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RESUMEN

El Pinus ayacahuite FEhrenb constituye una de las 50 especies
nativas de México, se caracteriza por formar poblaciones aisladas
de tamafio variado en diversas regiones montafiosas del pais. Es
una especie muy apreciada por sus caracteristicas maderables;
considerada importante por poseer madera de buena calidad,
utilizada normalmente en chapa, papel, pulpa, postes,
construcciones y por su madera suave es utilizada en artesania.

En la actualidad se menciona que la demanda mundial de los
productos forestales se incrementard considerablemente en las
préximas décadas. Tales prondésticos no se alejan mucho de 1la
realidad si tomamos en cuenta la creciente demanda por parte de
las industrias, lo cual limita drasticamente la existencia de los
bosgques. Ante este panorama, es necesario producir &rboles que
respondan a la demanda de derivados forestales. Es necesario, por
un lado, plantar arboles de ciclo corto, y por otro lado, aplicar
un sistema que permita la multiplicacién masiva de los individuos
con las caracteristicas deseadas.

Actualmente, la genética forestal y los sistemas tradicionales
de propagacién ofrecen posibilidades muy limitadas para obtener
y multiplicar estos genotipos en gran escala. El largo periodo
de crecimiento desde la semilla hasta la floracién (de 15 a 20
afios) es uno de los grandes obsticulos para el mejoramiento
genético convencional no sélo para el Pinus ayacahuite; ademas
la mitad o tres cuartas partes de la informacién acumulada
mediante estudios generacionales se desaprovechan por falta de
continuidad de los programas a largo plazo o por la pérdida de
la fuente de la semilla. Ante este panorama poco alentader, la
técnica de cultivo in vitro representa una posible solucién para
los problemas forestales.

Este trabajo plantea aplicar ciertos principios del cultivo
in__vitro para mostrar el potencial de 1la técnica en 1la
propagacidén, en una especie en donde no existe hasta ahora ningin
antecedente relacionado. Se pretende conocer 1los procesos
morfogenéticos que ocurren en los embriones maduros de

inus ayacahuite, cultivados en diferentes concentraciones de
Acido naftalenacético (ANA) y benciladenina (BA), para producir
brotes adventicios.

Se utilizaron semillas de polinizacién abierta. Los embriones
maduros disectados fueron desarrollados sobre la superficie del
medio SH (Schenk y Hildebrant,1972) o en el DCR (Gupta Yy
Durzan,1985), adicionados con ANA y BA, individual o combinados
a diferentes concentraciones.

La induccién mdltiple de yemas adventicias sobre la superficie
de los cotiledones fue estimulada con mayor eficacia (para ambos
medios de cultivo) solo cuando se encontraron actuando al mismo
tiempo ANA y BA, la concentracién de ANA tuvo que ser baja (0 o
107 M), con respecto a BA (10° o 2.5 x 10% M), aunque en el medio
SH con los mismos tratamientos se obtuvo formacién de brotes, la
maxima iniciacién de brotes adventicios y desarrollo de los
mismos fue mostrado en el medio DCR.



La -presencia individual de ANA (independientemente de su
;. concentracién) produjo la formacién de callo. En todas las
concentraciones utilizadas de citocininas (107, 10°, 10%, 2.5 x
10% y 10°*M) individuales mostraron siempre la induccién de yemas,
siendo solo BA requerido para la formacién de yemas mGltiples.

El - desarrollo de pléntulas requiere de un procedimiento
diferente; qgue consiste en un distinto balance de reguladores y
nutrimentos para cada una de las etapas de desarrollo.

El alargamiento de los brotes fue logrado con la transferencia
de los brotes a un medio basal con el 50% de su concentracién,
sin reguladores de crecimiento y con 20 gl! de sacarosa.

La metodologia para la obtencidn de brotes en embriones de Pipus
ayacahuite Ehrenb queda establecida y muestra el potencial de la
técnica en la propagacién masiva y su posible aplicacién en el
mejoramiento de la especie una vez que se obtenga el enraizado
de los brotes y se pueda hacer evaluaciones en campo.
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1 INTRODUCCION

Las especies forestales representan un recurso para la produccién
de madera, sustancias quimicas y energia, ademds de su
indiscutible importancia ecolégica y silvestre.

Por las caracteristicas de las especies forestales la creciente
demanda tanto en la industria mueblera, constructora, quimica y
papelera como, para las necesidades ecolégicas de reforestacién
Y 1la utilizacién potencial de derivados vegetales para la
produccién de energéticos, han provocado 1la disminucién
considerable en los bosques.

La falta de planificacién en la reforestacién, produccién, uso
y aprovechamiento de productos forestales en nuestro pais han
contribuido en gran medida a esa disminucién. De igual forma, se
deben considerar los estragos causados por enfermedades,
parasitos, incendios y tala inmoderada, en virtud de no existir
programas de proteccién forestal.

Se menciona que la demanda mundial para las préximas décadas
tendrd un incremento considerable, hasta un punto en que se ha
hecho necesaria 1la adopcién de medidas que tiendan a 1la
preservacidén y al mejoramiento de las reservas arbbreas. Ante
este panorama, es necesario producir &rboles que respondan, en
el presente y futuro, a la demanda de derivados forestales, de
individuos gue presenten ciclos cortos de vida y de
caracteristicas deseables. Una eficiente explotacién forestal
debe de excluir arboles de poca calidad y de crecimiento lento
Y heterogéneo, debido a que nuestro pais exige el mejoramiento
genético de 4&rboles superiores, con madera de buena calidad,
tronco uniforme, répido crecimiento, alto rendimiento del tronco
con relacién a la biomasa, resistencia a enfermedades y plagas;
de arboles que puedan adaptarse a diversos climas y a variaciones
ambientales (como la contaminacién), que respondan eficientemente
a las practicas forestales y que sean capases de fijar su propio
nitrégeno, ya que la fertilizacién artificial es econbémicamente
incosteable. El mejoramiento genético surge como una buena y a
veces Ginica solucién para mejorar el rendimiento en las especies
forestales.

Sin embargo, las técnicas actuales de mejoramiento tienen
posibilidades limitadas, por las complicaciones que derivan de
caracteristicas inherentes a los arboles, tales como los ciclos
de vida largos, las fases pronunciadas de juvenil y madurez, la
posicién inaccesible de 1los érganos reproductores y 1las
distancias grandes entre &rboles selectos. A pesar de esto la
propagacién vegetativa representa un camino mis directo para
obtener las caracteristicas genéticas de un &rbol "elite" maduro.
Aunque se enfrenta a varios obstdculos. Dentro de este tipo de
propagacién, el cultivo """ ofrece un gran potencial de ayuda a
los métodos tradicionales de propagacién, al incrementar el
proceso de produccién de variedades genéticamente superiores
provenientes de la seleccién de poblaciones naturales o del
mejoramiento convencional y de un nGmero limitado de semillas de
polinizacién controlada. Su principal ventaja en los programas



de mejoramiento y propagacién, es su potencialmente ilimitada
capacidad’ de multiplicacién. La multiplicacién in vitro de
“especies forestales contribuye en gran medida a la domesticacién
y mejoramiento. El actual sistema de propagacién por cultive in
vitro en coniferas se ha venido desarrollando y afinando
continuamente. Se espera gque en un futuro préximo las coniferas
se propagaréin eficientemente por este método de la misma manera
que se estan multiplicando otras especies forestales (caoba,
cedro, roble, etc).

El PpPipnus ayacahuite es una especie muy apreciada por sus
caracteristicas maderables; con madera de buena calidad,
utilizada normalmente en chapa, pulpa, postes, construccicnes y
por su madera suave es utilizada en artesania. Se recomienda como
especie ornamental y para plantaciones comerciales. Sus
caracteristicas biolégicas, econdmicas y sociales hacen de esta
una especie importante para el pais.
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2. OBJETIVOS E HIPOTESIS.
Por lo anterior el presente trabajo tuvo los objetivos siguientes:

1. Conocer los fenémenos que ocurren durante el establecimiento e
induccién de brotes miltiples en los embriones maduros de Pinus
ayacahuite Ehrenb cultivados in vitro.

2. Observar y determinar los efectos producidos por los medios de
cultivo SH (1972) y DCR (1985) en la produccién de brotes
adventicios sobre los embriones de pPinus ayacahuite Ehrenb.

3. Determinar los fenémenos morfogenéticos que puedan causar las
diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento empleados:
ANA, 2iP, cinetina y BA, en embriones maduros jin vitro.

Asi mismo se probaran las hipétesis sigquientes:

1. La produccién mGltiple de brotes sobre el embridén se obtendré
manipulando a los reguladores en forma individual o en combinacién.

2. La méxima iniciacién de brotes adventicios estard afectado
(ademds de las concentraciones de 1los reguladores) por 1las
concentraciones totales de las sales de cada uno de los medios de
cultivo empleados.

3. El alargamiento de los brotes es inducido, al reducir las sales

del medio basal al 50% de concentracién sin la adicién de
reguladores de crecimiento.

CULTIVO IN VITRO:. ' 9 OBJETIVOS E HIPOTESIS
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3. ANTECEDENTES
3.1 IMPORTANCIA DEL Pinus_ayacahuite Ehrenb.

El Pinus ayacahuite conocido cominmente como ayacahuite, aclote,
salacahuite y pino blanco constituye una de las 50 especies de
pinos nativos de México (Martinez,1948).

Es . un &rbol de 20 a 30 m. de altura a veces mayor, con un didmetro
‘de. 60 a 70 cm. Ramas extendidas, ramillas moreno dgris&iceas,
delgadas y flexibles, con las hojas como penacho en la punta, copa
subcilindrica, corteza dividida en placas irregulares cuando joven,
ceniza y moreno rojizo; tornéndose posteriormente &spera. Hojas
agrupadas en fasciculos de 5, de 11 a 13 cm. de largo y en
ocasiones hasta 20 cm. delgadas de color verde obscuro. Conos
subcilindricos atenuados de 20 a 35 cm. un poco encorvados y
colgantes cominmente por pares, con tinte ocre, muy resinosos,
semillas obscuras o moreno obscuras, de 12 cm. de largo, con ala
desarrollada de 1.5 a 2 cm. de largo por 6 a 10 mm de ancho, con
un peso aproximado de 0.3 gr (Martinez,1948; Eguiluz,1982).

Se caracteriza por formar poblaciones aisladas de tamafio variado
en diversas regiones montafosas del pais, tiene una amplia
distribucién en el eje neovolcanico, se reporta para los estados
de Puebla, Morelos, Veracruz, Hidalgo, Michoac&n, Guerrero, México
y D.F. (Martinez,b1948).

Geograficamente se extiende desde el paralelo 18° 20' al 21° 00 de
latitud norte, del meridiano 96° 56' al 102° 35 de latitud oeste y
su rango altitudinal va de los 2000 a los 3700 mts. sobre el nivel
del mar, con mayor frecuencia a los 2900 MSNM (Eguiluz,1578).

CULTIVO IN VITRO i1 - - . ANTECEDENTES



3.2 CULTIVO in vitro DE CONIFERAS
3.2.1 ANTECEDENTES HISTORICOS.

El primer informe de organogénesis in vitro de drboles forestales
fue hecho por Gautheret (1940) quien descubrié yemas adventicias
en.cultivo de tejido cambial de Ulmus campestris descubriendo las
condiciones para su diferenciacién y desarrollo anatémico. Méas
tarde Jacquiot (1949;1951) sefiala que la formacién de yemas
‘adventicias también se presenta en &rboles de mas de 180 afios de
edad. Determiné los efectos de auxinas exégenas, adenina e inositol
en la diferenciacién de yemas e interpretdé sus resultados para
indicar que la organogénesis ip vitro fue controlada por un minimo
de 2 factores antagénicos. Este trabajo es notable en cuanto a que
fue dado antes de descubrir las citocininas.

Wolter (1968) comunica rediferenciacién de plantulas a partir de
callo de Populus tremuloides. Winton (1968) cultiva callo de
Populus tremuloides, obteniendo brotes enraizados. Este fue el
primer ejemplo en el cual el genotipo superior de un arbol fue
propagado in vi tro, teniendo en cuenta que esta especie ha sido muy
dificil de enraizar por métodos convencionales Desde entonces, se
han obtenido pléntulas de mas de 120 especies e hibridos de &rboles
forestales cultivados in vitro. Cerca del B80% de éstas son
maderables.

