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Morfogénesis en Picea chihuahuana Martinez, a partir del cultivo
de tejidos de estructuras inmaduras.

RESUMEN

Se indujo la formacién de brotes adventicios a partir de embriones
inmaduros de Picea chihuahuana, especie endémica y en peligro de extincién. El
medio empleado fue el de Schenk y Hildebrandt (SH) adicionado con
benciladenina (BA) y kinetina (K), solas 0 en combinacién con acido a-naftalen
acetico (ANA) y acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), respectivamente. Los
brotes adventicios se formardn principalmente en los cotiledones de los embriones
inmaduros, esta respuesta se obtuvo en un amplio rango de concentraciones
hormonaies. La K fue mas efectiva que la BA en la induccidén de brotes, las
auxinas no jugaron un papel preponderante en este proceso, bajo las condiciones
empleadas. A una concentracién de 5 mg I’ de kinetina en ausencia de auxina, se
logré un mejor desarrollo y un mayor nimero de brotes adventicios por embrién
(11.23). El desarrollo y elongacion de los brotes se logré en medio SH al 50% de
su concentracion original (SH15) sin reguladores del crecimiento y se favorecio
aln mas con la reduccion de la concentracion de sacarosa a 10 g I (SH10). El
numero de embriones cigdticos inmaduros que respondieron al cultivo in vitro, asi
como, el numero de brotes adventicios que formaron, fue diferente dependiendo
de la poblacion de procedencia.

La fotosintesis de las plantas regeneradas in vitro estuvo frecuentemente

limitada. Se encontré que los embriones inmaduros en la etapa de induccién no



presentaron actividad fotosintética y se vio incrementada en los brotes que fueron
subcultivaron a SH 50%, enconirando mayor actividad fotosintética a menor
concentracion de sacarosa (10> 15> 30 g I'"), lo que indica que estan pasando de
una condicién heterotréfica a una fotomixotréfica. L.a medicidn de clorofilas
también apoy?d lo anterior; en este caso se encontrd que los brotes cultivados en la
menor concentracion de sacarosa contenian mayor cantidad de clorofilas. Al
analizar el contenido de peroxidasas e invertasas, se cbservd que la reduccion del
azticar realmente promovid el crecimiento, pues el contenido de estas enzimas fue
menor. Esto confirmd de manera general que los explantes que se desarrollaron
en medio SH10, presentaron mayor capacidad fotosintética y su demanda de
sacarosa exogena disminuyd porque aumentd su actividad para fijar CO;
atmosférico, lo que promovid su crecimiento.

El enraizamiento de los brotes fue bajo y solo se logré con un pulso de 24 h
en medio con 3 0 5 mg I'* de ANA. En el proceso de micropropagacion de Picea

chihuahuana, el enraizamiento es aln el paso limitante.



SUMMARY

Development of adventitious buds was induced from immature zygotic
embryos of Picea chihuahuana, an endemic Mexican endangered species. The
medium used was Schenk and Hildebrandt (SH) supplemented with
benzyiladenine (BA) and kinetin (K), alone or in combination with a-naphtalene-
acetic acid (NAA) and 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) respectively. The
development of adventitious buds was obtained through a wide range of hormonal
concentrations, mainly from the cotyledonary region. K was more effective than BA
in the shoots induction; apparently, auxins did not play a primary role in this
process. The best induction and development of shoots per embryo (11.23) was
obtained with 5 mg I kinetin without auxin. Shoot development and elongation
were achieved on SH medium at 50% of the original concentration (SH15) without
growth regulators and improved with the reduction of sucrose concentration to 10
g I'" (SH10). The percentage of inmature cigotic embryos that responding to in vitro
culture and the number of adventitious shoots per embryo, were diferent cjepent of
the population proveneance.

The photosynthetic activity of the in vitro plants is frequently limited. It was
observed that immature embryos do not show a measurable photosynthetic activity
during the induction stage. However, photosynthetic activity was observed in the
shoots subcultured on SH 50%, with higher photosynthesis rate at the lower

sucrose concentrations (10> 15> 30 g I'"), indicating that the shoots are changing



from a heterotrophic to a photomixotrophic condition. The quantification of
chiorophyli content supported this observation. It was found that the shoots
cultured on a lower sucrose concenfration had the highest chlorophyli
concentration. Analysis of peroxidase and invertase activity showed that the
reduction of sugar really promoted growth, since the concentration of the enzymes
was low. This confirmed that the explants transferred to SH10 medium had greater
photosynthetic capacity and their need for exogenous sucrose decreased due to
increase in carbon fixation activity, thus promoting growth.

A low percentage of rooting shoots was obtained with a 24 h pulse in
medium added with 3 or 5 mg I of NAA. [n this process of micropropagation of

Picea chihuahuana, rooting still is the limiting factor.



INTRODUCCION

El deterioro ecoldgico que esta sufriendo el planeta es alarmante ya que se
contindan explotando sus recursos sin que exista una planeacioén para un manejo
sustentable. La tasa de deforestacion es muy acelerada; como ejemplo, la
vegetaciéon de la zona de los tropicos y en particular las selvas, estan
desapareciendo a una tasa de 10.5 millones de hectdreas por aro (Heywood,
1992). Este proceso, aunado al crecimiento de las fronteras urbanas y agricolas,
ha llevado a una pérdida del material genético de muchas especies vegetales que
podria ocasionar su extincién. Estos problemas despiertan la necesidad de
plantear soluciones que ayuden a conservar esas especies, de ser posible
protegiendo la mayor cantidad de individuos de cada poblacién, los cuales
representan parte del material genético de esas especies.

En Mexico la situacién no es diferente, existe un deterioro ecolégico en casi
todos los ecosistemas y los bosgues no son una excepcidon ya que las especies
forestales y principalmente las Gimnospermas son utilizadas por las industrias
madereras y de celulosa, motivo por el cual éstas han sido sobreexplotadas a tal
grado que muchas especies han visto reducida su area de distribucién. Tal es el
caso de las especies del género Picea. En México existen sélo 3 especies de este
genero, P. mexicana, P. martinezii y P. chihuahuana, esta Gltima es un pinabeto
endémico y en peligro de extincion que presenta una distribucion limitada a ciertas
zonas de los estados de Chihuahua y Durango, requiere de un habitat muy

especifico: exposicion al norte, sombreado, frio (Ledig et a/,, 1997)



Este es un claro ejemplo de la necesidad de implementar programas
encaminados a conservar germoplasma, asi como a tratar de realizar acciones
para su rescate y reintroduccion a su habitat.

Dentro de las alternativas de rescate y conservacion de germoplasma gue
se pueden emplear para especies como P. chihuahuana se encuentran los
métodos de cultivo de tejidos vegetales o técnicas de cultivo in vitro. Estas
proporcionan una herramienta que podria permitir incrementar fa disponibilidad de
material biolégico empleando diversas estructuras para la regeneracion de plantas
a partir por ejemplo de material vegetativo como yemas y hojas, asi como también
embriones cigéticos y megagametofitos (1n); los cuales pueden dar origen a callo,
brotes o embriones somaticos. En la conservacion de especies escasas en |a
naturaleza, las técnicas de cultivo de tejidos pueden representar grandes ventajas
sobre los métodos convencionales de propagacién, pues al aprovecharse a
capacidad de propagar vegetativamente arboles seleccionados se estaran
clonando tales genotipos (Fay, 1994). Esto deberia ser de interés para las
industrias, que podrian establecer plantaciones con estos individuos y reducir la
necesidad de talar indiscriminadamente poblaciones silvestres.

P. chihuahuana necesita de la intervencidon del hombre para poder
garantizar su permanencia, motivo por el cual en el presente trabajo se explord,
mediante las técnicas de cultivo de tejidos, la capacidad regenerativa que poseen

los megagametofitos y embriones cigéticos de semillas inmaduras.



ANTECEDENTES

En las dltimas décadas se ha empezado a tomar conciencia de la
importancia de estudiar y conservar los recursos naturales para el bienestar de la
humanidad y de la continuidad de |a vida en el planeta. Las actividades humanas
han ocasionado la rapida desaparicién de muchas especies, por ejemplo: se
calcuta que la tasa de deforestacion anual es de 800,000 hectareas por afio
(Masera et al., 1992, citado por Challenger, 1998). Por lo que debe existir un
compromiso mundial para conservar los recursos naturales, sobre todo de
aquellos paises que cuentan con una gran diversidad biolégica.

Los siete paises con mayor diversidad biclégica o “megadiversidad” son:
Brasil, Colombia, Meéxico, Republica Democratica del Congo, Madagascar,
Indonesia y Australia (Mittermeier, 1988, citado por Challenger, 1998). México tal
vez es el tercer pais con mayor diversidad, se calcula que alberga entre el 8 y 12%
del total de es;;ecies del planeta (Challenger, 1998). Aungue el conocimiento de la
flora de México es incompleto, es probable que la riqueza de su flora vascular
alcance el cuarto lugar mundial, con al menos 21,600 especies conocidas
(Rzedowski, 1993) pero se calcula que pueden llegar a ser de 29,000 a 34,000
especies de plantas (Toledo y Ordofiez, 1993). El endemismo entre plantas
vasculares de México es asombroso ya que alcanza 52% o unas 11,440 especies
(Rzedowski, 1993). Esta megadiversidad que presenta México se debe a la
convergencia de dos zonas biogeograficas, la neartica y ia neotropical, ademas el

territorio ha tenido una larga y compleja historia de aislamiento en algunas



regiones, lo que ha favorecido la evolucién de un gran nimero de especies
endémicas; ademas de que presenta una gran variedad de habitats por la
presencia de cadenas montafiosas a lo largo y ancho de su territorio (Toledo,
1988).

Las especies endemicas de plantas y animales son los organismos que
mas atraen la atencion de quienes se preocupan por la conservacién biologica,
pues el hecho de presentar areas restringidas de distribucion y, en muchos casos,
poblaciones pequefias, los vuelven mas vulnerables frente a la reduccién drastica
de los habitats (Toledo, 1988).

Las Gimnospermas son un grupo de gran importancia biolégica, ecoldgica y
econdmica, poseen alrededor de 65 géneros y 720 especies, distribuidos en
cuatro divisiones: Ginkgophyta, Cycadophyta, Pinophyta y Gnetophyta. Dentro de
las Pinophytas se encuentra la familia Pinaceae, de la cual en México se han
reportado 5 géneros y alrededor de 60 especies (Narave y Taylor, 1887). Dentro
de éstas se encuentra Picea, un género boreal que incluye de 31 a 50 especies,
dependiendo del autor (Ledig et al, 1997), encontradas principalmente en las
regiones templadas del norte de Europa, Asia y Norteamérica (Attree et al,, 1991).
La presencia del género Picea en latitudes de Meéxico es sorprendente, solo existe
otra especie tan al sur (P. morrisonicola) en Taiwan (Ledig ef al, 1997). México
cuenta con tres especies, P. martinezii, P. mexicana y P. chihuahuana (Ledig et

al,, 1997).



Género Picea.
(Descripcion segln Martinez, 1948).

Las Piceas son arboles siempre verdes de ramas generalmente exiendidas
y verticiladas; hojas mas o menos rigidas y cuadrangulares, con estomas en las
cuatro caras. En algunas especies las hojas son comprimidas y, en tal caso, los
estomas se encuentran en dos de-las caras. Las hojas estan dispuestas en
espiral, orientadas en todas direcciones, y se insertan sobre la prolongacién de un
cojinete; en el arbol duran varios afos, pero secas se desprenden faciimente
(Martinez, 1948).

Son plantas monoicas; los conos masculinos constan de NUMerosos
microesporangios con dos sacos po[infferos, estan colocados en espiral y se
gnsanchan en la extremidad figurando una escama. Los conos son colgantes vy
estan formados por numerosas escamas delgadas y persistentes, colocadas en
espiral en torno de un eje, y lievan una pequefia bractea. Las semilias son dos en

cada escama y cada una esta provista de ala (Martinez, 1948).

Picea chihuahuana Martinez

(Descripcion segun Martinez, 1948).

Nombre comun: pinabete, pinoabeto espinoso.
Arboles de 25 a 30 m de altura, con troncos de 45 a 70 cm de diametro
(Figura 1a), con la corteza agrietada, de unos 20 mm de espesor y con la

superficie escamosa, de color grisaceo por fuera y morenc oscuro por dentro.
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Las ramas inferiores comienzan a partir de los 2 a 5 m de altura sobre el
suelo y son casi horizontales, mientras que las superiores son extendidas o algo
levantadas, formando una copa cénica. Las ramilias son opuestas, a veces
bifurcadas, muy asperas y de color amarillento con tinte rosado en sus partes
tiernas y oscuro en las adultas, las cuales se descaman a medida que envejecen.

Las yemas son terminales, en grupos de tres, ovoide-acuminadas, de 7 a 8
mm, con las bracteas apretadas, ovadas u ovales, de borde lancinado. En {a base
se observan ofras bracteas pequefas y largamente acuminadas (Fig. 1b).

Las hojas son solitarias, cuadranguiares, rectas o levemente falcadas, de
color verde claro y de 15 a 21 mm de largo, mas comunmente de 17 a 19 por 17
mm de ancho, rigidas, con el apice agudo, cérneo y punzante; estan colocadas
sobre la prolongacion de un cojinete recurrente que cuando estan secas, se
desplrenden facilmente; se encuentran dispuestas en espiral y se orientan hacia ia
extremidad de las ramillas. Se ven estomas en las cuatro caras formando cuatro
hileras en cada una, a veces cinco o seis, pero en este caso una o dos hileras son
interrumpidas. Las hojas presentan dos canales resiniferos situados en las
extrem'idades del eje menor.

Los conos masculinos son de forma oval, de unos 3 cm de largo, con
microesporas cubiertas antes de la dehiscencia por bracteas ensanchadas que
despueés se prolongan en forma acicular.

Los conos femeninos son terminales o subterminales en las ramas
superiores, cilindricos-oblongos, rectos o a veces encorvados, muy levemente

atenuados en la extremidad y romos; colgantes, solitarios o en pares, a veces de
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tres a cuatro; de color castario brillante, miden de 10.5 a 14 cm de largo por 4 de
diametro (ahiertos) vy estan sobre pedunculos fuertes y encorvados de unos 10 mm
(Fig. 1c).

Las escamas son numerosas (unas 150 incluyendo una veintena de
pequefias e infértiles que pertenecen al apice y a la base del cona); delgadas,
coridceo-lefiosas, persistentes; obovado-cuneadas, convexas hacia arriba y
aplanadas y obscuras hacia la base, con el borde superior redondeado y entero;
miden de 20 a 22 mm de largo por 17-19 mm de ancho y llevan una bractea dorsal
de 4 a 5 mm, irregularmente oval, de color castafio brillante, con el borde erosado,
gruesamente laciniado.

Semilla pequefia, eliptica, subangulosa, atenuada en la base, de color
pardo oscuro, con ala casi oval, de 15 a 17 mm de largo incluyendo a la semiilla,
por 3.5 mm de ancho, de color amarillento a veces levemente rosado, provista de
ganchos que sujetan la semilla (Fig. 1d). La madera es dura, blanguizca, algo
resinosa.

P. chihuahuana es una especie en peligro de extincién cuyo rango de
distribucion se retird hacia el norte durante el Holoceno. Esta especie es un
elemento menor en la flora de México, pero potencialmente imporiante desde el
punto de vista cientifico por su contribucion Unica a la biodiversidad de México, y
por su valor como recurso genético (Ledig et al., 1997).

Esta especie es de reciente descripcion, el primer reporte data de 1942
(Martinez, 1948), presenta una distribucion limitada. En la actualidad se conocen

35 localidades en un rango de 800 Km en los estados de Chihuahua y Durango y
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esta restringida a una elevacion entre 2200 y 2700 msnm. Requiere de un habitat
muy especifico: se encuentra en pendientes orientadas hacia el norte y en el pie
de los arroyos. Asociado al pinoabeto se encuentran varias especies de Pinus,
Quercus, Abies y de Pseudotsuga. La poblacion de P. chihuahuana mas pequeiia
en el estado de Chihuahua cuenta con tan sélo 15 individuos, la mas grande con
2241. Solamente tres tienen mas de 1000 individuos maduros y en conjunto con
las localidades de Durango no llegan a pasar los 20,000 individuos (Ledig et al.,
1997).

Esta especie presenta varios problemas que la estan llevando a la
extincidn; uno de ellos es que su reproduccion es irregular debido a la distribucion
heterogénea de edades en la poblacion (Bye, datos no publicados) y casi no
existen individuos juveniles y plantulas, con lo que no se estd dando una
regeneracion natural. Ademas ocurre una significativa pérdida de sus semillas por
el ataque de una palomilla (Cydia phyllisi, Fig. 1d) (Narvaez, 1987 citado por
Chaparro, 1992; SARH, 1993). Ademas, existe una tala ilegal para complementar
cargas de celulosa, con la consecuencia de que un mayor nimero de arboles esta
desapareciendo. No obstante que F. chihuahuana no tiene uso industrial en
nuestro pais (Narvaez et al., 1983; Basurto ef al, 1990, citados por Jacob, 1994),
en las diferentes poblaciones se hacen cortes de forma clandestina de las puntas
de arboles, arboles completos y arbolitos para aprovechar la madera y como
arbolito de Navidad (Jacob, 1994). La combinacion de estos factores ha provocado
que Picea chihuahuana se encuentre en inminente peligro de extincién (NOM-

059-ECOL-1894; TUCN, 1998).
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Figura 1. a) Arbol adulto de P. chihuahuana en su habitat, b) Rama lateral de P.
chihuahuana en donde se pueden observar las tres yemas caracteristicas de la
especies, ¢) Conos femeninos de P. chihuahuana, d) Semillas inmaduras, €)
Larvas de Cydis phyllisi que infectan los conos de P. chihuahuana.
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El cultivo tradicional de coniferas

Las coniferas (Pinophyta) son el grupo de mayor importancia econdmica
dentro de las Gimnospermas, cubren aproximadamente el 60% de las areas
forestales del mundo, en las que existen alrededor de 50 géneros y de 300 a 500
especies. Las coniferas son evolutivamente un grupo muy antiguo que aparecio en
el periodo Pérmico, hace 180 a 205 millones de afios; crecen en zonas templadas
donde forman densos bosques en Norteamérica, Europa y Asia. Muy pocas
especies tienen una distribucion estrictamente tropical y en tal caso usualmente se
les encuentra en altitudes eievadas en esas regiones (Thorpe y Harry, 1991).

El interés por la regeneracion de coniferas es muy grande hoy en dia, ya
que. se reconoce que los bosques son talados a una tasa mas rapida de la que se
pueden regenerar, ya sea natural o artificialmente, debido al incremento en la
demanda de’ madera y sus productos. Por otro lado, existen enfermedades y
plagas, tanto come incendios forestales que amenazan la existencia de algunas
especies (Thorpe ef al,, 1890); en paises como México existe una gran apertura
de areas naturales para la agricuitura y ia ganaderia (Challenger, 1998).

Existen dos métodos de propagacion de coniferas el sexual y el asexual. El
primero, que es el que se presenta sin la intervencion del hombre, se basa en el
entrecruzamiento de gametos. Esta capacidad de reproduccion de los arboles ha
sido manipulada por el hombre a través de polinizacién cruzada y controlada, para
realizar el mejoramiento genético tradicional; ésta se realiza mediante la cruza de
arboles elite para la produccién de semilias mejoradas de alta calidad y poder

obtener nuevos individuos de los gue a su vez se seleccionarén los mejores.
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Desgraciadamente para muchas especies, las semillas mejoradas genéticamente
no se pueden producir en abundancia y a bajo costo (Bonga y von Aderkas, 1992).

El otro método es {a propagacion vegetativa de arboles forestales, una
manera de hacerse es mediante el enraizamiento de esquejes o el enraizamiento
de fasciculos en el caso de los pinos, el otro es mediante injertos. Sin embargo,
para la mayoria de las coniferas este tipo de propagaciéon estd muy limitado,
debido a la pobte respuesta que tienen los esquejes para enraizar, por lo que
generalmente no es posible usar estos métodos (Thorpe y Harry, 1991; Bonga y
von Aderkas, 1992). Ademas de que este tipo de propagacion es a largo plazo y
exige mucha labor, en algunos casos es muy dificil, con un porcentaje de exito
muy bajo, especialmente con arboles maduros (Attree y Fowke, 1991).

