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ix
RESUMEN

El Pinus cembroides Zucc. es uno de los pinos pinoneros

que crece en regiones dridas y semidridas del pais,se emplea
en la recuperacién de dreas deforestadas,su semilla se usa
como complemento alimienticio,ademds su madera se utiliza en
la construccién de muebles risticos y como arbol ornamental

en las zonas urbanas.

La disminucidén constante de bosques y selvas del terri-
torio nacional es uno de los grandes problemas a resolver y
las técnicas del cultivo in vitro ,ha mostrado ser una alter
nativa en la propagacidén y mejoramiento de las especies fo-
restales.

En éste trabajo se plantea conocer los procesos morfoge
neticos producidos sobre los embriones de Pinus cembroides

cultivados in vitro ,con el suministro de dcido naftaleacéti
co (ANA) y benciladenina (BA) en diferentes concentraciones
para inducir la formacidn de brotes adventicios vy mostrar

asi el potencial de la técnica en la propagaciédn.

Para ello se utilizd semilla de polinizacidn abierta,
colectada en el municipio de Zaragoza del estado de Nuevo
Ledén.Los embriones se disectaron y se colocaron en el medio
SH (Schenk y Hildebrandt,1972) o en el DCR (Gupta y Durzan,
1985) ,adicionados con ANA y BA solos o combinados y se colo

caron en un cuarto de incubacidn.

Los resultados muestran que en ambos medios de cultivo

se obtuvo la formacidén de brotes adventicios,siendo los me-
jores tratamientos en el medio SH (10_4molar de BA:10_7molar

de ANA con 'I(]_6 6 107> molar de BA.,y con el medio DCR



con 10~7 molar de ANA con 2.5x10°° & 10~ molar de Ba.

El alargamiento de los brotes se obtuvo por la trans-
ferencia del embridén o los brotes disectados al medio SH

1
de sacarosa.

sin reguladores de crecimiento y con 20 gL~
Finalmente se hicieron varios ensayos in vitro vy
extra in vitro para inducir la formacidn de raiz a los
brotes obtenidos.Se emplearon diferentes concentraciones
de dcido naftalenacético (ANA),dcido indolbutirico (AIB),
variacidén en la concentracidén de sacarosa y aplicacidén de

enraizadores comerciales en polvo y liquido.

La metodologia para la obtencidén de brotes adventicios

en embriones de Pinus cembroides Zucc.,queda establecida y

muestra el potencial de la técnica en la propagacién masiva
y su posible aplicacidénen el mejoramiento de la especie una
vez que se obtenga el enraizado de los brotes y se puedan

hacer evaluaciones en suelo y campo.



INTRODUCCIONF

En la propagacidén de d4arboles forestales, una de las
principales finalidades es la de incrementar la producti-
vidad del bosque y con la ayuda de las técnicas de mejora
miento genético aumentar la calidad del arbolado.En la re
forestacién se debe usar material parental seleccionado

para garantizar el futuro rendimiento del bosque.

México no cuenta con programas para el mantenimiento
y recuperacidén del bosque, mucho menos para incrementar
su productividad lo que hace necesario buscar opciones
que proporcionen una rdpida propagacidn a gran escala en
un menor tiempo.

Las especies del género Pinus siguen siendo la base

de la industria maderera en México.El Pinus cembroides Zucc.

si bien no es una especie maderera por excelencia,tiene
otras no menos importantes caracteristicas,como la de
producir semilla,comunmente llamada pinon muy apreciada
como complemento alimenticio,ademds ecolégicamente,puede
resultar relevante en la recuperacidon de suelos y en la
reforestacién ya que es una especie que se adapta a cli-
mas secos.

Las técnicas de cultivo in vitro aplicadas a especies
forestales,abren muchas perspectivas en diversas dreas,en-
tre ellas estan las de plantaciones forestales y el mejora
miento genético.Estas técnicas son un método en la propaga
cién vegetativa y que puede tener mayor ventaja que los
métodos tradicionales como:los injertos,enraizado de esta-
cas y los acodos.



Actualmente las técnicas de cultivo in vitro se han
venido desarrollandose y afinando continuamente enla micro-
propagacidén de drboles.Los resultados obtenidos en muchas

especies demuestran el potencial de ésta técnica.

En México los trabajos en cultivo in vitro realizados
en especies forestales,son pocos y aislados ya que no forman
parte de un programa,que debieran ser de caracter nacional
por lo cual es necesario incrementarlos por la gran diversi-

dad de especies importantes que tenemos.

Por lo anterior la presente investigacidn tuvo los

objetivos siguientes:

. Conocer el comportamiento de los embriones de

Pinus cembroides Zucc.cultivados en condiciones

in vitro.

. Determinar los efectos morfogenéticos gque puedan
producir las diferentes concentraciones de los
reguladores de crecimiento empleados (ANA y BA)

sobre los embriones.

Disectar y estimular el crecimiento de los brotes.

. Inducir raiz en los brotes aislados y alargados
para mostrar asi el potencial que genera el culti-
vo in vitro en la propagacidén y mejoramiento de
las especies forestales de México.

Simultdneamente se probardn las hipétesis siguientes:
. La brotacién multiple se obtendrd manipulando los

reguladores adicionados solos o combinados en los
medios de cultivo.



. El alargamiento de los brotes se logra,ya sea median-
te la eliminacidén de los requladores de crecimiento

y/o con la reduccidn de sacarosa del medio de cultivo.

. La formacidén de raiz se logra mediante 1la reduccién
de la concentracién del medio de cultivo y la de saca-
rosa o por el suministro de una auxina al medio de cul
tivo.

También el enraizado de brotes se obtiene por la apli-
cacidén de enraizadores comerciales a los brotes bajo

condiciones in vitro y extra in vitro.



2 .ANTECEDENTES

2.1 Importancia del Pinus cembroides Zucc.

2.1.1 Distribuciédn

Es el mds importante de los pinos pinoneros,su distri
bucién es muy amplia en el territorio nacional,la cual se
inicia desde la frontera norte,hasta la parte central, se
ha colectado en los estados de Baja California Norte y Sur,
Chihuahua,Coahuila,Sonora,Durango,Zacatecas,Tamaulipas,San
Luis Potosi,Nuevo Ledn,Guanajuato,Jalisco,Hidalgo,México,
Querétaro,Aquascalientes,Veracruz y Puebla(Eguiluz,1978 y
1985).

2.1.2 Descripcidn botdnica

Son drboles de 5 a 15 m de altura y con un didmetro
que va de 30 hasta 70 cm;su copa es piramidal o redondeada,
con ramas ascendentes delgadas y colocadas irregularmente;
la corteza es cenicienta,delgada y agrietada,dividida en
placas cortas.Las asciculas se presentan en grupos de tres
a veces en dos,cuatro y cinco,de color azul pdlido,borde en
tero,con dos canales resiniferos externos y un haz vascular;
los conos son globosos de 5 a 6 cm de didmetro y en grupos

hasta de 5,abren en los meses de noviembre y diciembre.

Las semillas son subcilindricas,ligeramente triangula-
res sin ala de 5 a 6 mm de longitud algunas hasta 10 mm,son
morenas a negruscas,abultadas en la parte superior y delga-
das hacia la base,los embriones tienen de 3 a 14 hojas coti-
ledonares;la produccidén de semilla no es sostenida,suele ser
muy abundante en los anos semilleros (Martinez,1948;Eguiluz,
1978 y 1985;Niembro,1986).



2.1.3 Usos

Las semillas son ampliamente preciadas como complemento
alimenticio.Su madera se usa como lena,para elaborar carbén
y muebles rusticos;por sus habitos de crecimiento se le usa
en la recuperacidén de suelos y debido a gue crece en lugares
secos puede jugar un papel importante para disminuir la de-
sertizacién del pais (Eguiluz,1978,1985 y Niembro,1986).

2.2 Cultivo in vitro de coniferas.
2.2.1 Antecedentes histdricos.

Los primeros trabajos realizados en coniferas bajo con-
diciones in vitro corresponden a Schmidt (1924) y Gautheret
(1934) quien describié el desarrollo y citologia de la forma
cidén de callo en indculos de tejido cambial de wun pino el

Pinus pinaster.Subsecuentemente muchos trabajos se han venido

haciendo,se pueden consultar las revisiones hechas por:Durzan
y Campbell (1974);Winton y Huntinen (1976);Bonga (1977) Y la
de David (1982).

2.2.2 Principales indculos en los cultivos in vitro.

Los tejidos del cambio fueron los usados al principio,
en la actualidad la diversidad de éstos es mas grande, por
lo que se habla del cultivo de : gametofitos,meristemos,
raices,yemas,asciculas,embriones o protoplastos.La mayoria
de estos cultivos éstan dirigidos a formar nuevas plantas,
induciendo la formacién de yemas adventicias sobre el inécu
lo directamente o a traves de tejido desdiferenciado (callo)

o células.Los autores agrupan de manera diferente la modali-

dades del cultivo in vitro como puede observarse en la men-
ctonadas por David (1982) y John (1983),a continuacién se
dan algunas de estas modalidades,en el cultivo in vitro de

coniferas.



2.2.3 Induccidn de yemas adventicias
2.2.3.1 Cultivo de callo

Los callos son tejidos indiferenciados o desorganizados
morfofisiolégicamente,que derivan de un indculo y a los gque
posteriormente se les induce una respuesta morfogenética.La
obtencidén de callos se logra generalmente por la manipulacidn
de las concentraciones de auxinas en el medio de cultivo,las
cuales pueden ser individualmente o combinadas con citocininas
(David,1882;John, 1983 y Vidalie,et al,1986).(ver figura 1).

Las respuestas morfogenéticas,suelen ser especificas
para cada especie o tipo de indéculo,como lo demuestra el tra-
bajo de Minocha (1980),en el que probdé cerca de 100 combina-
ciones de auxina-citocinina,sin obtener respuesta morfogenéti

ca en callo derivado de Pinus strobus.

Washer,Reilly y Barnett (1977)usaron segmentos de hipoco-

tilos de pldntulas de 8 dias de Pinus contorta y encontraron

diferencias en el desarrollo del callo,debido a las variaciones
en la concentracién de los nutrimentos del medio,pero no logra

ron obtener estructura$S diferenciadas.

Salmia (1975) en un estudio citoldgico derivado de
Pinus cembra se observé que el crecimiento del callo no se
alteré con el nimero de transferencias;no se logrd inducir
brotes ni raices.Determiné el numero de una citodiferencia-
cién,donde el 86% de la mitosis fueron diploides y en menor
frecuencia se presentaron otros grados de ploidia como haploi

des y tetraploides.

Simola y Honkanen (1983)derivaron callo de megagametofi-
tos inmaduros de Picea abies ,estuvo formado por cerca del
50% de células haploides,aunque también se observaron diploi-

des y mezcla de ambas.El efecto de ciertas poliamidas favore-
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Figura 1. Regeneracién de &arboles a partir del cultivo

de callo somdticc o cultiveos en suspensidn.
Tomado de Winton y Huhtinen (1976).



cieron el desarrollo de raices y en cinco callos se formaron
brotes y raices pero no estuvieron conectadcs.Finalmente con-
sideran que la capacidad de diferenciacién de callos en culti

vo,no se debe a la inestabilidad citoldgica.

Mehra y Anand (1983) usaron diferentes estructuras vege-
tativas de Pinus roxburghii como: cotiledones,hipocotilos,ye-
mas apicales y puntas de raiz,obtenidas de plantas de 3 a 5
semanas,las estructuras fueron expuestas a diferentes auxinas
( ANA,AIB y 2,4-D ) solas o combinadas con cinetina o BA,ade-
mds agua de coco y caseina hidrolizada.Observaron que el cre-
cimiento del callo no decrece con los subcultivos y el estu--
dio citoldgico reveld que las células eran predominantemente
diploides de la cuarta a la décimosegunda semana,aunque tam-

bién hubo poliploides y aneuploides.

El callo derivado de segmentos de hipocotilos de

Liquidambar styraciflua,fue posible inducir diferenciacién

de brotes y raices y se muestra la formacidén de estomas,pri-
mordios de hojas y de raices,aunque hay que considerar que
en este caso no se trata de una conifera ( Birchem,Sommer y
Brown,1981).

La diferenciacién de plantas en gimnospermas a partir
del cultivo de callo,no ha sido demostrado satisfactoriamente
ya que faltan muchas investigaciones sobre los aspectos nu-
trimentales y hormonales para su crecimiento y para la sub-
secuente diferenciacidén a plantas,por lo que resulta nece-
sario hacerlo para cada especie ( Mehra y Anand,1983 ).Cuan
do llegue a dominarse la organogénesis de callos y de colo-
nias de células asociadas a un determinado origen o proce-
dencia,se abrira la puerta para producir un numero ilimi-
tado de propdagulos ( David,1982 ).



2.2.3.2 Cultivos en suspensién

El cultivo de células en medio liquido,derivadas de ca-
llo ofrece un gran potencial en la propagacidén de genotipos
selectos,partiendo de la activa divisiodn celular y que las
células pueden desarrollar embriones que posteriormente ori-
ginen plantas completas,es parte de lo que plantea el cultivo

en suspensidén (John,1983).(ver figura 1 y 2).

El origen del callo empleado en los cultivos en suspen-
sién pueden provenir de diferentes tipos de indculos, por
ejemplo : Konar (1963) puso en un medio liquido a 300 agita-
ciones por minuto callo derivado de segmentos de hipocotilos

de Pinus gerardiana y observd que las células individuales

formaron hileras constituidas por 3 a 4 células,que mostraron
divisiones posteriores,pero cuando se retiraron del medio 1{

guido el crecimiento fue poco o nulo en el subcultivo.

La obtencidén de pequenosembrioides de 5 a 10 células
fueron producidas por Chalupa y Durzan (1973),al hacer re-
petidas transferencias de los cultivos del callo de
Picea abies.Winton y Verhagen (1977) por su parte cbtuvieron
embrioides de 3 a 5 células en callo derivado de Pinus taeda

y Pseudotsuga menziesii.