3.2.2 PROPAGACION VEGETATIVA.

considerando el ritmo de deterioro del recurso forestal en México,
se prevé que en un futuro no muy lejano los bosques puedan ser
incapaces de satisfacer 1la demanda creciente de productos
forestales, de manera que se deben plantear alternativas para
resolver este problema; una de ellas consiste en el establecimiento
de plantaciones forestales comerciales altamente productivas, con
las especies mas adecuadas y gue tengan involucrada alguna
estrategia de mejoramiento genético. El1 impacto del hombre sobre
las masas forestales ocasiona que éstas vayan desapareciendo en
forma gradual, lo cual obviamente provoca una disminucién de los
recursos dgenéticos. De esta forma, con el paso del tiempo sera
dificil implementar programas de mejoramiento genético basados en
especies nativas y se recurrird entonces a la importacién de
productos forestales, o bien, a la introduccién de especies
exéticas que posiblemente no se adapten a las condiciones de
nuestro pais (Barbosa,1987).

CULTIVO IN VITRO 12 ANTECEDENTES



" El género Pinus es uno de los mas importantes desde el punto de
vista econémico, ya que por la superficie que cubren sus especies,
es base para la industria de la zona templado—fria del pais; con
especies de este género se realizan importantes programas de
reforestacién, por lo gue es importante encontrar la forma de
reproducirlos vegetativamente, con el objeto de establecer una
produccidn de semillas certificadas y/o pléntulas vigorosas gue por
sus caracteristicas incrementen la cantidad y calidad de las
cosechas de madera en plantaciones forestales
(Carrera,1977;Barbosa,1987) .

El uso de la propagacién vegetativa para producir Arboles en forma
comercial, estrictamente hablando, no es un método de mejoramiento,
pero ésta asociado con la seleccién y permite obtener un avance
considerable en el mejoramiento de las especies que se trabajan
utilizando este método (Barbosa,1987).

La seleccién fenotipica, con métodos convencionales de propagacién,
combinada con el ensayo de clones, es un procedimiento por el cual
se puede lograr un avance considerable en el mejoramiento de
especies, dentro de una sola generacién sexual. En esta forma, la
propagacién vegetativa tradicional se convierte en una herramienta
potencialmente Gtil para cualquier método de mejoramiento de
arboles forestales; y si las técnicas de propagacién vegetativa son
econdémicas, permiten que cualguier genotipo superior se pueda
repetir indefinidamente para uso comercial
(Carrera,1977,Bogdanou,1979) . La propagacién asexual de arboles en
términos generales, consiste en la obtencién de nuevos individuos
a partir de partes vegetativas. Este proceso es posible, debido a
gue ciertos 6rganos asexuales poseen capacidad de regeneracién, es
decir, Qe formar sus partes "faltantes", si se colocan bajo
condiciones favorables al crecimiento.

La propagacién vegetativa convencional es ampliamente usada por
fruticultores, floricultores, horticultores y mejoradores, que
reproducen las plantas que presentan la capacidad de reproduccién
asexual para aislar y conservar clones, ecotipos o variedades de
importancia econémica; de modo que esta técnica es de utilidad para
mejorar sus productos (Zobel et al.,1979). El interés por estos
estudios en la rama forestal, radica en que por medio de la
reproduccién vegetativa se pueden multiplicar integramente drboles
seleccionados en base a caracteristicas deseables que se gquieren
perpetuar como; velocidad de crecimiento, rectitud del fuste,
angulo de insercién de ramas, vigor, resistencia a plagas y
enfermedades, etc; es decir, que este método permite 1la
multiplicacién y preservacién de genotipos valiosos, los cuales son
posibles de desarrollar en plantaciones especiales denominadas
huertos semilleros, cuya finalidad se encamina a la preservacién
y produccién abundante de semillas de alta calidad, para programas
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AE‘mejoramiento y plantaciones comerciales (Barbosa,1987).

Los métodos de propagacién principalmente injertado y enraizado de

“fasciculos tienen ahora un mejor desarrollo para estos propésitos
y 'su potencial para producir propdgulos para plantaciones se esta
incrementando para transferir estas ganancias genéticas del
mejoramiento a poblaciones comerciales, para obtener heterocigotos
‘en"'cruzas de hibridos y para obtener especies Gtiles que estén
restringidas en su aprovechamiento, por problemas en el desarrollo
final de la semilla. Con la venida del cultivo in vitro, la
perspectiva para el uso general de la propagacidn vegetativa en el
mejoramiento genético de una amplia gama de especies es convertido
en realidad y es tiempo de considerar los valores y riesgos del uso
de esto en la domesticacién, estrategias y produccidn masiva de
Arboles forestales (Libby y Rauter,1984). Sin embargo, hasta ahora,
solo muy pocas especies son propagadas vegetativamente por medios
convencionales para plantaciones comerciales, la mayoria de los
estudios han sido a nivel experimental, ya gue las especies del
género Pinus son dificiles de propagar vegetativamente,
especialmente por el alto costo que presenta la ejecucidén y el
establecimiento de los injertos. Cuando los &rboles son adultos;
se registra al respecto una variacién considerable entre las
diferentes especies del género, e incluso se ha reportado
variabilidad en su propagacién agémica aln dentro de la misma
especie (2suffa,1974).

En la actualidad los métodos de propagacién vegetativa més
empleados en las especies forestales son ; los injertos y el
enraizado de fasciculos. Por medio de los injertos se obtienen
buenos resultados, su propdsito es el preservar fenotipos selectos,
multiplicarlos y crear huertos clonales para la produccién de
semillas de alta calidad para pruebas de progenie y usos
comerciales, pero pueden no tener éxito cuando se presentan
sintomas de incompatibilidad, entre el descendiente y el rizoma,
fendémeno muy difundido entre clones de algunas especies y prevé el
primer obstdculo para el productor de &rboles. El1 enraizado,
aunque, elimina el efecto de incompatibilidad, presenta otros
problemas, tales como diferencias en la facilidad de enraizado en
las distintas especies del género o aGn en diferentes &rboles de
la misma especie (Girovard,1970; Banes y Burley,1987). En las
especies forestales las aplicaciones de estas técnicas han sido
limitadas, en funcién de la escasa facilidad de éstas para
propagarse por medios vegetativos, especialmente de &rboles maduros
y en virtud de que a escala comercial se requeriria gran cantidad
de yemas de arbolado maduro, y seria una prdctica sumamente costosa
que afectaria las ganancias al obtener la cosecha final. Por lo
anterior, esta préctica en especies forestales generalmente se
reduce a utilizarlas en combinacién con la seleccién fenotipica
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para establecer huertos semilleros, y ensayos clonales para
evaluar la aptitud combinatoria final. Se ha emprendido diversos
estudios con el propésito de conocer los factores implicados en la
propagacién asexual de los pinos, para tratar de tener los métodos
Yy técnicas m4s adecuadas para cada especie (Mott,1980;Barley, 1987).

En la actualidad, considerables recursos son investigados en el
desarrollo de cultivos de érganos (Fossard et al.,1974),tejidos
{Bonga y Durzan,1983; Naguani y Bonga,1985; Hasnain y Cheliak,1986;
Jelaska y Bornman,1986), células y protoplastos (Dodds,1983) para
la produccién comercial de &rboles (Hasnain et al.,1986;Mott y
Amerson,1982). La produccién vegetativa por cultive de haploides
es también sugerida para algunas especies (Lu et al.,1981). Torres
(1989) menciona que el futuro y desarrollo del cultivo in vitro
yace en su uso como herramienta en 1la investigacién béasica y
aplicada y la subsecuente utilizacién de esta técnica para la
produccién de &rboles mejorados a escala comercial. En general, la
investigacién del mejoramiento de &rboles involucra 3 fases
fundamentales; seleccibn, crianza y pruebas de progenie. El cultivo
in vitro ofrece el potencial de amplificacién de un genotipo en
cualguier de éstas etapas, a través de la réapida produccién de
clones (Sommer et al.,1987).

En el presente, los esfuerzos intensivos en el mejoramiento de
4rboles esta confinado a coniferas relativamente pocas. A través
del cultivo ip vitro, puede ser ralativamente f&acil capturar
inmediatamente genotipos superiores de algunas especies y serxr
multiplicados pronto o almacenados, para usos posteriores. El mismo
procedimiento puede ser también aplicadoe a A&rboles con
caracteristicas no incluidas comlinmente en programas presentes y
a través de variacién somaclonal producir &rboles con nuevas
caracteristicas.

Para el éxito del sistema del cultive in_vitro sobre un proyecto
de mejoramiento de Arboles es necesaric; gue se presente una alta
frecuencia de organogénesis o embriogénesis, el producto final del
sistema debe de ser plantulas o embriones maduros. Las plantulas
obtenidas deben sobrevivir al cambio de ambiente experimental,
presentar cierta fortaleza en sus tejidos y funcionar en el campo
en una forma similar a las plantulas obtenidas por injerto, los
clones deben contener las mismas caracteristicas del cual provienen
o mantener variaciones en una manera predicha, y el criterio més
importante; el decidir si los métodes de propagacién por cultivo
in vitro pueden auxiliar en el mejoramiento de cualquier &rbol, es
decir, evaluar gque ventajas pueden proveer sobre las técnicas
existentes (Jones,1987;Sommer et al., 1987).

Otros usos para 1las técnicas del «cultivo ipn vitro son
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potencialmente importantes y algunas pueden tener aplicacién en
especies forestales (Bonga,1977;Jones,1987;Torres,1989), estos
incluyen los siguientes:

a) ‘El cultivo in vitro puede ser usado-para liberar de patégenos
virales. Las cepas libres de virus tienen que ser multiplicadas
para producir nimeros comercialmente fGtiles, por métodos
convencionales o por posteriores cultivos in vitro.

b) La propagacién directa de genotipos selectos para producir
&rpboles clonales.

c) Hibridacién somética.
d) Ingenieria genética.

- Aunque el térmxné "cultivo in vitro" es cominmente utilizado para
incluir todo tipo de cultivo vegetal aséptico, es preferible usar
los sigujientes términos (Torres,1989): .

a) Cultivo de plantulas.

b} cuitivo de érganos.

p) Cultivo de embriones.

d) Cultivo de tejidos o callo.

e) Cutivo en suspensién y cultivo de células a;sladas o
agregados celulares. :

£) Cultivo de protoplastos.
g) Cultivo de anteras o haploides.

Para una cobertura mds amplia de las técnicas del cultlvo in
vitro revisar a vVasil et al.,1979; Walbot,1981; Evans et al., 1983.

3.2.3 CULTIVO DE EMBRIONES

Es aceptado que los tejidos cultivados provenientes de plantulas
joévenes o semillas son el mejor material para obtener respuestas
morfogenéticas. Este es el motivo de que la formacidén de callo,
raiz y yemas-brotes sea obtenido mids facilmente cuando se cultivan

CULTIVO IN VITRO 16 ANTECEDENTES



inéculos embriénicos de diversas coniferas (Thorpe Y
Biondi,1984).Por eso es gque, a pesar de los buenos resultados
obtenidos en los procesos organogénicos en cultivos de células
indiferenciadas (callo y células en medio liguido), la mayoria de
los trabajos, tienen su interés enfocado en la regeneracién de
pléantulas mediante una via o proceso que evite a lo méximo la fase
de propagulo de inestabilidad genética, el cultivo de embriones es
una via que es muy utilizada para la propagacién de plantas
superiores (David,1982; Bhojwani y Razdan,1983) (fig 1).

Los primeros intentos en el cultivo de embriones de gimnospermas
fueron realizados por Schmid en 1924 (citado por Raghavan y
Srivastava,1982), quien cultivé jin vitro embriones de Pipus
sylvestri.

Varios trabajos experimentales han surgido desde los inxclos de
esta técnica y actualmente la utilidad del cultivo i

es mucho mds amplia (Thompson y Zaerr,1981; Mott,1981):

a) Permite determinar los requerimientos nutricionales
necesarios para el desarrollo embriénico in_vitro.

b} Amplia los conocimientos en la complejidad del desarrollo
del embrién in situ.

c) Elimina la latencia de semillas en ciertas especies,
acortando el ciclo biélogico.

d) Determina la viabilidad de las semillas.
e) Suministra material microclonal.
f) Produce y rescata embriones inmaduros de cruzas hibridas.