En los bosques, cuando no existe un manejo después de talar los arboles,
se deja que las poblaciones se regeneren por si mismas.

Los métodos de propagacion vegetativa han sido practicados por mas de
2000 afios, pero éstos tienen sus limitaciones, especialmente cuando se requieren
grandes cantidades de propagulos. Los métodos de cuftivo de tejidos ofrecen una
alternativa y han sido exitosamente empleados para muchas especies de arboles

(Roay Lee, 1982)
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Cultivo de Tejidos Vegetales

Dentro de las alternativas de rescate y conservacién de germoplasma que
se pueden emplear para especies como P. chihuahuana se encuentran los
métodos de cultivo de tejidos vegetales (CTV) o técnicas de cuitivo in vitro. Estos
términos cubren una amplia gama de técnicas que involucran el cultivo bajo
condiciones asepticas de una gran variedad de explantes (células, tejidos y
érganos); incluye la germinacion de semilias, cullivo de meristemos y callos,
embriogénesis somatica, efc. (George y Sherrington, 1984). Estas proporcionan
una herramienta que podria permitir incrementar la disponibilidad de material
biolégico empleando diversas estructuras para la regeneracién de plantas a partir,
por ejemplo, de material vegetativo como yemas y hojas, asi como también
embricnes cigdticos e inclusive de tejidos haploides como los megagametofitos y
polen.

En la conservacion de especies escasas en la naturaleza las técnicas de
cultivo de tejidos pueden representar grandes ventajas scbre los métodos de
propagacion convencionales, pues se puede aprovechar la capacidad de
propagacion vegetativa de arboles seleccionados, con lo que se podrian clonar
tales genotipos (Fay, 1994).

Existen tres tipos de micropropagacién: elongacion de brotes adventicios,
organogenesis y embriogénesis.

La elongacién de brotes axilares ocurre cuando éstos, que normalmente
gstan inactivos son liberados de {a dominancia apical, principalmente por la

manipulacién de hormonas (generalmente citocininas) en el medio nutritivo. Este
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método de propagacién es mas comun con especies de madera dura
(angiospermas) que con coniferas. Se prefiere esta via de regeneracion, ya que
mantiene una mayor estabilidad genética que la organogénesis. Las coniferas no
son generalmente propagadas por este medio (Bonga y von Aderkas, 1992).

En la organogénesis los brotes adventicios se forman primero,
posteriormente se induce el enraizamiento; ocasionalmente las raices se forman
antes que los brotes. En la mayoria de las coniferas la formacién de brotes
adventicios ocurre en el hipocdtilo y cotiledones del embridn y en hojas jovenes de
plantulas (Bonga y von Aderkas, 1992).

La embriogénesis somatica fue recientemente posible con unas cuantas
especies de arboles, pero rapidamente ha llegado a ser mas comun. Los
embriones somaticos se forman tanto directamente del explante como
indirectamente, mediante un calio o en una masa de células comprimida de
pequefios embrioides y células semejantes a suspensores. La embriogénesis es
generalmente preferida sobre la formacion de brotes axilares o de organogénesis
cuando uno o unos cuantos genotipos van a ser propagados a gran escala porque:
1) La embriogénesis produce una mayor cantidad de propagulos que otros
métodos de propagacion. 2) Esta involucrada menor mano de obra en la
embriogénesis que en otros métodos, ya que no se requiere el paso de
enraizamiento. 3) La encapsulacién de embriones somaticos es una realidad, ha
permitido la produccion de semillas artificiales que facilitan el traspaso de cultivos
in vitro al campo. Se espera que en un futuro, esta aplicacién sea aiun mayor

(Bonga y von Aderkas, 1992).
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Cultivo de Tejidos en Coniferas

Desde la década de los 30 se han cultivado tejidos de plantas lefiosas. En
los siguientes 40 afios se han establecido cultivos de callos y ¢érganos (Ahuja,
1993). El primer callo de gimnosperma mantenido en continuo crecimiento fue de
Sequoia sempervirens (Ball, 1950).

Generalmente se prefiere la propagacion in vitro de arboles maduros sobre
la multiplicacion vegetativa por medio de plantulas o embriones, porque algunas
caracteristicas importantes no se expresan hasta que los arboles alcanzan su
madurez (Bonga, 1881).

| a propagacion vegetativa de muchas coniferas esta limitada por los
cambios fisiolégicos que ocurren durante la maduracion, que hacen que el tejido
maduro no sea capaz de responder a la estimulacién morfogénetica externa. Esto
revela que los érganos y tejidos de las plantas adultas tienen poca plasticidad de
desarrollo (Bonga, 1983), muy evidente en el caso de las Gimnospermas, lo que
ha conducido a que en la mayoria de las especies que se han logrado propagar
vegetativamente se hayan utilizado embriones y en algunos casos tejidos de
plantulas. También es altamente deseable llegar a desarrollar técnicas de
propagacion vegetativa de arboles maduros (Attree y Fowke, 1993).

{a mayoria de los trabajos sobre propagacion clonal de arboles forestales

‘mediante cultivo de tejidos se han desarrollado a partir de tejido embrionario o de
plantuia.

De manera general los explantes juveniles como: embriones, cotiledones,

hipocétilos o yemas y 4pices de plantulas, son los que han respondido mejor a la
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regeneracion in vitro que los tejidos de plantas adultas como por ejemplo las
yemas laterales. Por esta razén, los explantes juveniles han sido extensamente
empleados para la propagacion clonal de especies lefiosas {Ahuja, 1993). Aunque
el tejido juvenil es la fuente mas comin de explantes en coniferas, su limitacién
radica en que éste también sufre de maduracién y sélo puede ser capaz de
responder a un estimulo organogénico o embriogénico dentro del primer mes
después de la germinacion (Ellis y Bilderback, 1989).

En estudios sobre micropropagacion de especies con poblaciones escasas
en la naturaleza es requisito explorar la regeneracién a partir de los explantes
disponibles. Cominmente en Gimnospermas se recurre a estructuras ligadas a la
semilla (Attreé y Fowke, 1993). La micropropagacion tiene un gran potencial como
e;,e demostré con el hecho de que en los Ultimos 20 afios ha sido posible producir
mediante estas técnicas mas de 50 Gimnospermas (Thorpe y Harry, 1991) y
seguramente esta cifra ha aumentado en la presente década.

La regeneracidn de coniferas mediante cultivo in vitro ha sido reportada en
multiples casos. Hay dos principales patrones de regeneracion de plantas
completas en Gimnospermas. Uno es via organogénesis, basada en el
enraizamiento de brotes adventicios o axilares, mientras que el ofro es via
embriogenesis somatica.

El cultivo de tejidos de coniferas puede significativamente incrementar ia
produccion forestal mediante la produccion de genotipos seleccionados para
caracteristicas como: tasa de crecimiento mas rapida, calidad de madera superior

o resistencia a enfermedades. El cultivo de tejidos también podria introducir
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nuevas variaciones genéticas y reducir las barreras para entrecruzar especies,
asumiendo asi un papel preponderante en la biotecnologia (Mchammed vy Vidaver,

1988).

Organogénesis

Progresos recientes en el cultivo in vitro han permitido la propagacion
vegetativa de muchas coniferas a partir de tejido embrionario ¢ de plantulas y en
grado limitado, de brotes (yemas) de arboles maduros. Christianson y Warnick
(1985) consideran como competencia a la capacidad del tejido para responder a
una induccion organogenica. Los cotiledones de las coniferas son por lo tanto
competentes para responder a la induccion organogenica si los brotes de novo
pueden ser inducidos mediante la exposicion a una hormona (Ellis y Bilderback,
1989).

La organogénesis involucra la diferenciacion de brotes y raices a diferentes
tiempos durante el desarrollo de las plantulas. Usualmente los brotes son
inducidos en un medio enriquecido con citocininas y subsecuentemente éstos son
enraizados en un medio con auxina, para completar la formacion de las plantulas.
La organogénesis ha sido inducida en cultivos de callo, érganos, células vy
protoplastos. Sin embargo, la organogénesis esta influenciada por el genotipo, el
estado fisioldgico del explante, la edad del explante y las condiciones del cultivo
como el régimen de luz y temperatura asi como la constitucién del medio, en

particular la concentracion de las hormonas (Ahuja, 1993).
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Formacioén de brotes adventicios

La produccién de brotes adventicios es un proceso que consiste de al

menos cuatro pasos distintos:
a) Induccion de brotes en el explante
b) Desarrollo y multiplicacién de los brotes
¢) Enraizamiento y crecimiento de brotes
d) Aclimatizacién de plantulas

En algunos casos los dos Ultimos pasos pueden combinarse,
particularmente cuando el enraizamiento es llevado a cabo ex vitro. Los
requerimientos optimos para cada paso deben ser empiricamente determinados,
no obstante, quiza los principios generales en los diversos protocolos de
regeneracion se pueden usar para poder establecer nuevos cultivos (Thorpe y
Harry, 1991).

La formacion de brotes adventicios involucra una interaccion entre el
indculo, el medio y las condiciones ambientales de cultivo. En las coniferas los
brotes son generalmente inducidos directamente dei explante y no se pasa por
una fase de callo. De manera general, el tejido juvenil es el que mejor responde a
los tratamientos in vitro permitiendo la organogénesis de novo, por o que los
embriones son los explantes mas frecuentemente usados. Adicionaimente, otros
explantes juveniles como cotiledones y epicotiios también son frecuentemente
usados, asi como brotes laterales de arboles adolescentes y maduros (Thorpe et

al., 1990; Thorpe y Harry, 1991).
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Se han empleado distintos medios para realizar cultivos in vitro. Sin
embargo, las sales minerales en su concentracién total (original) no siempre son
Optimas y diferentes formulaciones pueden funcionar mejor en distintos estados de
desarrollo. Se necesita ademas una fuente de carbono (usualmente sacarosa),
vitaminas, nitrogeno reducido (normalmente amino acidos) y hormonas. Muchos
factores ambientales influyen en el crecimiento y diferenciacién: la forma fisica del
medio, pH, humedad, composicién de la atmdsfera gaseosa, {uz y temperatura. La
mayoria de los cultivos con éxite se han logrado en medio solidificado con agar.

El proceso organogénico involucra la induccién de tejido meristematico
mediante el tratamiento con hormonas, aunque la diferenciacion y el desarrolio de
brotes ocutre frecuentemente en ausencia de hormonas exégenas. La hormona
mas empleada es N°-benciladenina a concentraciones que frecuentemente no son
mayores de 5 mg I'', la mezcia de diferentes citocininas provee beneficios en
algunos casos. En coniferas, la adicion de auxinas u otras hormonas tiende a
producir la formacion de callo y reduce la organogénesis.

El segundo estado de formacidn de plantas en confferas involucra el
desarrollo de los primordios para formar brotes con sus hojas primarias y su
subsiguiente multiplicacion; generaimente la formacion de verdaderos brotes
requiere la transferencia del explante a un medio con niveles nutricionales vy
hormonales alterados, y frecuentemente con la adicion de carbdn activado. En
algunos casos, la formacion de brotes adventicios se presenta en el cultivo inicial
(medio de induccién) y se hace necesario un cambio de medio para la elongacion

de los tallos. Para ta mayoria de los reportes sobre regeneracion in vitro de
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coniferas no son hecesarias las hormonas, pero varios subcultivos pueden
requerirse para producir brotes que puedan ser enraizados (Thorpe y Harry, 1981).

Las fases de enraizamiento y aclimatizacion de plantulas pueden ocurrir
separadamente o en conjunto, dependiendo si el enraizamiento se lleva a cabo in
vitro o ex vitro. Una gran ventaja de usar ésta Gltima, es que la formacién de callo
raramente ocurre en la base de los brotes, con lo que se asegura una conexion
vascuilar continua entre el brote y la raiz. El enraizamiento en agar es
frecuentemente sincrénico aunque la calidad de las raices puede no ser tan buena
como las que se producen in vifro en substratos inertes como agrolita o
vermiculita, ¢ bajo condiciones ex vitro.

Generalmente se requieren auxinas para el enraizamiento; el acido inddl
butirico (AIB) ha mostrado ser el mejor para tal efecto. Estos tratamientos pueden
ser aplicados mediante un pulso (horas o dias) o pueden ser continuos. Los polvos
comerciales para enraizar también han sido efectivos. En algunos casos el uso de
varias auxinas ha mejorado el proceso. Finalmente la concentracion de sacarosa y
sales minerales frecuentemente debe ser reducida a la mitad o a un tercio del
estado previo (Thorpe y Harry, 1991).

La obtencién de brotes adventicios se ha logrado en varias especies de
coniferas utilizando embriones cigéticos, como ejemplo se pueden citar: 10
especies de Pinus, una de Taxus y Pseudotsuga menziesii (Sommer et al., 1973,
Sommer, 1975; Brown y Sommer, 1977, citados por Sommer y Brown, 1977),
Pinus radiata (Reilly y Brown, 1976, citados por Sommer y Brown, 1977), Pinus

pinaster (David y David, 1977, citados por Sommer y Brown, 1977), Thuja
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occidentalis, Cupressus sempervirens, C. macrocarpa y C. arizonica. (Sommer y
Brown, 1977), Pinus conforta (von Arnold y Eriksson, 1980), P. ponderosa (Ellis y

Bilderback, 1989) y Picea omorika (Kolevska y Buturovic, 1995).

Embriogénesis

La micropropagacion via embriogénesis somatica in vifro involucra el
desarrollo de embriones a partir de células somaticas embriogénicamente
competentes. En contraste a la organogénesis, donde los brotes y raices
generalmente se desarrollan en diferentes medios, la embriogénesis somatica es
aparentemente un proceso de un solo paso involucrando el desarrolio de
embriones que poseen ambos polos, el brote y la raiz, como en el embrién
cigotico. Esto no quiere decir que no requieran diferentes medios para ia
induccion, desarrollo y maduracion de los embriones somaticos

La regeneraciéon de plantulas mediante embriogénesis somatica es
preferida cuando es posible, porque provee un método efectivo para la
propagacion rapida de un gran nimero de plantas. Mientras el numero de
especies que se han propagado a través de este método ha ido en aumento, el
porcentaje de conversién o germinacién de los embriones somaticos a plantulas
permanece relativamente bajo, por ejemplo en . ablies, se ha estimado que
menos del 1% de los embriones inducidos se desarrollan en plantas. El éxito en la
embriogénesis somatica en coniferas estd muy limitado al uso de embriones
cigdticos inmaduros como explantes. Si bien existen algunos reportes que han

empleado embriones maduros y partes de plantulas disectadas, éstos son
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escasos (Attree y Fowke, 1893). El proceso generalmente requiere de auxinas, por
ejemplo 2,4-D o ANA, para lograr la induccién de la embriogénesis y se requiere
del subcultivo a medio sin auxinas para el desarrollo de un callo embriogénico, gue
en verdad no es un callo o lo es sélo en forma transitoria y se forma una masa de
embriones y suspensores entrelazados. Una vez que el “callo embriogénico” se
forma, es posible que se mantenga indefinidamente mediante subcultivos. La
continua proliferacién de los cultivos embriogénicos en coniferas ocurre por el
proceso de poliembriogénesis somatica, en el que un embrién da origen a otro y a
otro por divisién sin la formacién de callo. Los embriones somaticos en fase
cotiledonar usualmente requieren ser transferidos a un medio libre de auxinas y
con ABA. El crecimiento de las plantulas en invernadero o en el campo ha
representado muchos problemas hasta la fecha, ya que las plantas llegan a
presentar un estado de latencia. Al parecer, la deshidratacion parcial de las
plantulas puede ayudar a superar el problema (Thorpe y Harry, 1891).

La formacion de embriones somaticos ha sido observada por ejemplo en
Picea abies, P. glauca, Pinus taeda, Larix decidua, Abies alba (Schuller et al,

1989).

Cultivo de tejidos haploides

Dentro de las técnicas de cultivo in vitro es posible emplear diferentes
explantes. Entre ellos se encuentran las estructuras haploides de gran importancia
en los procesos de mejoramiento de cultivos mediante la produccion de plantas

diploides homocigas y para analisis genéticos. Estos estudios en conjuncidn con
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las técnicas electroforéticas, abren la posibilidad de identificar genotipos menos
frecuentes y de reconocer la presencia de genes hasta entonces encubiertos por
genes dominantes los cuales se podrian manifestar si se lograra regenerar plantas
haploides. No obstante la importancia que esto representa para el manejo de los
bosques, en las Gimnospermas existen pocos reportes sobre la regeneracion de
estructuras organizadas a partir de tejidos haploides (Singh ef al, 1981).
Unicamente se han producido plantas a partir de megagametofitos y los estudios
exitosos son pocos (Rohr 1987, Bonga et al, 1988, citados por Bonga y von
Aderkas, 1992).

Se han obtenido embriones somaticos de coniferas a partir de
megagametofitos de Lanx decidua y L. x eurolepis (Attree y Fowke, 1993). Asi
también se logréo la formacidn de embriones somaticos a partir de
megagametofitos en varias especies de cicadas como Zamia fischeri Z.
furfuracea, Z. pumila (Chavez et al, 1992b); Cerafozamia hildae y C. mexicana
(Chavez ef al., 1992a). En una revisién sobre la embriogénesis somatica en
Gimnospermas, Attree y Fowke (1993) indican que existen ademas otros estudios
con cicadas (Cycas circinalis, Zamia pumila) en los que se logro el desarrollo de
embriones somaticos a partir de megagametofitos. También se ha reportado la
formacién de plantulas haploides via organogeénesis a partir de gametofitos
femeninos de Ephedra foliata a partir de cultivo in vitro (Singh et af., 1981).

Existen pocos reportes sobre la regeneracion de plantas haploides en

Gimnospermas, lo que hace pensar que deberan superarse multiples dificuitades
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para lograr inducir respuestas morfogenéticas a partir de los megagametofitos de

F. chihuahuana.

Cambios fisiolégicos producidos por el cultivo in vitro

Las respuestas que se obtienen mediante el cultivo de tejidos dependen de
diversos factores, principalmente del genoctipo del material vegetal (explante) a
cultivar, de los diversos componentes de los medios de cultivo, de los reguladores
del crecimiento y de los factores ambientales o fisicos, que son las condiciones
bajo las cuales se desarrollan los cuitivos (George y Sherrington 1992). Pero los
cultivos que crecen heterotréfica o fotomixotréficamente in vitro en sustratos
solidificados con agar pueden presentar modificaciones tanto en su estructura
como en sus funciones fisiolégicas del aparato fotosintético, es decir, la actividad
fotosintética de las plantuias desarrolladas esta frecuentemente limitada como
resultado de su condicion particular: baja irradiacién durante el periodo luminoso,
altos niveles de sacarosa, una humedad relativa alta, incremento de Ila
concentracion de etileno y baja disponibilidad de CO,. Estas condiciones pueden
afectar su desarrollo y el éxito para la posterior aclimatizacion ex vitro (Serret et
al, 1998; Catsky ef al., 1995). La habilidad fotosintética de las plantulas cultivadas
in vitro necesita ser confirmada mediante la medicion del intercambio de CO-.
Diversos métodos se han desarrollado para varias especies como fresa, papa,
tabaco y rosa (Triques et al., 1997).

El confinamiento de las plantas durante el cultivo in vitro en recipientes

cerrados puede ocasionar modificaciones dramaticas en la composicién gaseosa
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de la atmésfera. Productos voiatiles como el etileno se pueden acumular e inhibir
el crecimiento  vegetal y el desarrollo de la fotosintesis. En cultivos
fotosinteticamente activos que crecen fotomixotréficamente bajo un régimen de
luz/oscuridad en recipientes cerrados, el CO, se acumula en el periodo de
oscuridad y es consumido en el de luz, con lo que, a largo plazo, el CO; puede
alcanzar concentraciones muy altas cuando Ia fijacion de CO; no balancea la
pérdida por la respiracion y puede ocurrir el agotamiento de oxigeno. Por otro
lado, dependiendo de la actividad fotosintética de los explantes, la concentracién
de CO; puede disminuir al punto de compensacion durante el pericdo de luz, con
fo que la fotosintesis es cercana a cero, en esta caso, la ganancia de carbono a
partir de la fijacion de CO; es limitada y Unicamente se obtiene por |a utilizacion de
la sacarosa, con lo que la ganancia puede ser muy pequefia (Cournac ef af.,
1991). La considerable limitacion en la fotosintesis neta se traduce en una
limitacion similar en la tasa de crecimiento medida como tasa de acumulacién de
materia seca (Catsky et al, 1995). El agotamiento o exceso de CO, también
puede causar efectos deletéreos sobre las plantutas in vifro y puede ser la causa
de crecimientos ancrmales durante el estado de desarrollo in vitro o durante la
aclimatizacion (Cournac et al., 1991).

