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PROLOGO 

La conjuncién de fas técnicas de cultivo de tejidos con otras disciplinas permite adentramnos y 

explorar la infinidad de procesos bioldgicos que se presentan en las plantas y tratar de dar una cercana 

explicacién de ellos. 

En el Laboratorio de Cultivo de Tejides Vegetales del Jardin Boténico de la UNAM, se han 

Nevado a cabo diversos trabajos con la finalidad de conservar valioso germoplasma de especies mexicanas en 

peligro de extincién. En algunas ocasiones no es posible contar con suficiente material vegetal y ademés en 

buenas condiciones Para iniciar los cultivos, lograr su micropropagacién y llegar a establecer las plantas 

obtenidas en condiciones ex vitro, que ya por si misma es una gran labor. Esta limitante con el material 

vegetal no da a veces !a oportunidad de explorar otras dreas de la biologia que podrian abarcar desde la 

biologia molecular hasta el contexto ecoldgico de las especies a estudiar. 

EF presente trabajo de investigacién es un esfuerzo para conjuntar algunas disciplinas y dar 

explicaci6n a procesos que se presentan en los tejidos in vitro, dando particular énfasis a lo que se 

denomina competencia morfogenética, es decir la capacidad de los tejidos para responder a estimulos fisico- 

quimicos que den como resultado la obtencién de regenerantes. Es importante sefialar que la especie del 

presente estudio posee caracteristicas evolutivas y ecoldgicas particulares que definitivamente se reflejan en 

las respuestas morfogentticas. 

El trabajo esté estructurado en cinco capitulos. Comienza con una introduccién sobre la 

problemética de la especie, su importancia y las alternativas que se estén levando a cabo para su 

conservacién in situ y ex situ. En los siguientes capitulos se analizd le capacidad morfogenética de los 

explantes utilizados (embriones de semillas maduras) y las estrategias utilizadas para obtener brotes 

adventicios, lograr su desarrollo a etapas posteriores, disminuyendo ef severo problema de la oxidacién y 

necrosis de los tejidos, para finalmente generar brotes y realizar ensayos para su enraizamiento. El desarrollo 

de las estructuras de novo que se presentan durante ls competencia morfogenética y la influencia del medio 

de cultivo en la integridad del tejido se analizaron con técnicas histoldgicas que permitieron observar 

agrupaciones celulares previos a la formacién de tos brotes, asi mismo fue posible explorar, aun con las 

limitantes del material biolégico, la presencia de proteinas totales en los mejores tratamientos y en los 

tiempos de exposicién més significativos donde se manifesté la mayor capacidad morfogenética de los 

explantes. 

La conjuncién de estos resultados permite plantear nuevas estrategias para la conservacién de ésta y 

otras especies forestales que se encuentren en una situacién similar y requieran del apoyo de las técnicas in 

vitro para |a conservacién de su germoplasma. 

Sea asi, con el mejor deseo de que la presente investigacién abra nuevas inquietudes para continuar 

en esta ardua tarea de explorar, conocer, valorar y aprovechar racionalmente los recursos naturales de 

nuestro pais. 

Ana Laura. 
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RESUMEN 

Se cultivaron embriones cigdticos de Picea chihuahuana Martinez en medio BS modificado 

(medio de induccién) suplementado con N®-benciladenina o kinetina, solo o en combinacién con Acido 

naftalén acético y dcido 2,4-diclorofenoxiacético respectivamente en diferentes concentraciones y 

tiempos de induccién, para determinar el tiempo de Mayor O menor competencia organogenética, 

inducir una alta frecuencia de brotes adventicios y definir histolégicamente su origen y desarrollo. 

El tiempo minimo de induecién requerido para la formacién de brotes fue de 14 dias en 

kinetina y de 17 dias en N®-benciladenina. Para promover el desarrollo de los brotes, los embriones se 

transfiriecon después de cada tiempo de induccién a medio BS modificado al SO% de sus 

componentes y sin reguladores del crecimiento (medio de proliferacién) donde permanecieron 30 dias; 

para promover la elongacién de los brotes y evitar Ja oxidacién de los mismos se transfirieron cada 15 

dias en medio Schenk y Hildebrandt a la mitad de su concentracién y sin reguladores del crecimiento 

(medio de elongacién). Se obtuvo un promedio de 5 a 7 brotes por embrién en kinetina y N° 

benciladenina 3 y5 mgt" en ausencia de auxinas. Se realizaron ensayos de enraizamiento con los 

brotes que alcanzaron de 10 a 20 mm de altura; se aplicaron pulsos con diferentes concentraciones de 

dcido indol butitico pero solo un brote generé raiz. 

En las primeras etapas de desarrollo de los brotes los andlisis histolégicos mostraron 

agrupaciones de tres y cuatro células que fueron més evidentes al incrementarse el tiempo de induccién. 

Las observaciones histoldgicas realizadas permiten suponer que la kinetina promueve el desarrollo de 

estructuras organizadas previas a la formacién de brotes adventicios en un tiempo més corto que la N*- 

benciladenina, las pruebas bioquimicas mostraron que la kinetina promueve una alta sintesis de proteinas 

totales durante la formacién de brotes adventicios mayor que Ja N°-benciladenina. 

Lo anterior permitid establecer el tipo de regulador de crecimiento, su concentracién y los 

tiempos minimo y dptimo de induccién para obtener un mayor numero de brotes de esta especie en 

peligro de extincién. 

 



  

ABSTRACT 

Zygotic embryos of Picea chihuahuana Martinez were cultivated on modified BS medium 

(induction medium) supplemented with N®-benzyladenine or kinetin, alone or in combination with 

naftalen acetic acid and 9-4, dichlorophenoyacetic acid, at different concentrations and induction times. 

This procedure was carried out in order to determine the time of higher or lower organogenic 

competence, to induce a high frequency of adventitious buds and to histologically define its origin and 

development. 

The minimum induction time required for bud formation was 14 days with kinetin and 17 days 

with N*-benzyladenine. To promote bud development, embryos were transferred after every induction 

time onto BS modified medium with 50% of its components and without growth regulators 

(proliferation medium) where they stayed for 30 days. To stimulate bud elongation and avoid 

oxidation they were transfered every 15 days to Schenk and Hildebrandt medium at half its 

concentration with no growth regulators (elongation medium). An average of 5 to 7 buds per embryo 

was obtained with the best treatments and time induction: 3 and 5 mg:I’ kinetin and N®-benzyladenine 

in the absence of auxins. Rooting trials were performed on buds that reached from 10 to 20 mm 

height. 

Pulses with different concentrations of indolebutyric acid were applied and only one bud 

developed a root. In the first stages of bud development histological analysis showed clusters of three 

to four cells that became more evident when induction time was increased. Histological observations 

suggest that kinetin promotes development of organized structures before formation of adventitious buds 

in a shorter time than N®-benzyladenine. 

Biochemical observations indicated that kinetin promotes a higher synthesis of total proteins 

during formation of adventitious buds than N°-benzyladenine. 

This study enabled us to establish the kind of growth regulator, its concentration and the 

minimal and optimal induction times to obtain the higher number of buds of this endangered species. 

vi 

 



  

Capitulo 1. Caracteséticas y problemstica de Picea chihuahuena 

latroduccién general 

De los ecosistemas existentes en el mundo, los bosques constituyen en general una importante fuente de 

fiquezas y beneficios que comprenden desde la regulacién del clima, el habitat de diferentes especies asi como 

la obtencién de productos maderables y no maderables. Sin embargo, sus poblaciones se han visto mermadas 

por las altas tasas de deforestacién a que han estado sujetas (Thorpe y Biondi, 1984; Carnis ef a/,1995). 

El uso de la tierra difiere de regién a regién, en América Latina el establecimiento de ranchos ganaderos 

son la mayor causa de la deforestacién de los bosques, en otras partes del mundo los bosques son talados 

para otros usos como la mineria, la construccién de hidroeléctricas, cultivo de narcéticos y la urbanizacién. 

Latinoamérica poseia en 1980, 613 millones de hectéreas de bosque tropical himedo (57% del total 

mundial), de este el 20% se localiza en Brasil, el 31% esté distribuido en cuatro paises: Bolivia, Colombia, 

Pera y Venezuela y solamente el 6% esté en Centro América y fas Islas del Caribe. Es importante destacar 

que mas de la mitad de la deforestacién anual de los bosques tropicales se da en América Latina (Grainer, 

1993). 

En nuestro pais aproximadamente el 26% del teritorio nacional (49.7 millones de hectdreas) estd 

cubierto por densos bosques (Camis e¢ a/,1995), pero se estima que 24 millones de hectéreas ya se 

encuentran perturbadas como resultado de su transformacién en campos de cultivo (SARH, 1992 citado por 

Camis et af,1995). 

Para proteger fos bosques y su diversidad el gobierno, a través de programas de conservacién ha 

preservado relativamente bien 5 millones de hectéreas, de las cuales el 57% son bosques y selvas y el 34% 

bosques tropicales (Ordofiez, 1990 citado por Camis et af, 1995), desafotunadamente es en el suroeste 

de México donde se presenta la mayor tasa de deforestacidn. Dentro de las principales causas que han 

provocado la drdstica disminucién en su extensidn se pueden sefalar a tos incendios, huracanes, la 

sobrepoblacién, asi como las frecuentes talas clandestinas que originan claros que rSpidamente son ocupados 

por potreros, pastizales o para uso agricola que no permiten la regeneracién natural (Bye, 1995). 

Ortega y Castillo (1996) sefialan que en el afio de 1971 el bosque mesdfilo ocupaba 1, 716 110 

hectéreas, es decir el 0.86% de la superficie del pais y que en 1991 se segistracon 142 371 hectdreas que 

 



  

Capitulo I. Caracteristicas y problemstica de Picea chihuahuana 

conesponde al 0.07% del tertitorio, esto quiere decir que en 20 afios el érea que ocupaba esta formacién 

forestal se ha reducido a una tasa promedio de 78 687 hectareas por afio. 

Diversos autores citados por Camis et a/ (1995), han reportado tasas anuales de deforestacién en 

diferentes zonas del territorio nacional, entre los datos més significativos estan los presentados en 1984 por la 

Secretaria de Agricultura y Recursos Hidrdulicos (SARH), dependencia gubernamental que realizé un estudio 

cerca de Palenque, Chiapas, entre 1974 a 1981 y estimaron que la tasa anual de deforestacién fue del 

12.4%, asi mismo Ditzo y Garcia (1992) reportaron que de 1976 a 1986 cerca de Los Tuxtlas, 

Veracruz, la tasa de deforestacién anual fue del 4.3%. 

Es evidente que el territorio nacional ha tenido un mal uso de sus recursos naturales y que debido a la 

accién del hombre y a las actividades sgropecuarias la vegetacion original casi ha desaparecido (Vézquez- 

Yanes y Batis, 1996). 

Otra importante agrupacién forestal son los bosques de pino-encino que constituyen el 21% del 

teritorio nacional, éstos son ricos en plantas vasculares (24%) y poseen el 32% de flora endémica 

(Rzedowski, 1993). Se estima que mundialmente en estos bosques, las coniferas forman aproximadamente el 

60% de las éreas y son dentro de las gimnospermas las m&s conocidas y econdmicamente importantes. Se han 

teportado 50 géneros y de 300 a S00 especies (Haynes, 1975 citado por Thorpe y Harry, 1991). 

En los bosques de México estas gimnospermas constituyen un elemento importante en la vegetacién, el 

género Pinus ocupa grandes extensiones de las sierras en el pais y representan uno de los dos centros de 

tiqueza en coniferas a nivel mundial y en el tertitorio nacional se localizan 49 de tas 100 especies existentes 

Styles, 1993). 

En 1983, el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales (INIF) consideré que de 30 millones de 

hectéreas de bosque en el pais, 21 millones son de bosques de coniferas en las que predominan las especies 

de pino (Styles, 1993). 

 



  

Capitulo |. Caracteristicas y problemética de Picea chihuahuana 

Estrategias para la conservacién de Ia biodiversidad 

Las dos grandes vias propuestas para la conservacién de los recursos genéticos son in situ y ex situ. 

(Ford-Lloyd y Jacson, 1986; Heywood, 1992). La primera esté encaminada a preservar ef hibitat y las 

especies que contiene con la finalidad de proteger la diversidad genética y su dindmica dentro de las 

poblaciones (Heywood, 1999). Para ello, una estrategia a seguir es el establecimiento de reservas de la 

bidsfera constituidas por una zona o un conjunto de zonas nicleo dedicadas a la conservacién de los 

ecosistemas y su biadiversidad, donde la perturbacién humana se reduce al minimo. En ellas se pretende unir 

la funcién de conservacién de la biodiversidad y del medio, con la busqueda de alternativas de desarrollo que 

reconcilien 1a conservacién con el uso sustentable de los recursos naturales (Halffter, 1995). 