Permite entender los procesos relevantes de la
embriogénesis somitica en programas de micropropagacidn.
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Figura 1. Fases del cultivo in vitro de embriones de pino.
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3.2.3.1 FACTORES NUTRIMENTALES

Los prlmeros intentos en el cultivo de embriones maduros dan por
evidencia que los inéculos requieren de un medio sencille, aunque,
las sales minerales y una fuente de carbohidratos en forma de
sacarosa fueron los Gnicos componentes mayores del medio, otras
sustancias son frecuentemente afiadidos para obtener mejor
crecimiento. Como resultado, la incorporacién de vitaminas tales
como biotina, &cido nicotinico, &cido ascérbico, Acido pantoténico,
piridoxina y tiamina en el medio basal es ahora parte del medio
nutrimental para el cultivo de embriones. Sin embargo, se mencicna
que si bien 1as vitamlnas son utilizadas en el medio de cultivo de
embriones, presencia no siempre es esencial
(Raghavan,1980; Raghavan y Srivastava,1982).

Algunos autores consideran que el efecto mas importante para el
cultivo de embriones es la seleccién y concentracién adecuada de
las sales del medio de cultivo que soportard el desarrollo
progresivo del indculo (Bhojwani y Razdan,1983;Kolevsk et
al.,1983).AGn cuando Reilly y Brown (1976) mencionan gque la
composicién quimica de la sclucién mineral no juega un papel
fundamental en la formacién de brotes de Pinus radiata

varjios trabajos han demostrado que las soluciones nutrimentales
influyen en gran medida en el tipo de respuesta obtenida en otras
especies (Toribio y Pardos,1989). Pérez y Sommer (1987) cultivaron
embriones de pinus elliotii en tres diferentes medios nutritivos. Los
dos primeros contenfian sales mayores del medio MS a diferentes
concentraciones, que no promovieron respuestas morfogenéticas, el
tercer medio contenia sales mayores de Risser y White, con una
concentracién de nitrégeno mAs baja, que permitié el mejor
desarrollo de las yemas.

El medio SH es cominmente utilizado en el desarrollo de tejidos de
angiospermas, pero también tiene grandes aplicaciones en cultivos
de inéculos de gimnospermas, el medic SH el cual contiene menor
cantidad de amonio que otros, es un estimulador de la induccién y
el desarrollo de yemas adventicias en embriones maduros de especies
forestales, aln cuando el medio DCR es relativamente nuevo, se han
obtenido buenos resultados en el desarrollo de brotes en &rboles
maduros principalmente de coniferas (Mapes et al.,1981;
Bornman,1983; Gupta y Durzan,1985). Los trabajos desarrollados para
determinar los efectos causados por la presencia del nitrégeno han
permitido indicar los componentes més apropiados y sus niveles
6ptimos en el crecimiento de embriones de diferentes especies
forestales (Raghavan y Srivastava,1982): El1 NH'NO, y KNO, son
frecuentemente utilizados como fuentes de nitrégeno inorgénico en
el cultivo de embriones, sin embargo, para el caso de varios pinos
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-el (NH,);SO, es la forma usual de emplearse el nitrégeno (Gonzélez
‘dato - ‘no  publicado). Monier (1975) indica que la adicién de
nitrégeno en forma de aminodcidos al medio de cultivo puede
estimular el crecimiento de 1los embriones. Generalmente 1la

" ‘glutamina es utilizada por ser la mas efectiva para el crecimiento.
Resultados similares se han observado al adicionar la mezcla de
aminodcidos en forma de caseina hidrolizada.

otro factor que puede ser determinante en el crecimiento de los
embriones madurcs corresponde al tipo Yy concentracién de
reguladores del crecimiento que se encuentran en ese momento en el
medio de cultivo. Bhojwani y Razdan (1983) indican que el
crecimiento y diferenciacién de los embriones depende, en gran
medida, de reguladores de crecimiento, principalmente auxinas y
citocininas. Atn cuando los reqguerimientos y tipos de reguladores
varia entre las especies (Coleman y Thorpe,1976). El papel de las
auxinas, parece indicar, no ser esenciales, al menos para la
induccién de yemas adventicias y para el caso de embriones, cuando
se emplean, se adicionan a concentraciones bajas (Sommer y
Brown,1975). La presencia de auxinas, puede producir anormalidades
cromosémicas que se reflejan en 1la baja o nula respuesta
morfogénetica (Monier,1978). A la fecha, los mejores resultados en
la induccién de yemas o brotes se obtiene al emplear citocininas,
principalmente benciladenina (BA) . Las concentraciones de
citocininas es inicialmente alta (50 mg “'), reduciéndose al entrar
a la fase de proliferacién (Winton y Verhagen,1977;Reilly vy
Washer,1977). Sin embargo, el tipo de citocinina y la concentracién
depende del género y especie de pino. En Pinus pinaster (David y
David,1977) la induccién de yemas fue inducida con mas eficiencia
en cotiledones cuando al medio se le adiciono BA que cuando se
empleé 2iP o cinetina.

La sacarosa es la fuente m&s comGn de energia para el cultivo de
embriones, su importancia comparada con otros azGcares en el
mantenimiento de los inéculos in vitro en numerosas especies, es
discutida por Bhojwani y Razdan (1983). Smith (1973) menciona que
la sacarosa es afadida al cultivo de embriones no solo como una
fuente segura de energfa, sino también como un factor importante
para mantener la osmolaridad apropiada del medio, lo gue hace que
se convierta en extremadamente importante en 1los cultivos de
embriones; Para cumplir con esta funcién la concentracién &ptima
varia con la edad del desarrollo del inéculo, sin embargo, los
embriones maduros crecen bastante bien con 2%, pero los embriones
joévenes requieren por lo reqgular de concentraciones mis altas. A
este respecto Raghavan y Torrey (1964) mencionan gue cuando el
embrién avanza en edad sus requerimientos en concentracién de
sacarosa es baja.

Varios autores (Raghvan y Srivastava,1982;Bhojwani y Razdan;1983),
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consideran que no sélo los componentes nutrimentales del cultivo,
determinan el tipo de crecimiento y diferenciacién de los
embriones, sino que también el potencial formativo de yemas
adventicias estd generalmente afectado por pardmetros ambientales
que actuan en forma colectiva, tales como pH, radiacién luminosa,
temperatura e intercambio gaseoso.
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3.3 CARACTERISTICAS DEL INOCULO.

Las células vegetales tienen cierta capacidad potencial para
dividirse y crear un individuo completo y semejante a aquél del que
se tomé la muestra. Esta capacidad llamada totipotencialidad indica
que las células poseen toda la informacién necesaria para la
regeneracién de una nueva planta. Aln sin conocer plenamente los
efectos de los factores fisico-quimicos ocurridos en un arbol es
de gran importancia efectuar una buena seleccién del tejido por
cultivar, para que se pueda expresar de forma integra tal capacidad
regenerativa. Se han ensayado casi todos los tejidos y érganos
presentes en las especies lefiosas con amplio intervalo de
respuestas (Konar y Maymani,1974;Shimamoto et al.,1983; Augé y
Boccon-Gibod, 1986) .

3.3.1 EDAD

Dentro del &rbol existen zonas que retienen su estado juvenil (fig
2 ) por mayor tiempo que el resto del individuo, por lo que es de
gran importancia considerar la relacién de este factor con el tipo
de inéculo gue se seleccione para la propagacién in_vitro de una
especie determinada (Vargas,1982; Bonga,1983). El1 estado de
maduracién es un problema importante en 1la propagacién,
especialmente con coniferas, las respuestas obtenidas con inéculos
tomados de Arboles de varias edades Yy/o en diferentes
localizaciones del 4&rbol son por lo dgeneral diferentes
(Boulay,1989). Este es motivo por el que la formacién de yemas
adventicias, callo y rafz sea exitosamente obtenida cuando se
obtienen de inéculos con caracteristicas embrionales, es conocido
que los tejidos cultivados, provenientes de semillas o pléntulas
jévenes son el mejor material para obtener respuestas
morfogenéticas (Thorpe y Biondi,1984; Augé,1986; Tiribio vy
Pardos,1989) .

Los tipos de respuestas que se obtienen en los inéculos de
diferentes edades, depende del estado fisiolégico en que se
encuentre en ese momento el tejido en cultivo. Por ejemplo, 1los
primordios de hojas de varias coniferas, si bien, distintos
anatémicamente, producen brotes; al incrementarse la edad la
produccién decrece y la incidencia de hojas desarrolladas aumenta,
asi{; en las primeras etapas , los primordios, tienen el mismo
desarrollo potencial como al de los brotes de los cuales derivaron
{Meins,1986) . Similarmente, Winton,(1978) y David (1982) indican
que la intensidad de la respuesta in vitro de las especies lefiosas
depende del estado fisiolégico y bioquimico del arbol parental, en
el momento de la diseccién, presumiblemente todos los inéculos
tienen el mismo potencial, a pesar de la edad del material, sélo
gue en tejidos mas diferenciados este potencial esta suprxmido.
Bonga, (1977) propone que entre el material juvenil y maduro existe
una acumulacién de sustancias inhibitorias y observa que durante
la madurez existe una concentracién de acido absisico, etanol y
algunos fenoles.
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Figura 2. Diagrama de gradiente de madurez en drboles,
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FIGURA 2 Diagrama de gradientes de madurez en &rboles.

La madurez en una conifera de forma regular. El grado de madurez
de un meristemo apical es inversamente proporcional a la distancia
entre la unién raiz/vdstago A y el meristemo. Debido a que las
ramas laterales son mads cortas gque los entrenudos, a partir de los
cuales se originan, si consideramos las distancias AB, AC, AD, AE,
AF el meristemo B es el mé&s maduro y el meristemo f el mas juvenil.
Derecha, la madurez en diferentes frondosas. La densidad de trama
indica el grado de madurez. Los vastagos epicdrmicos E,
esfercblastos Sp, brotes de raiz y renuevos R, brotes de cepa o
retofios S y los &rboles frecuentemente podados P son juveniles. En
la zona juvenil o porcién del tronco no ramificado, se aprecia la
retencién de hojas cercanas al mismo, en invierno y los &ngulos
obtusos de las ramas, en la zona madura, en cambio, se puede
apreciar los &ngulos agudos de las ramas *Bonga,1982%.



Kondrasheva (1973) menciona que cuando se cultivan varios
fragmentos de ramas y tallo, tomadas de diferentes partes del Pinus
sylvestris en mwedio MS suplementado con Treguladores, la
proliferacién de callo en inbéculos de posiciones altas, empicza
primero y es mis intensa que en el material de partes bajas del
arbol y gue, aunque todas las partes vegetativas tienen capacidad
proliferativa, los tejidos que son cronolégicamente jévenes tienen
mas actividad de crecimiento. Ademis, de los cambios fisiolégicos
ocurridos en el fenémeno de madurez de los tejidos, las
concentraciones ©6ptimas de reguladores del crecimiento varia
considerablemente, siendo generalmente dificiles para dar
respuestas organogénicas (David,1982).

3.3.2 EPOCA DE COLECTA

La reaccién obtenida del inéculo puede depender del grado de
variabilidad de las condiciones en que se encuentre el &rbol, asi
como de los efectos ambientales que interactuan directamente sobre
su crecimiento. Varios &rboles pueden ser fAcilmente cultivados
cuando los indculos son derivados de individuos con crecimiento
activo, pero otros pueden producir brotes sélo de arboles en estado
de latencia. Augé (1986) indica que el ciclo anual de los &rboles
tiende a cambiar el equilibrio fisiol6gico del individuo; durante
la primavera los érganos crecen y 1los andlisis demuestran la
presencia de reguladores como auxina, citocininas y giberelinas,
durante el verano este flujo de sustancias disminuye, en el otofio
aparecen los inhibidores, por lo que, es de esperarse gue los
tejidos puestos en un medio de cultivo tengan reacciones diferentes
si se colocan en un medio de la misma composicién.