Se ha involucrado al azlcar presente en la mayoria de los medios de cultivo
como uno de los principales responsables en la represion del desarrolio de
cloroplastos y se ha demostrado que el suministro de azucar exdgeno tiende a

reducir la fotosintesis neta (LaRosa ef al,, 1984; Van Huylenbroeck y Debergh,

1996).
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Al mejorar la eficiencia fotosintética de las plantulas in vitro se puede
mejorar las condiciones de crecimiento en los cultivos y también favorecer el éxito
de la aclimatizacién ex vitro. Se ha considerado que los brotes y plantulas in vitro
tienen una pequefia o baja habilidad fotosintética para proveer un balance de
carbono positivo, por lo que requieren azucar como fuente de carbono y de
energia para su crecimiento hetero o mixotréfico durante las fases de
muitiplicacién y enraizamiento. Investigaciones recientes han revelado que las
plantulas in vitro pueden desarrollar crecimiento fotoautotrofico bajo condiciones
favorables para la fotosintesis. Esto se ha logrado modificando factores como los
niveles de sacarosa en el medio, la intensidad luminosa y la concentracion de CO»
(Serret et al., 1996).

Existe evidencia de que los cloroplastos de plantulas cultivados in vitro
pueden ser funcionales, lo que ha permitido en algunos casos inducir un
crecimiento fotoautotréfico. Sin embargo, las células y tejidos fotoautotréficos no
han sido usados extensamente debido a la dificultad de establecer y mantener los
cultivos. Varios intentos para inducir células o tejidos heterotroficos a crecer
fotoautotréficamente mediante la omision de azlcares del medio de cultive no han
sido exitosos.

A fin de crecer células fotoautotréficamente ha sido necesario alterar las
condiciones de cultivo mediante el incremento de los niveles de CO; y la
intensidad de luz. Otros factores pueden también influenciar el desarrollo de la

capacidad fotoautotrofica en células cultivadas, como la fuente del explante, la
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fuente de carbono, el tipo y la concentracion de los reguladores del crecimiento,

asi como la interaccion de todos ellos (LaRosa et al., 1984).

Oxidacion

La oxidacidn de los cultivos in vifro es un problema frecuente, ésta puede
ocurrir en respuesta a la diseccidén o al cultivo posterior. Generaimente, la
oxidacion trae como consecuencia un crecimiento reducido y la muerte eventual
del tejido (Bonga y von Aderkas, 1992).

La oxidacién del tejido afecta su metabolismo de varias maneras. Se la ha
asociado con el incremento en la sintesis de proteinas y almiddén y una
disminucién en la produccion de etileno. Cuando la oxidacion llega a ser muy
intensa, la sintesis de proteinas disminuye y comienza el deterioro del tejido.

La oxidacion del tejido es autocatalitica. Los exudados fenodlicos tdxicos
producen dafos, los cuales crean mas exudados y por lo tanto mayor oxidacion.
Se puede afadir carbon activado al medio de cultivo para atrapar los exudados,
pero esto puede interferir con la efectividad de las hormonas adicionadas al medio
ya gue también las absorbe (Bonga y von Aderkas, 1992).

Los explantes frecuentemente se tornan cafées o negros rapidamente
después de aislarlos y cuando esto ocurre el crecimiento se inhibe y el tejido
frecuentemente muere. La inhibicidon del crecimiento es mas severa en las
especies que naturalmente contienen altos niveles de taninos u otros
hidroxifenoles. Los tejidos provenientes de plantulas son menos propensos a la

oxidacion por diseccion gque los tejidos de plantas adultas. La oxidacion tambien
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esta influenciada por el estado fisiolégico del explante, ya que se ha visto que
explantes tomados de una planta en diferentes meses pueden o no presentar
oxidacién.

La necrosis del tejido ocurre por la accién de las enzimas oxidasas que
contienen cobre tales como la polifeniloxidasa vy la tirosinasa (Lerch, 1981, citado
por George y Sherrington, 1984), las cuales son liberadas o sintetizadas en el
momento que los tejidos son dafiados. Los sustratos de estas enzimas varian en
cada tejido, siendo los mas comunes la tirosina o o-hidroxi-fenoles como el acido
clorogénico. Las enzimas y sustratos son normalmente retenidos dentro de
diferentes compartimientos de las células y se liberan cuando éstas son dafiadas o
estan moribundas. Los fenoles tienen una funcién natural importante en la
oxidacion regulada del AlA. La toxicidad de los fenoles se debe probablemente a
la union reversible del hidrégeno a las proteinas. La inhibicion irreparable del
crecimiento se presenta cuando los fenoles son oxidados a compuestos quinona
altamente activos, polimerizan y/o oxidan proteinas para formar de manera
creciente compuestos melanicos (George y Sherrington, 1984).

La oxidacion del tejido, especialmente del explante aislado se puede
prevenir de varias maneras, con mejores resuitados en unas que otras. En
algunos casos se necesita la conjuncién de dos o mas y en los casos mas severos
es muy dificil prevenirla. La primera accion es remover las sustancias fendlicas de
los explantes, las cuales son frecuentemente exudados del tejido. Para ello se
realizan lavados en agua corriente, antes de que los explantes sean esterilizados;

también se usa dejarlos algunos minutos en agua estéril antes de la diseccidn del
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material. Una de las acciones méas comunes para contrarrestar la oxidaciéon son
los subcultivos frecuentes. En las transferencias de cultivo a intervalos frecuentes
las partes necrosadas del tejido pueden removerse antes de que afecten al tejido
sano {(Bonga y von Aderkas, 1992).

Otra de las acciones para combatir la oxidacidén es la adicidn de carbdn
activado, gue tiene una gran capacidad para absorber compuestos toxicos e
inhibitorios; generalmente se empiea en concentraciones de 0.5 a 3 g I'". Otros
compuestos como: la cafeina, el polivinilpirrolidona (PVP) y el B-mercaptoetanol
han mostrado ser benéficos para ia absorcion de polifenoles o taninos. El PVP
absorbe fenoles a través de la unidon con el hidrégeno, previniendo su oxidacion
(George y Sherrington, 1984).

La tendencia de los compuestos a oxidarse o reducirse depende del
potencial oxidacion-reduccion (redox) de la solucion. Cuando  los  tejidos  son
susceptibles a la oxidacion, éstos frecuentemente se sumergen en una solucion de
un agente reductor (antioxidante) inmediatamente después de su diseccion. La
lista de compuestos Utiles que se han usado para este proposito incluye al acido
ascorbico, acido citrico, L-cisteina HCI, ditiotreitol (DTT) y mercaptoetanol.
También se han incorporado agentes reductores dentro del medio de cultivo
(George y Sherrington, 1984).

La exposicion de los cultivos a la luz incrementa la actividad de las enzimas
tanto en la biosintesis como en la oxidacion de los fenoles. Para reducir o prevenir
la oxidacion, los cultivos se mantienen en oscuridad por mas de 14 dias antes de

ser transferidos a bajas intensidades de luminosa (George y Sherrington, 1984).
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OBJETIVOS

1) Inducir respuestas morfogenéticas (callo, raices, brotes y/o embriones) in vitro a
partir de megagametofitos provenientes de semillas maduras de PFicea

chihuahuana.

2) Inducir respuestas morfogenéticas (callo, raices, brotes y/o embriones
somaticos) in vitro a partir de megagametofitos y embriones provenientes de
semilias inmaduras con la intencion de llegar a regenerar plantulas completas

haploides y diploides de Picea chihuahuana.

3) Determinar si existe una respuesta diferencial en el cultivo in vitro de embriones

inmaduros de P. chihuahuana provenientes de distintas poblaciones

4) Evaluar el efecto de la sacarosa sobre la condicion fisiologica de los brotes

adventicios de P. chihuahuana obtenidos in vitro.
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MATERIALES Y METODOS

Material biolégico empleado
Para los distintos experimentos se utilizaron semiilas maduras asi como
inmaduras provenientes de conos sin abrir, recolectadas y donadas por Bosque

Modelo Chihuahua, A.C., provenientes de varias localidades del estado de

Chihuahua. Las semillas se extrajeron de los conos y se almacenaron en

refrigeraciéon a 6°C hasta el momento de su uso. Para cada caso las semillas se

esterilizaron superficialmente siguiendo los pasos que se mencionan a

continuacion.

1) Se enjuagaron con agua destilada por 20 min con el fin de eliminar las
particulas adheridas a ellas.

2} Se desinfectaron con una solucién de captan (2.5 g I') y 6 gotas/100 mi de un
microbicida comercial (plata coloidal 0.32%) por 24 horas.

3) Se desinfectaron con alcohol etilico al 70% en agitacion durante 2 min.

4) Se desinfectaron con una solucion de hipoclorito de sodio comercial (6% de
cloro activo) al 20% (v/v), adicionado con 3-5 gotas de Tween 80, durante 30
min.

5} Finalmente bajo condiciones asépticas se realizaron tres enjuagues con agua

destilada y esterilizada.
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Con las semillas ya esterilizadas, se procedié bajo condiciones asépticas a su
diseccion con la ayuda de un microscopio estereoscépico e instrumental de
diseccion. Se retird la testa tratando de no dariar al megagametofito, a éste se le
realizé un corte para separarlo longitudinalmente en dos partes y poder extraer al
embrion.

Los explantes utilizados fueron megagametofitos de semillas maduras, de

semillas inmaduras y embriones de estas Gitimas.

Medios de cultivo
Se emplearon los medios de cultivo B5 (Gamborg, et al., 1968) modificado

por Litz (Litz, 1995; Chavez et al,, 1992a,b) al que se le llamara medio Litz de aqui
en adelante (apéndice 1) y el medio SH (Schenk y Hildebrandt, 1872) (apéndice
2). Los medios se vertieron en cajas de Petri (20X100 mm) o frascos de vidrio de
120 m! de capacidad, conteniendo de 20 a 25 ml de medio. A todos los medios de
cultivo se les ajustd el pH a 5.7 con NaOH y HCI 0.1 N previo a la adicion de Agar
8 g I'". Los frascos de cultivo con medio nutritivo fueron esterilizados en autoclave

a120°C, 15 tb psi”’ durante 17 min.

Condiciones de incubacion

Para cada experimento la mitad de los explantes se incubaron en una
camara de crecimiento a 26+2°C: la mitad se colocé en oscuridad y la otra mitad
en fotoperiodo de 16 h luz, con una densidad de flujo fotonico de 50 pmol m™s™,

proporcionada por dos lamparas Luz de dia General Electric de 75 W. Solamente
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en un ensayo se incrementd la temperatura a 28°C y a una densidad de flujo

foténico de 160 pmol m?2s™.

Cultivo de megagametofitos maduros

Se sembraron mitades de megagametofitos en cajas Petri adicionadas con
medio Litz con diferentes concentraciones de BA/ANA y K/2,4-D (Cuadro 1). Se
sembraron de 5 a 10 explantes por caja con cuatro repeticiones para cada
tratamiento.

Después de 30 dias de induccién la mitad de los explantes se subcultivaron
a sus respectivos medios de induccion, la otra mitad se transfirié a medio Litz al
50% de sus componentes sin reguladores del crecimiento. Posteriormente se

realizaron subcultivos mensuales.

Cuadro 1. Tratamientos hormonales adicionados al medio Litz para el cultivo in
vitro de megagametofitos y embriones de P. chihuahuana.

BA o K (mg )

0 0.5 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0
0.1
Q.5
1.0
2.0
3.0
4.0

ANA 0 2,4-D
(mg I
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Cultivo in vitro de megagametofitos inmaduros en medio Litz

A partir de semillas inmaduras colectadas en agosto de 1995 de las
poblaciones de La Tinaja y ElI Ranchito (Chihuahua). Se sembraron
megagametofitos en medio Litz adicionado tnicamente con ocho distintas
combinaciones de citocininas BA o K y auxinas ANA o 2,4-D (0/0, 5/0, 3/0, 1/3,
1/2, 1/1, 0.5/2 mg "), Se seleccionaron estos tratamientos con base en los
resultados obtenidos con megagametofitos de semillas maduras. Se colocaron dos
explantes por frasco de vidrio con diez repeticiones.

El tiempo de induccion fue de 30 dias y posteriormente se transfirieron a

medio Litz 50%:; los subcultivos subsecuentes se realizaron cada treinta dias.

Cultivo in vitro de embriones inmaduros en medio Litz

Se utilizaron conos inmaduros, es decir, aquellos que todavia estaban
cerrados, para lo cual hubo que abrirlos mecanicamente y extraer las semillas, las
cuales se almacenaron en refrigeracién (6°C) para su posterior procesamiento.

Los embriones se sembraron en medio Litz. Se aplicaron 49 distintos
tratamientos para cada juego hormonal (Cuadro 1). Se sembraron 4 embriones pdr
contenedor con 5 o 6 repeticiones para cada tratamiento.

El tiempo de induccién fue de 30 dias y posteriormente se transfirieron a

medio Litz 50%: los subcultivos subsecuentes se realizaron cada treinta dias.
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Uso de antioxidantes

Para tratar de evitar o0 minimizar la oxidacién, se utilizaron dos compuestos
gue han demostrado un efecto antioxidante en los cultivos in vitro con el medio
SH, el acido ascérbico y el dcido citrico. Se prepard una solucién de acido citrico y
acido ascérbico (250 mg I'"), se le ajusto a un pH 5.8 y se esterilizé por filtracién
con la ayuda de filtros Millipore (0.45 pm) (debido a que ambos compuestos son
termolabiles) y se le adicion6, bajo condiciones asépticas, al medio de cultivo
después de que éste salid de la autoclave y alcanzé una temperatura de 40-50°C,
posteriormente se vacié en cajas Petri (20X100 mm) y/o frascos de vidrio de 120
ml de capacidad.

En cada subcultivo de los explantes (embriones y megagametofitos), se les
aplicd un bafio con [a una solucién de acido ascérbico y acido citrico (300 mg I'")
pH 5.8. Los explantes se colocaron en frascos de vidrio que contenian 15 mi de la
solucion antioxidante por lapsos de 15 a 20 min, posteriormente fueron
subcultivados en medio SH 50% y se colocaron bajo las condiciones de cultivo

anteriormente mencionadas.

Cultivo in vitro de embriones en medio SH

Los embriones de semillas inmaduras se sembraron en medio SH. Se
tomaron como base los mejores resultados obtenidos en los tratamientos con
medio Litz para ensayar los siguientes tratamientos de los juegos de reguladores
del crecimiento BAJANA y K/2,4-D: 0/0, 5/0, 3/0, 1/1, 1/2, 1/3, 0.5/2, 21 mg I,

Para cada tratamiento se sembraron 10 a 12 embriones.
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Despuées del primer mes de cultivo en los medios de induccién, los
explantes se transfirieron a medio SH basal al 50% de su concentracién con el fin

de promover la morfogénesis; se realizaron subcultivos cada 30 dias.

Discriminacion entre los mejores tratamientos de K/2,4-D de los cultivos en
medio SH

Debido al numero relativamente bajo de embriones en el ensayo inicial y a
la variacion de resultados, se realizd otra experimento para tratar de establecer
diferencias entre las mejores cuatro combinaciones de K/2,4-D (5/0, 3/0, 2/1y 1/2
mg I''} que formaron el mayor niumero de brotes en el primer ensayo, para lo cual
se sembraron 30 embriones por cada tratamiento, los embriones fueron cultivados
siguiendo el procedimiento ya descrito.

A los cuatro meses de iniciado el expetimento se evalué el nimero de

brotes formados por embrion y por tratamiento.

Induccidn de raices in vitro

Para tratar de inducir la formacion de raices en brotes adventicios se
colocaron de 15 a 20 brotes individualizados (10-40 mm altura) en medio SH 50%
sdlido y/o liquido, adicionado con AlB 3 mg I'": el periodo de induccién fue de 24 h,
otros brotes de colocaron en los mismos medios pero con ANA 3, 5 0 10 mg I,
durante 24 0 48 h.

A la mitad del nimero fotal de brotes se les realizd un corte transversal en

la parte basal para facilitar la penetracién de la auxina.
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Posteriormente los brotes fueron subcuiltivados a medio SH 50% liguido sin

reguladores del crecimiento. Los resuitados se registraron al término de 2 meses.

Cultivo in vitro de embriones inmaduros de distintas poblaciones

Se utilizaron semillas inmaduras de cuatro poblaciones de P. chihuahuana,
El Ranchito, Louisiana, La Tinaja y Las Trojas, del estado de Chihuahua.

Los embriones se sembraron en medio SH adicionado Gnicamente con 5
mg "' de kinetina. Para cada lote de semillas (poblacién) se utilizaron alrededor de
300 semillas y se sembraron 7-8 explantes por frasco.

Después del primer mes de cultivo en los medios de induccion (SH con 5
mg I" K) los explantes se transfirieron a medio SH basal al 50% (SH15) de su
concentracion con el fin de promover la morfogénesis y se realizaron subcultivos
periddicos cada 15 dias para tratar de elongar los brotes que se formaron.

Después de dos subcultivos en medio SH15, la mitad de los embriones se
les transfirié a medio SH basal 50% con sacarosa 10 g I' (SH 10), mientras que Ia
otra mitad se continuo subcultivando en SH15.

A todos los medios se les aplico el tratamiento con los agentes

antioxidantes.

Efecto de la sacarosa sobre el desarrollo de los brotes
Después del periodo de induccion de brotes (30 dias), el desarrollo medido
como grado de diferenciacion y elongacién de los brotes fue muy lento; por tal

motivo, se decidid realizar un ensayo modificando el contenido de sacarosa del
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medio de desarrollo (SH al 50% de sus componentes) reduciéndolo de 15 g I
(SH15) a 10 gi" (SH10). Los embriones fueron sembrados en el medio de
induccion (30 dias), posteriormente fueron subcultivados a medio SH15 durante 30
dias; finalmente, la mitad del nimero total de embriones se subcultivaron a medio
fresco SH15 y ia otra mitad a SH10. Se realizaron subcultivos cada 30 dias. Se
registraron tanto el nimero de brotes por embridn, asi como la altura alcanzada

por éstos, los registros se tomarén al término de 3 meses de cultivo.

Analisis estadistico.

Para la discriminacién entre los mejores tratamientos para la induccion de
brotes adventicios, para el cultivo de embriones de cuatro poblaciones, asi como,
para los estudios fisiologicos, se utilizé el analisis de varianza mediante la ayuda
del paquete estadistico Statgraphics ver. 4.0. Se trabajé con un nivel significativo
del 95%, el rechazo o la aceptacion de la hipétesis nula (no existe diferencia
significativa) se determind mediante {a probabilidad de p, es decir, sila p 2 0.05 no
hay diferencia significativa. En donde se pudo establecer diferencias significativas

se reaiizo la prueba de rango multiple de Tukey HSD.

Estudio fisiologico de los brotes de P. chihuahuana
Fotosintesis

Se midi¢ la fotosintesis mediante un analizador de gases modelo IRGA CI-
30, U.K. a un flujo de 0.3 1 h™", en sistema semicerrado y empleando el aire del

cuarto de crecimiento como fuente de CQO,., a una temperatura de 26+2°C y una
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densidad de flujo foténico de 50 umol-m?s™. La medicion se realizé colocando
para cada caso los embriones en una camara para hoja, la lectura se tomé a los
60 segundos de flujo. Se analizaron muestras de 9 diferentes tiempos de cultivos
in vitro, en cada caso se realizaron de 3 a 5 repeticiones empleando de 7-8

embriones con brotes adventicios en ¢cada caso.