Otro mecanismo es la denominada restauracién ecoldgica que intenta revertir los dahos causados al 

ambiente dirigiendo el sistema a través de una ruta de etapas sucesivas para que recupere en un tiempo 

relativamente corto la composicién de las especies y las interrelaciones que tenia la comunidad original. Una 

forma para tratar de detener el proceso de deterioro del suelo es el establecer una nueva cobertura vegetal y si 

es necesatio auxiliadlo con obras de ingenieria ambiental (Vazquez-Yanes y Batis, 1996; Martinez-Romero, 

1996). 

Los primeros intentos de reforestacién en nuestro pais se realizaron hace aproximadamente sesenta aos 

y se llevaron a cabo con una profunda falta de conocimiento cientifico de la flora mexicana y con el entonces 

incipiente desarrollo de la ecologia. Se emplearon exclusivamente Siboles de crecimiento tdpido que se 

adaptaban con facilidad a climas y suelos diversos (Vézquez-Yanes y Batis, 1996). 

El drbol més utilizado ha sido el eucalipto (Eucalyptus spp.), especie exdtica de origen Australiano y 

que es un elemento pobre para la restauraci6n ecolégica por el efecto negativo que ejerce en los lugares 

donde se siembra debido a que transforman desfavorablemente los ambientes de la flora y la fauna local. La 

alterativa més factible para subsanar el empleo de especies exéticas es utilizar especies herbéceas y lefiosas 

Nativas, con potencialidad de crecer en zonas alteradas Y¥ Que posteriormente permitan el establecimiento de 

las condiciones similares a la original (Vizquez-Yanes y Batis, 1996). 
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La conservacién ex sity comprende el establecimiento de jardines botanicos y arboreta donde se 

concentran especies de cierta localidad © que provengan de diferentes partes de un pats o paises, el cultivo 

de especies de interés comercial u ormamental en viveros y la formacién de bancos genéticos donde se puede 

almacenar polen © semillas ortodoxas, éstas son semillas que conservan su viabilidad después de ser 

deshidratadas y almacenadas a bajas temperaturas (-18°C, -20°C) prolongando su longevidad (Bass, 1984; 

Ford-Lloyd y Jackson,1986; Towill y Ross,1989). El almacenamiento de semillas ha resultado ser el 

procedimiento ms econdmico y eb que mejor garantiza la preservacidn de la identidad genética (Braun, 

1988). 

En el caso de las especies que producen semillas de tipo recalcitrante, que se caracterizan por ser de 

vida corta y sobrevivir solo algunas semanas © meses por su sensibilidad a la desecacién y su alto contenido de 

humedad, requieren de otras estrategias para conservar su germoplasma 1a més comin es almacenar sus partes 

vegetativas (tubérculos, rizomas, bulbos, esquejes), que serén utilizadas como “semillas” para generar nuevos 

individuos (Henshaw et a/,1985; Wilkins y Dodds, 1983). 

Esto ha propiciado que la aplicacién de las técnicas in vitro tomen importancia para almacenar 

germoplasma de especies con semillas recalcitrantes o de dificil propagacién y para conformar bancos de 

germoplasma in vitro (Bajaj, 1979; Withers, 1980; Wilkins y Dodds, 1983; Grout, 1991), que aunadas 

2 las téenicas de crioconservacién constituyen una via posible para conservar el germoplasma por tiempos 

prolongades (Kartha, 1985; Lépez-Escamilla, 1995). 

Existen en nuestro pais especies vegetales de las cuales desconocemos su gran potencialidad medicinal, 

farmacéutica, comercial asi como su importancia econdmica y/o ecoldgica. Muchas de estas especies han 

desaparecido y otras més estén amenazadas 0 en peligro de desaparecer, por lo que es importante plantear 

estrategias que nos permitan conservar y preservar su germoplasma. Entre esta gran cantidad de especies que 

se encuentran en peligro de extincién ests un miembro del género Picea, objeto de estudio en la presente 

investigacion. 
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E/ género Picea 

Las especies del género Picea, conocidos como pinoabetos, son un grupo que contribuye a la 

economia de varias regiones del norte del Continente Americano y son considerados entre los mds importantes 

en el mundo (Gordon, 1968). 

Son drboles siempre verdes, de amas extendidas y generalmente verticiladas, sus hojas son més o 

menos tigidas y cuadrangulares con estomas en {as cuatro caras, en algunas especies en dos de las caras y estén 

dispuestos en espiral orientados en todas direcciones. Son plantas monoicas, los conos mascutinos constan de 

fumerosas anteras con dos sacos polinicos colocados en espiral, estén conformados por numerosas escamas 

delgadas arregladas en espiral en torno a un eje. 

Los conos femeninos portan las semillas, dos en cada escama y estén provistas de un ala; la 

propagacién es aneméfila y no resisten la sequia ni el calor. Muchas especies son de valor ornamental por su 

porte elegante, realzado en la primavera por los conos masculinos que tienen un intenso color rojo biillante 

(Martinez, 1948). 

Rehder (1935, citado por Martinez 1948 y 1953) sefialé 38 especies de Picea que habitan climas 

fios, desde el circulo polar Srtico hacia el sur, llegando de América hasta las montafias més elevadas de 

Nuevo México y Arizona, de éstas 7 se ubican en Estados Unidos y Canad’, 29 en Asia y 2 en Europa, 

no se incluyen las Piceas encontradas en México. 

El nimero cromosémico del género es altamente consistente (Qn = 24) y cara ver se presentan 

poliploidias, lo que sugiere que las restricciones de! cruzamiento interespecifico son debidas a desarmonias 

sénicas y/o citoplasmicas asi como divergencias estructurales (Taylor y Patterson, 1980). 

Ef género Picea en México 

El género Picea forma parte de los bosques de coniferas que en México se distribuye en la Sierra 

Madre Occidental, una de las provincias morfotecténicas mds grandes que abarca cerca de 289 000 Km?, 

14.68% de la superficie del pais (Ferusquia, 1993; Bye, 1995). Se extiende desde Nayarit, justo al sur 

del trdpico de Céncer, a través del occidente de Durango, y noroeste a través de Chihuahua hacia Sonora, 
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terminando en el suroeste de Arizona. El promedio de elevacién es de 2000 a 3000 m.s.n.m., donde el 

punto més alto se localiza en Durango a 3150 m.s.n.m. Su vegetacién esté dominada por bosques de pino- 

encino (Gordon, 1968; Rzedowski, 1978 citado por Bye, 1995). 

Los bosques en las partes altas de la Sierra Madre Occidental comprenden varias especies de Pinus, 

Quercus, Arbutus, Cupressus y Juniperus; mientras que en las depresiones se encuentra Picea junto con otras 

confferas de los géneros Abies, Pseudotsuga, estos ambientes son frios, himedos y no estén expuestos a los 

vientos secos (Gordon, 1968, Bye, 1995). 

Importancia del género Picea en México 

En nuestro pats, las poblaciones de Picea son importantes porque aunque el género se ha localizado en 

Canadé y Estados Unidos, asi como en Europa y Asia (Martinez, 1948), el esquema filogenético propuesto 

por Wright (1955, citado por Gordon, 1968) coloca a este género en una relacién cercana con algunas 

especies del sur de Asia debido a que : 

1) Este género en nuestro pais es descendiente de las primeras poblaciones de Picea, que en el 

Mioceno temprano dominaron los bosques del sur de México, {a presencia de polen de Picea en el sur de 

Veracruz hace 2.4 millones de afios (Pleistoceno medio) sugiere que el clima continental de México se ha 

modificado y ha suftide un calentamiento (Graham, 1993; Bye, 1995) ; 

2) El decremento de los abetos en México y su retiro al Norte coincide con el periodo de 

calentamiento global que finalizé en el Pleistoceno por lo que el género suftié una reduccidn en su distribucién 

hace casi 100,000 afios (Gordon, 1968; Ledig et a/,1997) ; 

3) Por lo tanto Picea spp. en nuestro pais es considerado un relicto de aquellas poblaciones. 

Actualmente crecen tres especies de pinoabeto en el norte de México Picea martinezii Patterson, Picea 

engelmannit Parry vat. Mexicana (Martinez) R.J Taylor and T. F. Patterson. y Picea chihuahuana Martinez. 

Picea martinezii Patterson es un telicto endémico de {fa Sierra Madre Oriental que se extiende en las 

montafias desde el noroeste al suroeste de México. Se considera més probable que el polen encontrado en 
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lignitas del suroeste de México hayan procedido de esta especie que de las otras dos especies de pinabete 

(Graham, 1975, citado por Patterson, 1988; Taylor et al,1994; Bye, 1995). 

Picea engelmanii Car. que ha sido descrita también como Picea mexicana Martinez, es una especie 

subalpina que se encuentra por arriba de los 3 400 m.s.n.m. en las montafias de Coahuila y Nuevo Ledn, 

fue descrita por Martinez en 1961, (Taylor et a/,1994; Bye,1995). Debido a sus caracteristicas 

fenotipicas con Picea engelmanii Can. En 1994 Taylor y colaboradores realizaron estudios taxondmicos y 

observaron que las diferencias entre ambas no son suficientes para justificar su separaci6n en dos especies 

distintas y por conveniencia taxonémica los autores propusieron que P. mexicana sea mantenida a nivel de 

variedad y lo corecto es denominar P. eagelmannii Parry var. mexicana (Martinez) R.t Taylor and T. F. 

Patterson. 

Picea chihuahuana tue desctita por Maximino Martinez en 1942 (Martinez, 1948), sus poblaciones 

se localizan sélo en el norte del pais, especificamente en Chihuahua y Durango (Patterson, 1988; Taylor y 

Patterson, 1980), a mostrado ser una especie distintiva que se presume derivé independientemente de sus 

antecesores de Asia (Taylor et a/, 1994), habita lugares sombrfos y himedos entre 2350 a 3200 

m.s.n.m. y su nombre comin es “pinabete” o pino espinoso (Apéndice |). 

Origen de Picea chihuahuana 

Su taxonomia y clasificacién sugieren dos explicaciones de su otigen. Al parecer fue en el Cretécico, en 

las orillas de masas de tierra en la parte del Pacifico de pre-norte América o posiblemente en el Jurdsico 

temprano antes de una masiva expansién de angiospermas en los bosques, tal como lo evidencian los restos 

fésiles de Picea y otros géneros de bosque templado del Cretécico encontrados en el suroriente de los 

Estados Unidos (Gordon, 1968). Otra posibilidad es que P chihuahuana, o sus antecesores, entraron a 

Norte América cuando habia un libre intercambio entre Asia y Norte América en el Terciario temprano y 

avanzaron al sur después del Eoceno durante la glaciacién del Mioceno. 

Generalmente muchas especies de Picea se establecieron durante o antes del Pleistoceno, Picea, més 

probablemente P. chihuahuana, fue un componente aparentemente regular pero no abundante de los bosques 
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Mexicanos del Pelistoceno. Se han encontrado registros de Picea spp. tanto en el Eoceno y Oligoceno en la 

Columbia Briténica, como del Paleoceno en Montana y del Paleoceno y Eoceno en Alaska. 

Considerando las diferencias taxondmicas entre especies, P. chihuahuana pudo haber artibado a Norte 

América durante el Cretécico 0 en periodos tempranos, mientras que la Picea procedente de America entid 

posteriormente en el Terciario temprano o medio, aunque se ha establecido que fue en el Pleistoceno tardio 

(Gordon, 1968). 

Wright 1955 (citado por Gordon, 1968), propuso un esquema filogenético de {a especie y realiz6 

una extrapolacién de caracteres; observd que la afinidad morfoldgica de los cones de P. chihuahuana la une 

tanto con P. breweriana S. Wats, (especie de Norte América) con P. abies (L.) H. Karst (especie de 

Europa), mds cercanamente con P. polita (Sieb. and Zuce.) Carr. y P. maximowiczii Reg. (especies del 

Japén) y con P. brachytyls (Franch.) Pritz. (de China). Lo que parece evidente es que P. chihuahuana no 

ests emparentada con las especies del noroeste de América y probablemente arribé a Norte América en una 

etapa més temprana (Gordon, 1968). 

Distribucién en México de Picea chihuahuana 

Cuando Martinez realizé la descripcién de Picea chihuahuana en 1942 sefalé algunas de sus 

poblaciones, localidades y altura de las zonas donde se realizaron las colectas y en otras no se especificd. La 

ubicacién tanto en Chihuahua como en Durango fue {a siguiente: 

Astoyo de los Talayotes, Predio Tuchedchic a 32 Km de San Juanito, Municipio de Bocoyna, Chih., a 

2350 ms.a.m. 

