriksson (1978), encontraron que sobre cada embridén de Picea

abies, solo dos 6 tres yemas lograban elongarse al mismo



tiempo y cuando se aislaban yemas de 3 a 5 mm comenzaban a

elongarse nuevos brotes.

Los brotes transliicidos y suculentos observados en P.
maximantinez{{ ya habian sido encontrados antes en P. radia-
Za. Se pensaba que este fendémeno estaba relacionado con ni-
veles bajos de citocinina en el medio o con el potencial os-
mético del mismo. Sin embargo, Aitken (1980, datos no publi
cados), encuentra que la presién osmdtica externa influye po
co o no influye en la produccién de brotes translficidos en
P. nad{ata. Pero que niveles mids altos de BA durante un pe-
riodo extra de tres semanas, causaba una disminucidén en el
nimero de estos brotes, pero también se disminufa el nGmero
de brotes normales producidos. Este autor encontrd que los
brotes translicidos tenian grandes espacios de aire dentro
de ellos y su morfologia era similar a la de plantas que cre
cen en un medio ambiente con abundante agua. De tal forma
que se piensa que estos brotes absorben o transportan muchos
nutrientes y agua. Este fendmeno en P. maximartinezii, se
dio con mayor frecuencia en los brotes que crecian sobre la
superficie del cotiledén en contacto con el medioc, posible -
mente porque su cercania con &1 era tal, que estos brotes tu
vieron la oportunidad de absorber una mayor cantidad de nu -
trientes. El obscurecimiento del medio de cultivo asi como
de los cotiledones, es algo que fue evidente en esta investi

gacidn y se ha observado que es una de las dificultades en
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plantas lefiosas y algunas especies horticolas. Se puede de-
ber comGnmente, a la deposicién de polifenoles y de produc -
tos de oxidacidén. También puede haber un incremento en lig-
nina, suberina y cutina que a menudo modifica tanto la compo
sicién del medio, como la absorcidén de metabolitos (Tran
Thanh Van, 1981). Se considera que el realizar un mayor ni-
mero de transplantes o aislar los brotes formados del resto

del cotileddn ayudaria a resolver este problema.

Uno de los mayores problemas a los que se enfrenta la
obtencién de plantas <{n vitro de especies forestales, es la
induccidn del sistema radical. No obstante, este problema
no se presenta en la misma magnitud para todas las especics,
ya que se pueden encontrar algunas que tienen la capacidad
para formar raices aun sin la aplicacién exégena de auxinas,
como son Thuja pficata (Coleman y Thorpe, 1977), Pinus con -
tonta (Von Arnold y Eriksson, 1981) y P. patufa (Vargas,
1982). Sin embargo, esta respuesta no rebasa al 1%, del mis
mo modo pueden existir casos aunque no muy frecuentes, en
los que hasta un 10% de los brotes formaron raices espontd -
neamente, en el mismo medio de elongacidén, como es el caso
de P. canibaea (Villalobos y Robledo, en revisidén). En el
caso de P. maximarntinezii, a pesar de haber estimulado el en
raizamiento mediante varios tratamientos con auxinas, y tra-
tar de emplear la concentracidn de sacarosa y nutrientes co-
miinmente usadas por otros autores (Reilly y Washer, 1977;

Rancillac et af., 1982; Aitken et alf., 1982; Patel y Thorpe
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1984), solo en uno de los tratamientos probados (3 mg/l de
AIB) se logrd, aunque en baja proporcidn, la formacién de
raiz. Esto apoya lo observado por otros autores jpues cada

especie tiene sus requerimientos.

En el presente estudio no fue posible establecer las
condiciones adecuadas para la formacidn del sistema radical.
Se considera que quizds sea necesario ampliar el rango de
concentraciones de auxinas aqui probado o ensayar otras com-
binaciones. Otra alternativa a contemplar en futuras inves-
tigaciones es el empleo de diferentes niveles de sacarosa,
ya que afin cuando es comln incluir el 2% en el medio de cul-
tivo, Cheng y Voqui (1977) encontraron que el emplear concen
traciones mds bajas que 2% (0.5 a 1%), estimulaba el enraiza
miento y que un exceso de la misma reducia la vitalidad de
los brotes. Contradictoriamente, Minocha (1980), observé
que altas concentraciones (3 - 6%) favorecian este proceso.
La temperatura es otro de los factores que se ha visto que
afecta la formacidén de raiz. Existen evidencias de que la
temperatura puede influir en el modo de accidn de las auxi -
nas. Se esperaria que las células cultivadas a temperaturas
mayores de 24°C fueran metabdlicamente mds activas, que las
que permanecen en temperaturas mds bajas (19 6 20°C). Asi
el efecto hormonal de las auxinas se podria expresar estimu-
lando la formacién de rafices adventicias a bajas temperatu -

ras o estimulando la proliferacidén de callo a temperaturas
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mids altas, lo cual podria evitar que las células se organiza
ran para dar origen a los primordios radicales (Cheng y Voqui,
1977). Esto pudo suceder en los brotes de P. maximartinezidi
que se expusieron por tiempos prolongados al ANA. No obstan
te, en los brotes que fueron inducidos por periodos mis cor-
tos y que no se dio la proliferacién de callo, tampoco se ob

servd la formacién de raices.