Clorofilas

El contenido de clorofila se determind cuantitativamente mediante un
macerado de brotes adventicios (3 a 5 repeticiones) en acetona al 80% (3 mi). E!
extracto se centrifugd a 14,000 g durante 10 min, se colectd el sobrenadante para
leerse espectrofotométricamente a 647 y 664 nm. Utilizando las ecuaciones de
Coombs ef al. (1988), se calculé la concentracion de clorofilas a, b y total; con

estos datos se determiné la proporcion de a/b.
Ca (UM)=13.19 x Agss~ 2.57 X Agar
Cb (}JM): 2210 x Agar — 5.26 x Aseq

CT (HM)z 7.93 X Aggs + 19.53 X Agar

Donde Ca = clorofila a; Cb= clorofila b; CT= clorofila total; Ass7= absorbancia a 6847

nm; Agss= absorbancia a 647 nm
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Peroxidasas

Los embriones (8-10) provenientes de cultivo in vitro se maceraron en 3 mi
de buffer de fosfatos 10 mM (pH 6.6), se centrifugaron a 14,000 g durante 10 min,
se extrajo el sobrenadante que se utilizd para medir las peroxidasas solubles
conservandolo a 4°C. La pastilla fue resuspendida en 1.5 ml de buffer de fosfatos
NaCl 1 M incubandolo durante 2 h a 30°C. Se centrifugé nuevamente y el
sobrenadante se empled para la determinacion de peroxidasas unidas a pared
celfular.

Para determinar la actividad de peroxidasas solubles y unidas a pared
ce!gjlar dependientes de guayacol se empied el método de Zheng y Van Huystee
(1992). La reaccion se desarrollé empleando 1 ml de muestra adicionada con 1 ml
de buffer de fosfatos 10 mM, pH 6.2, 0.05 ml de guayacol 1% y 0.05 mi de Hz0;
0.3% (v/v). La reaccién se siguid espectrofotométricamente a 470 nm durante 2
min a 30°C. A partir de los datos se obtuvo la velocidad inicial de reaccion. Cada

ensayo se repitio de 3 a & veces.

Invertasas

Los embriones (7-8) provenientes de cultivo in vifro se maceraron en 3 m|
de buffer de fosfatos 10 mM (pH 6.6), se centrifugaron a 14,000 g durante 10 min,
se extrajo el sobrenadante el cual se utilizé para medir fas invertasas solubies,
conservandolo a 4°C. La pastilla se resuspendié en 1.5 ml de buffer de fosfatos

NaCl 1 M incubandolo durante 2 h a 30°C. Se centrifugd nuevamente y el
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sobrenadanie se empled para la determinacion de invertasas unidas a pared
celular.

LLa determinacién de la actividad de invertasas solubles y unidas a pared se
realizé de la siguiente manera: para la determinacién de la glucosa inicial, se
colocd 0.5 mf de muestra en un tubo de ensaye alf cual se le adiciond 0.5 mi de
reactivo de cobre, se colocaron en ebullicion en un bafio Maria durante 10 min,
posteriormente se le afiadié 0.5 ml de reactivo de Arsenomolibdato y se aford a 5
mi con agua destilada. La mezcia resultante se leyd a 653 nm.

Para la determinacién de la glucosa final se empieé 0.5 ml de la muestra a
fa cual se le adiciond 0.5 ml de sacarosa 1%, se dejé por 5 min en agitacion para
permitir que la invertasa puediera hidrolizar la sacarosa en fructosa y giucosa;
posteriormente se tomdé 0.5 ml de la solucion y 0.5 mi de reactivo de cobre, 1a
mezcla se colocd en ebuilicién en bafio Maria durante 10 min, posteriormente se e
anadio 0.5 mi de reactivo de Arsenomolibdato y se aforé a 5 ml con agua

destilada. La mezcla resultante se leyo a 653 nm.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Cultivo in vitro de megagametofitos maduros

Los primeros cambios obtenidos a partir del cultivo de megagametofitos
maduros en el medio Litz adicionado con Ky 2,4-D se observaron a los pocos dias
de cultivo y fueron: las celulas de la parte basal del explante (distal a la zona
arquegonial) se hincharon, principalmente la parte gue se encontraba en contacto
con el medio; en algunos casos, desde los primeros 20 a 30 dias de cultivo en el
medio de induccion. Se presenté en dicha zona un crecimiento semejante a callo,
en el que se ohservdo el crecimiento de estructuras microscopicas, largas vy
transparentes sin ningtin arreglo en particular (Fig. 2a, b). La mayor proporcién de
este crecimiento se presentd en los cultivos en oscuridad. Resultados similares se
describieron en cultivos de megagametofitos de Macrozamia communis, los cuales
a la semana de culiivo se hincharon (De Luca et al., 1980). Al términc de 60 dias
de cultivo los callos cambiaron a un color café oscuro, posiblemente por
acumulacion y oxidacién de compuestos fendlicos; algunos presentaron un
aspecto deshidratado. No obstante, se continué con subcultivos mensuales; éstos
terminaron por oxidarse completamente hasta considerarlos muertos, toda vez que
su aspecto no cambid después de 5 meses.

En los cultivos adicionados con BA y ANA al cabo de 30 dias algunos
megagametofitos bajo fotoperiodo se encontraron hinchados en su parte basal,
solamente el 10% formaron callo aunque también presentaron un color mas

oscuro que indicd el inicio de oxidacion; después de 3 o 4 subcultivos terminaron

46



oxidandose completamente. En cambio, los cultivos mantenidos en oscuridad
mostraron un mayor desarrollo de callo y la oxidacion no se presentd al inicio. Sin
embargo, después de varios subcultivos la mayorfa comenzé a tornarse café
oscuro, o que indicé el comienzo de la oxidacién. Solamente en contados casos
se presenté un ligero aumento de biomasa, pero finalmente los explantes sufrieron
oxidacion total.

El crecimiento del callo se obtuvo en combinaciones hormonales muy
distintas y no se pudo determinar una tendencia que mostrara qué
concentraciones de citocinina-auxina promoveria algtn desarrollo. No se presentd
organogénesis. La formacién de callo sin obtener respuestas morfogenéticas
también se reporté en cultivos de megagametofitos de Encephalartos (De Lucay
Sabato, 1980).

El subcultivo periddico de los explantes a medio Litz 50% tampoco favorecid
el desarrollo, ya gue no se observd incremento en masa y la oxidacion también fue
letal después de varios subcultivos. Resultados similares se presentaron en
cultivos haploides de Ephedra foliata, en cuyo caso solamente se formo callo que

no pudo ser mantenido por mucho tiempo (Sankhia et al.,, 1967).
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Figura 2. a) Formacién de callo en la superficie del megagametofito
b) Acercamiento de la formacion de células alargadas, transparentes y

hiaiinas.
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Cultivo in vitro de megagametofitos inmaduros en medio Litz

Los cultivos a partir de megagametofitos de semillas inmaduras vy
sembrados en medio Litz en oscuridad, mostrarén un rapido crecimiento de callo
desde el primer mes de cultivo, sobre todo de aquellos que se encontraban en
medio adicionado con K y 2,4-D, que contrastd con el formado a partir de los
megagametofitos de semillas maduras. El callo se formé comUnmente en toda la
superficie, se observé de éspecto hialino, friable y himedo, que le dio a los
megagametofitos un aspecto rugoso, muchas veces con células o grupos de
células cristalinas y alargadas que sobresalian de |a superficie (Fig. 3), evocando
el inicio de cultivos embriogénicos en otras especies de coniferas y cicadas (Attree
y Fowke, 1991). E! primer indicio de cambio ocurrié a los 4 o 5 dias después de la
siembra; se manifesté como el crecimiento de los megagametofitos, los cuales se
observaron turgentes; después reventd su superficie, cominmente en el exiremo
chalazal, emergiendo células cristalinas alargadas. A los 15 dias ya existia un
callo que se in.icic’) en la parte que estaba en contacto con el medio de cultivo para
posteriormente cubrir todo la superficie del megagametofito.

Al cabo de 2 meses de culiivo, aguellos explantes que se trataron
inicialmente con altas concentraciones de 2,4-D (1-5 mg I'"), presentaron el mayor
crecimiento de callo. Cultivos de porciones de megagametofitos de Macrozamia
communis y Cycas revoluta cultivados en medio White adicionado de Ky 2,4-D
también formaron callo después de dos meses, particularmente en la porcion que
se encontraba en contacto con el medio. Alrededor del cuarto mes de iniciado el

cultivo se presentd la emergencia de estructuras con geotropismo negativo que se
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cultivo se presentd la emergencia de estructuras con geotropismo negativo que se
identificaron como raices coraloides; el 50% de los explantes desarrollaron dichas

raices (De Luca ef al., 1980; De Luca y Sabato, 1980).

Figura 3. Células alargadas, fransparentes con aspecto humedo, que asemejan

ias primeras etapas de embriogénesis en otras Gimnospermas
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La formacitn de callo estuvo asociada a la presencia de la auxina. En los
tratamientos adicionados tnicamente con kinetina no se generd callo y este
fitoregulador al parecer no fue fundamentai para el desarrollo de calio. Es sabido
que para iniciar el desarrollo de callo y la embriogénesis en cultivos diploides y
haploides los reguladores del crecimiento mas empleados son las auxinas, sobre
todo el 2,4-D (Bonga y von Aderkas, 1992; George, 1993). Sin embargo para
obtener respuestas organogénicas se han utilizado preferentemente las citocininas
y en algunos casos la combinacion de citocininas con auxinas. En promedio los
incrementos en crecimiento fueron de alrededor del 50%, en un rango de 10 a
100% de aumento (el tamafio original de los megagametofitos era de 4-5 mm
long). No se observaron diferencias entre los tratamientos con las distintas
concentraciones de la auxina 2,4-D.

Se obtuvo un ligero incremento en los cultivos transferidos a medio Litz 50%
sin reguladores del crecimiento después del periodo de induccion en comparacion
con aquellos mantenidos en el medio original, en ningln caso se observé la
formacién de estructuras organizadas.

La oxidacion fue el factor que limitd el cultivo de megagametofitos de P.
chihuahuana. Esta alteracion ocurrio al subcultivarios o con solo mover las
estructuras dentro del mismo frasco; sus efectos fueron evidentes
aproximadamente a los 10 dias del primer subcultivo, en la mayoria de los casos
la oxidacién fue letal, en otros fue menor e inclusive en algunos cuantos no se
presento. Hubo mayor oxidacién en los tratamientos con citocininas y en ausencia

de auxinas (2,4-D); esto ocurridé atin desde el periodo de induccion.
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Después de 7 meses de continuos subcultivos, {a mayoria de los explantes
se oxidaron completamente, pocos conservaron un color café claro, el aumento

en la biomasa fue nulo.

Cultivos de megagametofitos con bafios con solucién antioxidante
Bajo fotoperiodo

Los megagametofitos cultivados bajo condiciones de fotoperiodo mostraron
un desarrollo muy limitado en todos los tratamientos y s6lo en pocos casos se
formd un callo superficial, es decir, solamente se desarrolld en la parte superior del
explante y éste fue en poca cantidad. La respuesta fue tan erratica y escasa que
no se pudo establecer una combinacion hormonal que favoreciera en mayor
medida la formacion y desarrollo de callo.

Mediante la aplicacién de los bafios con la solucion antioxidante se pudo
controlar o disminuir el efecto de la oxidacion, la cual se presenté solamente en
algunos casos y los pocos explantes que formaron callo tuvieron un aspecto
blanco o hialino y friable, con células largas y transparentes.

En oscuridad

La respuesta generalizada en este caso fue la formacion de callo, con una
biomasa muy superior a la de los cultivos bajo fotoperiodo, llegando a incrementar
su tamario original (4x2 mm aprox.) de dos a tres veces (Cuadro 2). El aspecto de
los callos fue en general himedo, hialino, con células cristalinas alargadas,
generalmente en la parte superior del explante, es decir, la porcion mas alejada

del medio de cultivo, lo cual contrasta con los resultados empleando
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megagametofitos maduros y con lo reportado para varias especies de cicadas (De
Luca, 1980; De Luca y Sabo, 1980).

Lamentablemente también se presentd la oxidacién aunque en un grado
menor en comparacion a los cultivos que no se les aplicd el bafio con
antioxidantes.

En el Cuadro 2 se puede observar que no todos los explantes formaron
callo; el desarrollo de éste se presentd en casi todas las combinaciones
hormonales ensayadas y no se observé claramente un requerimiento de
citocininas o auxinas para desarrollar mayor biomasa. Las combinaciones
hormonales 1/3, 0.5/2 y 1/4 mg I de BA/ANA fueron las que generaron mayor
volumen de callo. Para el caso de los tratamientos con K/2,4-D la formacién de
callo de presentd en todos [os tratamientos que contenian auxina a excepcion del
tratamiento con 3 mg I’ de K. Solamente en uno de los explantes proveniente del
tratamiento con 1 mg I de BA y 3 mg | se pudo apreciar la formacion de varias
estructuras organizadas que se desarrollaron a partir del callo. Su forma era
alargada, con células alineadas paralelamente y de un aspecto de hoja. El tamafio
alcanzado por esta estructura fue de apenas 1 0 2 mm (Fig. 4). Lamentablemente
el callo comenzd a presentar indicios de oxidacién, lo que finaimente afecté el
desarrollo de esta estructura. En Ephedra foliata empleando BA y 2,4-D, se
desarrolio callo y se formaron raices, aunque en menor nimero que cuando se
empled K en lugar de BA (Singh ef al,, 1981). Los reportes sobre organogénesis
son escasos en relacion con los de embriogénesis somatica en el genero Picea;

von Aderkas y Dawkins (1993) reportaron la formacion de plantulas a partir de
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cultivos de megagametofito en Picea abies. Para varias cicadas (Cerafozamia,
Cycas y Zamia) se ha reportado la formacién de brotes y raices (De Lucas ef al,,
1980).

Cuadro 2. Formaciéon de callo a partir de megagametofitos inmaduros cultivados

en medio de induccién 30 dias y subcultivado a Litz50%; resultados después de 6
meses de cultivo

Tratamiento % de explantes Tamafio de callo
(mg I'") con callo mm £ D.S.
Largo Ancho
K/2,4-D
0/0 0 sfcambio s/cambio
5/0 0 s/cambio s/cambio
3/0 60 6.5+1.8 3.610.8
1/3 20 £8.0+£1.0 4.0+0.0
1/2 60 4.8+0.9 2.810.4
1M 90 7.1+0.8 4.3+1.0
1/1 60 5.7+1.1 3.7£0.9
0.5/2 60 5.842.5 3.81£1.1
BAJ/ANA
0/0 0 s/cambio s/cambio
T 5/0 100 - 4.411.0 3.0+£0.8
3/0 30 5.0£0.8 2.3£0.5
1/3 70 9.144.2 5.6+1.3
1/2 70 3.4+0.7 3.0x0.7
11 80 7.5%1.3 4.3+1.2
0.5/2 80 8.6+2.8 54114

10 explantes por tratamiento
D.S.= desviacion estandar
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Figura 4. Desarrollo de estructuras semejantes a hojas a partir de

megggametofito inmaduro de P. chihuahuana después de 6 meses de cultivo.

Figura 5. Células largas y vacuoladas que se desprendieron de! megagametofito y

continuaron creciendo sobre el medio de cultivo.
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En algunos cultivos (1/3 y 1/ 2 mg "' de K/2,4-D) de més de un afo y con
subcultivos continuos se formaron células largas, hialfinas, transparentes y
vacuoladas; algunas se desprendieron del tejido e incrementaron su longitud
considerablemente en comparaciéon a las células que permanecieron en el
explante; éstas se encontraron diseminadas alrededor del callo en contacto con el
medio de cultivo (Fig. 5) sin evidencia ¢lara de que proliferaran pues no formaron
un callo o alguna estructura organizada.

En cultivos embriogénicos las células pasan por varias etapas. Se ha
reportado que la respuesta inicial de los megagametofitos es la elongacién de las
células cercanas a la superficie de!l corte o a la cavidad donde se encontraba el
embrion (von Aderkas y Dawkins, 1993). Esta fue una respuesta generalizada de
los cultivos de megagametofitos de P. chiiuahuana. Los mismos autores indican
que el tefido puede continuar produciendo células alargadas y vacuoladas
indefinidamente y que mucho tejido puede morir después de unos cuantos meses
posteriores a la induccion, a pesar de transferir los explantes a un medio libre de
hormonas u otro tipo de medio.

En el siguiente estado ocurre el desarrolio de una poblacion de células
cortas a través de divisiones polares de células largas vacuoladas o por
celularizacién de grandes coenocitos. Estas células pequefias son capaces de
producir celulas largas y cortas alternadas; esto ha sido reportado para Picea y
Larix (von Aderkas y Dawkins, 1993; Bonga y von Aderkas, 1892). Esta respuesta
también se presentd en los cultivos del presente estudio. Cabe recordar que se

formaron celulas largas y vacuoladas que en ocasiones se desprendieron del callo
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y continuaron su crecimiento en el medio de cultivo (Fig. 5). Este crecimiento
puede continuar por afios y no garantiza que se formen embriones; muchos
cultivos permanecen en este estado, y solamente unos cuantos logran formar
embriones. Se han realizado diversos intentos para alterar el desarrolio
modificando la concentracion de los componentes del medio y de los reguladores
del crecimiento, pero en la mayoria de los casos han fallado, por lo que
probablemente las respuestas morfogenéticas en estos casos tengan una
implicacion genética. Esto se demostro en cultivos haploides de Pseudofsuge
menziesii, Larix decidua y PFicea abies, en donde el genotipo y el ambienie
influyeron en fa induccidn de los cultivos (von Aderkas y Dawkins, 1993). La
condicion fisiologica también influye. Por ejemplo, en cultivas de megagametofitos
de Larix decidua los explantes que se colectaron en ia mitad del cono fueron de
mayor tamafio y respondieron mejor que los de las secciones superiores e
inferiores del cono (von Aderkas y Bonga, 1988). Esto sugiere que fa competencia
del tejido del megagametofito depende del genctipo, factores ambientales
estacionales que afectan la fisiologia del arbol y el estado de desarrolio del
megagametofito, asi como las condiciones ambientales in vitro (von Aderkas vy
Bonga, 1988).

A pesar de que no se logré la formacion y desarrollo de estructuras
organizadas, los resultados obtenidos indican que los megagametofitos de P.
chihuahuana poseen cierta capacidad para responder a los estimulos hormonales
empleados, con lo que persiste la posibilidad de que en un futuro se puedan

explorar distintcs medios y hormonas que permitan lograr obtener plantulas
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haploides a partir de megagametofitos. Este avance traeria como consecuencia
poder producir plantas diploides homocigéticas que permitan revelar variaciones
cripticas o recesivas que puedan ayudar a mantener o aumentar la variaciéon
genética de las poblaciones naturales mediante cruzas controladas, asi como el

fitomejoramiento de la especie.

Cultivo in vitro de embriones inmaduros en medio Litz

El empleo del medio de cultivo Litz para la induccidon de respuestas
morfogenéticas en embriones inmaduros de P. chihuahuana generd en la mayoria
de los cultivos en oscuridad un desarrollo de callo a partir de los cotiledones,
siendo mas evidente en aquellos cultivos en presencia de auxinas (1-5 mg I'") (Fig.
6a). El callo formado tenia un aspecto hialino, himedo y esponjoso, de color
blanco a verde claro; el desarrollo de éste se presentd desde la primera semana
de cultivo y al cabo de 30 dias el crecimiento fue considerable; el embrion midid 3
mm en promedio y el callo alcanzd 1 cm®, aproximadamente. E! hipocttilo en 1a
mayoria de los tratamientos no generé callo, se tornd oscuro y al subcultivar los
explantes generalmente se desprendid y no mostrd signos de crecimiento
posterior.

En el caso de los cultivos con citocinina y baja o nula concentracion de
2,4-D, los embriones presentaron un hinchamiento y elongacion en su totalidad;
fos cotiledones se alargaron de manera considerable en varios tratamientos (bajas
concentraciones de ambas hormonas) y s0lo en algunos casos se pudo observar

la aparicion de pequenos primordios de brotes en la base de los cotiledones.
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Para los cultivos bajo fotoperiodo, el resultado fue similar, inicamente varié
la coloracién del callo, que fue de un tono verde mas intenso (Fig 6b).