Arroyos de Urichique, El Cuervo y Meghuachic Municipio de Bocoyna, Chih. 

Cituriéchic a 8 Km de San Juanito, Chih., a 2450 m.s.n.m. 

Margen izquierdo del rio Temochic, Municipio de Guerrero, Chih. 

Certo de La Cruz, a 500 metros de San Juanito, Chih., a 2400 m.s.n.m. 

Reserva Nacional de Tutuaca, Municipio de Temos&chic, Chih. 

El Vergel, Municipio de Balleza, casi en el limite entre los estados de Chihuahua y Durango a 2500 

m.$.n.M, 

Arroyo de Santa Barbara, Pueblo Nuevo, Dgo. 

Artoyos de Santa Barbara Y Hornitos. 

Bosques de El Salto, Pueblo Nuevo Dgo. 

Siena de la Candela, Tepehuanes, Dgo. 
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Las localidades donde crece P. chihuahuana se encuentran entre los 2 990 y 2 600 ms.n.m., en 

pendientes muy pronunciadas, con una temperatura media anuel entre 8 y 12°C, con exposiciones hacia el 

norte y en lugares sombrios y hiimedos (Sanchez y Cano, 1997). Se creia que P. chihuahuana existia en el 

estado de Nuevo Ledn, pero Patterson en 1988, al comparar las poblaciones de Picea reportadas en dicho 

estado con las poblaciones ubicadas en Chihuahua y Durango, concluys que estaban conformadas por una 

nueva especie que denominé P. martinezii. 

importancia y problemdtica de P. chihuahuana 

P. chifuahuana (Fig. 1) es considerado un telicto endémico, actualmente sdlo se conocen 26 

poblaciones que contienen aproximadamente 16,000 

individuos. Su distribucién se limita a los municipios de 

Bocoyna y Guerrero en Chihuahua, donde existen 

14,000 individues y al norte de Durango donde hay 

aproximadamente 2,000 individuos (Sanchez y 

Narvéez,1990 citado por Jacob, 1994, Bye, 

1995; 1997; Sanchez y Cano, 1997). 

Estas poblaciones estén conformadas casi en su 

totalidad por individuos adultos que presentan serios 

problemas en su reproduccién debido principalmente a 

la plaga de la palomilla Cyola phylisi Miller que 

desarrolla parte de su ciclo de vida en los estrdbilos 

femeninos. 

  

Fig. 1 Atbol adulto de Picea chihuahuana 

La palomilla ovoposita sobre las escamas del cono femenino para posteriormente perforar estrdbilos y 

semillas de las cuales se alimentan las larvas y anidan en el interior del cono (SARH, 1993), se calcula que 
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las larvas estén presentes en un 85% de los conos y daiian 21% del total de las semillas viables (Fig. 2) 

(Narvaez 1987,  citado por 

Chaparto, 1992), lo cual no permite 

que se logren establecer individuos 

jévenes en las poblaciones. 

Otros elementos que contibuyen a 

tk
e.
 

la falta de cegeneracion de las aS
 

poblaciones de P. chihuahuana son: 

las diversas actividades de las ardillas      que destruyen los conos; el gran 

Fig. 2. Semillas de Picea chituahuena, perforadas (P} por las larvas de 
nimero de conos que se desprenden Grdia phylls: Escala =3 mm. 

antes de la maduracién los cuales se 

tornan de color café obscuro y se pudren sin abrirse por las condiciones de alta humedad que prevalece en el 

terreno al final del verano ¢ inicio del otofio (Gordon, 1968); la presencia de hongos Ficamicetos de los 

géneros Altemaria y Nigrospora, probables causantes de la pudricién de la madera, que alteran su calidad 

(Sanchez y Narvaez 1985 citado por Chaparro, 1992); las actividades antropogénicas como la tala 

clandestina para fa obtencidn de vigas, el despunte de los drboles de menos de seis metros y la tala de 

individuos jdvenes para comercializar los drboles como omato en la época navideia; las prolongadas sequias; 

los incendios forestales (3.5%) provocados por el hombre (Weisel. com. pers.); la presencia de puntas 

secas por causas desconocidas (3%) y puntas dafiadas por los rayos (0.3%) (Chaparro, 1992). 

Otro importante factor es una aparente pérdida en su agresividad regenerativa, la cual puede ser causada por 

la depauperizacién del biotipo como resultado de la restriccién geogidfica a que han sido sometidos por largo 

tiempo y a que esté restringida a un hébitat especializado (Stebbins y Major, 1965, citados por Gorden, 

1968). 

Gordon (1968) sefala varias razones por las cuales P. chihuahuana no podré escapar de la extincién y 

estas son: 

10 
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1) La especie estd altamente especializada para el nicho ecoldgico que ahora ocupa la Sierra Madre 

Occidental; 

2) No tiene un coredor continuo que la una con otras poblaciones, lo que trae como 

consecuencia una limitada carga genética; 

3) Asimismo, la especie estd extremadamente restringida a un rango que involucra solo unas pocas 

localidades con una amplia distribucién espacial; 

4) La pérdida de su agresividad regenerativa esti ejemplificada por la baja tasa de regeneracién de 

individuos ; 

5) La recurrente posibilidad de intensos incendios, ademés de que !a especie requiere de tiempos 

largos para alcanzar la madurez sexual. 

Esto ha tenido como resultado que las poblaciones actuales estén conformadas principalmente por 

individuos adultos y por muy escasos individuos jévenes. Todos estos factores son los que han colocado a esta 

especie en serio peligro de extincién tal como lo sefialan SEDESOL en 1993 0 como lo indica la lista de 

taxa arbéreas elaborada por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales y Agropecuarias (INIFAP) 

(Vera, 1990 citado por Ledig et a/,1997). Asi mismo la IUCN la tiene calificada como especie 

amenazada (Ledig et a/,1997). 

Altemativas para su conservacién 

Actualmente el gobierno de Canadé esté impulsando el desarrollo de programas en diferentes paises 

para la conservacién y uso sustentable de los bosques a través del Programa de Bosques Modelo, et cual 

incluye a diez bosques que estan respaldados por el Programa de Asociados pasa ef Desarrollo Sustentable de 

los Bosques. 

En el estado de Chihuahua se esté desarrollando el programa denominado Bosque Modelo Chihuahua, 

conformado por una asociacién civil que cuenta con apoyo proporcionado por el gobierno de Canada. Se 

localiza en ef oeste y centro del estado de Chihuahua y la parte norte de la Sierra Madre, e incluye més de 

47 O00 has de bosque comercialmente productivo y tierras para la agricultura con pesca y caza a pequeia 

escala, Se estén desarrollando proyectos que involucran el control de la contaminacién, piscicultura, agricultura 

asi como incrementar el turismo y recreacién, los que se difunden a través de folletos informativos {Anexo 1). 
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Asi mismo, la conservacién del hébitat de P. chifuahuana por medio de su reforestacién, proteccién y 

programas de educacién e informacién para promover y dar a conocer el valor de esta especie (Anexo 2). 

Este ultimo proyecto, es uno de los primeros esfuerzos hechos en Chihuahua que aborda ef problema 

de especies arbéreas en peligro de extincién. 

Algunas de las poblaciones de P. chihushuana en el drea de influencia del proyecto y sus colindancias 

son: El Realito, Napahuichi 1 y 2, Situriachi, Las Aguilas, Cerro de la Cruz, El Ranchito, La Tinaja, El 

Cuervo, Las Trojas, Talayotes, Vinihueachi, El Pinabetal, La Louisana (Fig. 3), coincidiendo algunas de estas 

localidades con las sefialadas por Martinez en 1948. 
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Fig. 3. Plano de érea de influencia del Proyecto Bosque Modelo Chihuahua, con 
presencia de Picea chihuahuana Martinez 
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Se han llevado a cabo estudios dentro del rea de influencia del programa, para localizar sitios con alto 

potencial para el establecimiento de plantaciones de P. chihvhuana que sirvan en un futuro para habilitar o 

restaurar su hébitat a través de actividades silviculturales. Esto fue posible compilando datos de campo y 

proceséndolos por el sistema de informacién geogréfica (SIG), para detectar las dreas donde la especie 

tendrfa posibilidades de desarrollarse (Sénchez y Cano, 1997). 

Asi mismo han evaluado las caracteristicas fenotipicas de semillas procedentes de diferentes localidades, 

su capacidad de germinacién, desarrollo y caracteristicas de las plantulas (Ortega, 1997). 

Decremento de las poblaciones 

Desafortunadamente, !a disminucién de esta especie por diversas causas es alarmante, tal como lo 

demuestran los datos proporcionados por Bosque Modelo Chihuahua en 1993, respecto al numero de 

drboles vivos, la superficie que ocupan y la densidad de las poblaciones en distintas localidades de su érea de 

influencia (Tabla 1). 

Tabla 1. Numero de srboles de Picee chihuehuane vivos (NAV), superficie y densidad (NAV/ha) que ocupan en las 

diferentes localidades del rea de influencia del proyecto Bosque Modelo Chihuahua (1993) 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

. Superficie Densidad 
Localidad (NAV) (Has) NAWha 

Napahuichi 1 1985 13.6 145.1 

Napehuichi 2 359 21 170.9 

Situsiachi 675 286 175.7 

Las Aguilas 716 7.2 94.4 

Certo de la Cruz 85 11 33.3 

El Ranchito 399 45 84.2 

La Tinaja 136 1.1 116.2 

El Cuervo 236 6.9 34.2 

Las Trojas 1654 23.4 70.6 

Talayotes 590 7.8 74.4 

El Realito 797 5.4 147.5         
  

Ledig y colaboradores en 1997 censaron algunas poblaciones de P. chihuahuana de las cuales sdlo 4 

coinciden con localidades del drea de influencia de Bosque modelo (Tabla 2); la comparacién de los datos 

permitié realizar una estimacién del ndmero de individuos que anualmente mueren, aunque no fue posible 

establecer las causas (Tabla 3).
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Tabla 2. Algunas de las poblaciones de Picea chihuahuana censadas por Ledig et a/,1997. 

Localidad NAV ie (Has) NAV/ha 

Rio Vinihueachi 2441 45 54.9 

Ti 377 7.8 48.3 

Cerro de fa Cruz V7 07 24.2 

El Realito 587 5.4 108.7 

LaTi 120 14 109 

Ancho 683 9.6 714 

  

Tabla 3 Comparacién de cuatro poblaciones censadas en 1993 por Bosque modelo y por Ledig en 1997. Se estimd 

el ndmero de individuos que mueren anualmente. 
  

  

  

  

    

Localidad Bosque modelo 1993 Ledig etal, 1997 | Node individuos que 
mueren anualmente 

Certo de ta Cruz 8S 7 17 

La Tinaja 136 120 4 

Talayotes 590 377 53 

Ej Realito 797 587 52         
  

EI decremento en los individuos de {as poblaciones seitaladas es considerable y alarmante. All inicio de 

la presente investigaci6n en 1993 se tenia una estimacién de 17,000 individuos en las poblaciones 

comprendidas en el area de influencia de Bosque Modelo, en fechas recientes (1999) se ha estimado que 

hay 16,000 individuos, esto indica que la al aiio mueren 177 drboles. 

Debido a su importancia evolutiva, por ser un relicto endémico, monitor del cambio climético, por su 

importancia ecoldgica y regional dentro de las comunidades indigenas y estar clasificada como especie en 

peligro de extincién, es necesario realizar estudios en P. chihuahuana que nos permitan proponer altemativas 

Para promover su propagacién y conservacién. Es por ello que en la presente investigacion se evaluaron 

aspectos sobre la capacidad de regeneracién de P. chihuahuana Martinez (Pinaceae), por medio de técnicas 

de cultivo de tejidos vegetales, histoldgicas y bioquimicas. 

Para lograr lo anterior se plantearon los siguientes objetivos: 
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Obdjetivo general: 

A partic de semillas maduras de Picea chihuahuana, obtener la regeneracién de individuos y 

estudiar la competencia morfogenética de los explantes utilizados. 

Objetivos particulares: 

A partir de embriones cigéticos obtener brates adventicios y/o embriones somiticos, promover su 

enraizamiento y desarrollo a plntula. 

Estimar cual es el tiempo de exposicién y concentracién de auxinas/citocininas que requieren los 

explantes para generar la mayor cantidad de brotes o embriones. 

Estudiar la capacidad morfogenética de las semillas maduras de los mejores tratamientos ensayados. 