La época de colecta es frecuentemente considerada como un factor
critico para la propagacidén vegetativa, Selbyn y Harvey (1985)
observan un fuerte efecto de las estaciones del afio en la capacidad
de los indculos para formar yemas adventicias en Picea
sitchensis. Existen otros ejemplos donde indican que el efecto de
la fecha de colecta en el funcionamiento de los inéculos jipn vitro
es un resultado del estado fisiolégico del &rbol parental y el
nivel de los reguladores en el momento de la diseccién (Ball et
al., 1978; Bytchenkova,1963a; Bytchenkova.1963b; Bytchenkova,1967;
Bonga, 1984 ;Selby Y Harvey,1985; Bonga, 1987;Franclet et
al,,1987;Bonga y Von Anderkas,1988; Hohtola,b1988;Toribio vy
Pardos,1989; Lin et al.,1991).
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3.3.3 TAMANO

El tamafo del material vegetal es otro factor que puede afectar el
desarrolle final; cuanto mayor sea el volumen del inéculo més
determinantes serdn los equilibrios endégenos, por lo que ‘el medio
de cultivo no tendr& m&s que una influencia limitada. Por el
contrario un material pequefic serd orientado con mayor facilidad
por las propiedades del cultivo (Vidalie et al.,1986). Por esta
razén se propone gque el tamafio del in6éculo no deberi ser
extremadamente grande, sino un tejido que permita la regeneracién
con facilidad, que presente una cantidad adecuada de reservas
alimenticias y una apropiada cantidad de reguladores endégenos; ni
tampoco tan pequefios, para evitar lesiones sobre su superficie,
ademds de que son dificiles de manipular (Aartrijk,1984).

3.3.4 LOCALIZACION EN LA PLANTA PARENTAL

Los cultivos establecidos, tomados de diferentes partes vegetativas
del &rbol, pueden diferir en su patrén de desarrollo. Cuando se
utiliza un método de propagacién, se pueden considerar cambios en
la respuesta, si los inbculos son tomados de diferentes zonas
dentro del mismo individuo (Boulay,1989). La parte m&s “apropiada"
del &rbol, para iniciar un cultivo depender&, entonces, de la
especie y el tipo de proliferacién que se desea obtener, y esto a
su vez del genotipo y estado de desarrollo del &rbol
(Murashige,1977 ;Thomas et al.,1979;Green Y
Rhodes, 1982 ;Harms, 1982 ;Hussey,1986) . Asi; Banks (1979) sefiala que
células de callo, originadas de 2zonas con caracteristicas
juveniles, forman brotes, mientras que aguellos que se obtienen de
partes maduras forman embriones somiticos. Wernilke y Brette (1980)
mencionan que el tejido cercano a la base de las hojas juveniles
de Picea _abjes tratadas con 2,4-D forman una excelente
proliferacién de brotes, mientras que el tejido de otras regiones
no muestran ningGn cambio. Variaciones similares en la capacidad
de proliferacién es mencionada por Meins et al.,, (1980) y Turgeon
(1982) en diferentes coniferas.
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3.4 CONDICIONES QUE INTERVIENEN EL CULTIVO in_vitro.

3.4.1 NUTRIMENTOS

Ya que existe una clara divisién de las funciones en los diferentes
tejidos de un A&rbol, 1la biosintesis de metabolitos orgéanicos
requieren de nutrimentos esenciales, la necesidad de un medio de
cultivo para suplemento orgdnico en particular puede ser debido a
la incapacidad del tejido para producir éste o a una nueva
necesidad como resultado de un cambio en el metabolismo. La
formulacién de un solo medio no puede ser sugerido enteramente
satisfactorio para todos los tipos de inéculos vegetales (Murashige
Y Skoog,1962;Dodds y Roberts,1984;Yeoman,1986). La composicién
general de cxertos medios nutrimentales son revisados por Gamborq
et al., (1976) y Huang y Murashige (1977).

Todo medio de cultivo, consiste de varios tipos de componentes;
sales inorganicas, una fuente de energia y carbono, aditivos
organicos definidos e indefinidos (incluyendo vitaminas),
reguladores del crecimiento (cuando son necesarios) y posiblemente
un agente solidificante. Todos, estos componentes son manipulados
para lograr resultados deseables en diferentes tipos de inéculos.
Las formulaciones mas ampliamente utilizadas es la de Murashige y
Skoog (1962) y Schenk y Hildelbrand (1972) (cuadro 1 ).

Las sales inorganicas en el medio de cultivo incluye los macro y
micronutrientes esenciales para el crecimiento y desarrollo de los
tejidos; los compuestos quinmicos requeridos en altas
concentraciones, a parte del hidrégeno y carbono son 1llamados
macroelementos (elementos mayores); nitrégeno, fésforo, azufre,
calcio, magnesio y potasio (Bhojwani y Razdan,1983). La
concentracién éptima de cada nutriente para lograr la maxima
velocidad de crecimiento varia considerablemente entre las
especies.

El nitrégeno es afiadido en forma de nitrato y amonio o en
combinacién, por 1lo regular, el nitrégeno forma parte de los
amino&cidos, vitaminas, proteinas y 4cidos nucleicos. Se recomienda
que, para asegurar un adecuado suministro de nitrégeno inorgénico,
es conveniente afladirlo en forma de nitrato y amonio, ya que el
nitrato es utilizado por las células sélo cuando el Ph del medio
declina hacia 1la alcalinidad. Al respecto Ingestad (1979)
manifiesta que en Pinus sylvestris, el nitrégeno es mejor
metabolizado en forma de NH,* que NO; ; sin embargo, altos niveles
de amonio en ocasiones puede causar pérdida del potencial
morfogenético, debido a que al incrementar el radio de NH,*-~NO3"
existe un decremento de cationes, especialmente de potasio y este
ién es necesario para realizar procesos morfogenéticos.
Similarmente Gamborg y Shyluk (1970,citado por Gamborg et al,1976)
mencionan que la alta concentracién de amonio puede reducir el
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crecimiento celular en algunos sistemas vegetales y eso reduce la
velocidad de supervivencia y desarrollo de primordios de asciculas
en el cultivo de Douglas-fir (Thompson y. Zaerr,1981). La reduccién
en los niveles de KNO, y NH4NO, es esencial para la induccidén de
yemas adventicias en brotes maduros y meristemos disectados, por
los menos para Pseudotsuga menzjesii (Thompson y 2Zaerr, 1981;
Bekkoui et al,,1985). ’

Cuadro 1. Composicién quimica de algunos medios empleados en el
cultivo jipn vitro de coniferas. (mg 1').

_Schenk y ..
Hildebrant
(1972) .z

Compuesto vMura'shige 2
i -y SKoog:il
-{1962)

Bornman ..

(NH,) ;S0,
NH,H,PO,
NH,NO,

KNO,

ca (NO,),.,H20
CH,N,0

KH,PO,
MgSso,.7H;0
Mnso,. 4H,0
2ZnS0,. 7H,0
Cuso,. 5H,0
FeS0,.7H,0
cacl,. zi1,0
coCl,. 6H,0
Kcl

KI

H;BO,
Na,Mo0,.2H,0
NaFe.EDTA.2H,0
Na,.EDTA

Mio-inositol
Tiamina.HCl

HNOOPROKO!

Acido nicotinico 0.
Piridoxina.HCl 0.
Pantotenato de Calcio -
Biotina -
Glicina 2

.1

Acido folico

Murashige,T. y F.Skoog.1962.Physiol Plantarum.15:473-479.
Schenk,R.W. y A.C.Hildebrant.1972.Can.J.Bot.50:199-204.
Bornman,C.H.1981.Symposium on Clonal Forestry.Sweden.pp.43-56.
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El. fésforo en general puede estar representado en el medio de
cultivo en forma de NaH,PO,.H,0 KH,PO, (Dodds y Roberts,1984).El ~
sulfato de magnesio (MgSO,.7H,0) satisface ambos requerimientos de
magnesio ¥y azufre (Bhojwani y Razdan,1983).

La adicién de cacCl,.H,0 o Ca(Na,),.4H,0, pueden ser utilizados para
satisfacer las necesidades de calcio (Dodds y Roberts,1983), el
nivel de calcio y su concentracién con otros macroelementos es
analizado en forma mds concreta por Bornman (1983). El potasio se
encuentra presente en XKNO;, KCl y KH,PO,. Los iones cloruro estdn
normalmente como Kcl o CaCl,. Aunque el sodio no es generalmente
requerido por las plantas puede ser esencial para cultivos con vias
fotosintéticas ¢4 (Dodds y Roberts,1984).

Ademés de los macronutrientes, las células vegetales requieren de
pequefas cantidades de ciertos elementos (micronutrimentos). Los
micronutrimentos requeridos por las células de plantas superiores
son : cobre, zinc, hierro, manganeso, boro, molibdeno y cobalto;
el aluminio y niquel utilizados por Heller, (1953) pueden no ser
esenciales (Bhojwani y Razdan,1983).

En el medio original de White (1943), el hierro es afiadido en forma
de Fe(S0,),;, pero es reemplazado por FeCl,, para cultivos de raiz.
Sin embargo, el FeCl, no provee una fuente de hierro apropiada pues
s6lo esta disponible para los tejidos con un Ph de 5.2, es sabido
que en cultivos de raiz, en un lapso de una semana de incubacién,
el Ph del medio cambia del valor inicial de 4.9-5.0 a 5.8-6.0 y las
rajces empiezan a mostrar sintomas de deficiencia del elemento.
Para superar este problema en muchos cultivos, el hierro es
utilizado como Fe-EDTA, en esta forma el metal permanece
disponible hasta un Ph de 7.6-8.0 (Bhojwani y Razdan,1983).

Bhojwani y Razdan, (1983) mencionan algunos sintomas por
deficiencia de ciertos elementos.

Los compuestos orgé&nicos son la otra parte del medio de cultivo:
Las vitaminas y los aminodcidos son de gran importancia ya gque la
cantidad y tipo utilizados pueden variar de una especie a otra y
cambiar por completo los resultados esperados. Las vitaminas tienen
funciones cataliticas en sistemas enzimdticos y son requeridos sélo
en cantidades muy pequefias. Varios cultivos celulares son capases
de sintetizar todas las vitaminas esenciales, pero aparentemente
en cantidades muy wmenores a las necesitadas por las células, por
1o que para lograr un mejor crecimiento de los tejidos es frecuente
el suplemento de algunas vitaminas y aminodcidos (Bhojwani vy
Razdan,1983; Dodds y Roberts,1984). Algunos autores consideran que
la vitamina B, (tiamina) pueden ser la finica que se emplee en todos
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16s - cultivos. Sus- - necesidades ~para el cultivo Jin vitro es
. ‘especialmente 'evidente a. niveles bajos (Gamborg et al., 1976;
“‘Bhojwani 'y Razdan,1983;Dodds y Roberts,1984). Yemas adventicias son
exitosamente inducidas en cultivos de cotiledones de Pseudotsuga
mepziesii-'y posteriormente los brotes son alargados y enraizados
empleando’ tiamina como vitamina ex6gena (Cheng,1977;Cheng vy
Voqui,1977). .

El mio-inositol es frecuentemente suministrado en el medio, y
aunque su funcién no es clara, se conoce gue ayuda a mantener las
condiciones osméticas; es usualmente afiadido en concentraciones de
100 a 500 mgL' (Goldfard y Zaerr,1989). Abdullah et al., (1989)
mencionan que si bien, el papel de esta vitamina no es
completamente entendido, se sabe que interviene en la sintesis de
fosfolipidos y en las pectinas de la pared celular. Gamborg et al.,
. (1976) y Goldfard y Z2aerr,(1989) indican que vitaminas como la
piridoxina, A4cido nicotinico y pantotenato de calcio pueden
estimular el crecimiento de los indculos.

varios medios de cultivo muestran diferencias en su composicién con
respecto a la presencia de aminodcidos (Bhojwani y Razdan,1983).
De acuerdo a varios autores, se considera que es ventajoso reducir
los niveles de nitrégeno inorgénico en el medio basal vy
suplementarlo con fuentes organicas tales como aminodcidos (aAl-
Talib y Torrey, 1959; Chalupa,1983;Gupta y Durzan,1985). Sin
embargo, en la mayoria de los trabajos, con excepcién de 1la
glicina, los aminoAcidos no son afadidos al medio de cultivo (Dodds
y Roberts,1984).

La forma especifica de nitrégeno en que es afladido puede afectar
el éxito del cultivo. El amonio y la glicina inhiben el crecimiento
de células en suspensién cuando son afiadidos al medio MS, mientras
que el nitrato y la glutamina, en las mismas concentraciones son
estimulantes (Lee,1983).

Otras numerosas mezclas de compuestos nitrimentales, de composicién
indefinida, tales como; agua de coco, extracto de malta, jugo de
tomate y extracto de levadura son utilizados para promover el
crecimiento de ciertos callos y érganos vegetales.