Los resultados obtenidos en los cultivos en suspensidn
animan,ya que parece solo cuestidn de tiempo para que el ma
yor problema sea resuelto: la formacidn de plantas a partir
de embricides.Estos permitiran producir cantidades infinitas
de cualquier fenotipo o especie,sin embargo el los cultivos
de callo se debe tener cuidado en que los genotipos perma-
negcan estables (John,1983).



f—- MORFOGENESIS ﬁ

ORGANOGENESIS : EMBRIOGENESIS

@
& 0 @o
CELULAS ® a®
INDIVIDUALES

Y AGREGADOS \+

EMBRIOQIDES

=

ORGANOS _> ‘\_ EMBRIONES

PLANTA
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El cultivo de protoplastos se puede considerar como una
modalidad de los cultivos en suspensidén que proporcionan
perspectivas para combinacién de genes,por la fusidn de célu
las somdaticas de diferentes especies o por la incorporacidn
de informacidn genética fordnea a las células selz=ccionadas,
produciendo asi hibridos parasexuales de especies gue sean
sexualmente incompatibles.Un andlisis sobre los problemas y
perspectivas en el aislamiento,cultivo y fusidn de protoplas
tos es dado por Ahuja (1982) quién recalca gue los trabajos
de ésta indole en las especies forestales,principalmente en
coniferas son muy escasos.David,et al.(1982),obtuvieron agre
gados de 10 a 15 células después de 20 dias en cultivo de

protoplastos derivados de cotiledones de Pinus pinaster, vy

realizan un andlisis sobre los factores gue afectan la pro-

duccidén y viabilidad de los protoplastos.(ver figura 3).

2.2.3.3 Cultivo de embriones

Las observaciones de muchos investigadores a la inesta-
bilidad genética de los cultives de callo y en suspensidén vy
a los resultados parciales obtenidos en la regeneracién ha
encaminado las investigaciones a la formacidn de yemas en
otras fuentes de indculos,principalmente en regiones meris-
temdticas o en tejidos jévenes.Los embriones o estructuras
embrionarias como : hojas cotiledonares,hipocotilos y epicé
tilos obtenidos por la germinacidn de semillas,estan siendo
empleadas en la micropropagacién.La formacidén de brotes en
estos indéculos es antecedida por la induccidén de yemas -
(David,1982).(ver figura 4).

Muchas semillas de coniferas presentan estado de laten
cia en el cual,los embriones son incapaces de crecer por lo
que resulta conveniente someterlas a una estratificacidén pa

ra que recupere su actividad metabdélica(Harold y Hocker,

11
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1984),sin embargo Webb y Street (1977),en semillas de
Pinus contorta y Picea sitchensis,no encontraron diferencias

entre la estratificacién y la viabilidad de los embriones
usados en el cultivo,ademds determinaron que la intensidad

luminosa influye en la induccidén de brotacidn.

Un efecto del fotoperiédo en la organogénesis con re-
lacidén al medio de cultivo y reguladores empleados,fue obser
vado en embriones y cotiledones de Pinus brutia por Abdullah,
et al. (1985).

Arnold y Eriksson (1978) estudiaron el efecto de la tem-
peratura en la formacidén de yemas adventicias y mencionan -
que a bajas temperaturas (15°C),los embriones de Picea abies
permanecieron vivos pero no desarrollaron ;a temperaturas ele
vadas (mayores a los 30 °C)los embriones perecieron.Las tempe
raturas donde se obtuvo mayor formacién de brotes fueron los
20 a 25 °C y con respecto al fotoperiddo el suministro de luz
continua fue superior a cualquier combinacién de luz/oscuri--
dad.

Kolevska,et al.,(1983) consideran que el medio de cultivo
empleado y su concentracién pueden influir en la formacidén de
yemas.Vargas (1982) muestra que el tipo de medio empleado de-
termina el grado de respuesta en embriones y estructuras embrio
narias de Pinus patula y ademds expone que la accién de las au
xinas y citocininas son determinantes en el proceso morfogenéti

CO.

El efecto de algunos componentes del medio de cultivo,tam
bién participan en la induccién de yemas:Ellis y Bilderback
(1984) mencionan que las fuentes de nitrégeno pueden inhibir
la brotacidn en los cotiledones de embriones de

Pinus ponderosa.

Konar y Singh (1980) muestran que la concentracidn de

nitrato de amonio (NH4N03} de 200 a 1400 mg L-1 afecta la res
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puesta del indculo encontraron que la baja concentracidn pro
duce el mejor crecimiento de embriones e hipocétilos de

Pinus wallichiana.

Abdullah,et al (1985)compararon tres medios de cultivo
diferentes (SH,GD,y LS) y determinaron que el mejor fue el
SH,consideran que los altos niveles de potasio causan efectos

benéficos para la organogénesis.

La concentracidn de sacarosa u otra fuente de carbono
interviene en la formacién de yemas.Minocha (1980) determi
na la concentracién Séptima de sacarosa (3%) después de en-
sayar concentraciones de 1 a 6 % ,ademas menciona gque con
centraciones semejantes de fructosa y glucosa fueron igual

mente efectivas en embriones de Pinus ponderosa.

Arnold y Eriksson (1981) no encontraron diferencias

en la formacidén de yemas sobre embriones de Pinus contorta

al variar la concentracidn de sacarosa de 25 a 200 milimo-
les sin embargo Arnold (1987) estudia el efecto de la con-
centracién de sacarosa en relacidén a la acumulacién de al-
midén en embriones de Picea abies y su relacién con la for
macién de yemas muestra que los centros de formacidn de ye
mas se pueden establecer con carencia de sacarosa en el
medio de cultivo,pero que resulta necesaria para el desarro
llo a brotes.La acumulacién de almidén se detecta desde el
primer dia en cultivo con sacarosa y se localiza principal-
mente en el cortex y aumenta con la concentracidn de sacaro
sa.En las células meristemdticas no se observa acumulacién
de almidén,finalmente manifiesta que no existe correlacién
entre la acumulacidén de almidén y la iniciacidn de yemas
adventicias.

En la gran mayoria de los casos,la induccién de yemas

adventicias se produce por la accién de las citocininas,so
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las o combinadas con auxinas que generan los centros meris
tematicos sobre las células epidermales y subepidermales
de los cotiledones,epicétilos (Sommer,et al.1977) e hipocd
tilos (Reilly y Brown,1976;Reilly y Washer,1977 y Toribio
y Pardos,1981).

Arnold y Eriksson (1981) observaron que la induccidn
de yemas fue mds lenta y en menor nimero en concentraciones

elevadas de BA comparadas con la mejor que fue !0-5 molar.

La combinacién de BA (2 mgL_T)con ANA yAIB (1.25 y 0.5
mgL_1) mejoré el porcentaje de induccidén de yemas en embrio
nes de Pinus nigra (Kolevska,et al,1983).La formacién de
brotes adventicios en embriones de Pinus strobus por el efec
to de una auxina (AIB a 1,2 y 5 mgL:I) lo senala Minocha
(1980)aungue los mejores tratamientos fueron combinaciones
de AIB con BA y la aplicacién de TIBA solo o combinado con

BA incrementa la respuesta.

El efecto de otras citocininas en la induccidn de ye-
mas en embriones,muestran una menor capacidad gue el BA,
tal es el caso de la cinetina,zeatina y el 2iP.Cheng (1975)
observa la formacidén de yemas en embriones de -—

Pseudotsuga menziesii con altas concentraciones de BA y 2iP

(05 % 1.0 mgL-l).El 2iP resulta poco efectivo en la induc-

cién de yemas en embriones de Pinus contorta y el suminis-

tro de zeatina no promueve crecimiento de callo ni la induc
cién de yemas (Webb y Street,1977).

El suministro de BA fue indispensable para la induccién

de yemas en embriones de Pinus ponderosa,perc la adicidn

de auxinas incremento la respuesta (Ellis y Bilderback,1984).



La intensidad y desarrollo homogénec de los brotes, -
depende del contacto que tenga el indculo con el medio de
cultivo.Reilly y Washer (1977) detectaron dos respuestas
sobre los cotiledones;los que estuvieron en en contacto -
con el medio formaron yemas mds uniformemente que los gque
no estuvieron,limitandose a formar pequenos brotes en las
puntas.Aitken,et al.,(1981) observaron un desarrollo asin--
crénico de los brotes que se formaron en los cotiledones
de los embriones de Pinus radiata,pero cuando se cortaron
los cotiledones y se colocaron sobre el medio de cultivo,
la respuesta se incremento y el desarrollo fue mds sincro-

nico.

La variabilidad en el nimero de yemas en cualguier me-
dio,se debe en gran parte a la diversidad genética de los
embriones y también al hacho de que las primeras yemas son
producidas sobre los cotiledones gue estan en contacto con
el medio (Ellis y Bilderback,1984).

La reduccidén en la concentracidén del medio,asi como -
la eliminacién de los requladores de crecimiento,favorece
el desarrollo de las yemas a la formacidén de brotes.Cheng
{(1975) menciona que el crecimiento de las yemas adventicias
fué estimulada por la baja concentracidn del medio sin
reguladores;ademds observa que la formacidén de las yemas
disminuye con los subcultivos.Al contar las yemas obteni--
das en los cotiledones de embriones de Pinus palustris y

transferidas al medio que fué o no suplementado con AIB,BA
y cloruro de amonio,se observo que en las primeras semanas
ocurrié la formacién de asciculas primarias y que de algu
nos brotes se dié la organogénesis de raices (Sommer,et al,
1975).



El alargamiento de los brotes a partir de yemas indu-
cidas en los cotiledones y epicétilos de embriones de
Pinus nigra,se logra solo si se transferian al medio sin
reguladores (Jelaska,et al,1981).En la misma especie Ko--
levska, et al ,1983) mencionan,que cuando los embriones
con yemas formadas se transfirieron al medio sin regulado
res,el callo formado sobrecrecid alcanzando las yemas,por
lo gque fue necesario separarlas para que lograran desarro

llarse a brotes.

El suministro de AIA al medio de cultivo a bajas con

8 =11

centraciones_(TGL a 10 molar) estimula el crecimiento

de las yemas de Pseudotsuga menziesii (Boulay y Franclet,

1977).y el suministro de carbén activado (0.5 %) y la re-
duccidén de la concentracidn del medio a 1/4 favorece el
crecimiento de los brotes aislados (Arnold y Ericksson, -
1981).Konar y Singh (1980) observan que el alargamiento
de las yemas a brotes se logra cuando se suministra agua

de coco al medio.

David (1982) menciona que las condiciones que estimu-
lan una abundante induccidén inhibe el crecimiento continuo
de los brotes y que su transferencia a un medio sin citoci
ninas y con muy bajas concentraciones de auxinas estimulan
el alargamiento;ademds senala que para el alargamiento de
los brotes,es necesario la formacidn del sistema radicular

Y que en condiciones in vitro el alargamiento es en propor

cién mds lento que in situ,demostrando que los medios de -
cultivo no compensan la ausencia del sistema radicular.Lo
anterior demuestra que no existe un estudio sistemdtico pa
ra la induccidén y formacidén de pldntulas a partir de yemas
a brotes.

Cuando los inéculos provenientes de pldntulas,los te-
jidos tienden a disminuir su capacidad morfogenética con

la edad,Toribio y Pardos (1981) observaron que los tejidos

18
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jévenes tienen gran plasticidad morfogénica y mencionan -

que existen células especificas determinadas genéticamente
para el proceso de organogénesis y que los reguladores de
crecimiento activan dichas células.Hricova et al,(1981) se
nalan que la habilidad de regeneracidn en el cultivo de te
jidos depende de la edad del indculo,de las condiciones de
cultivo,composicidén y concentracién de los componentes del

medio,asi como la iluminacidn,ademds de otros factores.

2.2.3.4 Cultivo de asciculas

El uso de asciculas como indculos,puede convertirse
en una de las actividades preferidas por los investigadores
hablando en términos de propagacidén clonal,ya que se esta-
ria multiplicando el genotipo del arbol parental y no como
ocurre en los embriones que en la mayoria de los casos pro
vienen de polinizacién abierta,excepto cuando se trabaje -

con material de polinizacidn controlada.

Jansson y Bornman (1980) logran la formacidn de yemas
adventicias en un 22 % de las asciculas,con adicidén de 5
micromoles de BA y 50 nanomoles de ANA,su desarrollo a bro
tes se hizo por la transferencia al medio libre de regula-
dores y a un tercio de su concentracidn original de los --
componentes del medio bdsico;los indculos empleados fueren
obtenidos de pldntulas de 20 a 22 dias de Picea abies,las
cudles fueron consideradas de un ano debido a un tratamiento

de congelacidn.

Jansson y Bornman (1981) observaron que la iniciacidn
de yemas en asciculas en la misma especie,es gradualmente
afectada por la edad en funcidn de su longitud,asi las --

asciculas de 5 mm producieron yemas sobre toda su superfi-
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cie,las de 10 mm en la porcidn proximal e inmediatamente -
distal a la zona de absciSidn.Las yemas originadas en la
zona proximal a la abscisidn,se iniciaron en las células
epidermales y de las células subsidiarias de los estdmas,
mientras que las originadas en la parte distal solo en cé

lulas epidermales.

Usando segmentos de asciculas primarias de Pinus radiata
de 10 a 12 semanas de edad Reilly y Brown (1976)lograron -
la formacién de callo gue posteriormente transfirieron a
un medio a la mitad de su concentracién y sin reguladores
de crecimiento,donde ocurrié la formacién de pequenos me--

ristemos apicales,que pudieron ser inducidos a formar bro

tes cuando se cortaron y transfirieron a medio fresco vy

libre de reguladores de crecimiento.