Evaluar estructural y bioquimicamente los cambios en los mejores tratamientos y tiempos ensayados que 

generen fa mayor respuesta morfogenética. 

Establecer en condiciones de invernadero las plantulas obtenidas, lograr su aclimatizaci6n y 

posteriormente en un futuro trasladarlas a las instalaciones de Bosque Modelo Chihuahua. 
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Capitulo Il Competencia morfogenética 

Introduccién 

La propagacién vegetativa de muchas coniferas esté limitada por los cambios fisioldgicos que ocursen 

durante la maduracién, {a cual vuelve a los tejidos inmaduros, incapaces de responder a los estimulos 

organogentticos extemos (Ellis y Bilderback, 1989), por lo que uno de los mayores problemas de la 

morfogénesis vegetal es esclarecer los mecanismos por los cuales las células meristemdticas 0 Parenquimatosas 

llegan a especializarse en distintos tipos celulares o tejidos en sucesivos estados de desarrollo. La morfogénesis 

puede estudiarse a diferentes niveles de organizacién (células, tejidos, drganos y plantas completas), por lo 

que es posible que existan distintos mecanismos que controlen cada nivel. El estudio de los problemas 

asociados con el crecimiento y diferenciacién se pueden evaluar desde el punto de vista estructural, 

fisiolégico, bioquimico y molecular (Thorpe y Kumar, 1993). 

La organogénesis se puede estudiar empleando los métodos in vitro debido a que es factible 

manipular los explantes exponiéndolos a diferentes condiciones fisico-quimicas (Flinn et af,1988). Una de 

ellas es al proporcionar un apropiade periodo de induccién con reguladores del crecimiento, en el cual las 

células dentro del explante ilegan a determinarse hacia un patron especifico de diferenciacién. La 

determinacién caulogénica puede ser evaluada por la habilidad de los explantes para producir brotes en 

ausencia del estimulo inicial (Christianson y Warnick, 1983 citados por Flinn et af,1988; Flinn et 

al,1988). 

Para comprender estos procesos es necesario primero definir algunos conceptos. En las plantas hay 

muchos tipos de células que poseen diferentes formas, funciones y estructuras; éstas células especializadas se 

han denominado diferenciadas. La diferenciacién ocurre cuando las células cesan de dividirse activamente y se 

vuelven quiescentes (George y Sherrington, 1984). Los érganos de plantas diferenciadas pueden usualmente 

crecer en cultivo sin perder su integridad. El crecimiento depende de la estructura que es cultivada y de la 

carga genética 0 “predeterminada” de las células que pueden ya haber recibido. 

Los patrones de la expresién genética que son estables y heredables entre futuras generaciones de 

células vegetales son Hamados epigenéticos. La determinacién es un fendmeno epigenético, por consiguiente 

los érganos vegetales son de dos tipos: érganos determinados los cuales estén destinados a tener solo una 

forma y tamafios detinidos y érganos indeterminados donde el crecimiento es potencialmente ilimitado, 
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Capitulo II. Competencia morlogenética 

La determinacién de las células usualmente se modifica af alterar las condiciones in vitro y en particular 

al cambiar Jas concentraciones de los teguladores de! crecimiento en el medio de cultivo. Para que la 

morfogénesis sea posible, las células deben ser capaces de responder a los reguladores del crecimiento, esto es 

deben ser competentes (George, 1993). 

Competencia morfogenética 

La competencia morfogenética ha sido definida como Is habilidad del tejido para responder a fa 

induccién morfogenética (organogénica o embriogénica), se da a lo largo de una via particular que significa 

que las células pueden dirigise hacia un desarrollo auténomo o aleanzarlo cuando reciben una sefal 

apropiada, la cual puede ser ambiental o quimica (Ellis y Bilderback, 1989; Lyndon, 1990). 

Thorpe y Kumar en 1993 sefalaron que los eventos que se manifiestan en los procesos iniciales de la 

organogénesis de novo pueden dividirse en las siguientes fases:1) obtencién de la competencia o fase de pre- 

induccién; 2) induccién o determinacidn y 3) expresién o post-iniciacién. 

El alcanzar las células del explante la competencia morfogenética es comparable a la dediferenciacién, 

esto quiere decir que se recobra la actividad meristemdtica de las células més o menos maduras a través del 

proceso inverso de la diferenciacién de las células © tejidos. Dado que la diferenciacién, se refiere a los 

cambios morfolégicos y fisioldgicos en células y tejidos de un desarrollo selativamente no especializado 

(indiferenciado) a uno més especializado, la dediferenciscién serdn los cambios morfoldgicos y fisioldgicos 

donde las células con mayor o menor madurez recobran ls actividad meristematica y alcanzan un estado 

competente. 

Una vez que las células llegan a ser competentes 0 capaces de responer a la induccién morfogenética 

pueden ser inducidas a seguir una determinada via morfogenética. La induccién esté dada por estimulos 

externos como las fitohormonas en el medio de cultivo y/o el balance entre los niveles endédgenos y exdgenos 

de éstos. 

Para comprender estas fases, Flinn et a/ (1988) representaron grdticamente la secuencia general que 

se presenta durante el desarrollo de un explante competente hasta la formacién de los brotes (Fig. 1). 
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Los autores explican que los explantes competentes (A) requieren de un tiempo minimo de 

exposici6n en citocininas para obtener la formacién de brotes, este petiodo minimo de induccién marca el 

inicio de la determinacin (B). Una menor exposicién a citocinina durante el petiodo, el cual constituye la 

fase de predeterminacién (C), no inducirs la formacién de brotes. Con largas exposiciones de citocininas, se 

desarrollan mas brotes, hasta que se obtiene una méxima respuesta (D), pero una prolongada exposicién de 

citocininas no mejora 1a formacién de brotes después de que la determinacién ha ocurrido, tas células 

determinadas continuarén su desarrollo hacia la fase de postdeterminacién (E) y eventualmente se diferenciarén 

en brotes adventicios (F). 

    

Méxima 

Determinaci6n " 

/ 

Inicio de la / 
Determinacién / 

f 

/ 

© | Predeterminacién | Poftdeterminacién Brotes visibles 
+ 1 

c 8 / D E / ‘l 
4— — Cultivo con citocininas ———— Cultivo en medio sin —_— 

requladores del crecimiento 

Fig. 1 Representacién esquemstica de la secuencia en ef desarrollo de la formacién de brotes. A, exposicién inicial a 
citocininas; B, inicio de la determinacién; C, fase de predeterminacién; D, punto de mdxima determinacién; E, fase de 
postdeterminacin; F, diferenciacién de los brotes adventicios (tomado de Flinn et a/, 1988). 

Lo anterior indica que la inducci6n de érganos requiere colocar ef explante en un medio adecuado y 

en un tiempo determinado donde adquiere la capacidad de ser competente, en esta etapa no se induce la 

formacién de brotes sino hasta que son transferidos fos explantes a un medio carente de teguladores del 

crecimiento donde la induccién se da, posteriormente se promueve la determinacién de los explantes y se 

manifiesta un desarrollo y diferenciacién morfaldgica (Lyndon, 1990). 
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Otros factores que intervienen en {a manifestacién de la competencia morfogenética son: el origen, 

edad fisiolégica y el tejido con el cuat esté asociado el explante (George y Sherrington, 1984), lo que 

permite que las células puedan ser capaces de: 

Contribuir a un continuo crecimiento organizado en un érgano en cultivo, 

dar lugar a un nuevo tejido indiferenciado, 

dar lugar a un tejido capaz de ser morfogenético. 

El desarrollo de diferentes tipos de células, tejidos y drganos de un origen comin implica que las 

células estan competentes para diferenciarse y que pueden ser fécilmente transformadas en otro tipo de célula, 

tejido u érgano (Lyndon, 1990). 

Para demostrar la competencia de {os tejidos vegetales se han realizado diferentes estudios que 

pretenden comprender los factores que intervienen en la competencia morfogenttica. Para llevas a cabo estos 

estudios se requiere de dos medios de cultivo: uno sin reguladores del crecimiento (medio basal) y otro 

conteniendo reguladores del crecimiento conocidos para inducir la formacién de brotes (medio de induccién) 

(George, 1993). 

Attlield y Evans (1991) (citados por George, 1993) cultivaron segmentos de hoja de Nicotiana 

tabacum en medio basal durante diferentes tiempos, al concluir el tiempo correspondiente los explantes fueron 

transferidos a un medio de induccién y pemmanecieron un tiempo especifico, posteriormente fueron 

resembrados nuevamente en medio basal, después de 15 dias fue posible observar y estimar los brotes 

formados. En este caso los brotes no se desarrollaron cuando permanecieron un tiempo prolongado en el 

medio basal, en cambio solo requirieron de un corto periodo de induccién en medio adicionado con 1.1 

mg-l* de N®-benciladenina (BA) para que ocurtiera la induccién. Los autores concluyeron que las mejores 

vias para inducir la formacién de brotes fueron: 1) colocar el explante directamente en el medio de induccién 

y 2) colocar los explantes en medio basal 1 © 9 dias, (tiempo minimo que requerieron Para ser competentes) 

por lo que los reguladores del crecimiento no fueron necesarios més alls de ese tiempo. 
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Capitulo fl. Competencia morfogenstica 

Este experimento indica, como lo sefialan Christianson y Warnick (1985) citado por George 

(1993), que la competencia puede ser obtenida en un medio con o sin reguladores y que esto es posible a 

través de que las células posean o lleguen a poseer un particular nivel de sustancias reguladoras del 

crecimiento. 

Los callos de Nicotiana tabacum y de Medlicago sativum son sistemas que se han empleado para 

realizar estudios de competencia morfogenética, el callo es un explante que puede ser manipulado y crecer de 

diferentes formas, se puede mantener como callo o diferenciarse en brotes o raices dependiendo de fa 

proporcién de auxina: citocinina en el medio. Allgunos tipos de callos no hacen esto, ya que aparentemente 

ho son competentes para ser alterados. 

Las células competentes pueden ser afectadas en varias formas para alterar sus vias de desarrollo o 

para iniciar un nuevo tipo de desarrollo, una vez que esto ha sucedido el nuevo desarrollo es inevitable, las 

células estén fijadas y han llegado a ser determinadas. El proceso de determinacién puede ser reconocide por 

las células completando una nueva via de desarrollo y no se desvian de ella (Lyndon, 1990). 

Walker et af (1979) citados por Lyndon (1990), experimentaron con callo de Medicago y 

observaron que este continud su crecimiento en un medio con 2,4-D y kinetina y que para obtener saices 0 

brotes se requirié proporcionar al explante un pretratamiento en una adecuada proporcidn de auxina-citocinina 

para posteriormente transferido a un medio basal. Un pretratamiento de tres 0 cuatro dias fue e! Optimo para 

obtener un porcentaje adecuado de brotes y raices en medio basal, pero si el pretratamiento fue menor o se 

prolongé por mds dias no dio como resultado un mayor ndmero de brotes o raices. Asi mismo, el tamaiio del 

callo influyd enla respuesta, cuando los explantes fueron pequefios, no tespondieron a los tratamientos. 

Este experimento demostrd que: 1) los callos de Medicago eran ya competentes para responder a 

los efectos inductivos de 2,4-D y kinetina, 2) la induccién a la organogénesis (determinacién) ocurre durante 

los pretratamientos antes de la formacién de los érganos y 3) la capacidad de respuesta del explante depende 

del tamafio de éste. 
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Capitulo tl. Competencia morfogenttica 

Factores que influyen en fa competencia 

En el cultivo de explantes deben ser analizados diversos factores durante la etapa de mayor 

factibilidad del desarrollo de embriones, raices, brotes, callo, ete. y asi tratar de obtener el mayor numero de 

regenerantes (Lyndon, 1990; Bonga y von Aderkas, 1992; George, 1993). 

George y Sherrington (1984) y George (1993) agruparon los factores que influyen en el 

crecimiento y la morfogénesis de los cultivos en tres grandes grupos: genotipo, medio ambiente (efecto del 

sustrato) y Factores dependientes del tejido. 

Genotipo: Se refiere a la constitucién genética del material vegetal cultivado, se considera que los 

genes gobieman la manera en la cual los tejidos u drganos crecen o manifiestan la morfogénesis in vitro. 

Baroncell et a/.(1974), citados por George y Sherrington (1984), sugieren que hay grupos de genes 

capaces de cambiar el desarrollo de la planta en diferentes direcciones, su efecto en condiciones de cultivo 

comienza a influir en el proceso de competencia en las células de proliferacién y posteriormente se expresa en 

la morfogénesis. Diversos estudios han demostrado que existen diferencias sustanciales como en textura, color 

y capacidad morlogenética en variedades de plantas muy cercanas entre si y que son el efecto del genotipo 

de cada uno de ellas (Taire et a/,1977 citados por George, 1993). 