No obstante, el uso de estas sustancias podria ser evitado con el
tiempo, ya gque se pretende dar una mejor definicién a los
constituyentes del cultivo (Bhojwani y Razdan,1983;Dodds Yy
Roberts, 1984) . Los extractos de frutos pueden afectar la
reproducibilidad de los resultados, ya que la calidad y cantidad
de los constituyentes promotores del crecimiento en los extractos
frecuentemente varian con la edad de los tejidos y de los
organismos donadores. Con la finalidad de desarrollar medios
sintéticos apropiados, varios investigadores han reemplazado
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. fectivamente las combxnaciones nutrltivas naturales, incrementando
las concentraciones de varios nutrientes inorganicos,
particularmente potasio y nitrégeno (Mapes y Zaerr, 1981 Bhojwani

-y Razdan,1983).

La sacarosa es la fuente mds comGn de carbono utilizado en el medio
para el cultivo de una gran variedad de especies de coniferas. La
glucosa (Harvey y Grasham,1969;Chalupa,1983) y fructuosa son
también utilizados, aungue, Al-Talib y Torrey (1959) no encuentran
diferencias significativas en el crecimiento de las yemas de
algunas coniferas en cultivos conteniendo sacarosa, glucosa Yy
fructuosa o en una combinacién de fructuosa y glucosa, Bhojwani y
Razdan (1983) mencionan que su superioridad comparada con otros
azlcares es muy grande.

3.4.2 REGULADORES DEL CRECIMIENTO

Varios cultivos in vitro muestran absoluto requerimiento a los
reguladores del crecimiento para mantener la proliferacién en un
medio b&sico, conteniendo fuentes de carbono y nitrégeno, sales
minerales inorgédnicas y vitaminas. Son componentes esenciales del
medio morfogenético y generalmente las varias investigaciones esté&n
dedicadas a determinar el &ptimo regulador y las concentraciones
para lograr los resultados deseados en cultivos de muchas especies,
ya que los requerimientos adecuados varia considerablemente con los
tejidos, y esto depende a su vez de los niveles endégenos. Cuatro
clases principales de reguladores del crecimiento son importantes
en el cultivo in vitro; auxinas, citocininas, giberelinas y &cido
abscisico, las 2 primeras son consideradas como morfogenéticos
primarios en la iniciacién de un cultivo in vitro (Halpenn,1969;
Greshof,1978; Fosket,1980; Tran, 1981;
Hams, 1982 ;Krikorian, 1982 ;Hussey,1986;Goldfard y Zaerr,1989).

Entre las auxinas disponibles el &cido indol-3-acético de origen
natural, es conocida por ser menos activa que otros reguladores;
facilmente degradada en cultivos vegetales, ya gque facilmente
pierde su funcién biolégica por la accién de la luz y oxidacién
enzimitica (Dodds y Roberts,1984). Las auxinas 2,4-D y IBA son mas
efectivas, que por, ser compuestos sintéticos no estén sujetas a
la misma oxidacién (Dodds y Roberts,1984;Hussey,1986).

Las auxinas inducen ré&pidamente la formacién de callo; en varias
especies la organogénesis es frecuentemente rara cuando se aplican
solas. Estimulan el alargamiento de brotes y promueven la divisién
celular, adem&s de iniciar la formacién de raiz, pueden hacerlo
mismo con la floracién e inducir el amarre de frutos. Establecen
la dominancia apical, estimulan las actividades cambiales y pueden
afectar los fendémenos de abscicién y la diferenciacién de capas de
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abscicién (weaver,’ 1976; Dodds’ Q’Robetts, 1984; Hussey, 1986;
Nobntaka, 1988) ey i

Las cltocznlnas mas " ampliamente utilizadas en el cultivo in vitro
~son: bencil amlnorpurlna (BA), cinetina y zeatina; las dos primeras

‘sSon compuestos sintéticos.  Los dos efectos pr1nc1pales de las

citocininas’ ’sonj:’el  provocar la divisién celular y regular la
i'diferenciacién’ en: los tejidos disectados, ademd&s de gque se

requieren tanto‘en: la ‘iniciacién como en 1la continuacién del

cultivo:™ La disponibilidad de estas sustancias ha hecho que sea
osible"elicultivo de varias especies (Linsmaier y Skoog,1965;
eaver,1976;Dodds y Roberts, 1984 ;Nobutaka, 1988) . AGn cuando depende
‘de la especie, la bencil amino purina (BA) es considerada eficiente
en  términos de - induccién de vyemas adventicias (Webb vy
Street,1977;Von Arnild,1978). Al respecto Chalupa (1983) menciona
qgue BA es mas efectiva que la cinetina en las concentraciones de
1 a 2 mgl! para la induccién de yemas adventicias en latencia. El
medio también incluye 0.05 a 0.01 mgl' de ANA.

Cualquier cambioc en el equilibrio entre auxinas y citocininas puede
por lo general afectar las expresiones del crecimiento celular en
un tejido; cuando la cantidad de citocininas es baja en proporcién
con las auxinas generalmente se produce un desarrollo de raiz, pero
si se eleva, se desarrolla brotes y cuando la concentracién entre
ambos reguladores es la misma se desarrolla tejido calloso

(Murashige,1974; Weaver,1976; Narayanaswamy, 1977;
Hussey, 1986 ;Nobutaka,1988). En general para todos los tejidos
vegetales , la induccién de yemas adventicias requiere de altas

concentraciones de citocininas y poca o ninguna concentracién de
auxinas. Trabajos recientes, en algunas coniferas, confirman que
no es necesaria la adicién de auxinas puesto que las citocininas
son suficientes para inducir formacién de brotes. Los trabajos
realizados por Abdullah et al., (1989) con Pinus brutja apoyan esta
conclusién, pues la alta produccién de brotes en tejido embriénico,
es obtenido en medio suplementade con sélo citocininas. Sin
embargo, otros autores apoyan la idea de que, para lograr una
respuesta morfogenética deseable, es necesario una proporcién
precisa de auxina-citocinina (Fosket,1980; Zaerr y Mapes,1981).

En estudios realizados en tejidos embriénicos de una gran cantidad
de coniferas, se observa gque para la produccién de yemas
adventicias es indispensable que se adicionen al medio basal una
concentracién alta de BA (por lo general 10°-10% M) y niveles muy
bajos de ANA (10'M ) (Sommer,1975;Cheng,1977;Von Arnold y
Eriksson,1978;Mapes et al.,lBBl;Thompson,lSBl).
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3.4.3 Ph DEL MEDIO

Los cultivos jin _vitro toleran un rango de Ph de 5.2 a 5.8, los
procedimientos comunes de ajuste del Ph de los nutrientes del medio
son realizados con 4&cido o base, antes de los procedimientos de
esterilizacién por medio de autoclave. No obstante, el rango
caracteristico de Ph puede variar para algunas especies
(Martin,1980;Skirvinn et al.,1986). Skirvin et al., (1986)
mencionan que existen diferencias significativas entre los valores
de Ph iniciales y postesterilizacién particularmente en el rango
de 5.8 - 8.5, este efecto se observa con y sin agar, adenis,
indican que a un mayor tiempo de esterilizacién mayor el cambio de
Ph en términos de acidez y que los cambios en el Ph después de la
esterilizacién, son menores cuando se incrementan los niveles de
agar. Existen otros reportes gque mencionan gque las altas
temperaturas utilizadas en esta etapa, pueden causar un cambio en
el Ph (Mann et al., 1982; Singha,b1982). El tejido en el medio, el
tipo de autoclave, la pasicidn dentro del recipiente, la calidad
de los nutrientes y la calidad del agua son otros factores que
pueden influir en un cambioc significativo del Ph, en perfodos muy
cortos; 48 hrs (Skirvin et al.,1986). Ademds, Behagel
(1972) ;Martin, (1980) y Douglas, (1980) mencionan que las
diferencias en los valores del Ph, registradas, son inevitables
debido a la produccién de iones amonio (NH,) provenientes de los
sulfatos de amonio, y cloruro de amonio y la produccién de iones
nitrato (NO,;) producidos por nitrato de sodio y potasio, cuando son
utilizados por las células.

Por otro lado, Bhojwani y Razdan (1983) mencionan que, en general,
un Ph alto de 6.0, proporciona una solidificacién del medio y un
Ph inferior a 5.0 no muestra solidez satisfactoria.

3.4.4 BUBSTRATO

Para el éxito de la regeneracién de plantas jp vitro, el medio de
nutrientes debe ser apropiado en composiciébn quimica y en
propiedades fisicas ya que el metabolismo y por lo tanto las
respuestas de los inéculos se puede modificar por completo,
dependiendo de que se encuentre en un medio sélido o liquido, es
muy importante, entonces, seleccionar el tipo de medio (Boccon-
Gibdd, 1986 ;Abdullah et al.,1989).

El agar es el agente solidificante m&s comfin para cultivos in
vitro, su importancia comparada con otros substratos en el
mantenimiento de los inéculos de varias coniferas, es mencionada
por White y Risser, (1964).

El medio liquido es utilizado principalmente para establecer
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. cultives en suspensién de células individuales o agregados. AGn
cuando, los cultivos en suspensién parecen favorecer a la formacién
de embriones som&ticos, no existen evidencias precisas de una
regeneracidén completa en el caso de especies de coniferas, debido
a estas consideraciones, se sugiere que es necesario emplear un
medio de cultivo que contenga substrato sélido o semi-sélido que
ayude a la fijacién del tejido; a la vez que permita 1la
diferenciacién y desarrollo de los inéculos (Wimton y
Huntinen, 1976; Street,1977; Vargas,1982; Abdullah et al.,1989).

3.4.5 LUZ

Las caracteristicas de radiacién, las cuales influyen en el
desarrollo de las plantas en general, son también las que afectan
el tejido vegetal en cultivo, estos aspectos son generalmente;
intensidad, calidad y longitud, en el periodo de exposicién. Se
considera la 1luz como uno de 1los mas importantes factores
ambientales; la densidad y composicién espectral, todos influyen
en el alcance y grado de diferenciacién en el cultivo jin vitro. Es
altamente probable que el papel de la luz en la formacién de

brotes, este relacionado a algGn proceso enzimatico
(Murashige, 1974 ;Seibert y Kodkade,1980).
La morfogénesis jip vitro es también influenciada por ciclos de

luz/obscuridad y parece que existe una relacidén entre las demandas
fotoperiodicas de plantulas intactas y en cultivo Investigaciones
con el tejido embriénico de S queda clcramente
que un fotoperiodo resulta en una alta proporcién de yemas m&s que
en una iluminacién continua. Fs comGn que un régimen de fotoperiodo
sea empleado con indculos de todos los origenes y para todos los
estados de regeneracién, donde muchos de los estudios en cultivos
de coniferas no tienen evaluacién critica de requerimientos de luz,
de interés prictica es la observacién de que un régimen de 16 hrs.
luz/8 hrs. obscuridad, sea satisfactorio a muchos cultivos,
incluyendo a todas las especies de pinos los cuales son reportados
lp vitro (Abdullah et al.,1989).

3.4.6 TEMPERATURA

La temperatura de incubacién influye directamente sobre 1la
velocidad metabé6lica de los tejidos in vitro, llegando a determinar
la respuesta morfogenética final. Sin embargo, existe poca
informacién a cerca de los efectos y los mecanismos que regulan las
respuestas observadas (Narayanaswamy,1977; Vargas,1982). La mayoria
de los tejidos son desarrollados a temperaturas cercanas a los 25
° ¢, pero las temperaturas ambientales usuales de las especies
concernientes pueden ser tomadas en cuenta. Martin (1980) y
Abdullah et al., (1989) indican que la mayor parte de los tejidos
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cultivados crecen dentro del rango de temperatura de 20-27°C. La
velocidad mixima de propagacién es, sin embargo, a una temperatura
precisa para la especie en estudio. Es recomendable ajustar 1la
temperatura del cultivo dentro de los recipientes antes de los
niveles de la c&mara de cultivo (Murashige,1974;Abdullah et
al.,1989).
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4. MATERIAL Y METODOS

E1l presente trabajo fue realizado en el laboratorio de
Embriogénesis del Centro de Fruticultura del Colegio de
Posgraduados y se emplearon semillas de polinizacién abierta de
Pipus ayacahuite proporcionadas por el Centro de Genética Forestal
A.C.