Inéculos provenientes de drboles juveniles de tres

especies de pinos mexicanos (Pinus patula,P.cembroides y

P.pseudostrobus ) Barrientos (1983) sembrd las asciculas
que se tomaron de ramas jévenes en diferentes medios va--
riando las concentraciones de BA y ANA,logrd la formacidn

de callo sin comunicar organogénesis.

2.2.3.5 Cultivo de brotes apicales y axilares

Los cultivos de yemas apicales asi como los brotes
axilares se enfocan en la propagacién de arboles maduros
los que han expresado su potencial genético y que pueden
ser seleccionados para la propagacidén.Arnold y Eriksson
(13979) lograron formar yemas adventicias sobre la punta

de yemas vegetativas de_Picea abies colectadas de drbo--
les de 5 a 50 anos sin encontrar correlacién entre la ca-

pacidad de formacidn- de yemas y la edad del 4rbol paren-
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tal,ademas los estudios anatdémicos mostraron que las yemas
se iniciaron de los primordios de asciculas y no de las ye

mas axilares.

Utilizando restos de yemas terminales de &rboles de

Pseudotsuga menziesii de 30 anosde edad en presencia de BA

y ANA se formaron yemas adventicias.Thompson y Zaerr (1981)
determinaron que para la formacidén de yemas adventicias,son
muy importantes la época de colecta,concentracidn de algunos
componentes del medio,especificamente las fuentes de nitro-

geno.

Mapes,et al (1981) desarrollaron un método para el culti

vo de yemas axilares de Pseudotsuga menziesii con el que

encontraron que la citocinina y la auxina en el medio son
prerequisito para su desarrollo,sin embargo la proliferacién
de las yemas,se logra cuando fueron transferidas al medio

sin reqguladores de crecimiento.

David (1982) menciona que los problemas por superar en
el cultivo de yemas vegetativas son el rejuvenecimiento pa
ra restituir la actividad morfogénica del indculo,y el alar

gamiento normal de los brotes asi como su enraizado.

2.2.4 Formacién de raiz

Los resultados en la induccidén de raiz en los brotes
aislados,obtenidos por el cultivo in vitro son variados,
el proceso puede dividirse en dos fases:la induccién de
raiz y el sobrecrecimiento del sistema radicular generado
que permita su establecimiento bajo condiciones de inver-
nadero,vivero o campo.Las técnicas empleadas presentan di

ferentes modalidades y condiciones,asi por ejemplo:Campbell
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y Durzan (1976) observaron la formacién de raiz en los
brotes que fueron cortados y transferidos al medio sin
reguladores;Sommer et al. (1975), mencionan que el aporte de
auxina incrementa el enraizado en los brotes de

Pinus palustris.

Webb y Street (1977) logran bajo condiciones no es-

tériles enraizar el 20 % de los brotes de Pinus contorta

y Picea sitchensis en atmésfera con niebla;sin embargo el

porcentaje de enraizado se incremento por la adicidén de -

2iP o cinetina.

La inmersidn de los brotes de Pinus pinaster en una

solucién de un enraizador comercial durante 24 h y que pos
teriormente se colocaron en una mezcla esterilizada de
turba/perlita,se logrdé el enraizado en un 60 y 90 % depen-
diendo del tipo de indculo del que provienen los brotes
(David,et al,1978).

El suministro de .AIB (10 micromoles)promovid el en-
raizado de un 5 % en brotes de Pseudotsuga menziesii

(Winton y Verhagen,1977).La formacidén de raices ocurrid
espontdneamente en el medio diluido;sin embargo Arnold y
Eriksson (1981) aumentaron la respuesta al suministrar AIB

en el medio de cultivo.

Vargas (1982) logra la induccidén de raiz en brotes
individuales de Pinus patula,colocados en el medio bdsico,
con su concentracidén original,pero con reduccidén de saca-
rosa al 1 % y con adicién de ANA y AIB.El tamano de los -
brotes fue considerado por Mehra,et al,b(1977)ya que obser-
varon‘que para enraizar los brotes de Pinus taeda deberian

tener un tallo de 5 mm de longitud.
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La formacidén de raices en gimnospermas ha sido estudia
da poco,solo se han logrado formarlas en brotes derivados
de embriones, o de estructuras de plantas de pocos dias o
anos y solo en determinadas especies.El porcentaje de enrai
zado suele ser muy bajo sin el aporte de reguladores de

crecimiento,alrededor del 1 % (David,1982).

2.3. Factores que intervienen en el cultivo in vitro

2.3.1 Seleccidén del inodculo

Todas las células vegetales tienen la aptitud potencial
de dividirse y crear un nuevo individuo completo y semejante
al que se le tomd la muestra,a ésta capacidad se le conoce
como totipotencialidad celular,en la actualidad es dificil
demostrar en forma general,solo se ha logrado bajo condicio
nes muy precisas y en cierto grupo de plantas.Por lo tanto
resulta importante y conveniente la seleccién de un grupec
de células a usar como indculo,para que sean capaces de reac
cionar bajo las condiciones de cultivo y permitir ssi la -

multiplicacidén vegetativa (Vidalie,et al,, 1986).

Dependiendo de la edad y la etapa fisioldgica de la
planta madre,el indculo puede variar sus respuestas en -
gran medida,ya que las plantas jovenes disminuyen su poten
cialidad con la edad o incluso por su posicidén de un mismo
drbol (ver figura 5) como lo expone Bonga (1982).

Los embriones como las estructuras embrionarias han
demostrado su potencislidad como indculos como lo demues-
tran los trabajos deCheng,1976; Arnold y Eriksson,1978 y
1981;Vargas,1982;El1lis y Bilderback,1984 entre otros.El -
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Figura 5. Gradiente de juvenilidad en coniferas.
El grado de juvenilidad de un meristemo
apical es inversamente proporcional a
la distancia entre la unidén del brote A
y el meristemo.Asi AB>AD>AE>AF siendo
B el meristemo mds maduro y F el mds ju-
venil.Tomado de Bonga (1982).
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uso de los cotiledones es para Vidalie,et al.,(1986) la mejor
via para afinar las condiciones nutrimentales para el wuso

de indculos de mayor edad.Aunque en embriones falta mucho
por hacer sobre todo por la diversidad en los resultados
obtenidos por muchos investigadores, incluso trabajando con

la misma especie.

2.3.2. Epoca de colecta del indculo

En las coniferas se observan dos etapas una activa vy
otra en que disminuyen las funciones matabélicas. Durante
éstas etapas las reacciones a menudo son diferentes duran-
te el ciclo anual en el cual cambian los equilibrios inter-
nos de la planta,aumentando la presencia de auxinas y cito-
cininas asi como de giberalinas durante la primavera,en el
verano disminuyen; en el otono se detectan los primeros in-
hibidores y en el invierno la mayoria de los centros de cre
cimiento entran en dormancia.Por lo tanto la época de colec
ta debe determinar las diferentes reacciones del indéculo ba

jo las condiciones del cultivo in vitro (John,1983).

En los trabajos de propagacidén por estacas se observa
claramente la influencia de la época de colecta como lo se-
nalan Whitehill y Schwabe (1975).En el cultivo in vitro se
puede observar el mismo comportamiento por ejemplo Arnold
y Eriksson (1979) no encontraron diferencias en el cultivo
de yemas de Picea abies colectadas entre los meses de sep-
tiembre a mayo,pero mencionan que nunca se observdé la for-
macién de yemas adventicias en las colectadas en verano.
Vidalie,et al.,(1986) expone que éste obstdculo se puede
librar,aplicando tratamiento en frio a las plantas madre,

por iluminacién especial y por el uso de reguladores, tratando
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de cambiar los niveles de los requladores internos de los

indculos.

Patino (1973),Eguiluz (1978) y Niembro (1986),mencio-
nan las épocas de colecta de los conos de varias especies
de pinos mexicanos.En el caso del uso de embriones como -
indculos es importante contar con semilla que garantice la
madurez del embrién y por lo tanto su viabilidad para su

establecimiento in vitro.

2.3.3 Tamano del indculo

Con respecto al tamano del indculo,cuanto mayor sea
mds determinantes serdn los equilibrios enddgenos,por lo tan
to el efecto de los reguladores exdgenos,incluidos en el me-
dio de cultivo serdn limitados;en contraste un indculo peque
queno serd afectado con mayor facilidad por las sustancias
en el medio,como lo pueden ser los requladores de crecimien-
to (vidalie,et al,1986).

2.3.4. Asepsia del indculo

Lograr la asepsia total del indculo es determinante en
el éxito del cultivo,ademds el proceso no debe danar la via-
vilidad del indéculo.Los cultivos continuamente estdn expues-
tos a la invasién de microorganismos,los cuales proliferan
mds rapidamente y terminan invadiendo al indculo.Algunos de
los agentes quimicos mds ampliamente usados para lograr la

asépsia de los indculos son los siguientes:
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Hipoclorito de calcio  (4%)
Hipoclorito de sodio (1 a 2%)
Cloruro de mercurio (40 a 50%)
Peréxido de hidrégeno (40 a 50%)

Algunos agentes fisicos también son usados en la técni-
ca de cultivo in vitro sin embargo no se aplican directamente
sobre los indculos,solo evitan la presencia de los microor-
ganismo ambientales durante la manipulacién y siembra, entre
los que se encuentran:los sistemas de filtracidn,rayos ultra
violeta,flama de mechero y temperaturas arriba de 120°C.Gene
ralmente se deben determinar las condiciones éptimas para
cada'tipo de inéculo,la duracidn,concentracién,combinacién

de agentes (Narayanaswamy,1977;Vidalie,et al.,1986).

2.3.5. Medio de cultivo

La composicién del medio de cultivo es importante en
el establecimiento del indéculo in vitro.Cada tipo de tejido
requiere una formulacidén diferente,dependiendo del objetivo
gue se persigP.Los medios de cultivo éstan constituidos por
un balance de macronutrimentos requeridos en grandes canti-
dades por las plantas como el calcio,magnesio,potasio,nitré
geno,fésforo y azifre;otros nutrimentos son requeridos en
pequenas cantidades,los micronutrimentos como:hierro,molib-
deno,boro,cobre,cinc,manganeso,cloro,niquel ,aluminio entre
otros.El hierro es un elemento esencial mientras que los
otros son adicionados como medida de precaucidn ya gue se
desconoce o se sabe muy poco de su influencia en el creci-
miento de los tejidos (Vidalie,et al.,1986).

En el cultivo in vitro los tejidos también regquieren
de sustancias orgdnicas para su crecimiento,como fuente de
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carbono se usa comunmente la sacarosa aunque también. se'han
empleado otras como la glucosa.Las vitaminas que se anaden

a los medios pertenecen al complejo B y de éstas la tiamina
es esencial,otras son la piridoxina,dcido nicotinico y el
mio-inositol,ésta dltima mejora el crecimiento de los teji-
dos pero no parece esencial.Los aminidcidos son el otro gru
po de sustancias orgdnicas que algunos tejidos o células de
cierta especie requieren,a veces se agregan como caseina hi
drolizada o bien se agregan los isdmeros -L de asparagina,
glutamina,arginina,dcido aspartico,dcido glutdmico y tirosina
solos o combinados (Narayanaswamy,1977 y Vidalie,et al,1986).

Algunos productos naturales complejos suelen agregarse
con la finalidad de enriquecer el medio de cultivo o favorecen
una determinada respuesta en el indculo,algunos de éstos son:
agua de coco, jugo de tomate,de naranja y otros extractos de

plantas asi como levaduras (Narayanaswamy,1977).

La funcidén primaria del mayor nimero de los componantes
del medio es nutrimental,es decir suministran energia o sir-
ven de materia prima paraconstruccién de otras moléculas esen-
ciales para las células de las plantas.Sin embargo el agar es
un agente solidificante mds comin en los medios y éste parti-
cipa mads fisicamente que quimicamente.Aunque Bonga (1982)men-
ciona que el agar es una fuente de muchos minerales particu-
larmente de sodio y posiblemente de algunas vitaminas y toxi-
nas que pueden complicar los estudios metabdlicos y nutrimen-
tales ademds cita que puede ser benéfico porque tiene capaci-
dad de absorcidén y puede remover algunos productos de desecho
celular como el carbdn activado;se puede esperar diferencias
en la respuesta de crecimiento de los cultivos dependiendo del
grado de pureza del agar.
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COMPUESTO Murashige Schenk y Gresshof Arnold y Lloyd y Bornman
y Skoog Hildebrandt y Doy Eriksson McCown

(1962) (1972) (1972) (1977) (1980) (1981)
Mio-inositol 100 100 10 100 100 90
Tiamina.HCl 0.1 5 1 5 1 1.7
Acido nicotinico 0.5 0.5 0.1 2 0.5 0.6
Piridoxina.HCl 0s: 0.5 0.1 1 1 2
Pantotenato de
Calcio - - - - - 0.5
Biotina - - - - - 0.125
Glicina 2 - - 2 2 2
Vitamina B12 - - - 4.5 - -
Acido fdlico - - - - 990 T

Murashige,T.y F.Skoog.1962.Physicl.Pantarum.15:473-479.

Schenk,R.W.y A.C.Hildebrandt.1972.Can.J.Bot.50:199-204.

Gresshof ,,P.M.y C.H.Doy.1972.Planta.107:161-170.

Arnold,S.von y T.Eriksson.1977.Physiol.Plant.39:257-260.

Lloyd,G.B.y B.H.McCown.1980.Proceeding if the International Plant Propagation
Society.30:421-427.

Bornman,C.H.1981.Symposium on Clonal Forestry.Sweden.pp.43-56.
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Algunos investigadores han desarrollado medios que se
ajustan mds a los requerimientos de las coniferas como son:
Rancillac,et al. (1980),Lloyd y McCown (1980),Bornman (1983)
y Gupta y Durzan (1985).Pero la generalizacidn a todas las
especies de alguno de los medios no es posible (ver cuadro
:

2.3.6 Reguladores de crecimiento

Las auxinas fueron los primeros reguladores de crecimien
to descubiertas en 1934 y hacia los cincuentas las giberalinas
y las citocininas y el dcido abscisico en los sesenta.Las sus-
tancias empleadas como reguladores de crecimiento se pueden
considerar de naturaleza enddgena (si son sintetizadas por el
propio vegetal),o exdgena (sintetizadas por el hombre),Vidalie,
et al. (1986),(ver figura 6).