Medio ambiente (efecto del sustrato): Es el efecto que tiene en los explantes la composicién y 

caracteristicas del medio de cultivo. Generalmente estas respuestas son dependientes del medio usado, si es 

s6lido o liquido y/o del correcto balance de los compuestos orgénicos, inorgénicos y reguladores del 

crecimiento. 

Un factor importante que se ha estudiado y que se expresa en las distintas respuestas in vitro, es el 

efecto que tiene la composicién del medio de cultivo en los distintes explantes. Esto se realiza modificando 

las concentraciones de las sales minerales que constituyen las diversas formulaciones de los diferentes medios 

de cultivo, los niveles y tipos de carbohidratos y la reduccién de los suplementos de nitrdgeno que pueden 

influir en la morfogénesis (Thorpe y Kumar, 1993; Debergh et a/,1994). 

Se ha observado que el crecimiento y la organagénesis in vitro son altamente dependientes de la 

interaccién entre las sustancias endégenas y los reguladores del crecimiento adicionados al medio de cultivo, 
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por lo que ef control de Ia influencia de las fitohormonas en la diferenciacién ha sido ya demostrado, pero su 

papel exacto en este proceso no es claro debido a que cada clase de fitohormonas puede producir una amplia 

gama de respuestas en diferentes partes y tipos de plantas (Thorpe y Biondi, 1984; Thorpe y Kumar, 

1993, Lo, Giles y Sawhney, 1997). 

Otros aspectos importantes a considerar son las condiciones fisicas dentro y fuera del contenedor 

bajo las cuales crece el cultive como son fa temperatura, la humedad, la cantidad y calidad de la luz. 

(Bornman y Jansson, 1982 citados por Thorpe y Biondi, 1984; George, 1993; Vince-Prue, 1994). 

Factores dependientes del tejido EI crecimiento y la morfogénesis en cultivo son gobernados por 

muchas propiedades fisioldgicas y fisicas del explante el cual esté generalmente relacionado con su precisa 

constituci6n genética, por lo tanto, la capacidad o competencia de los tejidos vegetales para crecer y/o ser 

morfogenéticos es un estado semipermanente de informacién genética que puede ser inducido y mantenido en 

los cultivos. Esto es debido a que algunas expresiones genéticas son persistentes y pueden permanecer en las 

células vegetales por largos periodos, como una memoria a largo plazo que persiste dentro de las células y es 

pasada a través de sucesivas generaciones celulares hasta que un nuevo estimulo ambiental sea experimentado. 

Se cree que esto es debido a un patron epigenttico de la expresion del gene el cual es estable y heredable 

durante sucesivas divisiones mitéticas pero que es potencialmente reversible y no se han pasado © transmitido 

sexualmente a la progenie. 

Otros ejemplos de estados semi-permanentes son: las diferentes etapas fisioldgicas de crecimiento, la 

determinacién de los meristemos apicales a producir drganos de un tipo particular a lo largo de un periodo y 

la habituacién en el cual las células no son dependientes de sustancias del crecimiento afiadidas al medio de 

cultivo. Cada uno de estos tipos de parcial expresién genédmica puede ser inducida o modificada por cultivo 

de tejidos particularmente por la adicién de reguladores del crecimiento al medio de cultivo (George, 1993, 

Lyndon, 1990). 
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Competencia morfogenética en coniteras 

Pocos son los estudios que evaliian la competencia morfogenética de los explantes en coniferas 

debido a que la mayoria de los trabajos se han enfocado a la organogénesis y embriogénesis somitica. 

La forma en que se realizan estos estudios es exponiendo los explantes a dos tipos de medio de 

cultivo; uno con reguladares del crecimiento (medio de induccién) y un segundo medio que es libre de 

hormonas (medio basal) y se pueden seguir don métodos: el primero consiste en proporcionar pulsos a los 

explantes con altas concentraciones de reguladores del crecimiento, generalmente citocininas, estos pulsos 

pueden ser de horas o dias, posteriormente los explantes son tansferidos a un medio basal donde se expresa 

la respuesta morfogenttica. 

El segundo método consiste en colocar los explantes en el medio basal durante diferentes tiempos, 

posteriormente se transfieren al medio de induccién donde se proporciona el pulso requerido para finalmente 

set transferidos nuevamente a medio basal. El tiempo de induccién es proporcionado frecuentemente en altas 

concentraciones de citocininas, durante periodos cortos (pulso) m4s que en bajas concentraciones por largos 

periodos. 

En embriones de Picea abies, von Arnold y Eriksson (1985) observaron que un pulso de 2 horas 

con BA 250 UM (ca. 56 mg-l") fue més efectivo que cultivar durante 4 semanas en medio con BA 5 pM 

(ca. 1.1 mgt"). 

La duracién exacta para la obtencién de la competencia es determinada por ensayo y error al 

precultivar los explantes a diferentes tiempos antes de subcultivarlos al medio de induccién o medio basal. 

Estudios sobre la competencia morfogenética y la organogénesis en coniferas han revelado que los 

tejidos juveniles, embriones cigéticos o partes de plantulas (epicétilo, hipocétilo y cotiledones) son explantes 
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viables si lo que se desea alcanzar es Ia regeneracién de plantas (Thorpe y Kumar, 1993). Esto Jo 

demostraron Harry y Thorpe (1991) al colocar en medio adicionado con BA embriones cigéticos, 

cotiledones, hipocdtilos y epicétilos de plantulas germinadas de Picea engelmannii; determinaron que los 

diferentes explantes requirieron de distintos tiempos de induccién para la formacién de brotes adventicios, los 

embriones necesitaron 14 dias, los cotiledones 21 dias y el hipocétilo y epicétilo 28 dias y fue posible 

establecer que el mayor porcentaje de brotes se obtuvo en los embriones (94.4%), seguido del epicétilo 

(80.7%), hipocdtilo (70 %) y cotiledones (57.7%) 

Ast mismo ha sido posible determinar que los cotiledones son los explantes que tienen la mayor 

capacidad de responder a la induccién organogénica al ser expuestos a reguladores del crecimiento (Ellis y 

Bilderback, 1989; Attree y Fowke, 1991; Dunstan y Thorpe, 1986, citados por Thorpe ef a/,1991; 

Ruaud, 1993; David, 1982; Aitken-Christie y Thorpe, 1984 citados por Bonga y von Aderkas, 1999; 

Garcia-Ferriz et af,1994) y su capacidad morfagenética depende de la edad de éstos (Bonga y Von 

Aderkas, 1992). 

Martinez-Pulido et / (1990) observaron en Pinus canariensis que la capacidad de los cotiledones 

para formar brotes fue mayor en aquellos que se aislaron 3 dias después de su germinacién in vitro. 

Dentro del grupo de las coniferas, Pinus ponderosa ha sido un modelo para estudiar a competencia 

morfogenética, demostrandose que los cotiledones de un solo embrién responden diferencialmente a los 

reguladores del crecimiento. 

Ellis y Bilderback (1989) observaron en embriones de Pinus ponderosa colocados longitudinalmente 

sobre un medio adicionado con BA que los cotiledones que se encontraban en contacto con el medio 

formaron los meristemoides y brotes (éreas meristeméticas nodulares) ole novo, mientras que fos cotiledones 

superiores se elongaron y no formaron meristemoides o brotes. 

Inicialmente el regulador de crecimiento utilizado con mds frecuencia fue la kinetina, pero actualmente 

el més empleado en la mayoria de los trabajos con coniferas es la BA a diferentes concentraciones (von 

Armold y Eriksson, 1979, 1981; Thorpe y Biondi, 1984; Ellis y Bilderback, 1989; Garcia-Ferriz et 
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2.,1994), y ha sido mas efectivo que el 2-iP u otras citocininas (Flinn et a/,1986; Lu et af,1991 citados 

por Bonga y von Aderkas, 1992). 

Pocos son los trabajos que evalian en el género Picea, la competencia morfogenética o el efecto de 

los diferentes tiempos de induccién en los explantes ya que la mayoria de {os trabajos estén ovientados a la 

obtencién de brotes adventicios, dentro de ellos estd el de von Arnold y Eriksson (1985) que evaluaron en 

embriones de Picea abies la obtencién del mayor niimero de brotes adventicios aplicando pulsos y distintas 

concentraciones de BA, estimaron que una alta concentracién de BA 250 UM (ca. 56 mgt) durante 2 

horas fue el tratamiento més efectivo. 

Debido a la problemstica que presenta Picea chihuahuana como especie en peligro de extincién se 

requiere realizar estudios sobre la competencia morfogenética in vitro de los embriones cigéticos como fuente 

de explante para que sean capaces de promover la formacién y desarrollo de estructuras segenerantes (brotes 

adventicios y/o embriones sométicos), lo que sunado a la aplicacién de las técnicas in vitro permitirin hacer 

eficiente ef sistema y obtener un mayor némero de regenerantes, por lo que se plantearon los siguientes 

objetivos. 

Objetivo general 

Se expondrén embriones cigéticos maduros de Picea chihuahuana a diferentes combinaciones 

hormonales (K/2,4-D y BAYANA) y tiempos de exposicién para determinar la capacidad de adquirir 

competencia morfogenética y evaluar la capacidad regenerativa que tienen los explantes utilizados. 

Objetivos particulares 

1) Evaluar los periodos minimos de incubacién que requieren los embriones cigéticos maduros para la 

induccién de respuestas morfogenéticas 

2) Determinar ef tipo y combinacién de reguladores del crecimiento que aunado al tiempo de 

exposicién ensayados generen el mayor niimero de regenerantes. 
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Materiales y Métodos 

Material biolégico 

Se colocaron semillas maduras de P. chihuahuana cosechadas en septiembse de 1993 de la localidad 

Las Trojas, Municipio de Bocoyna, Chihuahua, en frascos de vidrio con CaCl, como agente desecador, se 

almacenaron en refrigeracion (4°C) ¥ permanecieron en esas condiciones antes de ser utilizadas. 

Previo a su siembra las semillas se lavaron con agua destilada suplementada con tres gotas de Tween 

80/50 ml de solucién durante 10 min, seguido se colocaron en agua destilada adicionada con seis gotas de 

una solucién (bactericida) de plata coloidal (33%) por espacio de 20 min, posteriormente se agitaron en 

alcohol etilico al 70% y después en blanqueador doméstico (6% de cloro activo) al 30% (v/v) durante 2 

y 20 min respectivamente. En condiciones asépticas se realizaron tres enjuagues con agua destilada 

esterilizada. Con ayuda de instrumental y un microscopio estereoscdpico se removié la cubierta seminal y se 

disecaron los embriones; se enjuagaron en una solucién antioxidante (4cido citrico mds scido ascdrbico 250 

mg-I"e/u, pH 5.7) durante 15 min antes de ser sembrados. 

Competencia morlogenttica 

Se empled como medio de induccién el medio BS (Gamborg et a/,1968) constituido de los 

macronutrimentos del B5, adicionado de los micronutrimentos y componentes orgdnicos del MS (Murashige y 

Skoog, 1962), asi como de: caseina hidrolizada 100 mg, L-asparagina 100 mg, L-glutamina 400 mg, L- 

arginina 100 mg, dcido ascérbico 100 mg (por lito) (Chavez et al., 1992a,b,c) y se suplementaron con K 

combinada con dcido 9,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) y BA en combinacién con dcido naftalenacético 

(ANA) en fas concentraciones de 0/1, 1/1, 2/1, 3/0, 3/1, 4/1, 5/0, 5/1, 5/4, 2/2, mg:I"', sacarosa 

60 gt! y Bacto agar (Bioxon) 9 ¢I', se ajusté ef pH a 5.7 con KOH y HCI 0.1 N. El medio se 

distribuyé en cajas petri (100 x 15 mm) con 20 ml de medio por caja. 

Posteriormente del enjuague con la solucién antioxidante se sembraron longitudinalmente doce 

embriones por tratamiento sobre el medio y se incubaron exponiéndolos a diferentes tiempos de induccién (0, 

1, 3,5, 7,9, 11, 14, 17, 21, 24, 30 dias). 
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Después del tiempo de exposicién correspondiente, los embriones se teansfirieron a medio BS 

modificado con el 50% de sus componentes y sin reguladores del crecimiento (B5 50%) (medio de 

proliferacién) adicionado con sacarosa 30 g-f' donde permanecieron 30 dias. 

Los cultivas en el medio de induccién se evaluaron cada semana para registrar los cambios que se 

presentaron, posteriormente al ser transferidos al medio BS 50%, los explantes se subcultivaron y evaluaron 

cada 15 dias. Todos los cultivos se incubaron a 26 + 2°C, 16 horas, 46-48 Limol ms". 