4.1 ESTABLECIMIENTO DE LO8 INOCULOS
4.1.1 DESINFECCION

Las semillas de pipus ayacahujte fueron completamente sumergidas
en una solucién de detergente con agitacién, por 5 minutos
enjuagadas en tres ocasiones con agua destilada. La desinfeccién
se hace superficialmente con cloruro de mercurio a varias
concentraciones; 0.1, 0.5, 0.8, 1.0 y 1.5% (P/V) (cuadro 2 )
durante 5 minutos, las semillas se enjuagan con agua destilada-
estéril por 5 ocasiones, se dejan remojando por 24 hrs, en un
pequefio volumen de agua destilada~estéril a condiciones ambientales
de laboratorio en obscuridad (18-22°%1%).

Transcurrido el tiempo de imbibicién, se continué con el proceso
de esterilizacién superficial; las semillas son sumexgidas en
etanol al 70% (V/V) durante 1 minuto, posteriormente en cloruro de
mercurio a 0.1, 0.5, 0.8, 1.0 y 1.5% (P/V) durante S5 minutos, se
enjuagan con abundante agua destilada-estéril por 5 ocasiones bajo
condiciones estériles.

Los embriones se extraen de la semilla y se colocan en cajas de
Petri conteniendo agua estéril, de uno a dos minutos con el objeto
de hidratar y quitar los residuos del edospermo, antes de ser
colocados en el medio de cultivo.

Los embriones son colocados en forma horizontal sobre la superficie
del medio (20 ml), previamente servido en frascos de boca ancha
(56x75mm), se inb&culan 3 embriones por frasco; cada tratamiento
utilizado requiere de S repeticiones dando un total de 15 embriones
por tratamiento.

Todos los tratamientos son colocados en un cuarto de incubacién,

iluminados con lamparas fluorescentes en forma continua (3,000 lux)
a una temperatura constante de 25° +1%.
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CONCENTRUION 0E oty | ESMRR B cion vy | o posmmme "
0.1 5 95.0
0.5 S 33.0
0.8 5 26.0
1.0 5 6.0
1.5 5 0.0

Cuadro 2. Efeocto del Clorurc de Merourio sobre la
supervivenoila de embriones In vitro.

[+
0.1 0.5 0.8 1.0 1.8

Gréfica del % de supervivencia de embriones a difsrentes track de ck de
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4.1.2 MEDIO DE CULTIVO

Para la induccién de estructuras morfogenéticas se utilizan los
medios basicos SH (Schenk y Hildebrand,1972) y DCR (Gupta Yy
purzan,1985) (cuadro 3). La solidificacién es realizada con agar
purificado a 7.5 Gl' de concentracién para el medio SH y 6.0 Gl
para el medio DCR, el Ph es ajustado a 5.8 antes de la
esterilizacién por medio de autoclave a 121°%¢ y 1.14 cm? de
presién, durante 15 minutos, la fuente de energia es suministrada
en forma de sacarvsa a 30gL', la composicién quimica de ambos
medios se muestra en el cuadro 1.

4.1.3 REGULADORES DEL CRECIMIENTO

Para el crecimiento y diferenciacién de embriones de
Pinus_ayacahuite cultivados jp vitro, es necesario suplementar el
medio basal con reguladores de crecimiento, el cuadro 4 , muestra
la concentracién para el medio SH y el cuadro 5 , para el medio
DCR.
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Cuadro 3. Medios empleados en el cultivo in vitro!de embriones de .
Pinus ayacahuite (Schenk 'y Hildebrand,SH: (1972).  yi Gupta 'y "
Durzan,DCR(1985) . : g N : T

COMPONENTE : - MEDIO".
SH mgl: "

KNO3 O . 2500
NH4NO3 - SIS
NH4H2PO4
Ca(NO3)2.4H20
KH2ro4
MgS04.7H20
caclz.2H2H
H3BO3
MnsS04.H20
MnsoO4.H20
ZnS04.7H20
CuS04.5H20

KI

FeS04 .7H20
Na2EDTA
CoCl2.6H20
Nicl2.6H20
NaMoO4.2H20
GLICINA
MIO-~INOSITOL
TIAMINA.HC1
PIRIDOXINA.HC1
Ac. NIcorinIico
SACAROSA

AGAR

.-300
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CITOCININAS CONCENTRACION MOLAR *
X 2iP BA
AUXINA  ANA 0.0 107" 10%° 2.5x10% 10% 10™*
0.0* 1 2 3 4 5 6
107" 7 8 9 10 11 12
10%° 13 14 15 16 17 18
10% 19 20 21 22 23 24
10" 25 26 27 28 29 30
Cuadro 4. Concentraciones de reguladores : ANA-K, 2iP y BA en combinacié:

el medo SH para la induccidn de hrotes advent:.clos en embr.tc
maduros de Pinus ayacahulte :
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CONCENTRACION MOLAR *
ANA BA

0.0 * 107 * 10¢ * | 2.5%x10%" 10 * 104 *
0.0 * 1 2 3 4 5 6
107 * 7 8 9 10 11 12

Cuadro 5. Concentraciones regulares ANA-BA en combinacién
en medio DCR, para la induccidn de brotes adventicios en
embriones maduros de Pinug ayacahuite
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4.2 PROLIFERACION

Para obtener la diferenciacién completa, individualizacién vy
alargamiento de 1los brotes presentes en embriones de Pinus
ayacahuite se reduce la concentracién de sales de los medios SH y
DCR al 50%, sin reguladores de crecimiento, junto con 2% de
sacarosa y 1% de carbén activado para efectos positivos en el
alargamiento. Sélo los brotes con una longitud de S mm son
disectados y colocados en las condiciones anteriores, todos
aquellos que no logran alcanzar el desarrollo -permanecen con el
embrién hasta alcanzar dicho tamafio. .

4.3 TOMA DE DATOSB.
Caracteristicas de crecimiento y diferenciacién’consideradas:
Callo; : :

1. Tiempo de formacidn.

2. Lugar de formacidn. .
3. Tamafio; peguefio, mediano, grande.
4. Textura. .
5. Nimero de embriones por callo.

6. Coloracién.

Brotacién.

1, Tiempo de formacién.

2. Lugar de formacién.

3. NGmero de brotes por embrién.
4. NGmero de embriones con brotes.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.
5.1 DESINFECCION.

Los cultivos estériles para embriones de Pinus ayvacahuite son
obtenidos en 90% de todos los tratamientos probados. El tipo de
esterilizante y los periodos de sumersién son altamente especificos
para la especie, todas las etapas son necesarias para obtener una
asépsia 6ptima, en el desarrollo de brotes. No obstante, altas
concentraciones de cloruro de mercurio; 0.5, 0.8, 1.0 y 1.5%
muestran efectos no favorables en la supervivencia de los inéculos,
Los embriones de Pinus ayacahuite no son, por lo tanto, resistentes
a la accidén intensa del compuesto, ya gque, solo 0.1% de
concentracién permite su crecimiento (cuadro 2). En otras especies,
a pesar de su toxicidad, el compuesto es también utilizado como un
apropiado esterilizante; Toribio y Pardos (1989) lo utilizan en
proporciones de 0.2 y 0. 5% (p/v) por 2 ¥ 4 minutos respectivamente
en semillas de Pinus sylvestris.

Se menciona ademis, que la secuencia de detergente, etanol vy
cloruro de mercurio, hipoclorito de sodio y cloro para la
esterilizacién superficial de semillas o embriones de pino, es
efectiva para prever la contaminacién por hongos y bacterias. El
etanol y cloro son considerados por varios autores como buenos
desinfectantes, principalmente de coniferas (Dahmere Y
Mock,1977;Vargas,1982;Hu y Wang,1986).
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©5.2 MEDIO'DE CULTIVO.

Algunos - autores (Raghavan,1980;Raghavan y Srivastava,b1982)

consideran que el medio de cultivo para embriones debe de ser

"sencillo"; contar con sdlo con una base sales minerales y sacarosa
© y.que  la presencia de ciertos compuestos no son esenciales; los

resultados en el cultivo de embriones de Pinus syacahuite muestran

todoe 1lo contrarie, ya que la velocidad de crecimiento vy
" diferenciacién de brotes es significativamente incrementada en el

medio DCR, en donde, de manera general, el medio es m&s rico en
elementos nutrimentales que el medio SH (cuadro 3), consideramos,
ademis, que el efecto mas importante del cultive de embriones de
esta especie, es la seleccidn y concentracién del medio de cultivo,
que soporta el desarrollo progresivo de los inbculos.

Monier (1975) y Gonz&lez (no publicado) mencionan que dentro de los
constituyentes quimicos del medio mds importantes para el cultiveo
de embriones, se encuentran las fuentes de nitrdgeno inorgénico.
El NHNNO; y KNO; y 1la glicina, presentes en el medio DCR
posiblemente estimulan con mayor eficacia el desarrollec de los
embriones. Dodds y Roberts (1984), consideran que es importante la
reduccién de las fuentes de nitrégeno inorgdnico en el medio basal
para el cultivo de embriones y que se debe de suplementar con
nitrégeno orga&nico; como aminodcidos. El uso de amino&cidos es
particularmente importante, ya que provee a las células vegetales
de una fuente inmediatamente disponible de nitrégeno, el cual
generalmente puede ser tomado por las células mis rapidamente que
el nitrégeno inorgdnico. La glicina presente en el medio DCR, es
considerada como necesaria en el cultivo de inéculos de este tipo
(Al-Talib y Torrey,1959;Chalupa,1983;Gupta y Durzan,b1985).

Aungue, el uso del medio basal SH es aplicado exitosamente en el
cultivo de embriones maduros de ciertas coniferas (Mapes et al.,
1981; Bornman,1983), los resultados obtenidos en este trabajo,
demuestran que el potencial formativo de brotes adventicios en el
medio DCR es aumentado considerablemente en relacién al medio SH;
este aumento, parece estar relacionado con la supervivencia de los
embriones y no al ndmero de brotes por embrién vivo, ya que la
supervivencia inicial (a 1 mes) de los embriones en el medio SH es
de 42% y 93% en el medio DCR, después de S meses en cultivo todos
los embriones producen primordios de brotes. Son detectadas
diferencias no significativas en el nGmero de brotes entre los 2
medios (cuadro 6). El1 efecto de la composicién del medio de
nutrientes, es también mencionada por Flinn et al., (1978), gquienes
encuentran que el medio SH es superior al MS. En este estudio los
emkriones desarrollados en MS producen callo aparentemente
vitrificado.
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Por otro lado existen datos (Romberger y Tabor,1971), acerca de gue
la capacidad formativa de brotes adventicios es mejorada, cuando
se disminuye la concentracién de agar en el medio, posiblemente la
concentracién de agar (6 gl') presentada en el medio DCR contribuye
en gran medida a la alta sobrevivencia de los embriones, que
conduce a la diferenciacién de un alto namero de brotes.
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1
NUMERO DE EMBRIONES

PORCIENTO DE

PROMEDIO DE

MEDIO
BROTES EN 5
MESES POR
EMBRION
INICIALMENTE VIVOS A SUPERVIVENCIA | EMBRIONES
CULTIVADOS 2 MESES A 1 MES VIVOS AUN
MES
VIVIENTES Y
CON BROTES A
5 MESES
SH 72 33 46 42 20
DCR 72 60 66 93 36

LA 6

Pinus ayacahuite EN CULTIVO CON ANA Y BA °

* ANA
Ba

107 ¥
10° M
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5.3 EFECTO DE LOS REGULADORES DE CRECIMIENTO

5.3.1 AUXINA; ANA

La respuesta individual (cuadro 7} en el medio SH registra la
formacién de callo, sin encontrarse indicios de posible
organogénesis (formacién de yemas). Sin embargo, existen
diferencias cualitativas en aspecto, textura, coloracién y forma
del callo para las diferentes concentraciones. Torres (1988)
menciona qgue las auxinas son generalmente incluidas al medio de
cultivo para estimular la produccién de callo y crecimiento
celular.

En concentraciones 107 y 10°® M ANA, la formacién de callo
(presentado a la cuarta semana) es escasa, de color verde, gue
pronto se oxida ( cinco semanas ) torndndose entonces de color
pardo, el tejido se inicia en la parte final de la radicula o

en pequefias heridas causadas en el momento de extraccién del
embrién, propagandose por casi toda la superficie del inéculo.

El tejido calloso en 10° M ANA, muestra una alta velocidad de
proliferacién. El callo embriégenico es observado al final de la
primera semana; de gran tamafio, mucilaginoso y transltcido; tipico
de los tejidos embriogenicos de otras coniferas (Finer

et al.,1989). De acuerdo a Dodds y Roberts (1984), el desarrollo
de crecimiento del tejido en este tratamiento es considerado como
tipico, debido a que el aumento de volumen es proporcional al
tiempo de desarrollo.