Los regqguladores de crecimiento presentan caracteristi-
cas que le son comunes: actuan en concentraciones bajas,pues
en altas resultan téxicos;solo interactuan con otros regula-
dores;intervienen en muchos procesos fisioldgicos,es decir
no son especificos ; los reguladores enddgenos son metaboli-
zados por la maquinaria celular y son controlados rdpidamen-
te o eliminados mientras que los exdgenos actuan durante mas
tiempo.De los reguladores mds importantes en el cultivo
in vitro (auxinas y citocininas)aunque no se puede dar una
respuesta precisa respecto a la forma en que actuan,sin em-
bargo algunos investigadores mencionan la presencia de cier
tos receptores auxinicos en el citoplasma o en las membranas
pero hasta ahora se consideran como una hipétesis(Vidalie,
et al 1986).



Figura 6. Auxinas y citocininas mds empleadas en el

cultivo in vitro.
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Con respecto a la accién de las citocininas Zaerr y
Mapes (1982) mencionan que actuan directamente sobre las
enzimas,controlando mas la accidén de éstas gue la sintesis.
La expresién de la actividad de las citocininas es influen
ciada por las variaciones estructurales,por la configuracién

espacial,asi como el tipo de dtomos en el nitrégeno (N-6).

La aplicacién de los reguladores de crecimiento en el
cultivo in vitro es determinante,en el campo forestal desa
fortunadamente son pocos los trabajos que han tratado el
mecanismo de accidén,la determinacién de los mejores,asi co
mo sus concentraciones,se han derivado empiricamente, el
campo de accidén de los reguladores al ser aplicado a un ni
mero de especies puede dar resultados contradictorios
Zaerr y Mapesjf1982).(Ver figura 7 ).

Zaerr y Mapes (1982) mencionan que la proporcién de
auxinas/citocininas,usualmente controlan la direccidén mor-
fogénica,pero no siempre,ya que algunas especies forestales
han sido regeneradas por las técnicas in vitro,pero se puede
observar que los procedimientos son diferentes para cada
especie.El futuro del cultivo in vitro dependerd de la habi-
lidad para establecer las condiciones propicias con respecto
a los nutrimentos,a la concentracidén de los reqguladores asi
como al tiempo de exposicidén para obtener la respuesta desea
da.Los principales reguladores empleados en en el cultivo
in vitro son:

.Auxinas
.Citocininas

.Giberalinas

Auxinas. Las auxinas mds apliamente usadas en el cultivo
in vitro se muestra en la figura 7,sin embargo en las



Trabajos de morfogénesis en

gimnospermas

Figura 7.

Moles

Relacidn entre los trabajos que han
obtenido morfogénesis satisfactoria
en coniferas con la concentracién mo
lar de los reguladores de crecimien-
to (Datos tomados hasta 1980).Tomado
de Durzan(1982).
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especies forestales se han empleado otros como:el dcido
indolpropidénico (AIP);el dcido naftoacético (ANO);el dcido
2,3,6-triclorobenzoico y el dcido 2-benzotiozol-oxiacético

(zaerr y Mapes,1982;Vidalie,et al,1986).

Los efectos de las auxinas son variados,puesto que in

tervienen en numerosos fendmenos fisioldgicos entre ellos:

. Crecimiento celular (alargamiento celular).

. Modificacidén de la permeabilidad de la membrana celu-
lar.

. Estimula la divisidn celular,que conduce a la formacidn
de callo,efecto calificado de " histdégeno ".

. En la sintesis de etileno,el cual regula las concentra-
ciones de auxinas,al menos a nivel de transporte.
Retardan la caida de hojas y frutos.

Accién rizdgena (Zaerr y Mapess,1982;Vidalie,et al,1986).

Citocininas. Son los reguladores mas importantes junto
con las auxinas,ya que han permitido grandes adelantos en

la propagacién vegetativa,sus principales efectos son:

.Incremento en la divisidén celular que estd en funcidn de
la proporcién auxina/citocinina.

. Participacidén en el proceso organogénico,antagdnico al
rizogénico.

. Como estimulantes del metabolismo,aumentando la sintesis
proteica y proteger a los metabolitos de la accidn de
las enzimas hidroliticas produciendo un retraso en la
senescencia.

. Efecto ontogénico de la dominancia apical.
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En el cultivo in vitro de drboles,la mejor de las cito
cininas,es el BA considerada altamente efectiva,de caracter
exogeno,empleada en la induccidn de callo y principalmente
en la induccidn de brotes.Se le ha empleado en la induccién
de raiz.La aplicacién de BA gque suele combinarse con bajas
concentraciones de auxina,lo que conduce a suponer gue la
direccién de la morfogénesis estd determinada criticamente
por la concentracién empleada de los reguladores (Zaerr y
Mapes, 1982 y Vidalie,et al.,1986).

Giberalinas. El dcido giberélico fue el primero en
ser identificado y actualmente se conocen mas de 50;en la
prdctica las utilizadas son GA; © dcido giberelico,el GA7
y la mezcla de GA, + GA,.Los principales efectos observados
son:

. Alargamiento de los entrenudos.

. Activacién de meristemos.

. Son estimulantes del metabolismo,favorecen la sin-

tesis de enzimas hidroliticas.

. En la floracidén tienen una accién compleija.

. En el desarrollo de los frutos.

. En la liberacidén de la dormancia.

. En la organogénesis muestra acciones antagdnicas

que parecen oponerse a la diferenciacién.

En el campo forestal,los efectos de las giberalinas son
poco claros o no han sido observados,por lo gue no hacen ne-
cesario el suministro de niveles exégenos (Zaerr y Mapes,
1982 y Vidalie,et al.,1986).
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2.3.7 Condiciones de cultivo

El metabolismo de los tejidos del indculo,se pueden
modificar por completo si se establecen en el medio liguido
o sdlidoien éste dltimo la concentracidén de agar o agente
solidificante y su calidad puede tener efectos claros en -
funcidn del tipo del indculo y del pH al que se ajuste el
medio.En los medios liguidos,la velocidad de agitacién debe
considerarse,el intercambio gaseoso raramente es estimado.
El pH es un factor critico y generalmente se ajusta entre
5.5 a 5.8,aunque debe tomarse en cuenta que disminuye con
el transcurso del tiempo de cultivo (Narayanaswamy,l1979 y
vidalie,et al., 1986 ).

Los principales factores del medio ambiente son la luz
y la temperatura,con respecto a la luz hay gque considerar
la intensidad luminosa (comunmente de 10 a 15 W/mzl,la dura
cién de la iluminacidén ( 16 a 18 h/dia )y la calidad espec-
tral recibida,generalmente proporcionada por tubos de luz
fluorescente blanca;aungue algunas veces se complementa con
ldmparas incandescentes.Existen trabajos que demuestran gque
ciertas longitudes de onda,pueden activar ciertos fitocromos
y que éstos pueden inducir respuestas morfognéticas.La tempe
ratura se establece entre los 22 a 25 °C,pero debe tomarse
en cuenta si la especie es de clima templado o tropical,por
lo que entdnces se recomientan temperaturas de 20 a 25 °C
+ 1 °Crrespectivamente ( Bonga,1982 y Vidalie,et al,61986).

2.4 Aplicacidn del cultivo in vitro de drboles

El desarrollo de las técnicas de cultivo in vitro en
el campo forestal ha abierto un sin numero de dreas de apli

cacién que fomentan y abren nuevas alternativas del conoci-
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miento,que permitirdn el Sptimo aprovechamiento de los recur
sos forestales.A continuacidn se dan algunas areas donde la

aplicacién del cultivo in vitro es evidente:

. En trabajos de investigacién bdsica relacionadas con fi-
siologia,biogquimicagenética,biologia celular,...etc.

. En el mejoramiento de las especies forestales mds impor-
tantes por medio de la propagacidén de drboles plus o élite,
para el establecimiento de huertos semilleros o plantacio-
nes comerciales.(Ver figura 8 y 9). ;

. En la formacién de hibridos somdticos de tipo homocigético
o heterocigdético.( Ver figura 10).

. Para obtener lineas homocigdticas para programas de cruzas
e$pecificaé de genotipos conocidos.

. En la obtencidén de arboles libres de enfermedades causadas
por bacterias,hongos y virus.

=, Para el estudio y determinacidén de las relaciones entre
huésped/pardsito ‘o bien relaciones simbidticas.

. Obtencidn de arboles resistentes a plagas,enfermedades,
heladas,sequia o salinidad.

. Para el almacenamiento de recursos genéticos,por medio
del establecimiento de bancos genéticos in vitro.

. En la introduccién de genes o segmentos de éstos mediante
recombinaciones génicas,por ejemplo: la introduccidn de
material genético de Rhizobium a las especies forestales,
para incrementar la eficiencia en la asimilacidén y fija-
cién de nitrdgeno,lo que repercutiria directamente en la
produccidn.

. Incrementando la variabilidad genética por induccidn de
mutaciones.

. Para la obtencidén de productos de sintesis para la industria
farmacéutica entre otras.

(Durzan y Campbell,1974;Bonga,1977;Bonga y Durzan,1982;
John,1983).
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Figura 9. Ciclo de propagacidn vegetativa para muchas
coniferas.(A)

(C) Pldntulas jovenes; (D) Arboles jévenes;
(E) Arboles maduros.Tomado de Bonga (1982).
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El potencial del cultivo in vitro estd establecido y
su futuro dependerd de la intensificacién de las investiga-
gaciones,afinando muchas técnicas y generando otras,lo que

sin duda repercutird en la ampliacidn de los conocimientos.

41



Bl — i <«

BROTES CULTIVO ~
HAPLOIDES ALARGAMIENTO DE
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Figura 10. Regeneracidn de arboles homocigdticos diploides
de plantas haploides regeneradas a partir de mi-
crosporas obtenidos del cultivo del gametofito
masculino.Tomado de Winton y Huhtinen (1976).
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3. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo fue realizado en el laboratorio de
embriogénesis de Centro de Fruticultura del Colegio de Post

graduados.

Se empled semilla de polinizacién abierta de pino pino-
nero ( Pinus cembroides Zucc.),proporcionada por la Divisidn
de Ciencias Forestales de la Universidad Auténoma de Chapin-
go,que fue colectada en la localidad de San Juanito de Solis,

del municipio de Zaragoza del estado de Nuevo Ledn.
3.1 Establecimiento del inéculo
3.1.1 Diseccidén del inédculo

La extraccidén de los embriones fue hecha de la manera
siguiente: las semillas fueron lavadas con agua potable y
detergente,posteriormente se enjuagaron hasta eliminar los
residuos del detergente,usando agua potable,sequido por un
enjuague con agua destilada.

La semilla se desinfesto,por inmersién en una solucidén
de cloruro de mercurio al 0.1 % (p/v) durante 5 min,enjuagadas
2 a 3 veces con agua destilada.Posteriormente la semilla se
colocd en un pequeno volumen de agua destilada durante 24 h,

con la finalidad de hidratarla y para reblandecer la teca.

Finalmente se volvieron a sumergir en alcohol al 70 %
(v/v) durante 1 min,sequido por la inmersidén en cloruro de
mercurio (0.1 %) durante 5 min y se enjuagaron de 2 a 3 con

agua destilada esterilizada (Vargas,1982).
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La diseccidn de los embriones fue hecha bajo una campana
de flujo laminar y fueron colocados horizontalmente sobre el
medio de cultivo (20 ml) contenido en frascos de vidrio de
boca ancha (50x75 mm),se colocaron 3 embriones por frasco

haciendo un total de 15 embriones por cada tratamiento.

Los frascos con los embriones fueron marcados para su
identificacidén y se colocaron en un cuarto de incubacién,
iluminados con una intensidad de 3000 lux (15 W/mz) propor-
cionada por ldmparas de luz blanca fluorescente en forma con

tinua y la temperatura fue mantenida a 25 °C +1°C.

3.1.2 Medio de cultivo

Para el desarrollo de éste trabajo se emplearon los me-
dios bdsicos desarrollados por Schenk y Hildebrandt (1972)
denominado SH,que ha sido usado ampliamente para el rdpido
crecimiento de callo de angiospermas,pero que también se ha
empleado en el cultivo in vitro de gimnospermas (Reilly vy
Washer,1977;Barrientos,1983) por lo que fue selecionado para
observar la respuesta de los embriones de la especie en estu
dio.El segundo medio bdsico empleado fue el denominado DCR
desarrollado por Gupta y Durzan (1985),que ha sido usado pa-
ra la multiplicacién de brotes de tejidos maduros de conife-
ras,empleado en éste trabajo para probar su efecto en los
embriones de la especie citada.De ésta manera se determinard
cudl de los dos medios favorece mds la formacidn de brotes vy
asi emplearlo en futuros ensayos.En el cuadro 2 se da la com
posicidn y en los anexos 1 y 2 la preparacidén de las solucio
nes concentradas y su mezcla.

La esterilizacidn de los medios de cultivo se hizo en
autoclave a 121 °C y a 1.14 Kg f::rn_2 de presidén durante 20 min,



Cuadro 2. Medios empleados en el cultivo in vitro

de embriones de Pinus cembroides Zucc.
(Schenk y Hildebrand,SH {1972) y Gupta
y Durzan,DCR (1985)).