Al subcultivar los explantes en medio Litz o SH 50% y colocarlos en
condiciones va sea bajo fotoperiodo u oscuridad, se presentd una severa
oxidacién, ocasionando una considerable pérdida del material (Fig 8¢ y d). Sélo
algunos explantes, particularmente ios provenientes de los tratamientos con altas
concentraciones de auxinas, mostraron después de 30 dias la reanudacion de su
crecimiento. En cultivos de embriones cigéticos de Pinus banksiana a las 12
semanas se presento una extensa oxidacion a pesar de adicionar al medio de
cultivo acido ascérbico, carbén activado y polivinilpirrolidona. {(Harry y Thorpe,
1994),

Para el caso de los explantes en oscuridad, se desarrolld un callo de color
blanco y para los explantes en luz se presentd la misma respuesta, con la
diferencia de gue el calio nuevo fue de color verde; el efecto de la oxidacion en
estos casos no fue letal. Este proceso fue repetitivo, es decir, el nuevo crecimiento
después de varios subcultivos se volvio a oxidar y en cultivos de 7 meses se volvid
a presentar una nueva formacion de callo, sin que se haya observado la formacion
de estructuras organizadas.

El desarrollo de callo se pudo deber al alto contenido de compuestos
organicos del medio, este tipo de compuestos nitrogenados en otras especies ha
promovido la formacién de embriogénesis somatica, lo que en el presente trabajo

no ocurrio.
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Figura 6. a) Embrién inmaduro de P. chihuahuana cultivado en medio Litz en

oscuridad a 26+2°C, donde se puede apreciar la formacién de callo en la base de
los cotiledones, b) Embrion inmaduro cultivado en medio Litz bajo fotoperiodo 16
h, fotoperiodo 16 h, 50 ymol m?s™ y 26x2°C, donde la formacion de callo se
presentd en toda la superficie de los cotiledones, ¢) inicio de la oxidacion (flecha)
en el callo generado a partir de embriones inmaduros, d) Oxidacion total dei

explante después de 90 dias de iniciado el cultivo.
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Cultivo de embriones en medio SH

Los cultivos de embriones sembrados en medio de induccidon SH bajo
fotoperiodo mostraron desde el primer mes un mejor desarrollo que los cultivados
en medio Litz. A los 30 dias ya mostraban cotiledones hinchados con su superficie
de aspecto rugoso por la presencia de numerosas protuberancias que
posteriormente se consolidaron en primordios de brotes (Fig. 7a). Villalobos et al.
{1985) indican que la apariencia nodular de los cotiledones bajo la influencia de
hormonas se debe al incremento de tamafio y diferenciacién de meristemoides
originados por debajo de la epidermis. El hipocétilo generalmente no presenté un
crecimiento ni cambios notables; al cabo de 30 dias se tornd de color oscuro; en
la mayoria de los explantes permanecié unido y solamente en algunos casos se
desprendid de los cotiledones. En ningln caso se registrd la emergencia vy
desarrollo de ia raiz de los embriones.

Al igual que en otras coniferas, el desarrollc de los brotes adventicios fue
estimulado por la dilucién del medio de cuitivo a la mitad de sus componentes (von
Arnold y Eriksson, 1981; Thorpe y Harry, 1991, Harry ef a/., 1995). Al subcultivar
los explantes a medio SH 50% las protuberancias vistas bajo el microscopio
presentaron una forma piramidal compuesta de varias estructuras que estaban
divididas por la marca de ligeros surcos. Al téermino de 30 dias las pequefias
protuberancias se diferenciaron y se reconogcieron como brotes adventicios en los
cuales se podian observar claramente e! meristemo (domo) y los primordios de
hoja (Fig. 7b). Generalmente los brotes se desarroliaron a lo largo de los

cotiledones: en algunos casos la mayor cantidad se formé en la base de los
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cotiledones y solamente unos cuantos se formaron a partir del hipocétilo. Se han
observado respuestas similares en cultivos de embriones de Pinus contorta (von
Arnold y Eriksson, 1981; Patel y Thorpe, 1984), P. ponderosa (Ellis y Bilderback,
1989). La oxidacion que se presentd en los explantes cultivados en medio SH fue
controlada mediante la aplicacién de bafios con solucion antioxidante en cada
subcuitivo, asi como por ia adicién de ésta solucion en el medio de desarroilo. En
la mayoria de los casos detuvo o disminuyé la oxidacion de los tejidos, lo que
permitié que los nuevos brotes una vez que alcanzaron 5 a 10 mm de altura se
pudieran individualizar. Esto ocurrid a los 3 0 4 meses de iniciados los cultivos. La
organizacion general de los brotes adventicios era el de una zona mersitematica
en el centro rodeada de los primordios de hojas con bordes aserrados, de un color
verde cenizo (Fig. 7¢).

Al parecer, la supervivencia de los brotes estuvo asociada a su talla, pues
los brotes mayores de 10 mm generaimente continuaron con su desarrollo, en
tanto que los de menor tamafio, en algunos casos, no se desarrollaron y
terminaron necrosados o reabsorbidos por los otros (Fig. 7d). Resultados similares
se han reportado para cultivos de Cupresssus sempervirens (Capuana y Giannini,
1997). Garcia-Ferriz et al. (1994) mencionan que en el cultivo de embriones
cigéticos de Pinus pinea no todos los primordios de brotes que inicialmente se

formaron en el periodo de induccion lograron desarrollarse en brotes.
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Figura 7. a) Embrién inmaduro de P. chihuahuana después de 30 dias de cultivo

en medio SH + 5 mg " de K. Se observan las protuberancias que daran tugar a
brotes adventicios; b) Desarrollo inicial de brotes adventicios; se observa el domo
del meristemo rodeado de los primordios de hojas; ¢) Brote adventicio de mayor
tamafio (2 meses de cultivo) que muestra el borde aserrado de sus hojas; d)
Aspecto de brotes adventicios después de 4 meses de iniciado el cultivo; se
aprecia el mayor desarroilo de unos brotes en comparacion de otros en los cuales

inclusive se aprecia indicio de oxidacion (flecha).
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La formacién de primordios de brotes en las primeras etapas de desarrollo
fue numerosa y asincronica, lo que hizo dificil su conteo, por lo que los resuftados
que se presentan son de brotes que alcanzaron una talla de por lo menos de tres
milimetros, que en general eran los que llegaban a consolidarse como nuevos
brotes. Los resultados se muestran en el Cuadro 3; se puede observar que en casi
todas los tratamientos (BA/ANA, K/2,4-D) se presento la formacién de nuevos
brotes, siendo mayor en la combinacion K/2,4-D y en particular con 1/2 mg I'* de
K/ 2,4-D, donde el 100% de los explantes mostraron algun tipo de respuesta, con
el mayor nimero de brotes por embrién (6.5), seguidos por las combinaciones 1/3
y 3/0 mg 1’ con 6 y 5 brotes por embrién respectivamente. En el caso de los
tratamienios con BAJANA, la mayor formacion de brotes ocurrid también en las
concentraciones 1/2 y 3/0 mg!’, con 5 y 3.7 embriones por embrién
respectivamente.

La altura alcanzada por los brotes individualizados vario de 5 a 25 mm.
Estas alturas se lograron después de 6 meses de subcultivos periddicos (Fig. 8).
Es posible que las diferencias se puedan deber a que en los grupos de brotes
multiples al menos un brote parece ejercer una dominancia sobre el resto, pues al
individualizar los brotes de mayor talla el resto se desarrollo a una velocidad
mayor, pera en algunos caso, los brotes mas peguefios y aquellos que se
encontraban cerca de la zona de corte se oxidaron y terminaron necrosados. Si
bien con K/2,4-D se formd la mayor cantidad de brotes, aquellos inducidos con

BA/ANA alcanzaron una mayor altura que los tratados con K/2,4-D (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Formacion de brotes adventicios a partir de embriones inmaduros de P.
chihuahuana, induccién de 30 dias en SH y subcultivados a SH 50% (26+2°C,
fotoperiodo 16 h, 50 pmol m? s™). Resultados al término de 6 meses de iniciados
los cultivos.

Tratamientos Nidmero de Nimero de | Niamero total | Prom. Brotes | Altura brotes
Ki2,4-D {mg1") | explantes |explantes con| de brotes por embrion | (mm) D.S.
brotes
0/0 5 2/5 2 1.0 20.0£10.0
5/0 5 2/5 7 3.5 3.9+0.99
3/0 5 3/5 15 5.0 7.2+6.63
aal 5 2/5 0 0.0 0.0
172 5 5/5 26 6.5 7.024 50
1/3 5 35 18 6.0 5.6+4.49
0.5/2 5 0/5 0 0.0 0.0
BAJANA {mg ')
/0 5 2/5 2 1.0 20.0+10.0
5/0 5 2/5 4 20 0.546.87
3/0 5 a5 11 3.7 2.9+1.67
11 5 2/5 3 1.5 10.3+0.47
12 5 2/5 10 5.0 11.4+8.18
3 5 0/5 0 0.0 0.0
0.5/2 5 2/5 2 1.0 16.0£2.0

Figura 8. Desarrollo de brotes adventicios individualizados después de 6 meses

de iniciado el cultivo. La altura alcanzada por los brotes fue de 5 a 25 mm.
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Muchos de los reportes bibliograficos sobre morfogénesis en cultivoes in
vifro de Gimnospermas sefialan que [a combinacién de altas concentraciones de
BA y bajas o nulas de auxinas han resultado ser los tratamientos més efectivos
para promover el desarrollo de brotes adventicios en cultivos de embriones
cigdticos (von Arnold y Eriksson, 1981; Villalobos et al., 1985; Ellis y Bilderback,
1989; Harry et al, 1995; Capuana y Giannini, 1997). A pesar de que la bencil
aminopurina es la citocinina mas efectiva para la induccidn de brotes adventicios
en coniferas (Thorpe y Harry, 1991) ésto no ocurrié en el presente trabajo ya que
los tratamientos con K/2,4-D (Cuadro 3) generaron los mejores resultados; esto
coincide con reportes sobre P. abies en los que la kinetina promovio el mayor
ndmero y desarrollo de brotes (von Arnold, 1982 citado por Kolevska-Pletikapié y
Buturovic-Deric, 1995). De igual manera, los mejores resultados al cultivar
embriones maduros de P. chihuahuana se lograron empleando kinetina (Lopez,
1996, comunicacion personal).

Con base en los resultados obtenidos en el primer experimento empleando
el medio SH se decidi¢ realizar otro .ensayo bajo las mismas condiciones para
corroborar o obtenido, ya que de Iés 5 explantes iniciales en cada tratamiento no
todos respondieron a la formacion de brotes adventicios. Esto pudo deberse a
diversos factores, entre otros, a que al momento de la diseccidn se pudo dadar al
embrion; a la falta de viabilidad de la semilla; que los embriones no hubieran
alcanzado un estado fisioldgico de competencia. Por estas razones los resultados
obtenidos hasta esta fase se tomaron con cierta reserva. En el cultivo de

embriones de Juniperus cedrus, Harry et al. (1995) encontraron variacion en la
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formacion de brotes adventicios de 2 a 10 por explante, atribuyendo esta
respuesta a la variacion genética de la especie.

L.os resultados de este nuevo ensayo se muestran en el Cuadro 4. Al aplicar
el analisis de varianza para los dos juegos hormonales empleados y el control
(0/0), se pudo establecer que existe diferencia significativa ya que la probabilidad
de p obtenida fue de 0.000241. Con la prueba de Tukey (cuadro 5) se pudo
establecer que los tratamientos adicionados con BA/ANA no ‘son diferentes
significativamente al control, pero este Gltimo si lo es con respecto a los
tratamientos con K/2,4-D. A pesar de que no se encontrd diferencia entre los dos
juegos hormonales, se puedo observar que después de seis meses de cultivo, el
mejor desarrolio y la mayor formacién de brotes se dio en los tratamientos con la
combinacién hormonal K/2,4-D.

El analisis de varianza aplicado Gnicamente a los tratamientos con K/2,4-D
indico que si existe diferencia significativa ya que la p fue igual a 0.00522. La
prueba de Tukey aplicada (Cuadro 6) establecid que los embriones cigéticos
cultivados con 3 mg I de K, en lo que respecta a la formacion de brotes, son
estadisticamente diferentes a los tratamientos con 0.5/2, 1/1y 1/3 mg "', pero no
diferentes a los tratamientos con 5/0, 2/1 y 1/2 mg I"". Por lo que se considero que
los mejores tratamientos al igual que en el primer experimento fueron el 3/0, 5/0,
2/1y 1/2 mg 1" con 7.2, 6.4, 5.8 y 4.6 brotes por embrion respectivamente. En el
primer experimento la mayor formacion de brotes se obtuvo con la combinacion
1/2 de K/2,4-D, es importante mencionar que fue el unico tratamiento en donde

todos los embriones respondieron. En el segundo ensayo la mayoria de los
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embriones respondieron al medio de cultivo y a las combinaciones hormonales de
los diferentes tratamientos, motivo por el que se podria considerar de mayor
exactitud, los resultados obtenidos presentaron algunas diferencias con el primer
experimento, pero cabe resaltar que los cuairo mejores {ratamientos se
mantuvieron en ambos ensayos.

Estos resultados indican que el desarrollo de brotes a partir de los
embriones inmaduros se puede dar en los dos juegos de reguladores del
crecimiento ensayados y en un rango amplio de sus concentraciones hormonales,
siendo las combinaciones de K/2,4-D las que mejor estimularon la formacion de
brotes adventicios, en donde las citocininas tienen que estar presentes
preferentemente en altas concentraciones con nulas ¢ bajas concentraciones de

auxinas.
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Cuadro 4. Respuestas de embriones inmaduros de Picea chihuahuana en medio
SH adicionado con diferentes concentraciones de citocininas/auxinas durante un
mes y subcultivados a medio SH 50%. Resuitados al término de seis meses de
iniciados los cultivos (26£2°C, fotoperiodo 16 h, 50 umol m? s™).

Tratamiento No de No. de explantes | No. total de | Promedio de brotes
K/2,4-D (mg I') | explantes con brotes brotes por embrién + D.S.
0/0 10 2/10 2 0.2+£04
3/0 6 11 43 7227
5/0 6 5/6 32 53133
21 6 5/6 29 4.8+ 3.1
1/2 6 516 25 42+29
1/3 5 4/5 15 25+16
171 6 5/6 12 20+14
0.5/2 6 5/6 8 1.6+ 1.1
BA/ANA
3/0 6 6/6 33 55+22
5/0 6 6/6 29 48+ 16
2/ 6 3/6 13 22+26
1/3 6 5/6 13 22+13
1/2 5] 3/6 12 20+24
1/1 B 3/6 10 1.7+1.9
0.5/2 5 2/5 4 0.8+ 1.1

Cuadro 5. Discriminacion para el niumero de brotes adventicios formados entre los
juegos hormonales empleados.

Tratamiento n Promedio de brotes
por tratamiento x D.S.
Control 10 02+04 a
BAANA 41 2824 ab
K/2,4-D 41 40+29 b

69




Cuadro 8. Formacion de brotes adventicios a partir de embriones inmaduros de P.
chihuahuana en medio de induccion SH adicionado con Ky 2,4-D durante un mes
y subcultivado a medio SH 5§0%. Resultados al término de seis meses de iniciados
los cultivos. (26+2°C, fotoperiodo 16 h, 50 umol m? ™).

Tratamiento Promedio de brotes
K/2,4-D por embrién x D.S.
0.5/2 16+1.1a
11 20+14a
1/3 25+16a
1/2 42+28ab
2/1 48+31ab
5/0 53+33ab
3/0 72+ 27 b

Desarrollo de brotes

Los brotes obtenidos empleando el medio SH continuaron su desarrolio,
aungue en algunos casos unos cuantos brotes perdieron su coloracion verde y
adquirieron una amarillenta, otros se oxidaron y finalmente terminaron muriendo.
Para el caso de los que continuaron con su crecimiento, el incremento en su
longitud fue considerable después de 14 meses de subcultives periddicos. En el
Cuadro 7 vy en las Graficas 1 y 2 se puede observar que el crecimiento tuvo una
tendencia lineal. En general los brotes provenientes de los cultivos en SH
inducidos con la combinacion hormonal (;Ie K/2,4-D alcanzaron una talla mayor, el
incremento promedio de la altura de los brotes segin las pendientes obtenida al
ajustar las diferentes curvas fue de 1.1 a 2.2 mm por cada mes de cultivo {cuadro
7). Los brotes inducidos con BA/ANA mostraron en general un crecimiento menor,
el incremento de su altura mensual fue de 0.66 a 1.9 mm. Los brotes con mayor

altura se formaron en la combinacion K/2,4-D 1/3 mg I'" en donde so obtuvo la
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pendiente més alta (2.19), seguido de los brotes de 3/0 mg 1!, aunque en la
combinacion 5/0 fue donde se desarrolio el brote de mayor talla (4.5 cm).

Al parecer e} crecimiento de los brotes ocurre de manera semejante al de
las ramas de las plantas en el campo, es decir, el crecimiento se da por ia
formacion de una yema vegetativa en el apice superior de la planta que después
de un tiempo germina y se presenta la formacién y alargamiento de nuevas hojas.
Ei aspecto de las yemas es muy parecido al de las ramas, presehtan numerosas
escamas de tejido lignificado. La unica diferencia que se presenta es que en las
ramas de plantas adultas se forman tres yemas vegetativas, pero al realizar
comparaciones con semillas germinadas en invernadero el primer crecimiento se
dio mediante la formacién de una sola yema vegetativa, después de 2 afios de
edad las plantas de 6 cm de altura comenzaron a presentar las tres yemas
caraéteristicas de la especie, con lo que se podria esperar que al crecer un poco
mas los brotes puedan formar las tres yemas vegetativas y que llegue a ocurrir el
desarrolio de ramas laterales.

Cuadro 7. Promedio de altura de los brotes adventicios de P. chihuahuana

individualizados, medicion durante 14 meses de subcultivos mensuales en medio
SH 50%. Se muestra la ecuacion de la regresion lineal de cada tratamiento.

Tratamiento 3 meses 6 meses 10 meses 14 meses | Ajuste de la recta
K/2,4-D (mg 1)
172 6.5£4.5 8.946.2 12.845.7 18.8+4.0 y=125X+1.15
113 56143 11.849.6 19.8£10.5 31.0£2.0 y=2.18X+(-0.8)
3/0 4.8+37 7.246.6 16.0£3.0 25,0£0.0 y=1.77X+(-1.07)
5/0 3.9421 6.045.2 10.2+7 1 22.7£14.5 1 y=1.5X+(-1.35)
11 2.7+1.9 7.0¢4.5 9.2+3.6 16.0£0.0 y=1.1X+(-0.3)
BA/ANA (mg ')
111 3.243.0 10.3£0.5 13 9+3.8 18.520.5 y=1.35X+0.26
1/2 3.1£1.6 11.449.2 17.248.7 23.2+8.8 y=1.72X+(-0.38)
0.5/2 1.220.8 16.0%8.0 17.5+7.5 26.0x0.0 y=1.93X+(-0.61)
3/0 1.5£1.0 2.9+1.67 41413 10.0+3.0 y=0.66X+(-0.63)
5/0 4.243.1 9.546.8 12.0+0.0 17.0£0.0 y=1.18X+0.73
1/3 3.2£2.7 7.5¢54 11.746.3 14.0£2.0 y=1.03X+0.46
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Altura (mm)
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Grafica 1. Curva de crecimiento de brotes de
P. chihuahuana obtenidos in vitro. Comparacion
de varios tratamientos con K/2 4-D

16

Meses

Grafica 2. Curva de crecimiento de brotes de
P. chihuahuana obtenidos in vitro. Comparacién
de varios tratamientos con BA/ANA
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Cultivo de embriones en oscuridad

La mayoria de los embriones cultivados en oscuridad formaron callo
{Cuadro 8, Fig. 9a); después de 6 meses de subcultivos periédicos, la mayoria no
generaron respuestas morfogenéticas, Unicamente incrementaron su biomasa
considerablemente (los embriones midieron aproximadamente 3 mm de largo por
1 mm de ancho) hasta cinco veces su tamario, como los tratados con BA/ANA
1/3 mg I'". Solo en aigunos casos se formaron brotes adventicios (Fig. 9b).