Aadlisis estadistico 

Los experimentos fueron organizados de acuerdo a un disefio completamente al azar con 2 

repeticiones por trtamiento. Se compararon los resultados entre tratamientos, por lo que se propuso la 

hipétesis nula (Ho), en la que se establecié que no habian diferencias significativas entre los tratamientos 

respecto a las variables respuesta evaluadas y una hipétesis altemativa (Hi) donde se establecid que si habria 

un efecto de los tratamientos respecto a las variables respuesta evaludas. Para aceptar o rechazar las hipétesis, 

los resultados fueron sujetos a un anilisis de varianza y prueba de comparacién de medias (LSD) de Fisher fas 

que se realizaron con el paquete estadistico Statgrafics version 5.0. 

De cada tratamiento se seleccionaron las combinaciones que produjeron el mayor ndmero de brotes y 

se evaluaron a los 30 dias. Se cuantificd el porcentaje de explantes que generaron primordios de brote, el 

ndmero total de primordios y el nimero de primordios por embridn de los mejores tratamientos para ambos 

teguladores de crecimiento. 

 



Resultados y Discusion: 

Morologia 

Los embriones de P. chihuahvana 

presentaron evidentes cambios morfaldgicos 

en los diferentes tiempos de induccién 

ensayados los que se evaluaron a los 15 

dias de ser transferidos a medio de 

proliferacién (B5 50%). Con un dia de 

induccién, se observd que la ausencia de 

respuesta fue evidente en la mayorla de los 

embriones, en algunos los cotiledones se 
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Fig 2 Embrién de Pices chihuahuas con los cotiledones a 90° entre si 

Escala = 0 5 mm. 

separaron entre sf formando un éngulo de 90° con respecto al hipocétilo, ocasionalmente se tornaron verdes y 

el hipocétilo permaneciéd sin cambio de coloracién o de volumen (Fig. 2). 

Con tres dias de induccién (Fig. 

3.) los cotiledones na se elongaron, 

permanecieron casi de su tamafio original, 

solo algunos se mostraron turgentes, se 

separaron entre sl y se tornaron de color 

verde, el hipocétilo se alargé, se tornd de 

color verde y adquirié una forma curva 

con la parte céncava ditigida hacia la 

superficie del medio, eventualmente se 

desarrollé la rate. 

  

  

Fig, 3. Embrién después de tres dias de induccidn, 

Escala = 0.3 mm, 

Entre los siete y nueve dias de exposicidn la turgencia de los catiledones se incrementd y mostraron 

un ligero engrosamiento © abultamiento en fas puntas, se tornaron verdes y crecieron de forma diferencial, los 

cotiledones que estuvieron en contacto con el medio de cultivo incrementaran su tamano en volumen 
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y aquellos que no tuvieron contacto con el medio presentaron un menor incremento de su volumen pero 
continuaron elongandose. El hipocdtilo 

se ensanché Progresivamente y se 

observé al igual que en Pinus coulteri 

(Patel y Berlyn, 1983) fa proliferacién 

de tejido en la base del hipocdtilo, se 

tornd de color rojo intenso a café 

obscuro, posteriormente el tejido se 

oxidd y necsosé. Al incrementar el 

tiempo a catarce dias de exposicidn, los      
  

  

embriones de manera general Fig. 4 Nédulos sobre la supedicie de fos cotiledones, despues de 14 dia Presentaron un mayor volumen en los de inducciin, Escala = 1 mm. 
cotiledones y el hipocétilo, se manifestd la proliferacién de tejido en la base de los cotiledones y su superficie 
Mmostrd un aspecto irregular con Pequefias estructuras nodulares (Fig. 4), proyecciones que posteriormente se 
evidenciaron y conformaron finalmente los primordios de brote. El hipacétilo incrementé su volumen y Presenté un color rojo intenso, en algunos casos permanecid como en su forma inicial de cultivo, 

~ - ee A. los veinticuatre dias el embrién 

inctementé més de 4 veces su volumen 

inicial, particularmente fos cotiledones, 

Fueron —evidentes agrupaciones de 

estructuras conformadas por un nédulo 

central rodeado = de._-—snumerosas 

prolongaciones a manera de pequeiias 

hojas, denominadas primordios de brote 

(Fig. 5). 

  

Fig. 5. Nédulo centeal (NC) tadeado de diminutas hojas (I4) conlormando los primordias de brote, a los 24 dias de induccién, 
Escala = .5 mm. 
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A los treinta dias los primordios de brote fueron ya evidentes, el hipocédtilo se tomné de color rojo 

obscuro con tendencia a la oxidaciéa y de manera general el tejido se disgregé, lo cual dificulté su 

manipulacién. 

von Amold y Eriksson (1985), sealizaron la siguiente descripcién por semana de los cambios 

morfoldgicos que presentaron embriones de Picea abies a los cuales se les proporcioné un pulso de 2 horas 

con BA 250M (ca. 56 mg I!) y posteriormente fueron subcultivados en medio basal Schenk y Hildebrant 

(SH). 

Sefialan que durante la primera semana de incubacién los cotiledones y el hipocétilo fueron 

escasamente nodulares, mientras la raiz permanecié sin cambio o formé un pequeiio callo, en la segunda 

semana los embriones se hincharon y adquitieron un aspecto nodular en la superficie de los cotiledones. Los 

cotiledones y el hipocdtilo se tornaron de color verde, los primordios de brote fueron visibles durante la 

tercera semana y comenzaron a desarrollarse durante la cuarta semana. 

Asi mismo Patel y Berlyn (1983) describieron los cambios morfolégicos que presentaron los 

embriones maduros de Pinus coulteri a lo largo de cuatro semanas de incubacién en el mismo medio: 

Los embriones después de siete dias de cultivo (primera semana) mostraron la proliferacién de tejido 

en la base del hipocétilo, sin embargo después de catorce dias (segunda semana) la proliferacién en la base 

detuvo su crecimiento y en la parte superior del hipocétilo y cotiledones comenzé te formacién de callo; 

pequefias proyecciones aparecieron en la superficie y costado del callo a los 21 dias (tercera semana), 

después de cuatro semanas, el callo crecié m4s y numerosos primordios de brote y pequefios brotes 

aparecieron, finalmente durante la quinta y sexta semana la superficie entera del callo se cubrid de brotes bien 

.desarrollados. 

Patel y Berlyn (1983) citan que esta secuencia es similar a las teportadas para Pinus coulteri por 

Berlyn y Beck (1980), para Picea glauca por Campbell y Durzan (1975) y para Pinus radiata por Yeung et 

af, (1981). 

Las respuestas de P. chihuahuana fueron similares a la de Pinus coulteri y Picea abies respecto a los 

tiempos en los cuales se presentaron cambios morfoldégicos (Tabla 1). 

34



  
  

Capitulo Hl. Competencia morfogenttica 

Tabla 1. Comparacién morfoldgica de eventos previos a la formacién de brotes adventicios cultivades in vitro 

entre dos especies de Pinaceae y Picea chihuahuana 
  

Pinus coulteri 
(Patel y Berlyn, 1983) 

Picea abies 

(von Amold y Eriksson, 1985 Picea chihuahuane 
  

  

  

  

presencia de numerosos 

primordios de brote y 

pequerios brotes 

de brote 

ra semana Proliferacién del tejido en la Cotiledones e hipacétilo Crecimiento diferencial de lo 

base del hipocétilo con poca nodulacién cotiledones, hipocdtilo a 

veces sin respuesta 
Qda semana El tejido de la base detiene Cotiledones con aspecto Mayor volumen en 

su crecimiento, los nodular, cotiledones e cotiledones, superficie 

cotiledones inician la hipocatilo de color verde nodular hipecdtilo color 

formacién de callo fojo intenso 
31a semana Aparecen pequeiias Primoridos de brote visibles | Primordios de brote visibles 

proyecciones en la superficie 

del callo 

4ta semana Crecimiento del callo, Desarrollo de los primordios | Desarrollo de los primordios 

de brote, tendencia del 
tejido a disgregarse 

  

Sta semana o mas     Brotes bien desarrollados       

[medio de induccién y expresién 

con reguladores del crecimiento] 

[_ medio de expresién sin reguladores del crecimiento} 

Las manifestaciones morfolégicas, independientemente del regulador de crecimiento y tiempo de 

induccién fueron: el incremento en el valumen de los cotiledones, la apatiencia nodular, la presencia de los 

primordios de brote que posteriormente se evidenciaron en brotes adventicios. 

Es importante distinguir que los cambios que se presentaron en Pinus coulter’ fueron descritos en un 

cultivo continuo, es decir que no se transfirieron a medio basal para evaluar ta expresibn morfogenética y en 

Picea abies fue evaluada la expresién morfogenética después de set expuestos a un pulso de 2 h en una alta 

concentracién de BA; para poder equiparar la respuesta de P. abies con P. chihuahuana seria necesatio 

realizar un ensayo similar al que realizaron los autores, y estimar si un pulso de 2 h con altas concentraciones 

del regulador de crecimiento permitiera un desarrollo similar. 

Formacién de primordios de brote 

Fue posible observar la formacién de los primordios de brote en las diferentes concentraciones y 

tiempos de induccién ensayado a los 15 dias de subcultivar el explante en medio de proliferaci6n (BS 
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50%), el numero de ellos estuvo en funcién del tiempo de exposicién y combinacién de los reguladores del 

crecimiento que se proporcioné inicialmente a los embriones. 

Tratamientos con K/2,4-D 

Los embriones expuestos a las diferentes concentraciones de K/2,4-D y sometidos a tiempos de 

exposicién de uno a nueve dias no generaron primordios de brote, éstos comenzaron a manifestarse a partir de 

que los explantes permanecieron minimo 11 dias en el medio de induccién y hasta los 30 dias. La formacién 

de primordios se present en ef 44.5% de los tratamientos ensayados (Tabla 1). 

El mayor nimero de primordios de brotes se presenté en los tratamientos (3/1) con 77, (5/0) con 

7175 y (3/0) con 71, en los tiempos de induccién de 24, 21, 17 y 14 dias respectivamente. 

Tabla 1. Total de primordios de brote desarrollados por tratamiento a los 15 dias de cultivo en medio de 
proliferacin (BS. 50% y sin reguladores del crecimiento), provenientes de diferentes concentraciones de K/2,4-D y 
tiempos de exposicién a partir de embriones cigsticos (doce por tratamiento) de Picea chihuahuena. 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

      

K/2,4-D Tiempo de induccién (dias) 

(mgt) | 1 ]3 [5 |7 9 Wi 14 17 21 24 30 Total 

oft oO {0 Jo |o0 0 0 0 0 0 9 0 Qo 
1 QO {0 {Oo {0 oO 43 [33 39 48 0 0 163 

2/1 9 j0 |0 |0 oO 28 [18 63 40 0 0 149 
3/0 0 10 {0 |O Qo 16 [71 54 54 56 30 278 
1 Oo. |0 |0 [0 0 9 55 42 so 77 20 253 
4H Oo jO jo |0 0 38 |34 19 41 28 35 195 

5/0 Oo }O {oO jo 0 68 =| 67 75 71 59 53 393 
SA QO [Oo fo jo jo (28 (94 13 23 46 44 178 

5/4 oO |0 {0 |0 0 5 14 35 37 11 1 113 
2f2 Qo |O {0 |0 QO oO 20 9 24 43 10 106 

Total 235 [336 [346 {388 320 203                           

A\ evaluar los tratamientos independientemente fue posible estimar que el mayor numero de brotes se 

registré en las concentraciones (5/0), (3/0), (3/1) y (4/1) con 393, 278, 253 y 195 primordios de 

brote respectivamente, y que el mejor tiempo de induccién fue el de 21 dias (388). 

En el resto de los tratamientos se presenté la formacién de primordios que varid desde 5 a 68 y 

solamente la combinacién (0/1) no presenté respuesta morfogenética en ningén tiempo de induccién. 
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Tratemientos con BAANA 

La formacién de primordios de brote no se desarrollé en los tiempos de exposicién de uno a catorce 

dias, slo se manifestaron en el medio de proliferacin cuando los explantes habian permanecido minimos 

diecisiete dias en medio de induccién (Tabla 2). 

La formacién de los primordios se presenté en el 62.5% de las combinaciones de BAYANA en los 

tiempos de exposicién entre 17 y 30 dias, la mayor cantidad de primordios de brote se presenté en las 

combinaciones (3/0) con 50, (4/1) con 45, y (1/1) con 42 primordios, en los tiempos de induccién 24, 

24 y 30 dias respectivamente. 