COMPONENTE MEDIO SH MEDIO DCR
mg il mg

KNO3 2500 340
NH,NO, _ 400
NH4H2904 300 ~
Ca(N03)2.4H20 - 556
KH,PO, - 170
MgSOd.7HZO 400 370
CaC12.2H2O 200 85
H3BO3 5 6.2
MnSO4.H20 - 2.3
Mn504.4H20 20 =
ZnSO4.TH20 1 8.6
CuSO4.5H2O 0.2 0.25
KI 1 0.83
FeSO4.?H20 15 27.8
NazEDTA 20 3.3
COC12.6H20 0.2 0.025
NiC12.6H20 - 0.025
NaMOOd.Zﬂzo 0.2 0.25
Glicina - 2
Mio-inositol 10 200
Tiamina.HCl 5 1
Piridoxina.HCl QieD 0.5
Ac. nicotinico 5 0.5
Sacarosa 30000 30000
Agar 7500 7500

45
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el pH fué ajustado a 5.8 con NaOH y HCl 0.1 N.La sacarosa

fué agregada a la concentracidn de 30 gL~1 Y la cantidad

de agar fué de 7.5 gL_] para el medio SH y de 6.0 gL_7 pa-

ra el medio DCR.
3.1.3 Reguladores de crecimiento

Los medios de cultivo fueron suplementados con dife-
rentes combinaciones de ANA (dcido naftalenacético) y BA
(benciladenina) en concentraciones que se dan en el cuadro

3 para el medio SH y en el cuadro 4 para el DCR.

3.2 Multiplicacién del indculo

Los embriones fueron transferidos a medio fresco cada
4 6 5 semanas.Cuando las yemas adventicias completaron su
desarrollo a brotes (tallo,hojas primarias y meristemo api-
cal bien diferenciados) fueron disectados del embridn y se
colocaron en los medios bdsicos al 100% de su concentracidn
pero sin reguladores de crecimiento (Campbell y Durzan,1976)
y se redujé la concentracidén de sacarosa a 20 y 10 gL_] con
la finalidad de obtener el alargamiento de los brotes
(Vargas, 1982) .0tra forma de lograrlo fue transfiriendo al
embrién completo a las condiciones anteriores para que los
brotes mas pequenos crecieran y pudieran disectarse sin da-
narlos.

3.3 Enraizamiento in vitro

En los ensayos de induccidén de raiz solo se emplearon
brotes bien diferenciados mayores a 0.5 cm segin Mehra,et al.

(1977). Para cada ensayo se utilizaron 15 brotes por



Cuadro 3. Combinaciones de ANA Y BA establecidas
para inducir brotes adventicios en el
medio SH.

Concentracidn molar*
0.0 107 1070 2.5x10° 107*
ANA
0.0 1 2 3 4 5
1077 E 7 8 9 10
10°° n 12 13 14 15
107> 6 17 18 19 20
1074 21 2 23 24 25

Ly



Cuadro 4. Combinaciones de ANA y BA establecidas para

inducir brotes adventicios en el medio DCR.

Concentracidn molar *

BA 0.0 10°% 107° 2.sx107° 1074
ANA
0.0 1 2 3 4 5
10=7 6 7 8 9 10

87
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tratamiento,excepto cuando se indique lo contrario.

3.3.1 Reduccidén de la concentracién del medio

Y sacarosa

Los brotes al alcanzar el tamano establecido (0.5 cm
minimo) se transfirieron al medio SH al 50 % de su concen
Ta 20 y 10 g L~

con carbon activado haciendo un total de cuatro tratamientos

tracidén y la sacarosa se redujo de 30 g L~ L

que se dan en el cuadro 5.Finalmente se colocaron en el

cuarto de incubacidén bajo las condiciones de induccidn.

TRATAMIENTO CONCENTRACION
NUMERO DEL MEDIO DE SACAROSA DE CARBON
3 q ! q o
1 50 10 Y&l
2 50 10 2.0
3 50 20 150
4 50 20 2.0

Cuadro 5.Reduccién del medio bdsico SH al 50%.de

sacarosa y con carbon activado para inducir raiz.

3.3.2 Aplicacidén de enraizador en polvo

Se colocaron 2 g del enraizador en un vaso de precipi-
tados que fue sellado perfectamente y esterilizado en auto-
clave durante 15 min (121 °C y 1.14 Kg cm_z).Después en la

campana de flujo laminar se seccionaron los brotes de 1los
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embriones y se introdujo su base en el enraizador (10 000
ppm de AIB y 300 ppm de ANA),posteriormente se dié una

pequena sacudida para eliminar el exceso de enraizador vy
se colocaron en el medio SH al 50% de su concentracién,con
20 gL~ !
vieron bajo las condiciones del cuarto de incubaciédn.

de sacarosa y 2 gL de carbdn activado y se mantu

3.3.3 Aplicacién de enraizador liquido

Después de cortar los brotes directamente del indculo
se sumergieron sus bases en el enraizador liquido "Radix"
(10 000 mg de AIB y 30 mg de ANA por 100 ml de enraizador),
durante diferentes tiempos:5,10 y 15 min ; posteriormente
se transfirieron al medio SH al 50% con 20 g:[L_1 de sacarosa
y 2 gL_t de carbodn activado.La esterilizacidn del enraizador
se efectuo por filtracidn a través de un filtro de membrana
con un tamano de poro de 0.45 micrdmetros y los brotes se

colocaron bajo las condiciones del cuarto de incubacidn.

3.3.4 Tratamientos de ANA y AIB

Se probaron 20 tratamientos de ANA y AIB adicionados
solos o combinados al medio SH con 10 gL_1 de sacarosa y
2 c_;L_1 de carbdén activado,en el cuadro 6 se muestran las
combinaciones de auxinas.Los brotes se mantuvieron en los
tratamientos durante cuatro semanas y posteriormente el
50% de ellos se transfirieron al mismo medio pero sin las
auxinas y el otro 50% se utilizé para efectuar un ensayo

extra in vitro.



Cuadro 6.
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Tratamientos de ANA y AIB para inducir

raiz a brotes de Pinus cembroides Zucc.

CONCENTRACION ( mg =Yy =

AIB 0.0 0.01 0. 0.1 1.0
ANA
0.0 1 2 3 4 5
0.01 6 7 8 9 10

* 0.05 11 12 13 14 15
0.1 16 17 18 19 20
3.3.5 Adicién de enraizador liquido al medio de

cultivo

En éste ensayo se utilizd el medio DCR al 50% de su

concentracién al que se le suministré directamente diferentes

cantidades de enraizador liquido (Radix),ver cuadro 7.Se em-

pleé una concentracién de sacarosa de 5 g L_I,la de agar de

6 g L_1 y con carbdn activado 1 g L_]:los brotes fueron man-

tenidos en éste medio durante 4 semanas y posteriormente se

transfirieron al mismo medio pero sin el enraizador.

Cuadro 7. Tratamientos con "Radix" adicionado al medio
DCR.
TRATAMIENTO CANTIDAD DE CONCENTRACION (mg I.-_.l )
NUMERO RADIX (ml) AIB ANA
1 10 1000 3
2 5 500 1.5
3 1 100 0.3
4 0.5 50 0.15
5 0.1 10 0.03
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3.3.6 Combinacién de auxinas con BA y variacidn

de sacarosa con AIB

Se utilizé el medio DCR al 50% de su concentracidn
! de agar y 2 gL_1 de carbdn activado.Las auxi-
1 yel ana

(0.05,0.1 y 1.0 qu’1) que se combinaron con 1.0 n1cJL"1 de

con 6 gL~
nas empleadas fueron el AIB (1.0 y 5.0 mgL~

BA y con 5 gL_1de sacarosa.También se ensayaron diferen-
tes concentraciones de sacarosa (60,30,20 y 5 gL_TJ con
10 :11&;]’.._'I de AIB,ver cuadro 8.

3.3.7 Transferencia al medio DCR sin reguladores

Los brotes cortados se transfirieron al medio DCR

al 100% de su concentracidén con 5 gL_1

de sacarosa Yy
6 gL_1 de agar,en éste ensayo se prueba el efecto del
medio para inducir raices de manera espontdnea y tener

un testigo.

3.4 Enraizamiento extra in vitro

3.4.1 Transferencia de brotes a una mezcla de tierra

de monte/agrolita

Después de cortar los brotes de los indculos se sumer-
gieron sus bases en el enraizador liquido durante 2 min,
posteriormente se colocaron en macetas que contienen
la mezcla de tierra de monte/agrolita en proporcidn de
2:1 (v/v), que fue esterilizada previamente en la auto
clave (15 min).Los brotes vya en las macetas se cubrie

ron con bolsas de pldstico sujetas con ligas;para evitar



Cuadro 8. Combinacidén de auxinas (AIB y ANA) con BA
y variacidén de la concentracidén de sacarosa
con AIB para inducir raiz a los brotes de

Pinus cembroides Zucc.obtenidos in vitro.

TRATAMIENTO AIB ANA BA SACAROSA
(ndmero) (mg A [g_L_1}
1 1 0.05 1 5
.2 1 0.1 1 5
3 1 0.5 1 5
4 1 1 1 5
5 5 0.05 - 5
6 5 0.1 - 5
7 10 - - 60
8 10 - - 30
9 10 - - 20

10 10 - - 5

53
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la evaporacidén excesiva gque pudiera danar al brote,los rie-
gos se realizaron dos veces por semana con agua potable con
14qg ol
tura e iluminacidén fueron las del cuarto de incubacién.

de un fungicida (Captan).Las condiciones de tempera

3.4.2 Transferencia a la mezcla de tierra/agrolita
después de un tratamiento con ANA y AIB

El 50% de los brotes empleados en el punto 3.3.4 fue-
ron transferidos a macetas con tierra de monte y agrolita
sin la aplicacidn de enraizador en las bases de los brotes,
eliminando los residuos de agar con agua destilada colocan

dolos y cubriendolos como en el punto anterior.

3.5 Toma de datos

Se tomaron diferentes datos durante el desarrollo del
presente trabajo,dependiendo de la respuesta obtenida en

los indculos.

Las observaciones se efectuaron semanalmente,en la
primera se separaron los frascos Que mostraron invasion
de microorganismos,los cuales fueron eliminados y reempla
zados para mantener constante el nidmero de embriones por
tratamiento.Se tomé nota de los cambios observados en los
embriones con la finalidad de integrar y descubrir las

respuestas en cada tratamiento.

La toma de datos numericos se efectud hasta la primer

transferencia de acuerdo a los pardmetros siguientes :
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. Nimero de embriones que formaron callojtambién se de-

termind el tipo de callo en base al color,textura vy

crecimiento.

. Se contabilizé los brotes bien diferenciados registran

do

El nimero de brotes por embridn

Nimero mdximo de brotes por embrién en cada tratamiento.
Promedio de brotes por tratamiento en base al nimero

de embriones gue formaron brotes.

Tiempo de formacidén de los brotes.

Tamano de los brotes a las 16 semanas de iniciado

el cultivo en el medio SH y a 10 semanas en el DCR.

Se tomdé nota de las estructuras embrionarias donde

tuvo lugar la formacidén de los brotes como informa-

cién adicional.

3.5.1 Andlisis estadistico

Para el andlisis del experimento,constituido por 25

tratamientos determinados por la combinacidén de ANA y BA

(ver cuadro 3),se realizdé un arreglo factorial de 52 com-

pletamente al azar con 15 repeticiones en cada tratamiento.

Se considero el nimero de brotes por tratamiento y sélo -

los primeros 15 tratamientos puesto que en los restantes
no se obtuvo formacidén de brotes en el medio SH.

El experimento se ajusté al modelo siguiente:

Yi

3

=m+ Li + Eij

I R |1

Il

-
-
(%]
-
L
-
"
.
.
.
-t
w
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Donde:
Yij = Observacidén del i-ésimo tratamiento y la
j-ésima repeticidn.
m = Efecto de la media.
Li = Efecto del i-ésimo tratamiento.
Eij = Error aleatorio.

Para detectar las diferencias entre los factores de
variacién en el nimero de brotes formados,se tomé el nivel
de significancia del 5%.Asi para la comparacidén estadistica
entre las medias se empled la prueba de Tukey al nivel de
significancia del 5%.

Para el cdlculo de la diferencia minima significativa

honesta (DMSH),se realizo por mediode la ecuacidn siguiente:
W = qgalt;GLE) Sx
Donde:

ga(t;GLE) = Valor de F al nivel del 5%.
t = Nimero de tratamientos.
GLE = Grados de libertad del error.
Sx = _ CME
E
CME = Cuadrado medio del error.

r = Nimero de repeticiones.

El andlisis estadistico de los 10 tratamientos con
el medio DCR (ver cuadro 4),se empleé el mismo modelo a-
justandolo al nimero de repeticiones.



4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Respuestas del indculo durante el establecimiento

e induccidn

4.1.1 Desinfestacidén y medios de cultivo.

El procedimiento de desinfestacidén de la semilla fué
efectivo en un 85% en la muestra empleada para éste traba-
jo.Con respecto a los medios bdsicos empleados (SH y DCR),
en ambos se observé una respuesta favorable en el estable-

cimiento,induccidn y crecimiento de los brotes adventicios.

Los resultados son similares a los que menciona Bornman
{1983) ,quién menciona la dificultad de generalizar la res-
puesta de un medio de cultivo ya gue existen células y teji-
dos ampliamente tolerantes a un buen nimero de componentes
de los medios.Por su parte Ellis y Bilderback (1984) al pro-
bar varios medios de cultivo obtuvieron respuestas diferen-
tes en la formacién de yemas adventicias en embriones de

Pinus ponderosa.En el cultivo de embriones de Pinus patula,

Vargas (1982) observd diferencias cualitativas con los medios
empleados (Murashige y Skoog,1262 y 1 de Gresshoff y Doy,
1975) ;pero hace notar que al emplear concentraciones seme-
jantes de los reguladores,la respuesta fué muy similar en
ambos medios,ésto difiere de nuestros resultados (ver cua-
dros 9 y 10 y las figuras 11 y 12).

Las diferentes respuestas observadas dentro de un mis-
mo tratamiento pueden ser atribuidas a la diversidad gené-

tica de los embriones,ademds también a que las estructuras

57



Cuadro 9. Efecto de los tratamientos sobre los embriones de
Pinus cembroides Zucc.cultivados encélmedio SH

durante la induccidn de brotes adventicios.