A pesar de que se les aplicaron los bafios con la soiucién antioxidante, la
oxidacién se presentd en la mayoria de los cultivos, aunque no de manera muy
severa pero si persistente. Los callos presentaron una coloracién café clara
oscureciéndose hacia la parte del explante que se encontraba en contacto con el
- medio de cultivo. Solamente en algunos cultivos se presentd la formacion de
brotes (Cuadro 8), éstos fueron de menor tamafio que los obtenidos bajo
condiciones de fotoperiodo; presentaron una coloracion verde muy tenue, su
aspecto en general fue débit y generaimente con callo en el embrion.

Para tratar de mejorar el desarrollo de los brotes, uno o dos explantes de
los tratamientos BAJ/ANA 5/0, 1/2 y 1/1 (mg "y v K/2,4-D 5/0 y 0.5/2 (mg I'") se
colocaron bajo fotoperiodo de 16 h, con una densidad de flyjo fotdnico de 30
umolm?s' y a 2642°C. La respuesta después de dos meses bajo dichas

condiciones fue la oxidacién completa de todos los explantes.
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Figura 9. a) Embrién inmaduro de P. chihuahuana cultivado en oscuridad a
26+2°C, donde Unicamente se formo callo, b) En pocos explantes cultivados en

oscuridad en SH + 5 mg " se obtuvo la formacién de brotes adventicios (flecha).
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Cuadro 8. Respuestas obtenidas en los cultivos in vitro de embriones inmaduros
en medio SH bajo condiciones de oscuridad, 26£2°C ai término de 6 meses de

cultivo.
Tratam | Explantes |[Respuesta [No.de|Brotes/ | Long Tamafio de! callo
mg [ | c/respuesta brotes lembrién | prom. (mm) £ D.S.
{mm) Largo  Ancho
K/2,4-D
5/0 4/5 brotes 10 2.5 5.5+2.4
3/0 contaminado
113 4/5 callo 7.0+21 55427
11 2/5 calio 6.5+2.5 6.0+£3.0
112 5/5 callo 78+£3.0 6.8+34
0.5/2 3/6 brotes/callo 1 0.33 | 7.0+0.0
BAJ/ANA
5/0 2/5 calio 9.0+0.0 7.5x0.5
3/0 3/5 callo 7.3£0.9 6.0+0.8
1/3 215 callo 15.0¢5.0 9.5205
1/2 3/5 brotes/callo 1 0.33 ] 9.0x0.0
171 4/5 brotes 9 2.2 4.8+2.5
0.5/2 3/5 callo 9.0£0.8 90+0.8

D.S. = desviacion estandar

Cultivo de embriones inmaduros a 29°C

La respuesta de embriones inmaduros a 29°C después de 3 meses de
cultivo fue: presentaron sus cotiledones hinchados con la superficie rugosa por la
presencia de pequerios nédulos, semejantes a {os de los cultivos realizados en el
mismo medio (SH) en el experimento inicial a 26+2°C. Solamente que esta
respuesta {(con menor intensidad fuminosa y menor temperatura) se presento al
mes de iniciados los cultivos. Los nddulos formareon primordios de brotes que
posteriormente se desarrollaron en brotes. Entre los mejores tratamientos se
pueden considerar: K/2,4-D, 1/3 mg I' (Cuadro 9), donde se formaron en promedio

7 brotes por embrién; BA/ANA 5/0 mg I"* donde un embrion formo 13 brotes.
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En general, se puede decir que la respuesta fue pobre y el desarrollo fue
mas lento que en los cultivos que se incubaron a 2612°C, ya que en éstos a los 3
meses ya se habian desarrollado brotes. Al realizar el cuarto subcultivo se pudo
observar que el crecimiento de los primordios de brotes fue casi nulo vy la
oxidacion fue severa para la mayoria de los embriones, a pesar que se les dio en

cada subcultivo un bafio con la solucion antioxidante.

Cuadro 9. Respuesta obtenida en cultivos in vifro de embriones inmaduros de
Picea chihuahuana cultivados en medio SH después de 3 meses de cultivo (29°C
fotoperiodo 16 h, 160 ymol m? s™)

Tratam | Explantes | Respuesta de los explantes [No. de | Brotes/ Leng promedio
(mg "'y | c/respuesta brotes {embrién {mm)+ D S.
30 dias
K/2,4-D

0/0 0/5 oxidados

5/0 3/5 cotiledones hinchados

3/0 4/5 cotiledones con protuberancias

171 3/5 cotiledones con protuberancias

1/2 215 cotiledones con protuberancias

1/3 2/5 brotes y cotiledones hinchados | 14 7.0 22+09
0572 5/5 cotiledones hinchados
BAJ/ANA .

G/0 0/5 embriones oxidados

5/0 1/5 brotes y nddulos 13 13.0 3214

3/0 3/5 cotiledones hinchados

11 3/5 cotiledones hinchados

1/2 4/5 cotiledones hinchados .

1/3 1/5 brotes 2 2.0 20+£0.0
0.5/2 2/5 brotes 5 2.5 3724

Las respuestas que se obtienen de los explantes cultivados in vitro
dependen de multiples factores, entre ellos, la composicidon quimica del medio

nutritivo, asi como de ias condiciones fisicas de cultive. Para varias especies de
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pinos se ha logrado incrementar la formacion de brotes al cultivarlos a una mayor
temperatura y a una densidad de flujo foténico de 120 ymol mZs”? (Sanchez,
comunicacion personal). Al parecer, P. chihuahuana ha mostrado ser dificil de
propagar mediante cultivo de tejidos, se necesita un control muy preciso para que
los brotes continden su crecimiento. Con este experimento se pudo demostrar que
el incremento en la temperatura de 26°C (Cuadro 3) a 29°C y la intensidad
luminosa de 50 a 160 umol m? s, tuvo un efecto negativo, ocasionando que el
desarrollo de los brotes fuera mas lento y que la mortandad de los explantes fuera
cercana al 100 % después de cuatro meses. A pesar que se ha tenido éxito con
especies de pinos bajo esas condiciones, P. chihuahuana ha mostrado ser una
eSpeEie poco tolerante gue necesita de condiciones fisicas muy particulares para
su desarrollo bajo condiciones in vifro, esto se podria esperar ya que en
condiciones naturales también muestra un habital muy especifico para su

desarrollo, motivo por el cual ha sido muy dificil su cultivo in vitro.

Discriminacion entre los mejores tratamientos de K/2,4-D de los cultivos en
medio SH

En el Cuadro 10 se reporta el nimero de brotes formados por embrién y por

tratamiento después de cuatro meses de iniciado el experimento.
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Cuadro 10. Formacién de brotes adventicios en embriones inmaduros de Picea
chihuahuana por induccién de 30 dias en medio SH con K/2,4-D y subcultivados a
medio SH 50% (26+2°C, fotoperiodo 16 h, 50 pmol m?s™). Resuttados al término

de cuatro meses.

Ki2,4-D Numero de | NuUm. total Prom. brotes por
(mg 1Y) explantes | de brotes embrién
211 30 205 6.83+£517 a
3/0 30 262 873+£6.14 ab
1/2 30 282 940+598 ab
5/0 30 337 11.23 £ 5.07 b

Letras diferentes indican diferencia significativa a p < 0.05

Al realizar el analisis de varianza se pudo estab[ecer‘una p=0.0279 por lo
que se pudo establecer que existe diferencia significativa entre los tratamientos.
Mediante la prueba de rango muitiple de Tukey se pudo establecer tnicamente
una diferencia significativa entre el tratamiento 2/1 y el 5/0 (Cuadro 10), ya que
entre los demas tratamientos no se puede establecer diferencia bajo la prueba
estadistica aplicada, pero al analizar el Cuadro 10 se observo que el tratamiento
con kinetina 5 mg I"" es el que presenta el mayor promedio de brotes adventicios
formados (11.23) y el mayor nimero de brotes formados en los 30 embriones
analizados (337), con estos datos se puede argumentar que este (itimo
tratamiento fue el que ofrecid mejores condiciones para la formacion de brotes
adventicios a partir de embriones inmaduros de P. chihuahuana (Fig. 10). En P.
omorika al utilizar citocininas en concentraciones de 5 mg I' también se indujo la
formacidon de un gran nimero de brotes, pero el desarrollo se vié afectado por |a
formacion de callo. En otras especies de Picea la mejor concentracion para el
desarroilo de brotes adventicios ha sido 1 mg I de citocinina (Budimir y Vujicic,

1992).
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Figura 10. Desarrollo de brotes adventicios generados a partir de embridn cigotico
inmaduro de P. chihuahuana en medio de induccién SH + 5 mg I y subcultivado a
SH10, después de cuatro meses de cultivo.
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Induccidn de raices

Los brotes adventicios obtenidos a partir del cultivo in vitro de P.
chihuahuana no generaron raices de manera espontanea. Esto es un patrén que
generalmente se presenta en el cultivo de la mayoria de las Gimnospermas. Son
pocos los trabajos que lo reportan, por ejemplo, para P. abies se reporta un 5%
(von Arnold, 1982) y un 156% para P. omorika (Budimir y Vujicic, 1992), en P.
sitchensis el 1% de los brotes obtenidos Jin vitro produjeron raices
espontaneamente (Drake ef al,, 1997).

El enraizamiento fue nulo con la aplicacion de 3 mg I de AIB (Cuadro 11),
al parecer esta hormona no le causd ningtin efecto a los brotes individualizados,
ya que no se formé callo en la base de los brotes ni les provocéd algln cambio
perceptible, los brotes continuaron con su crecimiento lento, En el segundo ensayo
empleando AIB a la misma concentracién pero adicionada a medio liquido,
tampoco se indujo la formacion de raices. Mediante la aplicaciéon de 3 mgi' de
ANA en medio liquido, después de 45 dias ya se habia desarrollado una raiz de
1.5 cm en un brote proveniente del lote al cual se le realizé un corte transversal
en la base (Fig. 11a). La raiz alcanzé aproximadamente 27 mm de longitud, hasta
donde sabemos es la primera vez que se logra la regeneracion de una plantula
completa de P. chihuahuana mediante cultivo de tejidos. Con el tratamiento de
ANA 5 mg I, en el que a todos los brotes se les realizé corte en la base, después
de 30 dias un brote de 5 cm empez6 a desarrollar en la base una raiz blanca y
mas robusta en comparacion a la que se habia formado con la aplicacion de 3

mg I de ANA y a los pocos dias surgieron dos raices mas {Fig. 11b). Alrededor de
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los 40 dias otro brote comenzé a desarrollar dos raices en la parte superior del
corte con un aspecto similar a las raices del brote anterior. En ninguno de los
brotes enraizados ni en los demas ocurrid la formacion de callo. Al incrementar la
concentracién a 10 mg I de ANA en medio sélido se desarrollé callo en la base de
algunos brotes.

Para los casos en donde se utilizé medio sélido no se obtuvo respuesta, lo
que parece indicar que al emplear medios liguidos ia disposicion de la auxina es
mayor y el corte realizado a los brotes facilitd su penetracion.

Las respuestas en la formacion de raices en brotes de P. chihuahuana han
sido bajas, pero esta etapa es la mas complicada en el cuitivo in vitro de
coniferas. Por ejemplo, en P. elardica los intentos por enraizar brotes in vitro han
fracasado, sélo en un experimento empleando 5 mg I de ANA por 24 h se logré el
enraizamiento de una brote de un total de 20 después de 6 semanas (Gladfelter y
Phillips, 1987). En la mayoria de los trabajos en gimnospermas en lo que se logrd
enraizamiento, éste no se reporta sin la mediacion de auxinas exogenas y atn asi,
la induccion de raices ha sido dificil y sélo la han conseguido después de multiples
ensayos. Muchos de ellos reportan bajos porcentajes de plantulas completas. Por
ejemplo, en Pinus banksiana la mayor formacion de raices se obtuvo cultivando
los brotes en medio con ANA. Los porcentajes de enraizamiento variaron dentro
de un rango de 40 a 75 %. Con AIB la formacién de raices fue nuia o muy baja,
menor del 5% (Harry y Thorpe, 1884). En otras especies de coniferas se ha
logrado el enraizamiento utilizando mezclas de hormonas (Bergmann y Stomp,

1994) o mezclas de sustratos inertes adicionados con medio liquido y auxinas
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(Harry et al, 1995). Los métodos desarrollados han resultade mas bien
especificos, por lo que este grupo vegetal es de dificil enraizamiento (von Arnold y
Eriksson, 1981; Bonga y von Aderkas, 1992; Martinez et al., 1994).

Se han continuado los ensayos de enraizamiento de brotes para tratar de
lograr porcentajes de enraizamiento elevados que permitirian tener definido en su
totalidad el sistema de regeneracion a partir de embriones inmaduros, sin embargo

hasta ahora no se han logrado los resultados esperados.

Cuadro 11. Tratamientos para inducir enraizamiento de brotes adventicios
formados a partir de embriones inmaduros de P. chihuahuana. (26x2°C,
fotoperiodo 16 h, 50 pmol m? s™).

No. de Tratamiento No. de brotes
brotes con raiz
15 SH solido + AIB3 mg "' por 24 h 0
20 SH 50% liquido + AIB 3 mg "' por 24 h 0
20 SH 50% liquido + ANA 3 mg |” por 24 h 1
15 SH 50% liquido + ANA S mg "' por 24 h 2
20 SH 50% sélido + ANA 10 mg i”" por 48 h 0

82



Figura 11. a) Desarrollo de raiz en un brote individualizado después de 45 dias de
haber dado un pulso con 3 mg ™ de ANA en medio liquido, b) Mediante la
aplicacién de ANA 5 mg I'! en medio liquido, se logro el desarrollo de raices mas
robustas y en menor tiempo (30 dias).
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Cultivo de embriones inmaduros de diferentes poblaciones

Se establecié que la mejor condicidon para la induccion de brotes adventicios
a partir de embriones inmaduros de P. chihuahuana es cultivarlos en medio SH
adicionado con 5 mg I'’ de kinetina durante 30 dias y posteriormente subcultivarlos
a medio SH 50%.

Al cultivar in vitro embriones inmaduros de cuatro distintas poblaciones de
P. chihuahuana, se pudo establecer que existe una respuesta diferencial en el
porcentaje de germinacién, en el Cuadro 12 se observa gue el lote que presentd
una mayor germinacion fue el de Las Trojas (72.61%). Es importante sefialar que
este lote tenia 12 meses de almacenamiento a 6°C por lo que su condicién fue
diferente a la de las otras tres localidades que Gnicamente tenian dos meses de
almacenamiento. El lote que menor porcentaje de germinacidén mostré fue el de
Las Tinajas con 9.08 %. Las otras dos muestras de las localidades de El Ranchito
y Louisiana presentaron un porcentaje de germinacidn similar, 18.69 y 20.36%
respectivamente.

Al someter los resultados del Cuadro 12 a un andlisis de varianza. Se pudo
establecer que si existe una diferencia significativa entre las 4 muestras ya que se
encontrd una p=0.0005. La prueba de rango multiple de Tukey establecié una
diferencia entre la muestra de La Tinaja respecto a las otras tres, El Ranchito,
Louisiana y Las Trojas, ya que en estas uUltimas no se pudo establecer una
diferencia significativa, por lo que se puede afirmar que el promedio de brotes

generados por embridn es similar entre las ultimas tres poblaciones citadas.
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Cuadro 12. Respuestas de germinacién y formacion de brotes por embrién
inmaduro de 4 distintas poblaciones de P. chihuahuana después de tres meses de

iniciados los cultivos in vitro. (2622°C, fotoperiodo 16 h, 50 pmol m2s™).

Lote de | No. de embriones | Porcentaje de | No. de brotes

semillas con respuesta germinacion por embrién
La Tinaja 27/300 9.08+9.88 3.05+169a
El Ranchito 56/300 18.69 £ 13.79 531+334 b
Las Trojas 108/150 72.61 +18.66 585+352 b
Louisiana 61/300 20.36 £ 21.62 6.53+£3.72 b

Letras diferentes indican diferencia significativaa p = 0.05

Es sabido que la respuesta al cultivo de tejidos estad mediada principalmente
por el genotipo (Bergmann y Stomp, 1994) y el estado fisiologico del explante
{(Bonga, 1981). Existen diversos estudios que demuestran que diferentes
genotipos de la misma especie responden de manera distinta al cultivo in vitro. Por
ejemplo, se establecid diferencias en el nimero de brotes adventicios formados
por embrion a partir de semillas de diferentes localidades, asi como diferencias en
la elongacion de los brotes de Finus caribaea (Go et al., 1993), P. populus, P.
radiata y Picea abies (Bergmann y Stomp, 1994) y mango (Litz et al., 1998). En
cultivos de Pinus contorta se reportara distintos porcentajes en la capacidad de
formacion de brotes adventicios entre cuatro muestras de semillas de distintas

regiones (31, 37, 52 y 92% respectivamente) (von Arnoid y Eriksson, 1981). Ledig,
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et al. (1997) establecieron, mediante el estudio de la diversidad genética de P.
chihuahuana, que sus poblaciones se han diferenciado por deriva génica y que
estan aisladas unas de otras, por lo que es de esperarse que la capacidad de
formacion de brotes sea distinta, debido a que las respuestas al cultivo in vitro
estéan mediadas por las condiciones fisicoquimicas, por el estado fisioldgico y en

gran medida por [as caracteristicas genéticas del explante.

Efecto de la sacarosa sobre el desarrollo de los brotes

Después del periodo de induccidon de los embriones cigoticos de F.
chihuahuana (30 dias), el desarrollo (diferenciacion y elongacion de los brotes) fue
muy lento, aun con la reduccién del medio a la mitad de sus componentes. Por tal
motivo, se redujo el contenido de sacarosa de 15 g " (SH15) a 10 g I (SH10).

Se pudo establecer una diferencia significativa entre los dos medios de
cultivo empleados (p=0.00018). Los resultados se muestran en el Cuadro 13, en el
cual se puede observar que la reduccién del contenide de sacarosa en el medio
(SH10) favorecio la elongacién de los brotes; éstos alcanzaron en promedio una
altura tres veces mayor a los que se mantuvieron en medio SH15, inclusive se
logrd el desarrollo de brotes con alturas de 10 a 12 mm en solo dos meses de
estar en los medios de desarrolio. Esta altura se alcanzo en ensayos anteriores

empleando el medio SH15 despues de 4 a 5 meses.
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Cuadro 13. Altura promedio alcanzada por brotes adventicios de embriones
inmaduros de P. chihuahuana después de tres meses de iniciados los cultivos,
empleando dos diferentes concentraciones de sacarosa, 15 ¢ I (SH15) y 10 g I
(SH10)

Medio de desarrolio | NGmero de Altura promedio
de brotes brotes (mm) £ D.S.
SH15 25 1.36 £ 0.569 a
SH10 23 404+2738 b

Letras diferentes indican diferencia significativa a p £ 0.05
D.S. = desviacion estandar

l.a elongacidon de los brotes frecuentemente es un prerequisito para su
enraizamiento (Bonga y von Aderkas, 1992). Al obtener brotes con una talla mayor
y en menos tiempo, se abre la posibilidad de contar con una muestra mas grande
para realizar el enraizamiento y asi poder obtener una mayor cantidad de plantulas
en un periodo de tiempo menor.

Se ha reportado que el empleo de bajos contenidos de sacarosa puede
inducir hiperhidratacion (Bonga y von Aderkas, 1992). Esto no ocurrio en el
presente trabajo. El desarrollo de los brotes fue inclusive de mejor aspecto, es
decir, sus hojas eran de un verde cenizo con el tallo lignificado de color café.

Al realizar un segundo ensayo e incrementando fa muestra, se pudo
establecer mediante analisis de varianza que existe una diferencia significativa
para el nimero de brotes formados por embridén (p=0.01681), asi como para la
altura alcanzada por ellos (p=0.000001). Los resultados que se presentan en €l

Cuadro 14 confirman lo obtenido anteriormente: el subcultivo de los embriones a
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medio con menor contenido de sacarosa (10 g t') promovid un desarrollo mas
acelerado de los brotes, éstos duplicaron la altura alcanzada respecto a los fueron
subcultivados en medio SH15, inclusive se logrd el desarrollo de brotes con 10
mm de altura en solo dos meses de estar en los medios de desarrollo, esta altura
solo se habia alcanzado después de 4 a 5 meses en ensayos anteriores en medio
SH15. El promedio de brotes por embrién generados y consolidados al
subcultivarlos a medio SH10 fue mayor (18.400 £ 1.802) a los obtenidos en todos

los ensayos que se realizaron previamente.