El tipo de citocinina que se empled para inducir la for
macidon de brotes adventicios también pudo haber influido en
la capacidad de enraizamiento ya que Webb y Street (1977),
demostraron que los brotes de Pinus contorta y Picea sdichen
444, formaban mds raices cuando se empleo 2-iP o cinetina pa
ra la induccién de los brotes, que cuando se utilizd BA.
También notaron que las citocininas con una capacidad de in-
duccidén de brotes alta, inhibian tanto el enraizamiento como
la elongacidén de los brotes. Por otro lado, se debe conside
rar la dificultad para duplicar 4n vi{tno la combinacidén de
condiciones medio ambientales necesarias para la induccidén
de raices, debido a que las condiciones de frio, humedad, al
ta intensidad luminica, combinadas con un sustrato caliente
y poroso, dificilmente son logrados 4im v{tirc (Boulay, 1977).
Apoyando esta idea se puede mencionar que cuando se tratd de
enraizar en charolas, se tuvieron muchos problemas principal
mente con el control en la humedad, puesto que si se mante -

nia una humedad relativa alta se provocaba una rdapida y abun



61

dante proliferacién de hongos que finalmente causaban la
muerte de los brotes antes de que se pudiera formar el siste

ma radical.



VI. CONCLUSIONES

El empleo del per6xido de hidrégeno al 3% en la germina
cidén de las semillas de Pinus maximartinezii, elimind la con
taminacién en un 100% y permitié una mejor respuesta del te-

jido cuando se le cultivo Ln vifro.

De los cuatro tipos de explante probados los cotiledo -
nes de semillas germinadas mostraron tener una capacidad ma-

yor para formar brotes adventicios.

La gran heterogeneidad de la semilla hizo dificil la se
leccidon del material en un mismo estado fisiolégico que nos

permitiera obtener una respuesta mids homogénea.

Fue necesaria la presencia de BA en el medio de cultivo
para la diferenciacidn de brotes adventicios, pudiéndose obte
ner hasta 580 brotes por semilla empleada cuando la BA se en

contraba en el medio a una concentracidn de 7.5 x 10 °M.

AGin cuando en la presente investigacidén no se logrd in-
ducir el sistema radical en buena medida, ya que sdlo el 3%
de los brotes formé raiz en un medio con 3 mg/l de AIB, sabe

mos que los brotes regnerados {m vitro poseen la capacidad



para hacerlo. Sin embargo, es necesario estudiar con mayor
profundidad los factores que determinan el proceso, puesto
que el enraizamiento es uno de los mayores problemas a los
que se enfrenta la diferenciacidn 4n vifreo de plantas de.gim

nospermas.

Se puede decir que como en otras especies es factible
la formacién de plantas de P. maximartinezi{ a partir de co-

tiledones.
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VIII. APENDICE



Apéndice I. Medio Schenk y Hildebrandt (1972) modificado
por Reilly y Washer (1977).

Compuesto mg L
Macronutrientes

KNO; 2500.0
MgS0,.7H;0 400.0
NH4H,PO 300.0
CaCl,.2H,0 200.0
Micronutrientes

MnSO,.H,0 20.0
H3BO; 5.0
ZnS0,.7H20 1.0
KI 1.0
CuS0,.5H,0 0.2
NaMoOy. 2H,0 0.2
CoCl,.6H,0 0.2
Vitaminas

Tiamina HCl 50
Acido nicotinico

Piridoxina HC1 05
Hierro

FeS0,.7H,0 15.0
Na, EDTA 20.0

Sacarosa 30000.0



Apéndice II. Medio Gresshoff y Doy (1972) modificado por
Reilly y Washer (1977).

Compuesto mg L
(NH4) 2S04 200.0
CaCl, 2ZH,0 150.0
MgS0,.7H,0 250.0
KNO 4 100.0
NaH, PO, .H,0 90.0
Na,HPO. 30.0
FeSO4.7H,0 27.8
Na,EDTA 38.3
Mn SO4.H»0 10.0
ZnS0y . 7H20 3.0
H3BO; 3.0
KI 3 iR 0
Cu S04.5H:0 0.25
NaMoO, .2H,0 025
Inositol 10.0
T iamina HC1 1.0
Acido nicotinico 0.1
Piridoxina [r.

Sacarosa 20000.0
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