La concentracién alta de ANA (10*) que comfinmente forma callo, es
generalmente inhibitoria de la morfogénesis. La oxidacién del callo
se realiza en un periodo de tiempo mas corto, la velocidad de
proliferacién disminuye con respecto a los

tratamientos anteriores. El embrién muere a la sexta semana.

En varios casos las condiciones de no organogénesis son
reemplazadas por un balance preciso de auxina/citocinina, para
obtener primordios de brotes, ya que, los brotes adventicios en
varios embriones maduros de Pinos no son observados cuando han
faltado citocininas en el medio (Capbell y Durzan,1975;Ellis y
Bilderback,1984).
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TRATAMIENTOS PRODUCCION | LUGAR DE | TIEMPO DE TAMANO FORMACI
No. ANA DE CALLO FORMACION | FORMACION % _EE_EEO__T

7 107 + R 5-6 ++ -

13 10 + R 4~-5 ++ -

19 10% + R 4-5 4 -
25 10° + R 3 + -

Cuadro 7. Efecto de ANA
+ : Presente.
Tamafo : + :

CULTIVO IN VITRO

individual sobre la produccién de callo en medio: SH.
~ : Ausente. R Radicula: W#: Semanas.
Pequefio. ++: MEdiano. +++ : Grande.
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5.3.2 CITOCININAB

Datos obtenidos en este y otros trabajos (Sommer,1975; Cheng,1977;
Thompson,1981) indican que los embriones de varias coniferas, son
excelentes fuentes de brotes adventicios, en un medio conteniendo
citocininas, en especial bencil amino purina (BA),que promueve la
diferenciacién celular. La induccién de brotes adventicios en
embriones de Pinus ayacahuite cultivados con BA muestran mnas
eficacia morfogenética que 2iP y cinetina. BA ha mostrado ser més
efectiva que 2iP y cinetina en 1la induccién de brotes en
cotiledones de d. (Cheng,1977) y en secciones
de embriones y cotiledones de Pipus contorta y Picea sitepnsis (Webb
Y Street,1977).

Travan Y Thomas (1981) indican que BA es conocida por ser la
citocinina mas efectiva en la diferenciacién de brotes adventicios
en muchas especies coniferas; la concentracién y duracién de &ptima
de la fase inductiva varia con la especie; en ocasiones es la Gnica
citocinina que induce yemas adventicias sobre embriones de algunas
coniferas.

5.3.2.1 CINETINA

Concentraciones menores de 10® (inclusive) de cinetina, 1la
formacién de yemas adventicias es observada en 2 de 15 embriones
(cuadro 8) en un periodo de 6 semanas. La caracteristica que
predomina es la produccién de callo, que siempre se inicia en

la parte final de la radicula, de coloracién verde-amarilla y
tamafio muy pequefio, que rara vez cubre por completo al embrién, lo
que dificulta la diferenciacién de yemas adventicias.

Los tratamientos 10%,2.5 x 10° y 10* M de cinetina sélo estimula la
formacién de callo, que se inicia en la zona radical y en pocas
ocasiones cubre por completo al embrién; coloracién verde mas
intenso. El alargamiento de los cotiledones es mas

notorio que el resto de las demds partes del embridn.

5.3.2.2 2iP

En 107 M 2iP existe poca formacién de callo (cuadro 8) de
coloracién amarilla gue pronto presenta muestras de oxidacién (2da.
semana), el embrién no presenta crecimiento evidente y muere cuando
se oxida per completo el callo. La induccién de tejido calloso es
observada a 5 dias después de la inoculacién.

Concentraciones 10% y 10° provocan 1la presencia de yemas
adventicias, siempre en los cotiledones; la produccién de yemas es
observada en 5 de 15 embriones empleados por tratamiento (cuadro
8), presentes a la sexta semana, la produccién de callo
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(cuando se presenta) es iniciada a los 7 dias en la zona radical,
de tamafio pequefo con una pigmentacién amarilla.

En concentraciones 10*, la formacién de callo se desarrolla
notablemente, cubriendo por completo al embrién al final de 1la
quinta semana, de «color verde. La produccién de tejido
indiferenciado no permite la formacién de yemas adventicias.
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RATAMIENTOS PRODUCCION | TIEMPO DEY| TAMANO | TEXTURA | COLORACION | FORMACIOL
: DE _ CALLO | FORMACION DE BROTE:

2 107 X + 5 X F V-4 +

2 107 2IP + 4 X F A -

2 10”7 BA + 5 XXX F v +

3 107 X + 4 X B V-4 +

3 10 2IP + 3 X F +

3 107 BA + 4 XXX CF +

4 2.5X10°° X + 4 XXX £ -

4 2.5%10°% 21p + 4 X F ¥

4 2.5X10" BA + 4 X F ; +

5 10 X + 4 XXX F iy -

5 1073 2IP + 3 XXX F HA +

5 1075 BA + 4 X F L +

5 10 X + 4 XXX F v ~

6 167 21p + 3 XXX F v -

6 107 BA + 4 XXX e v +

Cuadro 8. Produccidn de callo y brotes en tratamientos de citocininas
individuales para el medio SH.

X: Pequefic XXX: Grande. +: Presente. -: ausente.
F: Friable. V: Verde. A: Amarillo. V-A:. Verde-Amarillo. W:Semanas.
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'5.3.2.3 BENCIL AMINO PURINA (BA)

Enlos recientes afios, parece ser la citocinina m&s utilizada y
considerada la mis potente, en términos de induccién de yemas
adventicias en comparacién a otras citocininas; facilmente
.obtenible y altamente efectiva (Webb y Street,1977;Von Arnold, -
1978;Mapes y Zaerr,1981). Sin embargo, se menciona que bajas
concentraciones, incluidas en el medio promueven la callosidad
‘(Harvey Y Grasham, 1969 ;Winton,1972;Winton Y
Verhage, 1977 ; Thompson, 1981;Durzan,1982) .

Las concentraciones de BA en el medio de induccién de yemas
adventicias sobre embriones de Pinus ayacahuite son altas; 2.5 x
10% y 10°M; los embriones muestran absoluto requerimiento de BA,
para desarrollar y mantener la proliferacién de yemas.La
concentracién es un factor determinante para la obtencién de un
gran nGmero de estas estructuras wmorfogenéticas, ya que, las
concentraciones 107,10° y 10* M, aunque promueven algunas yemas, el
tejido calloso formado {caracteristica mas comGn)

impide su desarrollo posterior. El callo muestra un volumen pegquefio
de color verde-amarillo, la oxidacién se presenta al final de 20
semanas. En el rango de 2.5 x 10°-10° M BA, esta localizada la
mejor respuesta organogenética para la formacién

de yemas en embriones de Pipus ayacahuite para el medio SH (cuadro
8).

El desarrollo organogénico de embriones de Pinus ayacahuite
cultivados en medio DCR, bajo las mismas condiciones anteriores
de concentracién (107, 10%, 10%, 2.5 x 10% y 10* M BA) muestran
resultados similares que con el medio SH. Sin embargo,

el tiempo de aparicién de las yemas disminuye de 7 semanas (medio
SH) a 4 semanas para el medio DCR, ademds, la cantidad de embriones
con yemas aumenta de 7 (medio SH) a 10 embriones para el medio DCR
{cuadro 8).

5.3.3 INTERACCION AUXINA~CITOCININAS

Para obtener un cultivo mas efectivo en el desarrollo del embrién,
asf como para lograr una respuesta morfogenética deseable, es
necesario una proporcién precisa de auxina-citocinina; es vital
encontrar la clase y concentraciones de reguladores Sptima. Se han
probado, casi todos los tipos de auxinas y citocininas existentes
para tal objetivo; mostrando que ANA/BA es la combinacién més
utilizada, que permite el desarrollo organogenético en varias
coniferas.
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Skoog 'y Miller (1957) -son los primeros en reportar ‘que.la
proporcién de auxina/citocinina - determinan el: tipo grado : de
organogénesis: en cultivos. in vitr dti ' ¥ o

El tipo de morfogénesis que ocurre.en’ el ‘cultivo de embriones de
us __ayaca e depende en gran medida  de “1a‘ proporcién:y
concentracién de ANA/citocininas presentes en-el medio. '

5.3.3.1 ANA-Cinetina/2ip

La presencia de ANA-cinetina/2iP en' el medio SH muestran
caracteristicas muy similares; en todos los casos, mis del 50% de
los cultives produjeron callo. No obstante, la formacidén de yemas
adventicias (en 40% de todos los embriones ocurre sélo

cuando las citocininas se adicionan en mayor concentracién, con
respecto a ANA (ANA 107; cinetina o 2iP 10% y 2.5 x 10°M).Las otras
combinaciones (107, 10% y 10%M) también inducen yemas, pero con
menor eficiencia (4%). El mayor wvolumen de callo es observado en
concentraciones superiores de 10M de ANA junto con 10° y 107 M de
2iP y cinetina.

5.3.3.2 ANA-BA

En general consideramos que el cultive de tejido Jjuvenil
(embriones), en un medio conteniendo ANA y BA proporcionan la mejor
respuesta organogenética (cuadros 9,11,12). Los resultados muestran
que BA (altas concentraciones; 2.5 x 10% y 10% M) es la fdnica
citocinina que induce yemas adventicias en embriones maduros de
Pipus ayacahuite. Por otro lado, la presencia de ANA a bajas
concentraciones (107) es necesaria para aumentar la induccién de
yemas, BA solo, no es suficiente para obtener la

respuesta. Cuando ANA es afiadida al medio, el porcentaje de
embriones con yemas adventicias aumenta y el patrén de formacién
cambia (cuadros 9,11,12).

Cuando la concentracién de ANA afiadida es entre 10° y 102M(en
medio SH, cuadros 9,11,12) (figuras 3 y 4), la formacidn de yemas
en posicién subterminal de los cotiledones es inhibida y una gran
cantidad de hojas aparecen (FIG 3,4)

En 107 M, la inhibicién de yemas en el Area subterminal cesa y un
pequefio aumento en el nGmero de yemas neoformadas por inéculo es
registrado, en concentraciones altas (10* M) existe un incremento
de proliferacién desorganizado de callo no organogenético (cuadros
9,11,12) (figuras 3,4). De este modo, es claro gque un apropiado
balance de auxina/citocinina es necesario para lograr la formacién
Sptima de yemas bien formadas.
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Es observado que la concentracién de BA necesaria para obtener el
meq‘or porcenta;’e de embriones con yemas, aumenta regularmente de
10” a 2.5 x 10” M. El alto porcentaje de embriones con primordios
de yemas (90%) son obtenidos en el medio DCR con 10°M BA y 10 ANA
(cuadros 10,13 y 14, figuras 5 y 6). Al final de la primera semana.
Aunque, algunos trabajos en coniferas mencionan gue la inclusién
de ANA simultineamente con BA ho es necesario, ya que ‘solo la
citocinina se encuentra ser suficiente para producir formacién de
yemas en cultivo; Fosket (198) menciona que, la adicién de ANA
siempre a baja concentracién, aumenta la preoduccidén de
organogénesis, por lo que, es necesario idear una proporcién
precisa de auxina/citocinina. Actualmente ANA y BA son los
reguladores mis efectivos que promueven la formacién de yemas en
varias especies de pinos. La formacién segura de yemas mGltiples
en_embriones de Pjinus ayacahujite es obtenida en la proporcién de
107M ANA/10°M BA en el medio DCR (cuadros 10, 13 y 14). El tiempo
de formacién organogénica disminuye considerablemente de 7 meses
(medio SH) a 4 meses en el medio DCR (cuadros 10,13,14).
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RATAMIENTOS PRODUCCION | FORMACION | No. MAXIMO l NUMERG X I TIEMPO nﬂ P
>. ANA GA DE  CALLO | DE BROTES | DE BROTES | DE BROTES | FORMACION | MAXIMC
=Fﬂ, e
0 0 - ~
4] 167 + -
0 10 + -
8 p.sxio® + + 5 3.2 5 .5
0 10% - + 10 6.2 .5 .5
o 16* - + 12 .. 6.6 " s s
167 o . N 1 e ™
197 167 + -
107 10 - + 15!
107 p.sxi0” - + 22
107 10° - + 41
1d7 10 - + 25
Cuadro 9. Efecto de ANA y BA sobre la produccidn di:a’.c'ai‘ brat

en medio DCR. : T
+ : Presente. - : Ausente. ¥%: Semanas**:cient‘imjetr‘-os’.
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TRATAMIENTOS PRODUCCION | FORMACION | No. MAXIMO | NUMERO X | TIEMPO D
Llo._ ANA BA DE  CALLO | DE BROTES | DE BROTES | DE BROTES | FORMACION | MAXIMO

8| 107 107 + - -

9| 107 10 + - -

10} 107 2.5X10°% - + 15 8.9 6-7 1
11| 107 10-5 - + 30 19.8 6-7 1.5
12{ 107 107 - + 11 6.6 10~-11 1
14| 10% 107 + - -

15| 10 10 + - -

16} 10° 2.5X10° + + 11 6.4 8 .5
17 10 1078 + + 10 5.8 8-9 .5
18 10 107 + + 8 4.5 10-11 .5
20{ 107 107 + - -

21 107 106 + - -

22| 10%  [2.5%10° + 5 2.9 10 .3
23| 10°% 10°% + 5 2.7 9-10 .3
24| 107 107 + - -

26 10 107 + - -

27| 10 107 + - - ’

28| 10 2.5X10°% + - -

29) 10 10°% + - -

30| 10 10 + - -

Cuadro 10, Efecto de ANA y BA sobre la produccidn de callo y brotes
en medio SH.
: Presente. -:Ausente. %:Semanas.