Cuadro 14. Nimero de brotes por embrién inmaduro y altura promedio alcanzada
por los mismos después de tres meses de iniciados los cultivos, empleando dos
diferentes concentraciones de sacarosa, 15 g I'' (SH15)y 10 g 1" (SH10)

Medio |Numero de Numero de Altura promedio
brotes brotes/embrién £ D.S. (mm) + D.S.

SH15 142 12.364 £+ 4.864 a 2613 +£1.154 a

SH10 194 18.400 £ 1.802 b 41603781 b

Letras diferentes indican diferencia significativa a p < 0.05
D.S.= desviacién estandar

Generalmente se han utilizado medios diluidos y sin hormonas para
estimular el desarrolio de los brotes adventicios. Por ejemplo, en P. conforta se
obtuvo un mayor desarrollo empleando medios a 1/4 de su concentracion original,

incluyendo la sacarosa (von Arnold y Eriksson, 1981; Thorpe y Harry, 1991).
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Los carbohidratos tienen muchas funciones en el cultivo de tejidos, son la
fuente para el crecimiento de las células que son expuestias a intensidades de luz
gue no son fotosintéticamente activas que normalmente se usan en el cultivo de
tejidos. También sirven como agentes osmdéticos y en algunas ocasiones producen
efectos morfogenéticos distintos. Muchos cultivos son dependientes de la fuente
de carbono hasta que estan listos para la aclimatizacion (Bonga y von Aderkas,
1992). Algunos investigadores han logrado desarrollar cultivos que crecen en
medios bajos en carbohidratos y expuestos a altos niveles de didxido de carbono e
intensidad luminosa. Esto obliga a los explantes a depender de su aparato
fotosintético para el suministro de carbono, mas que del aztcar en el medio
nutritivo, lo que se ha traducido como un incremento real en su biomasa,
mejorando su desarrollo en general y facilitando el trasplante a suelo (Kozai et al,
1988).

En mucho cultivos de coniferas la iniciacion de brotacion adventicia requiere
altas concentraciones de sacarosa y menores para la elongacién de los brotes
(Thompson y Tho}pe, 1987), por lo que la necesidad de carbohidratos parece ser
especifica para cada estado de desarrollo, es decir, son promotores durante la
formacion pre-meristemoide, pero pueden llegar a ser inhibitorios en las etapas
subsecuentes (Bonga y von Aderkas, 1992).

Cuando la sacarosa se usa en altas concentraciones en el medio se pueden
producir consecuencias negativas, por ejemplo los carbohidratos estimulan la
produccidon de compuestos fendlicos, los cuales pueden causar oxidacion

excesiva. Los contenidos fendlicos en células de Acer pseudoplatanus en cultivos

89



en suspensién incrementaron rapidamente con 2% de sacarosa en el medio
(Phillips y Henshaw, 1877, citado por Bonga y von Aderkas, 1992). La exposicion
de células de Vitis vinifera a altas concentraciones de sacarosa o manitol
produjeron un estrés hidrico y la formacién de antocianinas (Do y Cormier, 1990,
citado por Bonga y von Aderkas, 1992).

Para las coniferas, uno o mas cambios se realizan en el medio una vez que
los brotes se han formado y la elongacién se va ha iniciar. El contenido de
minerales es reducido a la mitad de su concentracidn, ias hormonas son reducidas
o eliminadas, el amonio es desechado y se adiciona carbon activado. Ademas, la
concentracion de sacarosa en el medio es reducida (Bonga y von Aderkas, 1992).

La sacarosa es hidrolizada por la invertasa en glucosa y fructosa, de éstos
azucares, la glucosa es tomada de manera preferencial; ésta tiene dos funciones
prin'cipales una vez que entra a la célula: la aportacion de energia y el suministro
de los esqueletos de carbdn para los componentes celulares, incluyendo ia pared
celular. La sacarosa es el carbohidrato mas empleado. En muchas especies es la
forma en la cual los carbohidratos son traslocados y algunas veces almacenados
(Bonga y von Aderkas, 1992). La sacarosa incrementa la presion osmotica,
estimulando la actividad mitocondrial y esto, presumibiemente, produce la energia

requerida para la iniciacion de los brotes

90



Estudio fisioldgico de los brotes de P. chihuahuana

Al medir la cantidad de sacarosa empleada por los explantes en medioc
SH15, se pudo reconocer que cada 100 mg de tejido fresco consumen alrededor
de 1.92 g de sacarosa en 30 dias de cuitivo (Cuadro 15). Estos datos indican que
los brotes adventicios de P. chihuahuana utilizan 11.49% de la sacarosa del medio
de cultivo para obtener carbono como fuente de energia en la etapa de desarroilo

de los brotes.

Cuadro 15. Utilizacion de sacarosa del medio SH15 por 100 mg de tejido de
embriones con primordios de brote de P. chihuahuana en 30 dias de cuitivo.

Medio 30 dias gl” desacarosa| Reduccion de Consumo de
sacarosa (%) sacarosa
Medio s/explantes 16.7 0 0
Medio c/explantes 14.78 11.49 192¢

Fotosintesis

Los resultados de la medicién de fijacion de CO; para brotes adventicios de
P. chihuahuana se presentan en el Cuadro 16. Al realizar el analisis de varianza
se puedo establecer una diferencia significativa (p=0.000053). Mediante el analisis
de rango multiple, se puedo establecer que la sacarosa adicionada al medio de

cultivo afecta la fotosintesis entre los diferentes tratamientos. Se determind una
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diferencia significativa entre los explantes que se encontraban con el medio de
induccion (SH 5 mg I'", K), asi como la mayoria de los tratamientos subcultivades
en SH15, con respecto a aquellos que se encontraban en el medio SH10 vy el
control. Los explantes que se encontraban en el medioc de induccién no
presentaron fijacion de CO,, por lo que se puede considerar que todavia no son
capaces de realizar fotosintesis. Al ser estructuras juveniles, generalmente
necesitan un aporte de energia para su desarrollo, en las semillas lo obtienen del
material de resel;va (megagametofito), el cual emplean para su germinacion y para
las primeras etapas de desarrollo. En el caso del cultivo de tejidos, la fuente de
energia fa obtienen de la sacarosa del medio de cultivo, asi como de los diversos
compuestos organicos e inorganicos presentes. Las hormonas juegan un papel
importante en esta etapa inicial, volviendo competentes a los explantes e
induciendo las respuestas organogenicas, en este caso, la formacidn y desarroilo
de brotes adventicios, por lo que es de esperarse que estos explantes no
contengan un aparato fotosintético completamente desarrollado y/o activo.

Se ha reportado que los reguladores del crecimiento y la fuente de
carbohidratos afectan la capacidad fotosintética en los cultivos (Lee et al,, 1985).
Para llevar a cabo la fotosintesis las plantulas in vifro deben haber alcanzado
cierto grado de diferenciacion. Dependiendo del estado de desarrollo y por 16 tanto
de la elaboracion de la maquinaria fotosintética, las plantulas pueden mostrar
diferentes respuestas a las condiciones de crecimiento y diferente capacidad de
fijar CO, (Desjardines, 1995). Lo anterior confirma lo encontrado en los explantes

que se encontraban en medio de induccidn, lo que al estar en una fase de
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recrganizacion de sus componentes celulares mediada principalmente por los
reguladores del crecimiento, debieron tener un aparato fotosintético pobremente
desarrollado, con la consecuencia de que no pudieron llevar a cabo fotosintesis y
dependieron del medio de cultivo y de la sacarosa para su crecimiento, como o
mostré la medicién de CO; en los embriones de P. chihuahuana en medio de

induccién y con medio con sacarosa 15 g I, en donde no se registro fotosintesis.

Cuadro 16. Fijacién de CO; atmosférico en brotes adventicios provenientes de
embriones inmaduros de P. chihuahuana en diferentes medios y dias de cultivo.

Medio dias de ppm CO; fijado min™ g~ t.f.
culfivo

SHK 8 -118.4 £ 103.1 a
SHK 45 492 £ 289 a
SH15 30 -27.7 £ 281 b
SH1i5 105 -54+203 b
SH15 120 321262 bc
SH15 60 334+255 be
Control * 80 44.7 + 221 bcd
SH10 105 60.2+529 cd
SH10 a0 91.4+206 cd
Control * 20 1056.5 £ 441 d
SH10 150 164.2 £45.2 d

* Plantulas obtenidas de la germinacién de semillas crgciendo en invernadero
SHK = Explantes en medio de induccién (SH+ 5 mg | de K)
n = 3 a 5 explantes por fratamiento

El subcuitivar los explantes a un medio diluido y sin hormonas es una
practica comun para lograr el desarrollo de los brotes adventicios, en donde su
condicion fisioldgica es muy diferente a la de induccion. Para el caso de los
explantes de P. chihuahuana en medio de induccion y aquellos subcultivados a

SH15 tampoco se registrd fijacion de CO,, es decir, los explantes continuaron
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tomando la fuente de carbén del medio de cultivo para su crecimiento y desarroilo,
manteniendo una alimentacion heterotréfica. Solamente en un caso, los explantes
cultivados en SH15, mostraron fijacién de CO; (Cuadro 16). En aquellos explantes
que fueron subcultivados a medio SH al 50% de su concentracion de sales pero
con sacarosa 10 g ' (SH10) se pudo detectar la fijacion de CO,, volviendo los
cultivos de heterotroficos a fotomixotroficos. Es importante sefialar que las
plantulas germinadas a partir de semillas y en condiciones de invernadero {control)
mostraron niveles de fijacion de CO, similares a los brotes subcultivados en SH10,
inclusive los brotes de mas edad presentaron una fijacion mayor, por lo que se
puede suponer que el aparato fotosintético de las plantulas obtenidas mediante ia
germinacion de semilla y los brotes adventicios obtenidos por brotacion mdultiple
tienen un aparato fotosintético fisioldgicamente similar, si se toma en cuenta que la
capacidad de fijar CO, atmosférico fue similar y que presumiblemente tienden a
alcanzar los niveles de fijacidn que mostré una planta de 2 afios de edad (267.9
ppm CO, min“ g7 t.f).

En cultivos de Liguidambar styraciflua las plantulas cultivadas in vifro
presentaron tasas fotosintéticas mas altas, mayor contenido de clorofila, pocos
granulos de almidén y variacion en el desarrollo de cloroplastos, en comparacion a
plantulas in vivo bajo las mismas condiciones de cultivo (Lee et al., 1985).

La considerable limitacién de la tasa de fotosintesis neta se traduce en una
limitacion similar en el crecimiento, medido como la proporcion de acumulacion de

materia seca (Solarova, 1989 citado por Catsky et al., 1995).

94



Se puede observar en el Cuadro 16 que los explantes subcultivados en
medio SH10 presentaron actividad fotosintética y solamente en un caso (SH15 con
60 dias de cultivo} también se cuantificé fiajacién de CO,, aunque ésta fue menor.
l.a fotosintesis de las plantas en suelo fue un poco mayor (105.5 ppm CO»
fijado min? g tf) a la de in vitro 90 dias (91.36 ppm CO, fijado min? g’ t1),
ambos se enconiraban bajo las mismas condiciones de cultivo, es decir, misma
temperatura, fotoperiodo e intensidad luminosa, por lo gque el estado de desarrolio
del aparato fotosintético de los brotes debe ser muy parecido al de las plantulas en
suelo y al disminuir la concentracién de sacarosa, posiblemente se permitid un
mejor desarrollo del aparato fotosintético, pasando de una condicién heterotréfica
que se presenta en los explantes cultivados en medio de induccién y SH15, a una
mixotrofica o autotrofica, para los explantes cultivados en SH10. Lo anterior se
reflejé en el mayor desarrolio de los brotes (Cuadro 14).

Para cultivos in vifro de Pseudotsuga menziesii se encontré que la maxima
folosintesis neta /n vitro alcanzé los mismos niveles a los reportados para arboles.
Ademas, encontraron que la concentracion de sacarosa afecta la tasa de
fotosintesis neta (Evers, 1982, citado por Bonga y von Aderkas, 1992).

En cultivos in vitro de Brassica oleracea determinaron que los cultivos
tienen una baja capacidad fotosintética. Se encontré que los cultivos no podian
fijar niveles adecuados de CO, para un crecimiento autotréfico y eventualmente
morian si se les cultivaba en medio sin sacarosa (Grout y Ashton, 1978). En
plantas in vitro de frambuesa se encontro que la tasa de fijacion de CO; fue sdlo

alrededor de un cuarto en comparacién al control, indicando que la sacarosa y las
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condiciones de cultivo afectan la capacidad fotosintética de las plantas in vitro
(Donnelly et af., 1885). En cultivos en suspensién de Picea abies el incremento en
la concentracion de sacarosa en el medio estimuld el crecimiento celular, pero se
inhibié la sintesis de clorofilas. Cuando las células fueron subcultivadas a
concentraciones menores, inclusive sin sacarosa, la concentracion de clorofilas
fue mayor pero el crecimiento fue mas lento (Simola et al, 1992). En plantuias de
Spathiphyflum subcultivadas a medio con sacarosa 6% la fotosintesis neta fue solo
del 40% que el de las plantulas muitiplicadas con sacarosa 3%. Las plantas
cultivadas con altas conceniraciones de azUcar tuvieron inicialmente menos
clorofilas. Plantulas de Spathiphyllum cv. Petite cultivadas in vifro con 3% de
sacarosa mostraron una fotosintesis neta positiva al final del periodo in vitro. Altos
contenidos de sacarosa permitieron un incremento en el peso fresco, un descenso
en la fotosintesis neta, asi como, un contenido mas bajo de clorofila (Van
Huylenbroeck y Debergh, 1996). Relaciones similares entre concentracién de
sacarosa y capacidad fotosintética in vifro han sido encontradas en otras especies;
por ejemplo, en rosa (Langford y Wainwrigth, 1987; Capellades et al, 1981) papa
(Kozai et al., 1988), coliflor (Grout y Donkin, 1987), frambuesa (Deg y Donnelly,
1993) Clematis (Lees ef al., 1991) y fresa (Hdider y Desjardins, 1994 citados por
Van Huylenbroeck y Debergh, 1996). Langford y Wainwright (1987) demostraron ia
correlacion inversa existente entre la sacarosa del medio y la fotosintesis. Al
disminuir la concentracién de sacarosa en el medio se incrementé la fotosintesis
en brotes de dos cultivares de rosa cultivados in vitro. Con 40 g I'' de sacarosa las

plantulas tiene una actividad fotosintética de alrededor de 250 mg CO: m? h',
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mientras que con 10 g 17 fue alrededor de 350 mg CO, m? h™'. Al parecer las
plantulas de rosa necesitan una cantidad minima de aztcar para crecer
normalmente, ya que las plantulas subcultivadas a 2.5 g 1! mostraron sintomas
de hiperhidratacion y eventualmente murieron. La cantidad de minima de azGcar
requerida para cubrir las necesidades fisiologicas basicas de las plantulas y
maximizar la fotosintesis es todavia un asunto en debate. El suministro in vitro de
azdcar exdgeno reduce la fotosintesis neta, debido a una disminucién de Ia
ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa oxigenasa (rubisco) (Langford v Wainwright,
1987; Desjardins ef al, 1994, citados por Van Huylenbroeck y Debergh, 1996:
Kozai et al, 1997). Ademds, se ha observado que altas concentraciones de
carbohidratos en el medio pueden ocasionar la pérdida de proteinas del aparato
fotosintetico (Koch, 1896, citado por Ticha et al., 1998).

Al reducir los niveles de sacarosa en el medio no solamente se reduce el
posibie potencial osmotico negativo que ejerce el medio sobre el explante (George
y Sherrington, 1984), asimismo, permite un incremento en la fotosintesis,
probablemente mediante el incremento en la eficiencia de Rubisco (Triques et al.,
1997), posibilitando al parecer la maduracion del aparato fotosintético para
desarrollar brotes con una condicién fotomixotréfica (parte de la energia para su
metabolismo la toman de sacarosa y parte de su capacidad de fijar y metabolizar
el COz) o una autotréfica (mediante fotosintesis fijan CO; para sus procesos
metabdlicos).

Lo mencionado anteriormente podria explicar en parte por qué los explantes

subcultivados a medio SH10 presentan un mayor grado de desarrollo (Cuadro 14)
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y poseen una actividad fotosintética comparable en algunos casos a la de
plantulas en suelo (Cuadro 16). Estos aspectos son importantes ya que las
posibles plantulas que se generen in vifro tendrian una condicion fisiolégica
favorable que les permitiria tener una mejor aclimatizaciéon bajo condiciones de
invernadero.

La disminucion de la capacidad fotosintética no solamente esta influida por
la sacarosa en el medio, gran parte se debe al agotamiento de CO; en el
contenedor durante el periodo de luz con baja irradiacién (Van Huylenbroeck y
Debergh, 1996).

Al comparar cultivos de células de papa desarrollados en un medio
heterotréfico con un fotomixotréfico, se determind que en este Ultimo se obtuvo un
mayor crecimiento en peso fresco y seco después que la sacarosa se agoto en el
medio, indicando que las céiulas fotomixotréficas habian incrementado su
eficiencia o fijacion de CO, para obtener carbén adicional. Las células
heterotroficas cesaron su crecimiento un poco después que la sacarosa fue
utilizada por completo del medio. En cambio, las células fotomixotréficas ganaron
25% de su peso seco y 45% de su peso fresco después que la sacarosa no se

encontraba presente en el medio (La Rosa et al., 1984).

Clorofilas
. A pesar que no se pudo establecer diferencia significativa para la cantidad
de clorofila a, b y total; se puedo argumentar con base a [os resultados del Cuadro

17 que las cantidades de clorofilas encontradas en explantes cultivados in vitro en
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tres diferentes
concentraciones de sacarosa, en ningln caso alcanzaron la cantidad de clorofila a

y b cuantificada para la plantula cultivada en suelo bajo las mismas condiciones,

medios nutritivos,

con 174.2 y76.7 pg g ff respectivamente.

diferentes

tiempos y con diferentes

Cuadro 17. Cantidad de clorofila a, b, total y proporcién de a/b en brotes de P.
chihuahuana desarrollados bajo diferentes medios y tiempos de cultivo.

Medio | Dias Clorofila a | Clorofila b | Clorofila total | Proporcién
de | (ngg'th* |(ugg'th | (gg'th* | abxDS.
cultivo D.S. D.S. D.S.

Control* 00 | 1742+ 32.3| 76.7+143.5 250.8 £ 74.1 3.4+ 1.05
SHK 15 2941140 23.2+6.0 52.6 +20.0 1.2+0.3
SH15 45 449+7.2 15.2 + 4.1 60.1 + 8.24 9.3+6.8
SH15 60 82.2+126 19.9+4.4 102.1 £ 17.0 43104
SH15 105 | 102.3+£19.7 426 +9.8 144.9 + 27.8 26+05
SH15 120 92.3131.9| 35916.81 128.2+33.2 2.7+0.8
SH10 90 | 103.7+£19.6| 4231142 146.0 £ 30.1 37+14
SH10 105 | 127.9£19.2 457 +7.8 173.6 £27.0 39+03

* Plantulas abtenidas de la germinacion de semillas creciendo en invernadero
SHK = Explantes en medio de induccion (SH + 5 mg I”' de K)
D.S. = desviacion estandar

Los explantes cultivados in vitro a 105 y 80 dias en SH10 presentaron las
mas altas concentraciones de clorofilas, seguidas por los explantes de los cultivos
en SH15 de 105 y 120 dias. En el resto la concentracion fue baja lo que podria
indicar que los cultivos en esas etapas de desarrolle dependen en su totalidad de
la fuente de carbono proporcionada por el medio de cultivo para su desarrollo, ya
gue no realizan fotosintesis. En estudios similares con Brassica oferacea, el
contenido de clorofilas de los cultivos in vitro estuvo siempre por debajo del

contenido de las plantas control (Grout y Ashton, 1878). La sintesis de clorofila es
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suprimida especificamente por la sacarosa en cultivo de callo de zanahoria, ésta
reduce tanto la complejidad del cloroplasto como el nimero de éstos por célula
(Edelman y Hanson, 1972). Plantulas de Spathiphyllum cv. Petite cultivadas /in
vitro con 6% de sacarosa tuvieron menor contenido de clorofilas en comparacion a
las que se cultivaron con 3% (Van Huylenbroeck y Debergh, 1996).