TRATAMIENTOS No.brotes max. No.brotes Tiempo de Tamano de
No. ANA BA por embridén * por embridn formacién los brotes

(X) *k min y max ***

1 0 0 * % & =

2 o 107 3 0.46 6-7 BB Tl
3 0 107 4 1.06 6-7 0.2 =0.3
a4  02.5x10° 9 2.46 6-7 0.3 - 0.5
5 o 1074 13 4.13 11-12 1.0< 3.0
6 1077 0 . - - -

7 1077 10°® 28 5.8 6-7 0.5 - 1.0
g 1077 107 12 4.33 67 0.5 - 2.5
9 1077 2.5x10 5 0.6 6-7 0.3 - 0.5
o 107 107 3 0.33 6-7 0.5 - 1.0
1mn 10% o - = = ®

12 10 107® 2 0.13 16 0.2 - 0.3
13 10°% 107 3 0.33 14 0.2 - 0.3
14 107® 2.5x107° 2 0.13 1-12 0.3 -0.4
15 107> 107 - " " .

* Nimero de brotes maximo obtenido en un embridn al ser disectados,
** Tiempo en que se diferenciaron los brotes en semanas.
***  Tamano en centimetros después de 16 semanas de iniciado el cultivo.

8%



59

embrionarias estén o no en contacto con el medio de cultivo
asi como el estado fisioldgico del embrién como exponen
Ellis y Bilderback (1984).

4.1.2 Efecto de los reguladores de crecimiento

Auxina. La accidn de las diferentes concentraciones en
gue se aplico el dcido naftalenacético (ANA) en combinacién
con el medio SH,manifestdé diferentes respuestas.En concentra
cién de 1077 molar se formé un pequero callo de color crema
sobre la radicula,pero se oxidé rdpidamente;en algunos embrio
nes se observd el crecimiento de la radicula,el hipocétilo

asi como el alargamiento de epicétilo.

La formacidén del callo fue mds abundante en la concen-

tracién de 10°°

molar de ANA.El callo,que mostré un color ver
de claro,con oxidacién en ciertas porciones durante el culti
vo tuvo su origen en la zona de la radicula sin evitar que
ésta creciera,aunque en menor proporcién que en el tratamiento

anterior,también se alargd el hipocdétilo y el epicdtilo.

Concentraciones de 10> y 10"% molar de ANA resultaron
téxicas,a pesar de que inicialmente se formé callo en la zo-
na de la radicula el cudl se extendid sobre todo el embrién
que termindé oxiddndose.

La concentracién de 10_7 molar de ANA fue la udnica que
se probd con el medio DCR y que mostrd la formacidén de un
pequeno callo en la zona de la radicula,mostrando al mismo
tiempo alargamiento de la raiz,hipocétilo y los epicdtilos

no se desarrollaron en ningdn embriédn.
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Es importante mencionar que en ninguno de los tratamien
tos de ANA en combinacidén con los medios empleados,se obser-

vé formacidén de yemas y por ende la formacidén de brotes.

La formacidén de tejido friable (callo) sin la formacidn
de yemas sobre las estructuras embrionarias de Pinus strobus
fue observada por Minocha (1980),ademds menciona gue el cre-
cimiento de la raiz embrionaria se puede suprimir con el su-
ministro de auxinas.

La formacidén de callo de color café sobre la radicula

en embriones de Pinus wallichiana con suministro de ANA lo

mencionan Konar y Singh (1980) y Arnold y Eriksson (1978) en
embriones de Picea abies,informes que coinsiden con lo expuesto
aqui,excepto para el tratamiento con 13-6 molar de ANA en

que el callo presenté una coloracidén verde en el medio SH.

Citocinina.Las diferentes concentraciones de bencilade
nina (BA) en combinacién con el medio SH,mostraron diferentes
efectos sobre los embriones,asi como la formacién de brotes
adventicios lo que comprueba el efecto organogénico de ésta
citocinina.

En las bajas concentraciones se observé una tendencia
a formar un menor nuimero de brotes y mds pequenos,al aumentar
la concentracidn de BA también se incrementé el nidmero de bro

tes en funcidn de la concentracidn de BA.

A la concentracidn de 10_6 molar de BA se observod el
crecimiento de la raiz con la formacidén de un pegqueno ca-

llo que se oxidd rdpidamente ésto uUltimo también se obser



Cuadro 10. Efecto de los tratamientos sobre los embriones de
Pinus cembroides Zucc.cultivados en el medio DCR

durante la induccidn de brotes adventicios.

TRATAMIENTOS No.brotes miax. No.brotes Tiempo de Tamano de
No. ANA BA por embridn * por embrién formacién los brotes
(X) *k min y mix **%
1 0 0 - - - -
2 0 1076 = = - -
3 0 107 8 1.0 4- 0.5 - 2.0
4 0 2.5%x107° 15 1.6 % 0.5 - 2.0
s o 107 - . - -
6 1077 0 a s = <
7 1677 1070 5 0.46 4-5 0.5 - 2.5
8 107/ 107 10 1.6 4-5 0.5 - 4.0
9 1077 2.5x107° 14 2.6 4-5 0.5 - 6.5
10 1077 1074 10 1.2 4-5 0.5« 3.5
* Nimero de brotes mdximo obtenido en un embridn al ser disectados.

** Tiempo en que se diferenciaron los brotes en semanas.

*** Tamano en centimetros después de 16 semanas de iniciado el cultivo.

29
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v$ on los otros tratamientos excepto a la conceniracidn de
2B ¥ 10‘5molar,d;nde lo- epicétilos qued-ron cortos al
igual que los cotiledones pero que aumentaron de volumen
considerablemente,ademds no se desarrollo el epicétilo.

Las concentraciones de BA en combinacién con el medio
DCR,respondieron de manera diferente los embriones ya que
solo se obtuvo la formacidén de brotes en dos tratamientos
(152
(To_smolarlsolo se observé el alargamiento del hipocétilo

¥ 2.5 % 10_5molar}.A la concentracidén mds baja -

y del epicétilo con la formacidn de un pequeno callc en

la zona d= la radicula que se oxidé rapidamente,a la con-
centracidén mds alta (10 *molar) los embriones se desdife-
renciaron en callo oxiddndose completamente.(Ver cuadro 10

y figuras 12 y 14..

Al comparar las concentraciones de BA empleadas en
otros trabajos donde se obtuvo la formacidn de brotes se
observa gue son semejantes,Webb y Street (1977)emplearon
concentraciones de 10~ %a 10™’molar en embriones de
Pinus sitchensis y Pinus contorta,mientras que Arnold y
Eriksson (1978)en embriones de Picea abies con 1074 a
10 °molar ¥5 % 107% a 10"®molar. Reilly y Washer (1977)
en embriones de Pinus radiata obtuvieron brotes en el 90%

de los embriones con 5 mg £ e B,

En uno de los tratamientos de BA (2.5 x 10 °molar)
en combinacidén con el medio DCR,se observd un embrién
que mostré caracter albino gue,no obstante,bajo las con-
diciones in vitro el embridén mostré crecimiento y capaci-
dad morfogenética,en su radicula tuvo lugar la formacién
de callo gue se oxidé parcialmente,sobre los cotiledones
y la zona del epicétilo tuvo lugar la formacidn de las

yemas adventicias,algunas de ellas se desarrollaron en
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brotes pero que al ser transferidos a medio fresco murieron.
Ce considera qu= se debe a la variabilidad genética del em

bridn.

Relacién auxina/citocinina. De las 16 combinaciones
con el medio SH,solo en cuatro se observé la formacion di-
recta de brotes sobre las estructuras embrionarias (cuadro
9 y figuras 15 y 16) en los tratamientos con 10_6m01ar de
ANA con 10‘6,10_5 é 2.5 x 10 molar de BA,solo se formaron
brotes,cuando los indéculos se transfirieron al tratamiento
con 10_4 molar de BA,a partir de callo y su numero fué muy

bajo.(Cuadro 9).

La mayor cantidad asi como los mejores brotes se regis
traron con la concentracién mas baja de ANA con las diferen
tes concentraciones de BA y la intensidad de respuesta dis-
minuyé al aumentar la concentracidén de la citocinina.(Figu-

ra 11).

De manera semejante Kolevska,et al..(1983)mejoraron el
porcentaje de induccién de yemas adventicias en embriones
de Pinus nigra al combinar una auxina (ANA o AIB) con ben-
ciladenina (BA).Minocha (1980) obtuvo la mejor respuesta
en la formacidén de brotes adventicios en embriones de
Pinus strobus con la combinacidén de BA (0.1 y 1.0 mg L-1)
con una auxina (1.0 mg L_1de AIB).Por su parte Ellis y
Bilderback (1984) mencionan que el suministro de BA fué
indispensable para la induccidén de yemas pero que el sumi
nistro de auxinas incrementd la respuesta en embriones de

Pinus ponderosa.

Al incrementar las concentraciones de ANA con cualquier
concentracién de BA,la respuesta fue la formacién de callo
que se oxiddé ocasionando la muerte del indculo.Esto coincide

con lo expuesto por Konar y Singh (1980);Arnold y Eriksson
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(1981) y Abdullah,et al.,(1985),que mencionan que las altas
concentraciones de ANA con BA resultan tdxicas o inhibito-

rias en la induccidn de brotes (figura 11 y 13).

De las cuatro combinaciones de ANA con BA probadas con
el medio DCR,también se obtuvo la formacién de brotes aunque
en menor proporcién ya que el nimero de embriones que respon
dieron fue bajoj;por el contrario en el medio SH,al incremen-
to de la concentracidén de BA se mejordé la respuesta.En los
embriones se formé callo en’la zona de la radicula,que en
algunos casos se extendid al epicétilo y los cotiledones,con

la consecuente disminucidn de brotes.(Figura 12 y 14).

4.1.3 Tiempo de induccidn de brotes

La respuesta inicial observada al final de la primer
semana en cultivo,fue el aumento de volumen,los cotiledones
se abrieron y algunos hipocétilos se arquearon ligeramente
al tiempo que se tornaban verdes.Las diferencias entre los
tratamientos expresadas en los embriones fue en la cuarta
semana,observdndose la iniciacidén de los primordios de yemas
en los tratamientos; con 10'6,10"5,2.5x1ﬂ—5 molar de BA;10~
molar de ANA combinado con 10_6,10_5,2.5x10_5 y 10~4 molar

de BA y con 10_4 molar de BA fue hasta la séptima semana

7

(cuadro 9 y 10).Las yemas se observaron como protuberancias
generadas en la superficie;de ellas se derivaron los primor
dios de asciculas,que semejaban pequenas coronillas,las cuales
se diferenciaron en verdaderos brotes en la sexta a séptima

semana,excepto para el tratamiento con 10‘4

molar de BA,que
fue necesario transferir a los embriones al medic de cultivo
sin reguladores,lo que permitidé su desarrollo a brotes entre

la décima y décima segunda semana.(Figura 15 y 16).



Figura 15.

Inicio del cultivo de embriones de

Pinus cembroides Zucc.

SH a 6 dias de cultivo.

en el medio
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Figura 16. Formacidén de yemas adventicias sobre
cotiledones y zona del epicotilo; se
observa callo en la radicula.
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Jelaska,et al,,(1981) lograron solo el desarrollo de las
yemas a brotes,generados en los cotiledones y embriones
completos de Pinus nigra solo si el medio empleado carecia
de reguladores tal como sucedidé en los brotes obtenidos en
el tratamiento con 10~% molar de BA.En cuanto a la concentra
cién de BA Arnold y Eriksson (1981) observaron que el desa-
rrollo de las yemas fue pbco frecuente y mds lentamente en

5 molar.

concentraciones mayores a 10~
El tiempo requerido para la induccidén de yemas en varias
especies es diferente; de dos a tres semanas mencionan Reilly

y Washer (1977) en embriones de Pinus radiata;cuatro semanas

en embriones de Pinus patula (Vargas,1982);:;de cinco a seis
semanas en embriones de Pinus brutia (Abdullah,et al.,1985)

y hasta ocho semanas en Pinus monticola y Pinus ponderosa

(Mott y Amerson,1981 y Ellis y Bilderback,1984 respectivamente).

Al comparar el tiempo de induccién en el medio SH con:
el medio DCR,se observd que en éste Ultimo las protuberancias
se formaron en la tercera semana y los brotes ya diferenciados
hacia la cuarta y quinta semana lo que muestra que la composi-
cidén del medio de cultivo modifica el tiempo de induccién que
en éste caso se redujo de seis a siete semanas en el medio SH

a cuatro o cinco en el medio DCR.(Cuadro 11).
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4.1.4 Zonas de formacién de los brotes sobre

los embriones

Las principales zonas o estructuras embrionarias,donde
tuvo lugar la formacidén de yemas adventicias,que se desarro
llaron a brotes en los medios ensayados,se localizaron prin-
cipalmente sobre los cotiledones,la base de los cotiledones
y la zona del epicétilo (cuadro 11 y 12).Se observa que la
mejor zona fué la del epicdtilo y la base de los cotiledones
y en menor cantidad los cotiledones,a pesar de que se forma-
ron muchos brotes en los cotiledones que estuvieron en contac
to con el medio de cultivec de manera semejante a lo observado
por Reilly y Washer (1977) y Aitken,et al,[1981),

Ellis y Bilderback (1984) observan la formacidn de bro-
tes en la punta de los cotiledones y sobre todo el cotiledédn
cuando éste estuvo en contacto con el medio de cultivo;Arnold
y Eriksson (1981)observaron que la formacidén de yemas ocurrié
solo en la zona del epicotilo y al incrementar la concentra-
cidén de BA la respuesta se extendid sobre los cotiledones;por
el contrario Sommer,et al.{1975) raramente observaron la for-
macién de yemas entre el drea del epicdtilo y la base de los
cotiledones,registrando la mayor cantidad de brotes en los

cotiledones.