Tabla 2. Total de primordios de brote desarrollados por tratamiento a los 15 dias de cultivo en medio de 
proliferacién (B5 50% y sin reguladores del crecimiento), provenientes de diferentes concentraciones de BAYANA y 
tiempos de exposicin a partir de embriones cigdticos (doce por tratamiento) de Picea chihuahuana. 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

BAVANA Tiempo de induccidn (dias) 
(ms") [1 [3 [5 [7 [oe Tas [a4 7 21 24 30 | Total 

on o fo {jo jo |[o jo fo 38 5 8 ° 5t 
Ww Oo |o jo jo jo fo fo 0 0 19 42 [61 
2/1 ojo jo jo fo fo fo 3 20 33 14-167 

3/0 o lo jo jo fo fo fo 0 35 50 36 [12t 
3/1 0 |o jo Jo |[o fo fo ° 30 26 19 [75 
4 Oo |o lo jo fo fo fo 14 7 45 23 [89 

5/0 ojo jo jo |o Jo fo 7 29 28 26 193 
S/t o fo jo jo [o fo fo 0 3 2 17 [99 
5/4 Qo {oO |0 |o 0 0 0 o 0 Q 0 0 
2/2 0 |o |o Jo fo fo fo 0 0 0 0 0 

Total 69 199 211 W7                             

Evaluando los tratamientos, independientemente fue posible estimar que el mayor nimero de brotes 

se registré en las concentraciones (3/0), (5/0), (4/1) y (3/1) con 121, 93, 89 y 75 primordios de 

brote respectivamente, la mayor formacién de primordios de brote se presents con 24 dias de tiempo de 

induccién (211). 

El némero de primordios formados en esta combinacién de reguladores del crecimiento fue menor y se 

manifesté en algunos de los tratamientos/tiempos de induccién en un rango de 3 a 36 primordios de brote, 

fue notorio que en los tratamientos (2/2) y (5/4) no se manifesté fespuesta morfogenética en ningdn tiempo 

de inducci6n.
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AI comparar las dos combinaciones de reguladores utilizadas se observé que los embriones sometidos 

a los tratamientos con K/2,4-D y con tiempos de exposicién de 1 a 9 dias, asi como en los tratamientos con 

BAVANA y tiempos de exposicién de 1 a 11 dias no se promovid la formacién de meristemoides o 

primordios de brote durante el tiempo de incubacién en el medio de proliferacién (BS 50%). 

Los embriones tratados con tiempos de exposicién mds prolongados desarollaron estructuras 

nodulares (meristemoides) sobre [a superficie de los cotiledones y se observaron incipientemente a partir del 

noveno dia de exposicién en el medio de induccién con K/2,4-D y alos 14 dias con BAYANA. 
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Andlisis estadistico 

En la Tabla 3 se observa que el mayor porcentaje de embriones con primordios de brote que se 

registed en las combinaciones 3/1 y 5/0 con K/2,4-D, fue del 80%. El mayor némero de primordios se 

ebtuvo en la combinacién 3/1 en ef tiempo de induccién 24 con 77 primordios y el promedio de 

primardios por embrién que se obtuvieron fue de 6 a 6.7 en las diferentes combinaciones que se muestran en 

la tabla generalmente entre los 21 a 30 dias de induccién, a exepcidn del tratamiento 3/0 con 30 dias de 

induccién donde el promedio de primordios de brote fue de 3.3 por embrién. 

7 Tabla 3. Numero de primordios de brotes procedentes de embriones maduros de Picea chihushuana 
expuestos a diferentes concentraciones y tiempos de exposicién con K/2,4-D y subcultivados en medio 
B550%. Resultados después de un mes. 

  

          

K/2,4-D Tiempo de Embriones con Tota! de Promedio de 
(mg.I") exposicién primordios de primordios/ primordios/embrién 

(dias) brote (%) tratamiento + OS 

3/1 W 20 9 3.0 + 1.92 
14 80 55 4.5 41.73 
17 60 42 4649.44 

21 73 50 4.5 + 2.84 
24 80 W 6.4 + 2.42 
30 40 20 3.3 + 1.03 

3/0 11 26 16 4041.4 
14 86 71 §4+1.6 
17 66 $1 5.1413 
21 53 54 6.7 + 1.2 
24 60 56 6.2 + 1.2 
30 33 30 60+ 1.5 

5/0 11 73 68 6.1422 
14 80 67 5.549 
V7 80 75 6.2416 
21 73 71 6.4215 
24 66 59 S.9+1.6 
30 53 $3 6.6 + 1.5       
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En la tabla 4 se muestran las combinaciones que formaron el mayor numero de primordios de brote, 

en la combinacién 3/0 el mayor nimero de primordios se registrd en el tiempo de induccién de 24 dias con 

50 primardios, seguido de 30 y 21 dias con una escaza diferencia de 36 y 35 primordios respectivamente, 

al obtener ef promedio de brotes por embrién se observan pocas diferencias entre ellos, para la combinacién 

5/0 el mayor numero de brotes se obtuvo en el tiempo de induccién de 24 dias con 28 primordios, el 

promedio de primordios de brote para estos tratamientos fue de 2.8 a 4.5 por embrién. Con estos datos fue 

posible determinar que ls combinacién de K/2,4-D tiene un efecto y un rango de accién tanto en las 

combinaciones hormonales y en el tiempo de induccién mis amplio, en contraste con las combinaciones de 

BAVANA cuyo su espectro de accién fue mds restringido. 

Tabla 4. Numero de primordios de brotes procedentes de embriones maduros de Picea chihuahuana expuestos a 
diferentes concentraciones y tiempos de exposicién con K/2,4-D y subcultivados en medio BS50%. Resultados 
después de un mes. 
  

          

  

K/2,4-D Tiempo de Embriones con Total de Promedio de 
{mg.I") exposicién primordios de primordios/ primordios/embrida 

(dias) brote (%) tratamiento + DS 
3/0 W7 Oo 0 0 

21 53 35 4.3416 

24 73 50 4.54290 

30 80 36 3.0+1.1 

5/0 7 40 17 28+ 0.7 

21 46 22 3.14 1.5 

24 53 28 3.54 1.4 

30 53 26 3.2+ 1.6     

Al analizar estadisticamente los datos de los tratamientos de K/2,4-D (Tabla 5) se observd que se 

presentaron diferencias significativas en los tratamientos para el nimero de primordios de brote, por lo que se 

rechaz6 la hipétesis nula de que no existian diferencias significativas entre el namero de primordios de brotes 

formados con respecto los tratamientos de reguladores del crecimiento y ef tiempo de exposicin empleados, 

lo que indica que existid un efecto tratamiento/tiempo de induccién que influyé en la formacién de los 

primardios de brote. 
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Tabla 5. Anélisis de varianza para la variable respuesta del numero de primardios de botes adventicios de Picea 

chibuahuana con respecto a los tiempos de induccién y tatamientos hormonales de K/2,4-D. 
  

  

          

Fuente GL Suma Cuadrado Valor Pr>F 

de cuadrados medio de F 

Tiempos de 

Induccién 5 209.82336 41.96467 6.856 0000 

Tratamientos 8 856.73789 107.09224 17.496 .0000 

Residual 688 4211.1254 6.1208217 

Total conregido 701 5277.6866     
  

Para estimar qué tratamiento y tiempo de induccién son los que denotan dicha diferencia se aplicé la 

prueba miltiple de comparacién de medias (LSD) de Fisher. En esta prueba (Tabla 6) se distinguid el 

tratamiento 5/0 como el que presenté la mayor diferencia significativa, seguido de 3/0 y 3/1. 

Tabla 6 Andlisis de rango miltiple para los diferentes tratamientos de K/2,4-D a embriones maduros de Picea 

  

  

chikuahuana. 

K/2,4-D Medias Grupos homogéneos 

(ng.t") 
9/2 1.3589 x 

5/4 1.5128 xX 

a 1.9102 xu 

aA 2.0897 xX 

sf 2.2820 xX 
an 2.5000 xX 
3/1 3.2435 xx 
3/0 3.6282 x 

5/0 5.0384 x         
  

Para los tiempos de induccién (Tabla 7), se observan dos grupos el primero conformado por los 

tiempos de induccién de 30 y 11 dias y el segundo compuesto por los tiempos de induccién 24, 14, 17 y 

91 no se presentan entre ellos diferencias estadisticamente significativas, pero pot los valores de fas medias el 

tiempo de induccidn de 21 diss (3.3162) fue el més alto en este ensayo. Por lo tanto es posible 

esetablecer que si hay efecto de la combinacién de reguladores de crecimiento y el tiempo de induccién 

aplicado en el nimero de primordios de brote generados. 
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Tabla 7. Andlisis de rango miltiple para los diferentes tiempos de induccién ensayados en las combinaciones de K/2,4- 
Da embriones de Picea chihushuane. 
  

  

  

Tiempo de induccién Medias Grupos homogéneos 

(dias) 

30 1.7360 Xx 

11 2.0512 x 

24 2.7777 Xx 

14 2.8717 x 

17 2.9572 x 

21 3.3162 x         

Para la serie de experimentos realizados con BAYANA se realizé ef mismo andlisis estadistico y no se 

encontraron diferencias significativas para el némero de primordios de brote ni para los tiempos de induccién 

ensayados (datos no presentados). Por lo que se acepté {a hipétesis nula de que no existian diferencias 

significativas entre el numero de primordios de brates formados con respecto los tratamientos de 

fitorreguladores y el tiempo de exposicién empleados. 
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Conclusiones 

Morfolégicamente el aspecto y la secuencia del desarrollo que presentaron los embriones de Picea 

chibuahuana fue similar al reportado para otras especies de coniferas, fa diferencia esencial fue el tiempo de 

induccién aplicado para promover la formacién de los primordios de brote. 

La formacién de los primordios de brotes fue estimulada por la presencia de los reguladores det 

crecimiento y estuvo en estrecha relacién con el tiempo que permanecieron los explantes en contacto con los 

reguladores. 

En los tratamientos con K/2,4-D la formacién de los primordios de brote se manifesté cuando los 

embriones permanecieron un minimo de 11 dias en cultivo y en las combinaciones de BAYANA se requirié 

de 14 dias minimo. 

En las mejores combinaciones de K/2,4-D el promedio de primordios por embrién obtenidos fue de 

3.04 6.7. 

En los mejores tratamientos de BAYANA el promedio de primordios por embrién obtenidos fue de 

2.844.5. 

Las mejores respuestas respecto a la generacién de primordios de brote en menor tiempo de 

exposicion a los reguladores se obtuvieron en la combinacién K/2,4-D en contraste con BAYANA. 

Se presentaron diferencias estadisticamente significativas en los tratamientos de K/2,4-D y tiempos de 

induccién ensayados; en los ensayos realizados para BAYANA no se presentaron estas diferencias. 

Dentro de las investigaciones realizadas en el grupo de las coniferas son escasos los estudios 

tealizados con relacién a la competencia motogenética y para Picea chihuahuana es el iinico trabajo 

reportado, por lo que la presente investigacién es una importante aportacién en esta drea. 
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Generalidades del cultivo de tejidos 

Es posible predecir que 1a demanda mundial de productos forestales se elevard agudamente en las 

préximas décadas. Esto puede ser fécilmente confirmado al considerar el incremento en la demanda de 

productos como la pulpa, el papel, la madera de las industrias fabricantes de muebles, asi como por la 

necesidad ecoldgica de {a reforestacion y las posibilidades de mitigar el incremento de la demanda de energia 

para la obtencién de combustible a partir de productos vegetales lo que aunado a los répidos y devastadores 

efectos de los incendios, enfermedades y plagas ponen en peligro a las especies forestales (Keays, 1974; 

Karnosky, 1981, citados por Thorpe y Biondi, 1984). 

Los métodos tradicionales de propagacién vegetativa comprenden el ensaizamiento de estacas, de 

brotes laterales ¢ injertos y son los drboles de madera dura ms féciles de enraizar que las coniferas. El éxito 

del enraizamiento depende de la época en que fueron colectados los fragmentos, la edad y su posicién dentro 

del tallo del drbol donador, del tratamiento con auxinas asi como de las condiciones de enraizamiento 

(Thompson, 1984, citado por Thorpe y Biondi, 1984). En Japén, la propagacién por esquejes se ha 

utilizado desde hace varias centurias en Cryptomeria japonica y més recientemente en Suiza con Picea abies se 

han logrado obtener 2.5 millones de esquejes anuales. 