Los brotes cultivados en SH15 mostraron una capacidad fotosintética
limitada, lo cual se vio corroborado por una concentracion menor de clorofilas
(Cuadro 17). Generalmente la medicion de bajas tasas fotosintéticas en plantulas
in vitro estuvo acompafada por un bajo contenido de clorofila (Lee ef al,, 1985).

Las proporciones de clorofilas a/b para los explantes cultivados en SHK y
SH15 fueron muy diferentes a la del control. Se han encontrado proporciones mas
bajas de clorofila a/b en plantulas cultivadas in vifro que en plantulas germinadas
de semillas en invernadero de Liguidambar styraciflua (Lee et al, 1983).
Solamente los brotes adventicios cultivados en medio SH10 presentaron una
proporcién de clorofilas a/b similar al control, indicandc que posiblemente los
brotes se encontraban en un estado de desarrollo similar al de las plantulas
germinadas en suelo. Resultados similares se encontraron en plantuias de coco
derivadas de embriones cigéticos, en donde el contenido de clorofila y la
proporcién de clorofilas a y b en la fase final del cultivo in vitro previo a su
trasplante a suelo no varié significativamente respecto al de las plantas control
(Triques ef al,, 198I5).

Van Huylenbroeck y De Riek (1995) indican que tanto un contenido aito de

clorofila y una relacion mayor de clorofila a en comparacién a la b son indicativos
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de una eficiencia fotosintética mejorada. Lo cual se puede encontrar en los cultivos
in vitro de P. chihuahuana con sacarosa 10% (SH10) (Cuadro 17).

En general, el contenido de clorofila de las plantulas in vitro es comparable
a la de las plantas control que crecen bajo condiciones similares de luz. Sin
embargo [a condicion de la luz puede afectar el contenido de clorofila. Con una
baja intensidad luminosa, una condicion que normaimente se encuentra en los
cultivos in vitro, la membrana de los tilacoides no esta diferenciada dentro de ia
pila de tilacoides y estos estan irregularmente arreglados. Comao consecuencia, las
plantulas in vitro pueden mostrar una fotosintesis pobre si se fransfieren a
intensidades de luz mas altas. Existen muchos resultados que sugieren que, bajo
condiciones in vitro sin control, el agotamiento de CO; por la actividad fotosintética
de las plantulas o inhibicion del ciclo de Calvin por el aztcar resulta en un flujo
excesivo de electrones en la membrana de los tilacoides causando fotoinhibicién y
fotooxidacion y por lo tanto se reduce la fotosintesis y se desactiva Rubisco
{Desjardines, 1995).

Los altos niveles de azlcar que estan presentes en la mayoria de los
medios para cultivo de tejidos se han relacionado con la represion del desarrollo
de cloroplastos y su capacidad fotosintética. Las formas de represion del azlcar
sobre el desarrollo del cloroplasto estan poco documentadas. La sacarosa puede
inhibir la actividad fotosintética por dos vias: La primera, la sacarosa puede inhibir
la fijacion de CO,. Segundo, la sacarosa puede estimular la division celular y
crecimiento los cuales son procesos antagonicos a la acumulacidon de clorofilas.

(La Rosa et al., 1984).
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El ciclo de Krebs es importante para la biogénesis celular, como una fuente
de succinil CoA para la sintesis de clorofila y para el suministro de amino &cidos
para las proteinas de la membrana tilacoidal. LLa sacarosa puede por lo tanto
inhibir el desarrollo del cloroplasto mediante la reduccidn de los suministros de los
intermediarios del ciclo de Krebs, ya sea bloqueando el ciclo o mediante la
disminucién de los intermediarios disponibles para las reacciones sintéticas

(Edelman y Hanson, 1972).

Peroxidasas

En el Cuadro 18 se puede observar que la concentracién de las
peroxidasas tanto unidas como solubles en las plantulas control presentan en
general una aclividad baja, muy similar a los cultivos en SH10 que son los que
maostraron la actividad mas baja. Al aplicar el analisis de varianza, se encontré que
existe una diferencia altamente significativa (p=0.000001); se pudo establecer que
en las peroxidasas solubles el tratamiento en el medio de induccién por 45 dias es
diferente al resto de los tratamientos. En las peroxidasas unidas se encontrd que
la enzima esta presente en mayor cantidad en los tratamientos en el medio dé
induccion, asi como en aquellos subcultivados a SH15 con menores dias de
cultivo. De manera general se podria afirmara que los brotes adventicios
subcultivados en medio SH10 presentan un mayor crecimiento; esto justifica la
baja concentracion de peroxidasa encontradas, ya que a éstas se les asocia de
manera inversa con el crecimiento (alargamiento celular y baja lignificacion de las

paredes celulares). Se ha postulado que las peroxidasas de la pared celular tienen
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un papel clave en el endurecimiento de la pared celular y por lo tanto en la
disminucion (cesacion) de la elongacidn en el crecimiento celular. Decrece la
extensibilidad de la pared celular mediante la formacion de puentes difenil entre
los polimeros de |a pared, como hidroxiprolina, pectinas y hemicelulosa (Fry, 1986
citado por Sanchez ef al, 1995). Los explantes cultivados en medio de induccion
(SHK) a 45 dias de cultivo son los que mayor concentracion de peroxidasas
presentaron, esto se puede deber en parte a que no hay incremento de biomasa
sino que existe una reorganizacion de sus células que daran origen a los brotes
adventicios y no existe un crecimiento significativo de su biomasa, posiblemente
las nuevas ceélulas que se estan formando posen una mayor cantidad de enzima

para la formacion de las paredes celulares.

Cuadro 18. Concentracion de peroxidasas en brotes adventicios provenientes de
embriones inmaduros de P. chihuahuana en diferentes medios y dias de cultivo.

Medio dias de Solubles £ D.S. Unidas = D.S.
cultivo (D.O. min? g™ tf) (D.0. min2 g7 t.f)
Control* 90 2478+ 3377 a 7131+ 3377 a
SHK 6 160.73+106.7 a 366.17 + 15227 b
SHK 45 54462 +284.7 b 56364 ¢ 121.05 b
SH15 30 100.28 + 32.94 a 42973+ 99.08 b
SH15 60 96.41 £ 35.25 a 45018 £ 125.04 b
SH10 90 1974+3.19 a 69.14+ 20.20 a
SH15 105 2339+ 11.13 a 12171+ 56.28 a
SH10 105 2334£11.13 a 5029+ 8.96 a
SH15 120 1042 +6.60 a 130.76 + 3863 a

* Piantulas obtenidas de la germinacion de semilias creciendo en invernadero
SHK = Explantes en medio de induccién (SH con 5 mg 1" de K)
n=3a$5
D.S. = desviacion estandar
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l.a concentracién de peroxidasas disminuyd en los cultivos en SH15, en
donde se estan consolidando tos brotes y comienza su desarrollo, pero como se
ha venido mencionando, la sacarosa parece estar ejerciendo un efecto negativo
en el desarrollo de los brotes adventicios, lo cual se refleja en el contenido de
peroxidasas presentes en los tejidos. La disminucién de la sacarosa a 10 g 1™ ha
mostrado ejercer un efecto positivo para el crecimiento de los brotes adventicios
de P. chihuahuana, en donde la concentracion de la enzima fue menor, inclusive a
la del control, lo cual también se tradujo en un mayor crecimiento de los brotes.

Las peroxidasas son responsables del montaje de ligninas y proteinas en la
pared celular. Existe una gran cantidad de evidencias que muestran que una alta
actividad peroxidasa esta correlacionada con la reduccion del crecimiento vegetal
en hipocétilos de frijol (Goldberg et al., 1987), hipocétilc de cacahuate (Zhengy
van Huystee, 1992) y sorgo enano (Schertz et al., 1971) (citados por Tse-Min y
- Yaw-Huei, 1995). En hipocoétilos de Pinus pinaster se cuantifico la actividad
peroxidasa encontrando mayores niveles de la enzima en el momento que el
crecimiento del hipocotilo cesd (Sanchez et al.,, 1995). El analisis de dos genctipos
de Festuca arundinacea con diferentes longitudes de elongacion de hoja, mostrd
gue un incremento en la actividad de la peroxidasa unida a pared celular esta
asociada con el cese de la elongacion de la hoja (MacAdam ef al., 1992). Por el
contrario, peciolos de Ranunculus sceleratus cuando se les tratdé con etileno,
mostraron un incremento en su crecimiento y una baja actividad peroxidasa

(Horton, 1993).
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En plantulas de arroz se determiné que la peroxidasa unida a pared esta
inversamente relacionada al crecimiento de coleoptilos y raices que crecen en
presencia y ausencia de O,. La actividad de la peroxidasa decrece cuando el
coleoptilo se alarga en el periodo inicial de crecimiento y hay un incremento
cuando la elongacién cesa durante el Ultimo periodo; lo mismo sucede con el
crecimiento de la raiz (Tse-Min y Yaw-Huei, 1995).

E! papel negativo de la peroxidasa en el crecimineto, particularmente la
unida a pared celular, también es observado en el crecimiento regulado por
etileno en brotes de Pharbitis nif (Prasad y Cline, 1987), células del epicdtilo de
chicharo (Ridge y Osborne, 1970). Varias plantas como camote (Gahagan et al,
19688; Bueschner et al, 1975), pepino (Retig y Rudich, 1972; Sterner y
Hammerschmidt, 1985; Abeles et al., 1988) y tabaco (van Loon y Antoniw, 1982)
también mostraron relaciones similares entre el incremento de la induccidén con
etileno en la actividad peroxidasa y la inhibicion del crecimiento (Tse-Min y Yaw-
Huei, 1995).

Se ha sugerido un gran numero de funciones de la peroxidasa durante el
crecimiento y desarrollo (Van Huystee, 1987). La tasa de crecimiento de organos
axilares ha sido ampliamente asociada con diferencias en la actividad de
peroxidasas. Una correlacion inversa entre actividad enzimatica vy tasa de
crecimiento se ha encontrado para los ejes de plantas dicotiledoneas. Esta
correlacion ha sido encontrada no sélo para diferentes edades de plantulas sino
también de diferentes regiones a lo largo del eje de {a planta (Goldeberg ef al,

1989 citado por Sanchez et al., 1995).
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Invertasas

La actividad de las invertasas nos indica de manera indirecta la capacidad
que poseen los explantes en romper la sacarosa en glucosa y fructosa para que
pueda ser utilizada por las células vegetales. Los datos del Cuadro 19 muestran
que los embriones sembrados en medio SHK a 6 dias de cultivo son diferentes
significativamente (p=0.000001) al resto de los demas tratamientos (solubles y
unidas), es decir, son los que presentan una actividad invertasa mas alta que el
resto de las muestras. Esto se puede deber a que las semillas, al estar en
imbibicion por 24 horas comienzan el proceso que desencadenan la germinacion y
al momento de realizar la diseccion del embrion el megagametofito liberan una
gran cantidad de almiddén, parte de éste es absorbido por el embrion y al ser
sembrado en un medio con una alta concentracién de sacarosa (30 g i) utiliza
estos carbohidratos para su desarroilo, ya que no se lleva acabo fotosintesis
todavia, motivo por el cual presentan una alta concentracion de invertasas. El
control también mostré una actividad alta, debido posiblemente a que en el
periodo en que se cuantificé todavia presentaba una gran cantidad de almidén
como reserva que absorbio del megagametofito, ya que este permanece unido a la
plantula alrededor de 40 a 50 dias. Cabe mencionar que en un ensayo previo con
una planta de mas de 2 afios de edad la concentracion de invertasa fue de 8.97
D.O. min? g tf. para las solubles y 0.29 D.O. min? g™ t.f. para las unidas. En los
explantes cultivados en SHK a los 45 dias y en los subcultivados a SH15, 30 y 60
dias, la actividad de las enzimas disminuyo considerablemente y esta disminucion

fue mas notoria cuando se cuantifico a los 105 y 120 dias de cultivo, por lo que se
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podria presumir que en este medio de cultivo al ir creciendo los explantes
comenzaran a presentar cierta actividad fotosintética (Cuadro 18), aunque menor
que la de los explantes subcultivados en SH10, en donde se encontrd la menor
cantidad de invertasas, sobre todo de la unida a pared. Estos datos sugieren que
los explantes pasan de una condicién completamente heterotrofica (SHK y SH15,
30 y 60 dias) a una posible condicién fotomixotréfica (SH15, 105 y 120 dias) y
posiblemente a una condicidn fotomixotrofica mas cercana a la autotrofia (SH10,
90 y 105 dias).

Cuadro 19. Concentracion de invertasas en brotes adventicios provenientes de
embriones inmaduros de P. chihuahuana en diferentes medios y dias de cultivo.

Medio dias de Solubles * D.S. Unidas + D.S.
cultivo (D.O. min2 g’ t.f) (D.0. min? g™ t.f.)

Control 90 469011855 b ¢ 17756 £ 10.62 a
SHK 6 71.958+39.99 ¢ 7079+36.37 b
SHK 45 6.156+4.78 a 12.96 + 4.49 a
SH15 30 620+497 a 1280t 4.22 a
SH15 60 838+6.09 ab 19.04 £ 0.92 a
SH15 105 3.49+242 a 758+ 4.98 a
SH15 120 296+1.79 a 569+ 1.34 a
SH10 90 113+ 051 a 142+ 092 a
SH10 105 192+124 a 355+ 1.36 a

* Plantulas obtenidas de la germinacién de semillas creciendo en invernadero
SHK = Explantes en medic de induccian {(SH con & mg ' de K)

n=3a5b

D.3. = desviacion estandar

Tradicionalmente se ha considerado que los explantes y brotes
regenerados mediante cultivo de tejidos tienen una capacidad fotosintetica pobre.
Asumiendo que las plantulas requieren azicar en el medio de cultivo como una

fuente de energia, se han cultivado predominantemente bajo condiciones
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heterotroficas (mediante un suministro artificial de fuente de carbono como con la
sacarosa) y bajo condiciones fotomixotréficas (con una fuente de carbono
suministrada artificialmente y la producida fotosintéticamente) (Kozai et al., 1997).

La actividad fotosintética de plantulas cultivadas autotrofica o
fotomixotréficamente en substratos con agar in vitro, esta frecuentemente limitada
por una concentracion baja de CO; y baja irradiacion durante el periodo luminoso,
afectado por la alta humedad relativa, incremento de etileno, etc.

En los cultivos in vitro los niveles de CO, en los contenedores
frecuentemente decaen rapidamente hasta al punto de compensacién, éste se
prolonga por alrededor del 75% del periodo de luz, con lo que la fotosintesis es
cercana a cero (Solarova, 1989 citado por Catsky, 1995).

Sin embargo, se ha revelado que las plantulas ya clorofilicas poseen
capacidad fotosintética y crecen mejor, en algunos casos, bajo condiciones
fotoautotréficas (sin un suministro artificial de la fuente de carbono} que en las
condiciones hetero o fotomixotréficas, cuando el ambiente quimico y fisico son
adecuadamente controlados para ia fotosintesis. Se puede esperar que plantulas
regeneradas de embriones o brotes adventicios en una fase heterotrofica o
fotomixotrofica puedan pasar facilmente a una fase fotoautotréfica si se les provee
con un microambiente adecuado para la fotosintesis (Seko y Nishimura, 1996,
citado por Kozai ef al., 1997). Los brotes subcultivados con menores cantidades
de sacarosa como en el medio SH10, probablemente posean una edad fisioldgica
y estado de desarrollo que les ha permitido que su aparato fotosintético se

encuentre desarrollado, que posean una cantidad de clorofila cercana a las de las
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plantas control, que puedan realizar una mejor y mayor fijacion de COz y que
posean una menor actividad de peroxidasas e invertasas, traduciendose en un
crecimiento mas acelerado y una condicién fisiologica similar al de las plantas en
suelo. Una vez que se logre el enraizamiento in vifro, posiblemente el traspaso a
condiciones ex vitro sea mas facil, logrando porcentajes altos de sobrevivencia,

por el mejor estado fisiologico de las plantas obtenidas por cuitivo de tejidos.
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CONCLUSIONES

Se pudo demostrar que el tejido haploide esjsusceptib!e al cultivo in vitro,
sobre todo a partir de tejidos inmaduros, cultivado en medio Litz en
oscuridad.

A partir de megagametofitos de P. chihuahuana se pudieron establecer
cultivos de callo que mostraron desarrolio de células transpaArentes, hialinas
y alargadas que se asemejaron a las etapas iniciales de embriogénesis
somatica en otras especies de coniferas. De hecho se logro el desarrollo de
una estructura organizada semejante a una hoja.

La respuesta de los embriones inmaduros al cultivo in vitro estd mediada
por los reguladores del crecimiento y en gran medida por el medio de
cultivo empleado,

La mayor formacién y posterior desarrolio de los brotes se obtuvo
empleando kinetina con bajas o nulas concentraciones de 2,4-D.

La mejor condicion encontrada para la formacién de brotes adventicios fue
con medio SH adicionado con 5 mg I de kinetina.

El crecimiento de los brotes adventicios se vio favorecido con |a reduccion
de la sacarosa en el medio de desarrollo (SH50%), de 15 a 10 g1 y se
logré ia consolidacién de un mayor nimero de brotes por embrion, asi como

un crecimiento a una tasa mas elevada.
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La mayoria de los cultivos in vifro de embriones inmaduros en oscuridad
desarrollaron Unicamente callo y los pocos brotes que se formaron se
oxidaron al pasarios a condiciones de luz.

Mediante ia adicidn de acido ascorbico y acido citrico al medio de cultivo y
con banos de l0s explantes en una solucidn conteniendo ambos acidos, se
logré disminuir y/o evitar la oxidacién.

Se pudo establecer que existe una respuesta diferencial en el nimero de
brotes formados por embridn, dependiendo de la locaiidad de procedencia
de las semillas.

El enraizamiento fue erratico y solo se logrd en tres ocasiones.

La disminucién del contenido de sacarosa en e medio de desarrollo y
elongacion favorecio el crecimiento de los brotes adventicios.

El subcultivo a SH10 permitié que los brotes incrementaran la fijacion de
COQ.

Se encontraron mayores concentraciones de clorofilas en los brotes
adventicios subcultivados en el medio SH10 que en aquellos provenientes
de los medios SHK y SH15.

Los valores de la actividad de las enzimas invertasas y peroxidasas
reafirmaron que el subcultivar brotes adventicios en medio SH10 promueve

un mejor desarroilo fisioldgico de ellos.
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1) Medio Litz

- Macronutrientes del B5

(NH4)2S04
MgSO,7H20
KNO3
NaH,PQO4-H20

CaCly,'6H20
- Micronutrientes del MS

Kl

HiBO4
MnSQ,4.4H20
(MnS0,4.H20)
ZnS047H20
Na2MoO4-2H20
CuS045H20
CoCly-:6H20

NazEDTA
FeS047H20

- Compuestos organicos del MS

Vitaminas
Myo-inositol

Ac. Nicotinico
Piridoxina HCI(BS)
Tiamina-HCI (B1)

Aminoacido
Glicina

-Otros compuestos organicos

L-Glutamina

APENDICES

mg I

134
250
2500
150

150

0.83
6.2
22.3
16.89
8.6
0.25
0.025
0.025

37.3
27.8

400
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Hidrolizado Enzimatico de Caseina
|.-Asparagina

L-Arginina

L-Acido Ascorbico

Sacarosa
pH

Bacto-Agar

2) Medio Schenk y Hildebrandt (SH)

- Macronutrientes

KNO;3
MQSO47H20
NH;HPO4

CaCl,.2H,0
- Micronutirentes

Kl
MnSO44H,0
(MnSO4-H20)
HsBO3

ZnS0,4 7H0
N82M004‘2H20
CUSO4‘5H20
CoCly'6H,0

NagEDTA
FeS0, 7H20

- Compuestos organicos

Vitaminas
Myo-Inositol

Tiamina HC! (B1)

100
100
100
100
60gl?
5.8

8-9gl’

mg/|
2500
400
300

200

20.0
15.0

50

113




Ac. Nicotinico
Piridoxina HC| (B6)

Sacarosa
pH
Agar-Agar

0
Bacto-Agar

30g T
5.8
559"

859"
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