4.1.5 Caracteristicas de los brotes

Los brotes que mostraron un tallo bien definido,asci-
culas con longitud proporcional y con el meristemo apical
definido donde se generan nuevas asciculas,se nombraran

como brotes tipicos.



Cuadro 11. Intensidad de respuesta a los diferentes tratamientos durante
la induccién de brotes adventicios en el medio SH,en embriones

de Pinus cembroides Zucc.

TRATAMIENTO FORMACION ALARGAMIENTO FORMACION DE BROTES EN

(NUMERO) DE DE Cot

1 - ++ ++ + - -
2 + + + ++ +
3 + - + + - +
4 < - = + - +
5 + - - + - +
6 - +++ ++ + + -
7 + + + + - +
8 + - - + + +
9 + - - + - +
10 ++ - - + - +
11 ++ + + - + -
12 4 - - - - =
13 ++ - - - - -
14 4+ 5 - - - +
15 +++ - = 5 & a5

i G

T G S g

TEEREE I TR TR

Hipo:hipocotilo;Cot:cotiledones;Epi:epicotilo;b:base;z:zona.

- sin respuesta; + baja; ++ regular, ++ buena.

£L
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Los brotes fueron diferentes en algunos tratamientos
con el medio SH,asi en el tratamiento con 10_5molar de BA
las yemas formadas fueron muy pequenas y muy pocas lograron
desarrollarse a brotes,a pesar de ser transferidos al medio
3y 1258107

de BA con 10_?molar de ANA se observaron brotes con ascicu-

sin reqguladores,en las concentraciones de 10~

las muy cortas sobre el tallo bien diferenciado lo cual su-
giere una interrogante sobre la estabilidad genética de los

brotes.

En el tratamiento 10 f10_7molarae ANA con 10 %molar de
BA ),ademas de los brotes tipicos se formaron conglomerados
de asciculas que no mostraron tallo ni meristemo apical,los
cuales fueron seccionadas para establecer subcultivos,en los
que mostraron diferentes grados de oxidacidén sin que se di-
ferenciaron en brotes.Ademas se obtuvieron brotes a partir
de callo en los tratamientos con 10 °molar de ANA con 10_§
,10—5y 2.5x10‘5de BA solo después de ser transferidos los
embriones a medio con ?D_4molar de BA,su nimero fue muy ba-

jo y no sobrevivieron al ser disectados y subcultivados.

Los brotes formados en el medio DCR en los diferentes
tratamientos mostraron las caracteristicas de los brotes
tipicos ya descritos.El crecimiento de los brotes en ambos
medios fué asincrénico,debido a que ciertas partes embridnicas
estuvieron en contacto con los medios y empezaron a formar
brotes mds rdpidamente y por lo tanto alcanzaron un mayor
tamano al momento de la evaluacidn;la diversidad genética
también tuvo su participacién como lo exponen Reilly vy
Washer (1977);Aitken,et al,(1981) y Ellis y Bilderback (1984).



Cuadro 12. Intensidad de respuesta a los diferentes tratamientos durante
la induccidn de brotes adventicios en el medio DCR,en embriones

de Pinus cembroides Zucc.

TRATAMIENTO  FORMACION ALARGAMIENTO FORMACION DE BROTES EN
(NUMERO) DE DE Cot bCot zEpi
CALLO RAIZ Hipo Cot Epi

1 - + ++ = s - - -
2 + - 4 + + - - -
3 + - ++ + - - - ++
4 + - + - - + + ++
5 -t - - - - - - -
6 + ++ e ~ - = - -
7 + - + - - + ++
8 + ++ + e - + +a +H+
9 ++ - + ++ - + ++ +++
10 dh - + + - + ++ 4

Hipo:hipocotilo;Cot:cotiledones;tpiepicotilo;b:base;z:zona.
- sin respuesta; + baja; ++ rugular; +++ buena.

SL
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4.1.6 MAndlisis estadistico para formacidn de

brotes

El analisis estadistico solo se realizdé para los pri-
meros 15 tratamientos del medio SH en donde se obtuvo la for
macidén de brotes y para los tratamientos ensayados con el
medioc DCR.

En el cuadro 13 se da el endlisis de varianza para los
tratamientos con el medio SH en donde se muestran diferencias
significativas entre los tratamientos al nivel de 5%, ya gque
la F calculada fue mayor a la F de tablas, por lo tanto en
el cuadro 14 se muestra el efecto de las diferentes combina-
ciones de ANA y BA en la formacidn de brotes en el medio SH
segun la prueba de DMSH de Tukey al nivel del 5%.

Se puede observar que el tratamiento 7 (10;7 molar de
ANA con 10-6 molar de BA),fre significativamente superior
a los demds seguido por las concentraciones de 10_4 molar de
BA y de 10‘? molar de ANA con 10'5 molar de BA y con menor

5

significancia el tratamiento con 2.5x10°~ molar de BA y el

de 10™° molar de BA.

Como informacién complementaria a la formacidén de bro-
tes, se dan en el cuadro 9 datos sobre el ndimero de brotes
por tratamiento;nuimero mdximo de brotes por embridn;promedio
de brotes por embridn;tiempo de formacidén y el tamano de los

brotes después de 16 semanas de iniciado el cultivo.

Con respecto al medio DCR el andlisis de varianza
(cuadro 15) no mostrd diferencias significativas entre
los tratamientos,por lo gue no fue necesario efectuar la
prueba de Tukey (DMSH).Sin embargo en 21 cuadro 10 se muestra
gue se debid al bajo nimero de embriones que formaron brotes,al



Cuadro 13. Andlisis de varianza para la formacidén de brotes en embriones
de Pinus cembroides Zucc. cultivados en el medio SH.

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIO CUADRADO FC* E‘t**
VARTACION LIBERTAD CUADRADOS
TRATAMIENTOS 14 859.57 61.39 11.04 1.67
ERROR 210 1168.667 5.56
TOTAL 224 2028.24

Fc es mayor que Ft por lo tanto existen diferencias
entre los tratamientos.

*

o]

a
]

calculada

** Pt = de tablas al nivel de 5% de significancia.



Cuadro 14. Cawparacidén de medias para el nimero de brotes obtenidos
en los diferentes tratamientos cn el medio SH.

TRATAMIENTO NUMERO DE BROTES(X)

1 testigo 0.0
0.46
1.06
2.46
4.13
0.0
5.8
4.3
0.6
0.33
0.0
0.13
0.2
0.13
0.0

O W O N U e W N

— - =
[

mgggmggﬂmw&ncgm

oy
un

Los valores con las mismas letras son estadisticamente iguales de
acuerdo con la prueba DMSH de Tukey al nivel de 5%.

8L
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tomar en cuenta solo los embriones gue formaron brotes se
puede mencionar que los mejores tratamientos fueron los
de 10~ molar de ANA con 10_5,2.5x10'5 y 10™% molar de Ba
y el de 2.5%x10"° molar de BA.

En el cuadro 10 se muestran los datos complementarios
a la formacidén de brotes obtenidos en combinacidén con el
medio DCR,donde se observa que el tiempo de formacidén se
redujo a 4 6 5 semanas y que su tamano fué superior a los

obtenidos en el medio SH.
4.2 Crecimiento de los brotes

Cuando se diferenciaron los brotes en los embriones
éstos se disectaron y transfirieron al mismo medioc (SH) sin
reguladores de crecimiento y con reduccidén en la concentra
Va20y 10 gu”!

de los brotes fué evidente entre la tercera y cuarta semana

cién de sacarosa de 30 gL~ .El alargamiento

de ser disectados,los brotes mds pequenos sobrevivieron menos
gque los mayores a los 5 mm.Con respecto al efecto de la con-
centracién se observé que los brotes que se colocaron en el

medio SH con 20 gL'1 crecieron mds.(Figuras 17 y 18).

En el cuadro 9 se da el tamano minimo y mdximo observado
en los brotes,desde el inicio del cultivo de los embriones en
el medio SH,que incluye la etapa de induccidén (6 a 7 semanas)

y el alargamiento de los brotes (9 semanas).

Los brotes obtenidos en el medio DCR,mostraron mayor
crecimiento ya que no fué necesarioc disectarlos,debido al
buen tamano que alcanzaron después de 10 semanas en cultivo
(cuadro 10),lo que muestra que la composicién del medio in-
fluye en el crecimiento de los brotes formados.



Cuadro 15. Analisis de varianza para la formacidn de brotes en embriones

de Pinus cemboides Zucc. cultivados en el medio DCR.

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIO CUADRADO Fc  Ft
VARTACION LIBERTAD CUADRADCS
TRATAMIENTOS 9 103.754 11.529 1.59 1.63
ERROR 140 1011.07 T.22
TOTAL 149 1114.834
Fc es menor que la Ft por lo tanto no existen diferencias
entre los tratamientos,por lo que no es necesario hacer
la prueba de DMSH de Tukey.
* Fc = calculada
** Ft = de tablas al nivel de 5% de significancia.

08



Figura 17. Desarrollo de las yemas adventicias

a brotes.En el medio SH sin regula-

dores de crecimiento.
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La forma de obtener el alargamiento de los brotes ob-
tenidos en el medio SH,fué con la eliminacidn de los regu-
ladores de crecimiento como mencionan Arnold y Eriksson
(1981) y Vargas (1982),aunque ellos también variaron la

concentracioén del medio.

Con respecto a la concentracidn de sacarosa Arnold
(1987) observdé que 1.5% de sacarosa fué mejor que el 2
y 3%,aungue menciona gque es necesaria para el desarrollo
de los brotes.Abdulla,et al (1985) no encontraron diferen
cias en el alargamiento de las yemas a brotes con la adi-
cién de ! y 2% de sacarosa al medio empleado.

El alargamiento de los brotes también se estimuld en
el medio adicionado con carbén activado (Boulay,1979 y
Arnold y Eriksson,198l) y con la adicidn de bajas concen-
traciones de AIA (1072
Boulay y Franclet (1977).

a 10'1‘m01ar] como lo mencionan

4.3 Respuestas de los brotes durante la

induccidén de raiz

4.3.1 Respuestas en los ensayos in vitro

§23.1:1 Efecto de la reducidén de la concentracidn
de sacarosa y del medio SH

Al emplear el medio SH al 50% de su concentracidén ori-
ginal,se obtuvo una mayor sobrevivencia (80%)de los brotes

R -1 f
cuando se adiciondé 20 g L™ 'de sacarosa,mientras que solo se

obtuvo el 50% cuando el medio contenia 10 g L™ 'de sacarosa.



Figura 18. Brotes disectados para su
en el medio basico SH sin
de crecimiento.

alargamiento
reguladores
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Los brotes gue sobrevivieron siguieron creciendo,pero en
ninguno de ellos se observé la formacidén de raiz,solo una ci-
catriz en la base donde se efectué el corte para separarlo

del embrién.

Con respecto al efecto del carbén activado no se obser
varon diferencias en la respuesta de los brotes,empleados

para éste ensayo,que fué evaluado después de ocho semanas.

A diferencia de los trabajos realizados por Campbell y
Durzan (1976);Somer et al.,(1975) y Vargas (1982) en que
si obtuvieron la diferenciacién de raices eliminando los
reguladores de crecimiento y reduciendo la concentracidn del
medio y sacarosa adicionando carbdn activado,en los brotes

de Pinus cembroides no fué factible.

4.3.1.2 Efecto del enraizador en polvo y liquido

La evaluacién del ensayo en gue se empled el enraizador
en polvo se efectud después de cuatro semanas y en el cudl no
se tuvo pérdida de brotes y en ellos se formé callo de color
verde o café en la base,de consistencia dura y compacta,sus
tamanos fueron de 2 a 5 mm de didmetro.Ademds en el 20% de
los brotes se observd desdiferenciacidn del tallo y de las
hojas basipétalas,que posteriormente causo la muerte del me-
ristemo apical y a la sexta semana se incrementd la prolife-

racién del callo. (Figura 19).

En el ensayo con el enraizador liquido (Radix) se obtuvé
como Unica respuesta la formacidén de callo en la base de los
brotes,de consistencia dura y compacta,su tamano dependid del
tiempo de exposicidn en el enraizador.Asi los brotes que se mantu



Figura 19. Formacidén de callo en la base del

brote,después de aplicar el enrai

zador en polvo (10 000 ppm de AIB

y 300 ppm de ANA) y cultivados en
‘ el medio SH sin reguladores.
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vieron durante 5 min tuvieron en promedio 3 mm de didmetro;
los de 10 min de 5 mm y los de 15 min de 8 mm.A diferencia
con el enraizador en polveo no se observd la desdiferencia-
cién de los brotes,la evaluacién del ensayo se realizd des

pués de ocho semanas.(Figura 20).

4.3.1.3 Efecto de la combinacidn de ANA vy AIB

en medio SH

Los brotes se= mantuvieron durante ocho semanas en los
tratamientos (cuadro 6),se formé callo en su base de color
1

de

AIB que fué de color verde.El tamano de los callos fué de

blanco o crema,excepto el tratamiento con 0.01 mg L~

2 a 5 mm de diametro.En los tratamientos con las concentra

ciones de 0.05 y 0.1 mg 5]

de ANA con cualquier combinacidn
de AIB,el callo crecid alcanzando al tallo primero aumentd
de volumen,mostrando sinuosidad y asciculas muy cortas cau-

sando finalmente la desdiferenciacién.

A bajas concentraciones de ANA y AIB los brotes mostra
ron asciculas largas y unidas al tallo recto.En ningun tra-
tamiento se observé la formacidn de raices,incluso después
de ser transferidos al medio bdsico sin reguladores de cre-
cimiento durante ocho semanas,los brotes solo mostraron -
crecimiento del tallo y formacidn de asciculas y el callo
proliferé muy poco.El 50% de los brotes se utilizé para un
ensayo extra in vitro.
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Figura 20. Efecto del enraizador " Radix "
(10 000 mg de AIB y 30 mg de ANA)
aplicado en la base del brote y

cultivados en el medio SH sin re-
guladores.