+

Jk:Cent{metros.



TRATAMIENTOS Namero de Nimero
embriones % de
inicialmente | brotes
cultivados

No. ANA BA

107 107 15 0

107 10¢ 15 []
10 107 2.5X10% 15 8.9
11 107 15 19.8
12 ©10% 15 6.6
14 104 15 0
15 109 15 (1]
16 104 15 6.4
17 108 103 |- 15 5.8
18 104 104 15 4.5
20 - 10% 107 15 0
21 10 10°¢ 15 0
22 10% 2.5%10° 15 2.9
23 10% 10 15 2.7
24 10+ 10 15 0
26 104 107 15 0
27 10% 10 15 0
28 104 2.5X1.0°% 15 0
29 104 107 15 0
30 10* 10% 15 o

Cuadro 11. Nimero promedio (R) de brotes por embrién de

acuerdo a cada tratamiento,

producidos por

ANA y BA en el medio SH a 5 meses.
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Fig.3. Nimero promedio (X) por tratamiento, producidos
por ANA y BA en el medio SH.



TRATAMIENTOS i NUMERO TOTAL DE
No. ANA BA BROTES POR TRATAMIENTO
8 107 107 0
9 107 104 0
10 107 2.5%10°% 134
11 107 107 250
12 10 99
0
0
96
94
& 8" 68
20 o
21
22 44
23 a1
24 0
26 104 S107:" o
27 10% 10* 0
28 10% 2.5%10% 1]
29 104 10 o
30 10% 10% 0

Cuadro 12.

CULTIVO IN VITRO

NGmero total de brotes tratamiento,con ANA
Y BA en el medio SH a 5 meses.

60
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Fig.4 . Nimero total de brotes por tratamiento de
ANA y BA en medio SH.



TRATAMIENTOS - - NUMERO.X
-~ DE ‘BROTES
No. ANA BA .
1 2} 0 0
2 0 107 0
3 0 10" 3.2
4 o] 2.5X10% 6.2
5 0 10" 6.6
6 0 10* 0
7 107] i 0
8 107 S 107 o
9 D R h 7.6
10 aot ] alsxaet [ 14.3
11 107 |- 10 . 35.6
120 0 107 107 20.1
CUADRO 13. Namero promedio (X) de brotes por embrién de

acuerdo a cada tratamiento, prbducidos por ANA y
BA en el medio DCR a 5 meses

CULTIVO 'IN VITRO ‘62 RESULTADOS Y DISCUSION



OYIIA NI OAIZZND

€9

NOISNDSIA X SOQV.iTAS3N

40 -

301

204

104

NUMERO X DE BROTES

Z

1 2 3 4 3 ; "l { 5 10 1 1
TRATAMIENTOS

Fig. 5. Nimero promedio (X) de brotes poer tratamiento
producidos por ANA y BA en medio DC R.



TRATAMIENTOS NUMERO TOTAL
DE BROTES
POR TRATAMIENTO

No. ANA BA

1 2] 0 0
2 0 107 o
3 o 10 )

4 0 2.5%10°% 48
5 0 10% |- i 93
6 0 10* L AT
7 107 ) 0
8 107 107 0
9 107 St ge! 114
10 107 2.5X10% |0 oo . 215
11 107 105 | . 535
12 107 104 | 302

CUADRO 14. Nﬂme“xz-o.\:.ofal dé brotes bo.r. ﬁratamiento, de ANA y

BA en el medio DCR a 5 meses
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Fig. 6. Nimero total de brotes por tratamiento
de ANA y BA en medio DCR.
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5.4 ZONA DE FORMACION DE LOS BROTES SOBRE LOS EMBRIONES

Hasta donde la localizacién de neoformacién es observada (en 107M
ANA/10°M BA) las yemas aparecen en la cercania de la posicién
subterminal y basal de los cotiledones. Es un hecho generalizado
que las yemas adventicias provienen de una zona de
diferenciacién debajo de la epidermis. El cambioc mas obvio en los
embriones de varios pinos durante los 3 primeros dias, es 1la
divisién de las células subepidérmicas y el alargamiento de las
células cercanas al estoma.

El alargamiento es el resultado del aumento y divisién de 1las
células gue al poco tiempo (1 semana) producen un meristemoide
prominente. Debido a 1la formacién de meritemoides en los
cotiledones se adquiere una superficie nodulada. En los embriones
cultivados de Pinus ayacahuite en nuestro trabajo en medio DCR, las
nodulaciones dan origen a pequefias yemas en las primeras 4 semanas.
La observacién de yemas sobre los cotiledones, es posible de
observar en aquellos embriones gue alcanzan un tamafio promedio de
0.8 cm. en donde los cotiledones aumentan de volumen mas que
cualquier otra parte del embrién, siempre de color verde. More
(1976) menciona que s6lo los cotiledones de Pinus ponderosa que
aumentaron considerablemente su volumen inicial de 1.5 mm. a 4.0
mm de color verde caracteristico, muestran en observaciones
histolégicas, nodulaciones a lo largo de la superficie , a los 11
dias.

Parece ser que la orientacién de los embriones con respecto al
medio nutritivo, es un factor importante en la iniciacién y
desarrollo de yemas; ya que sblo los cotiledones en contacto
directo con el medio s6lido promueven su desarrollo. Ellis y
Bildebrack (1984) observan que los embriones forman yemas mdGltiples
a lo largo de los cotiledones cuando, estos estédn en contacto sobre
la superficie del cultivo, las yemas no se promueven cuando se
encuentran por debajo o arriba de la superficie.
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5.5 DEBARROLLO DE LOS8 BROTES

,Varlos tratamientos son utilizados en el alargamiento de yemas
" neoformadas en Pinus ayacahuite;

Reduccién de la concentracién (50%) de sales del medio bas‘al DCR,
sin reguladores y 2% de sacarosa, después de un periodo de 4
semanas en medio de iniciacién. La reduccién en la concentracién
del medio basal hasta 1/6 es en ocasiones necesaria

(Tsai y Huang,1985).

Ramos (1990) describe, al brote como agquél, que muestra un tallo
bien definido, asciculas con longitud proporcional y con el
meristemo apical definido donde se generan nuevas asciculas. Estas
caracteristicas, se observan en el medio DRC,

adicionado con 107M ANA/10°M BA, el cual permite brotes de féacil
diseccién para el posterior alargamiento. Se menciona gque existe
una relacién entre la concentracién de regquladores y sales
minerales y el numero de yemas neoformadas por lado, y la capacidad
de crecimiento de yemas en brotes por otro lado (Palet y

Berlyn, 1982). Es evidente que el tipo de medio y las
concentraciones de reguladores utilizadas en el cultivo de
embriones de inus uite (DRC: 10M ANA/10 “MBA)

determinan el desarrollo 6ptimo de 1los embriones para brotes
individuales. Es determinante, que el medio de induccién no es
apropiado para el posterior desarrollo y crecimiento de brotes.

Se carece de informacidén de como los reguladores, los cuales
inicialmente son requeridos para el proceso de induccién, afecta
el futuro desarrollo de brotes.

Una caracteristica muy difundida del cultivo in vitro de especies
forestales, es 1la alta variabilidad de respuestas, debido
principalmente al hecho de que la mayor parte de las poblaciones
de &rboles son altamente heterogéneas (Sommer y Caldas,

1981). La capacidad para formar yemas es asincrénico en embriones
de Pinus ayacahuite entre los diferentes tratamientos e incluso en
embriones del mismo tratamiento; Los brotes que alcanzan el
promedio establecido (0.8 cm.) son removidos y colocados en un
medio de diferenciacién, mientras gue los brotes que presentan una
longitud pequefia se transfieren a un medio con las mismas
caracteristicas junto con el embrién completo. La capacidad de
brotes promovidos en cada embrién es altamente variable; algunos
presentan hasta 40 brotes y otros cero. Esto marca la importancia
del genotipo en procesos de morfogénesis en embriones de Pinus

ayacahuite.
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La produccién de brotes bajo otras condiciones de cultivo también
se describe:

-Los brotes promovidos en el medio en el medioc SH con 10"M ANA/10°M
BA muestran un tamafic menor, con asciculas bien definidas pero la
formacién de cGmulos de hojas primarias no permiten la diseccién
correcta hasta después de 4 semanas mis que .

para el medio DRC, algunas yemas no lograron desarrollarse aGn
hasta después de este periodo.

~La presencia de BA adicionado individual en el medio SH promueve
el desarrollo de brotes con tallo corto y asciculas bien definidas,
dificiles de disectar.

-Concentraciones 107M ANA/2.5 x 10°M BA muestran la formacién de
brotes unidos entre si, con tallo corto formando racimos de
asciculas.

-La presencia de brotes con tallo corto pero con asciculas bien
definidas (con 107M ANA/2.5 x 10°M BA,medio DRC) que después de 7
semanas se alarga, via callo es logrado cuando el tejido
indiferenciado es transferido a un medio de diferenciacién.

Todos los brotes promovidos requieren de 2 transferencias en un
medio de diferenciacién para lograr su desarrollo y alargamiento
antes de ser considerados como individuos independientes. Horgan
y Aiten (1981) mencionan que los brotes individuales de embriones
maduros de Pilpus radjata requieren de 2 transferencias antes de ser
iniciada la induccién de raiz, de otro modo se presenta una escasa
supervivencia de los embriones.
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6 CONCLUSIONES.

Con los resultados obtenidos en é&ste trabajo, se muestra que es
posible la obtencién de brotes adventicios en embriones de Pinus
ayacahujte Ehreb., cultivados in vitro mediante el suministro de
nutrimentos y reguladores de crecimiento adecuados. Por lo tanto
es posible la obtencién de plantas completas una vez gue se superen
los obsticulos relacionados con la formacién de raiz.

La formacién de brotes en embriones de Pinus ayacaghuite es posible
utilizando altas concentraciones de BA con respecto a ANA para
ambos medios SH y CDR. La formacién de callo se presenta cuando
solo es afiadido ANA en todas las concentraciones utilizadas o
cuando las citocininas son afiadidas al medio a bajas
concentraciones.

El alargamiento de los brotes obtenidos con los medios SH y DCR se
logra satisfactoriamente con la reduccién de sacarosa hasta 20 g/l
sin reguladores de crecimiento y al 50% de su concentracién.

La Gnica estructura embrionaria involucrada en la formacién de
brotes adventicios son los cotiledones. La iniciacién del tejido
callosc siempre se inicia en la parte radical del embrién,
extendiéndose en algunos tratamientos a las dem&s estructuras.

La comparacién de ambos medios con respecto a la formacién de
brotes adventicios muestra resultados similares ya que los mejores
tratamientos son los mismos para el medio SH y DCR. Sin embargo,
el medio DCR muestra mayor capacidad morfogenética, ya que permite
gque se formen mayor cantidad de brotes en un tiempo menor gque en
el medio SH.

Es evidente que ésta técnica permitira la obtencién de cantidades
apreciables de plantulas provenientes de una fuente. Sin embargo,
existen varios problemas por resolver, que permitan comprender los

factores determinantes en cada una de las etapas involucradas en
la propagacién.
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