4.3.1.4 Efecto del medio DCR

Al probar el medio DCR (Gupta y Durzan,1985) al 100%
de su concentracidn con reducciodn de sacarosa al 0.5 % y
sin la adicidn de reguladores de crecimiento;los brotes
desarrollaron un pequeno callo de color crema o café de 2
a 5 mm de didmetro.El crecimiento de los brotes fué muy
pronunciado alcanzando algunos de ellos hasta 10 cm de lon-
gitud con el tallo sinuoso.las hojas basipétalas se secaron
pero en ninguno de ellos se obtuvo la formacidn de raiz, la

evaluacidén se e=fectud en la octava semana.

4.3.1.5. Efecto de las combinaciones de auxinas con

BA y AIB con sacarosa en el medio DCR

En el cuadro 6 se muestran los diferentes tratamientos
ensayados.En todos se formd callo en la base de los brotes

y los tallos mostraron sinuosidad,excepto en las concentra-

88

-ciones altas de sacarosa (3y6%) que fueron rectos y de color

verde mds intenso,algunos brotes formaron callc en porciones
del tallo.El tamano de los callos varié de 2 a 10 mm siendo
los mayores los que estuvieron en las concentraciones altas

de sacarosa.

Después de cuatro semanas los brotes fueron transferidos

al mismo medic pero sin reguladores de crecimiento y con 0.5
de sacarosa y se mantuvieron en éstas condicones durante
ocho semanas sin mostrar formacidn de raices.

%
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4.3.1.6 Efecto del enraizador liquido adicionado al
medioc DCR

El enraizador ligquido (Radix) fué filtrado en milipore
y adicionado al medio DCR a diferentes cantidades,observandose
que al anadir 10 y 15 ml los brotes murieron hacia la tercer
semana,probablemente por los altos niveles de auxinas (1000 y
500 mg L_1 de AIB,3.0 y 1.5 mg L_1de ANA respectivamente ).En
los otros tratamientos en que la concentracidn de los regulado-
res fué menor,se formé callo en la base de los brotes y poste-
riormente se transfirieron al mismo medio pero sin el enraiza-
dor y se registrd un crecimiento en el tallo y la formacidn de
asciculas pero no se desarrolld ninguna estructura rizdgena
después de haber estado cuatro semanas en el medio inductor y

otras cuatro en el medio sin el enraizador.

4.3.2 Extra in vitro

Se realizaron dos ensayos uno de ellos fué usando brotes
disectados del embridn y que fueron inmersos en el enraizador
liguido(Radix) durante dos minutos y después se colocaron en
macetas que contenian tierra de monte y agrolita (281 v/v ¥
cubiertos con bolsas de pldstico,éstos brotes permanecieron
en el cuarto de incubacidén durante seis semanas y fueron remo-

vidos para su revisidn,los cuales no mostraron formacién de

raices ni callo.

En el otro ensayo se usé el 50 % de los brotes empleados

en el punto 4.3.1.3;con AIB y ANA en combinacién con el medio
SH y que se transfirieron al mismo medio sin reguladores duran-
te ocho semanas y que finalmente se transplantaron a la mezcla
de tierra de monte y agrolita,retirando el agar de la base

con callo usando agua destilada esterilizada y que fueron cu-
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biertos con bolsas de pldstico.Los brotes permanecieron verdes,
crecieron y algunos formaron brotes laterales después de ocho

semanos sobreviviendo 34 de 50 pero sin formar raices.(Figuras

21 y 22).

Las condiciones para inducir raiz suelen ser variadas
como lo demuestran los resultados obtenidos en muchas conife-
ras dando una muestra al respecto:Winton y Verhagen (1977)que
solo obtuvieron el 5% de enraizado en brotes de
Pseudotsuga menziesii con 10 microgramos por litro de AIB;
Sommer,et al.,(1975) observaron la formacién de raices en el
medio sin reguladores,pero dicha respuesta se incrementé al
suministrar 10 ppm de AIB al medio en brotes de Pinus palustris.

Para obtener el dptimo de enraizado en brotes de Pinus taeda
deberian tener una longitud minima de 5 mm con un tallo bien di-
ferenciado y estar durante cinco semanas en el medio de cultive
'de Ba y. 0.1 mgL_] de ANA donde Mehra-palta,
et al., (1977), obtuvieron el 50% de enraizado,ademdas niveles

conteniendo 0.05 mgL~

semejantes se lograron en condiciones no asépticas,con niebla y

los brotes fueron mas vigorosos.

Cheng y Voqui (1977) lograron inducir raiz en brotes de
Pseudotsuga menziesii al ponerlos en un medio con 0.5% de saca-

rosa y 0.25 micromoles de ANA transferidos al mismo medio pero
sin reguladores y finalmente a condiciones no asépticas y obtu
vieron el 90 % de sobrevivencia de los brotes.

Los niveles de enraizamiento in vitro son generalmente bajos
y reguieren cambios frecuentes de medios,por lo que muchos inves-
tigadores sugieren el uso del enraizamiento directo bajo condicio
nes no asépticas con niebla o alta humedad ambiental.Webb Y

Street (1977) enraizaron el 20% de brotes de Picea sitchensis

y Pinus contorta bajo niebla y ademds observaron que los brotes

derivados de callo iniciado con 2iP o cinetina enraizan mejor

que los obtenidos con otras citocininas,



Figura 21.

Brotes transferidos a tierra de
monte/agrolita (2:1 v/v) bajo condi
ciones no asépticas,se observa el
crecimiento de un brote lateral.
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Horgan y Aitken (1981) en un estudio comparativo en la

formacidn de raices en brotes de Pinus radiata bajo condicio

hes in vitro y no asépticas,obtuvieron el 34 y 86% respecti-

vamnete.

Con lo que respecta a la especie en estudio desafortuna
damente no se logrd la induccidén de raiz en ninguno de los
ensayos planteados,por lo que sugiere buscar las condiciones
éptimas que permitan inducir favorablemente raiz bajo condi-
ciones in vitro y no asépticas o extra in vitro,haciendo én-
fasis en el uso de otras auxinas considerando su concentracidn
y tiempo de exposicidén,asi como de algunos componentes del -

medio como nitratos y boro.

En cuanto a la induccién de raiz a brotes bajo condicio
nes no asépticas es importante considerar en futuros trabajos
la humedad ambiental,ensayar diferentes temperaturas y foto-
periodo,ademds el uso de enraizadores comerciales deberad ser

una opcion que no debera descartarse.



Figura 22. Efecto residual de las auxinas

(ANA 0.01 mgL'1 con 1.0 mgL'1

de AIB) después de transferir
el brote a la mezcla de tierra

de monte/agrolita (2:1 v/v).
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5 CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en éste trabajo,se muestra
que es posible la obtencién de brotes adventicios en embrio
nes de Pinus cembroides Zucc.,cultivados in vitro con el su
ministro de nutrimentos y reguladores de crecimiento adecua
dos,lo cudl es una evidencia de que es posible la obtencidn
de plantulas,una vez que se superen los obstdculos relacio-

nados conla formacidn de raiz.

La formacidén de brotes en embriones de la especie en
estudio puede obtenerse por el suministro de altas concen-
traciones de BA {2.5x10'5 y 10_4molar) o por la combincidn
de 1077 molar de ANA con 10°% 0 107> molar en el medio SH
y en menor intensidad en el medio DCR con la combinaciones
de 10’ molar de ANA con 10_5,2.5x10_5 y 10™4 molar de Ba.

El alargamiento de los brotes obtenidos con el medio
SH se logré satisfactoriamente con la reduccién de sacarosa
de 30 gr”'
100 % de su concentracién,independientemente del aporte de

-1 . ...
a 20 gL ,sin reguladores de crecimiento y al
carbdén activado.

Las principales estructuras embrionarias,involucradas
en la formacién de brotes fueron:la zona del epicédtilo,la
base de los cotiledones y los cotiledones,con respecto a la
formacion de callo,éste siempre se inicid en la porcidén de
la radicula,extendiendose en algunos tratamientos a las demds
estructuras.
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La composicidén del medio de cultivo empleado,puede dar
resultados diferentes,como los obtenidos en éste trabajo con
el medio SH y =1 DCR,donde los mejores tratamientos para la
induccidén no fueron los mismos,incluso el alargamiento de
los brotes en el medio DCR fué muy favorable,ésto muestra

gue existe una interaccidén entre el medio y los reguladores.

Es evidente que ésta técnica,permitird la obtencidén de
cantidades apreciables de plantulas provenientes de una fuente
o inéculo,sin embargo existen muchos problemas por resolver,que
nos permitird comprender los factores determinantes en cada una
de las etapas involucradas en la propagaciodn in vitro.Ademds se
debera intensificar los trabajos de ésta indole,utilizando di-
ferentes indéculos y con las especies mds importantes de nuestro

pais.
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ANEXO No.1

Preparacién de soluciones concentradas

SOLUCION 1000 ml
Sol. A [10X)KN03 25 g
2.5 g
Sol. B {TOBX}CaCl2 20 g
0.2 g
Sol. C (100X) NH H2PO4 30 g
0.3 g
Sol. D (100X) MnSO,4H,0 1g
0.01g
Zns0,.7H,0  0.1g
0.001g
Cuso4.5H20 0.2g
0.002g
M9504.7H20 40 g
0.4 g
Seol. E (200X) KI 0.2g
0.001g
C0C12.5H20 0.02g
0.0001g
Sol.F (200X) H,BO, 1g
0.005g
Sol.G (100X) FESO4.7H20 15 g
0.15g
Na,EDTA 2 g
Sol. H (100X) Tiamina.HC1l 0.5g
0.005g
Ac.nicotinico 0.05g
0.005g
Piridoxina.HCl 0.05g
0.0005g

Mio-inositol

10 g

500 ml
12.5 g
10 g
15 g
0.5 g
0.05 g
0.1 g
20 g
B i
0.01 g
0.5 g
7.5 g

1 g
0.25 g
0.25 g
0.025g

59

250 ml

6.25 g

0.25 g
0.025g

0.05 g
10 g

0.05 g
0.005g

0.25 g

3.75 g
0.5 g
0.125g
0.125qg
0.0125g

2.5 g
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100 ml

2.5 g

0.01g

0.01g

0.02g

0.02g
0.001g



MEZCLA DE SOLUCIONES
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SOLUCION 1000 ml 500 ml 250 ml 100 ml
A 100 m1 50 ml 25 ml 10 ml
B 10 ml 5ml 2.5ml 1 ml
C 10 ml 5 ml 2.5ml 1 ml
D 10 ml 5ml 2.5ml 1 ml
E 5 ml 2.5ml 1.25 ml 0.5 ml
F 5 ml 2.5ml 1.25 ml 0.5ml
G 10 ml 5 ml 2.5 ml 1 ml
H 10 ml 5 ml 2.5 ml 1 ml
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ANEXO No.2

PREPARACION DE SOLUCIONES CONCENTRADAS DEL MEDIO DCR.

SOLUCION (100X) 1000 ml 500 ml 250 ml 100 ml

Solucidén A

ﬁﬁ4no3 40 g 20 g 10 g 4 g
KN03 34 g 17 g 8.5 g 3.4 g
Ca(N03)2.4H20 55.6 g 27.8 g 13.9 g 5.56 g
Solucidén B

MgSO4.TH20 37 g 18.5 g 9.25 g 3.7 g
CuSO4.5H20 0.025 g 0.0125g 0.0062g 0.0025g
ZnS0,.7H,0 0.86 g 0.43 g 0.215 g 0.086 g
MnSO, .H,0 2.23 g 1.115 0.557 g 0.223 g
Solucidén C

caCl,.2H,0 8.5 g 4.25 g 2.125 g 0.85 g
KI 0.083 g 0.0415g 0.0207g 0.0083g
COC12.6H20 0.0025¢g 0.00125g 0.00062g 0.00025g
NiCl2 0.0025g 0.00125g 0.00062g 0.00025g
Solucidén D

KH, PO, 17 g 8.8 g 4.25 ¢ 0.17 g
NaMoO4.2H20 0.025 g 0.0125¢g 0.0062g 0.0025g
H3BO4 0.62 g 0.31 g 0.155 g 0.062 g
Solucidén E

FeSO4.?H20 2.78 g 1.39 g 0.695 g 0.278 g

Na,EDTA 3.73 g 1.86 g  0.932 g 0.373 g
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SOLUCION (100X) 1000 ml 500 ml 250 ml 100 ml

Solucidén F

Glicina 02 g 0.1 g 0.05 g 0.02 g

Tiamina.HCl 0.1 g 0.05 g 0.025 g 0.01 g

Acido nicotinico  0.05 g 0.025 g 0.0125 g 0.005 g

Piridoxina.HC1 0.05 g 0.025 g 0.0125 g 0.005 g

Mio-inositol 20 g 10 g 5 g 2 g

MEZCLA DE SOLUCIONES

SOLUCION 1000 ml 500 ml 250 ml 100 ml
A 10 ml 5 ml .5 ml 1 ml
B 10 ml 5 ml .5 ml 1 ml
c 10 ml 5 ml 2.5 ml 1 ml
D 10 ml 5 ml 2.5 ml 1 ml
E 10 ml 5 ml 5 ml 1 ml
F 10 ml 5 ml .5 ml 1 ml




- FE DB ERRATAS

En la pdeina iii, en el ifciso 3.5.1 dice: Andlisis esta-
diastico; debe decir :Andlisis estadistico.

En le pégina 45,en el cuadro 2 en la Wltima 1{nea dice:
Agar 7500 7500; debe decir: Agar 7500 5000,

En la pdgina 76, en el se;unéo védrrafo en la primer lines
dice: endlisis; debe decir: endlisis.

Tn la pégine 84, en el tercer pdrrafo en la segunda linea
dice: Somer et 8l; debe decir: Sommer et al.

En la pédgina 101, en la décira primer citz en su segunda
1f{nea dice: Teis Trofesional; debe decir: Tesis Profesional.
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