En la mayoria de las coniferas, la propagacién por el método de! enraizamiento de esquejes o estacas 

ests en funcién de los diferentes estados de desarrollo y esté frecuentemente caracterizada por la cdpida 

pérdida de la capacidad de enraizamiento del ramet cuando se incrementa la edad de la planta madre (Thorpe 

y Biondi, 1984). La propagacién vegetativa de muchas coniferas esté limitada por los cambios fisiolégicos 

que ocurren durante su maduracién, la cual vuelve a los tejidos maduros incapaces de responder al estimulo 

organogenético externo. 

El cultivo de tejidos vegetales es una altemativa con un alto potencial para logear la propagacién masiva 

de especies de interés ecoldgice y/o econémico, a partir de estructuras sexuales o somidticas y la regeneracién 

de nuevos individuos puede llevarse a cabo via organogénesis o embriogénesis somatica. Para obtener una u 

otra respuesta morfogenética es importante considerar Factores determinantes como la seleccién del tejido por 

sembrar el cual debe estar en una etapa fisiolégica competente (capacidad de regenerar nuevos individuos) y 

la presencia oportuna de reguladores de crecimiento para la induccién y maduracién de los regenerantes 
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(Attree y Fowke, 1991; Lu et af, 1991). Con base en el estudio experimental de estos factores ha sido 

posible durante los dltimos 20 aiios la multiplicacién in vitro de més de 70 especies de angiospermas y de 

alrededor de 30 especies de gimnospermas (Thorpe ef a/,1991). 

Cultivo de tejidos en gimnospermas 

Las gimnospermas son especies dificiles de propagar de manera tradicional y en comparacién con las 

angiospermas son menos los trabajos in vitro que reportan su propagacién con éxito. En este grupo se ha 

trabajado principalmente con estructuras ligadas a las semillas debido a que los intentos con estructuras 

sométicas j6venes o de plantas adultas generalmente han fallado (Attree y Fowke, 1991; Chévez et 

al 1999). 

Los érbales maduros que han demostrado tener un genotipo superior son més atractivos para su 

propagacién masiva, sin embargo es més dificil establecer cultivos de brotes a partir de drboles maduros que 

de plantas jovenes (von Amold y Wallin, 1988). Aunque los tejidos jévenes de coniferas son una fuente 

comin, éstos maduran y sélo son capaces de responder a un estimulo organogenético en las primeras semanas 

posteriores a la germinacién y ademas se ha observado que los tejidos de coniferas son extiemadamente 

dificiles de cultivar in vitro (Mott, 1981; David, 1982, citados en Attree y Fowke, 1991). 

Las tres principales formas de micropropagacién clonal o vegetativa de plantas por medio del cultivo de 

tejidos son: 

1. fa elongacién de brotes axilares 

2. la produccién de brotes adventicios por organogénesis y 

3. la embriogénesis somatica (von Armold y Wallin, 1988; Bonga y von Aderkas, 1999; Thorpe 

et af, 1991). 
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Flongacién de brotes axilares 

Este es un método directo que utiliza meristemos con primordios foliares, brotes laterales y pequefios 

esquejes nodales, que involucra la manipulacién de brotes preformados; usualmente se da sin la formacién de 

callo, produce en general cultivos genéticamente estables y da un pequeito numero de plantas. 

Se presenta cuando las yemas axilares se liberan de la dominancia apical, principalmente por !a 

manipulacidn de hormonas en el medio nutritive; en coniferas las yemas que pueden estar o no en reposo han 

sido utilizadas, estos explantes requieren de pretratamientos o condiciones especiales de cultivo para crecer y 

multiplicarse in vitro. 

Este método de propagacién es més comin en especies de madera dura que en coniferas, aunque ha 

funcionado para algunas especies de Pinus, como en P. caribaea y P. oocanpa (Baxter et al,1989 citado por 

Bonga y von Aderkas, 1992). Aun asi la propagacién masiva esté limitada a Srboles jévenes y cuando ha 

habido éxito, sélo un ndmero escaso de plantas se forma y el enraizamiento es dificil (Thorpe et af, 1991). 

Entre los reportes estén el de von Arnold y Tillberg (1987) quienes desarrollaron brotes adventicios a partir 

de yemas vegetativas de Picea abies al proporcionarles pulsos de tres horas a 250 LM (ca. 56.17 mg I") 

de BA. 

Organogénesis 

Es la via que actualmente se utiliza para la regeneracién de especies forestales y se logré por primera 

vez en 1975 por Sommer y col. en cultivos de embriones de Pinus palustris, es a partir de este trabajo que 

se han generado diversas investigaciones con relacién a la formacién de brotes adventicios, algunos de ellos se 

muestran en la Tabla 1. 
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Tabla 1. Investigaciones realizadas en gimnospermas en las cuales se ha promovido la regeneracién de brotes 
adventicios por organogénesis. 

  

  

  

  

Familia Género y Especie Referenciz 
Auraucariaceae Avaucaria angustifolia Winton, 1978. ** 

A. cunninghamii Haines y de Fossard, 1977. ** 

Cupressaceae Thuja plicata Colemar y Thorpe, 1977.** 

Pinaceae Picea abies von Arnold y Eriksson, 1979, 1985. 

von Aimold y Tillberg, 1987, 

P. glauca Campbell y Durzan, 1976. °* 

Rumary y Thorpe, 1983. °* 

P. mariana Rumary y Thorpe, 1984, ** 

P. sitchensis Webb y Street, 1978, °° 

Pinus elderica Wagley et 2/, 1987. 

P. banksiana Harry y Thorpe, 1994. 

P. contorta von Amold y Eriksson, 1981. 

P. omorika Kolevska y Buturovié, 1995. 

P. pines Garcia - Festiz et af, 1994, 
Gonzilez et af, 1998. 

P. pinaster David et af, 1978. °* 
Calixto y Pais, 1997. 

          P. ponderosa Ellis y Bilderback, 1989. 

P. radiata Reilly y Washer, 1977. °* 
Villalobos, 1985  tesis doctoral 

P. weeds Mehra-Palta et af, 1978. 

P wallichiana Mathur y Nadgauda, 1999. 
Taxodiaceae Sequoia sempevitens Ball, 1978, Boulay, 1979°* 
  

** Tomado de Thorpe y Biondi (1984) 

De manera general, la micropropagacién de coniferas es un proceso constituido de varias etapas: 

> — el establecimiento aséptico del cultivo y la induccién de brotes, 
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> la multiplicacién y desarrollo de brotes, 

> el emaizamiento de los brotes, 

> la aclimatizacion de las plantulas (Thorpe y Biondi, 1984; Thorpe et a/,1991). 

Desafortunadamente las tasas de multiplicacién pueden ser limitadas en alguno de estos pasos. 

Thompson (1984), sefala que existen trabajos con datos que pueden ser engafiosas con respecto a la 

generacién de un gran numero de brotes como en Pinus radiata y en Pseudotsuga menziesii en los que se ha 

seportado la regeneracién a partir de semilla de 180 y 221 brotes respectivamente, pero como ya se 

observé, las tasas de muttiplicacién pueden estar limitadas por diversos factores y a veces hay que tomar con 

reserva los resultados. 

La formacién de brotes adventicios involucra una serie de factores como son: 

a) el explante utilizado, en el influye: 

% el Grgano que sirve como tejido inicial, 

la fisiologia y ontogenia del érgano, 

“la época en la cual el explante fue obtenido, 

“+ el tamafio del explante y 

la calidad de la planta del cual el explante fue tomado (von Amold y Eriksson, 1979, 1980; 

Thorpe et a/., 1991; Garcia-Fertiz et af,1 994); 

b) el medio de cultivo utilizado con sus diferentes formulaciones y concentraciones. Se ha observado 

que la formulaci6n completa del medio de cultivo no es siempre la dptima y se ha empleado a la mitad 0 a 

una cuarta parte de su composicién. La adicién de una fuente de carbono, vitaminas y la reduecién de 

suplementos nitrogenados pueden influir en la morfogénesis (Thorpe et af, 1991; Thorpe y Kumar, 1993; 

Garcia-Feriz et al, 1994; Harry y Thorpe, 1994) y 

¢) las condiciones de incubacién que se utilicen. Las mds importantes son: temperatura, luz e 

intercambio gaseoso, por lo que las modificaciones que se realicen en uno 0 varios de ellos nos proporcionaran 

diferentes respuestas. La influencia de la luz en diversos cultivos ha sido estudiada y ha sido posible estimar 

tasas de crecimiento mayores en Pseudotsuge menziesii cuando son expuestos los cultivas a 16 0 24 his de 
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luz por dia que con 8 hrs de exposicién, asi mismo se ha observado que la elongacién de los tallos y el 

crecimiento radial en estos cultivos fue mayor al ser expuestos a luz constante a 25°C que en un régimen de 

25/17°C luzfobscuridad (Evers, 1981 citado por Bonga y von Aderkas, 19992). 

En coniferas, la formacién de brotes adventicios de forma directa es comiin y se da principalmente a 

partir de hipocstilos y cotiledones de embriones asi como en hojas de pléntulas recién germinadas (Bonga y 

von Aderkas, 1992), en cambio fa formacién de brotes adventicios via indirecta es un evento poco usual en 

coniferas si lo comparamos con las angiospermas y son escasos los reportes de la regeneracién de plantas por 

esta via. 

El primer trabajo reportado fue el realizado por Gladfelter y Phillips en 1987 en Pinus eldarica en el 

cual a partir de diferentes partes de semillas germinadas in vitro obtuvieron callo que al ser transferido a otto 

medio de cultivo se promovié el desasollo y maduracién de brotes. Mas tecientemente este evento fue 

reportado en Picea engelmannii por Harry y Thorpe en 1991, pero los brotes adventicios generados a partir 

de callo no se elongaron lo suficiente para realizar ensayos de enraizamiento. 

La formacién de pléntulas por esta via da lugar a fa produccién de brotes unipolares y obliga a 

Promover su enraizamiento, proceso que cominmente requiere de numerosas etapas subsecuentes. El proceso 

organogenético que involucra la induccién de tejido meristematico por los tratamientos de las fitchormonas y su 

preciso papel no es claro aun. 

Embriogénesis somética 

La embriogénesis somitica ofrece la ventaja de obtener regenerantes bipolares (embriones)}, es decir 

con un meristemo apical y uno radicular. La induccién de embriones sométicos a partir de tejidos no 

embriogénicos de drboles maduros de fenotipo conocido es deseable y presenta ventajas si es comparada con 

la organogénesis por que: a) ho se requiere promover el enraizamiento como en los brotes adventicios, b) es 

un método efectivo para una répida propagacién y generar una gran cantidad de plantas, c) las suspensiones 

embriogénicas obtenidas de callos embriogénicos pueden servir como fuente para protoplastos embringénicos y 

ser utilizados en la ingenierla genética, y d) una gran cantidad de embriones sométicos pueden ser 

almacenados con relativa facilidad (Boulay, 1987 citado por Thorpe et a/, 1991). 
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La embriogénesis somética en gimnospermas ha sido obtenida en varias de especies de cicadas y 

coniferas como se muestra en la Tabla 2. 

En cicadas la morfogénesis i vitro de Zamia Aoridana A. CD. fue descrita por La Rue (1948, 

1954) quien obtuvo brotes haploides por organogénesis y embriones sométicos a partir de megagametofitos. 

En coniferas se logrS por primera vez en cultivos de embriones inmaduros de Picea abies por Hakman y 

colaboradores (1985) y de forma independiente por Chalupa (1985) (citados por Attree y Fowke, 

1993). 

Tabla 2 Investigaciones realizadas en gimnospermas donde se ha promovido la embriagénesis somstica. 
  

  

  

P. engelmanii 

P. glauca 

P. matiana 

Pinus caribaea 

P. elliott’ 

P.radiata 

Familia Género y Especie Referencia 

Cicadales Ceratozamia mexicana Chavez et a/,1992a 

C. hildse Chavez et ef, 1992b 

Zamia Noridana LaRue 1948, 1954 ** 

Z. intergrifolis Norstog, 1965 *” 
Z fhscheri Chavez et af, 1992 

Z. borfuracea 
Z. pumila 

Pinaceae Picea abies Hakman et af, 1985 ** 

Von Amold y Hakman, 1986 ** 
Hakman et 2/,1990 ** 

Mo y Von Amold, 1991 °° 

Web et a/,1989 ** 

Attree et af,1991 ** 

Misra et 2/,1993 *° 

Tremblay, 1990 

Hakman y Fowke,1987 ** 

Tremblay y Tremblay, 1991 

Lainé y David, 1992 °* 

Jain et af, 1989 °* 

Chandler et a/, 1989 ** 

    Taxodiaceace   Se equord sempervirens   Bourgkard y Fayre., 1988 ** 
  

** Tomado de Attree y Fowke (1993) 
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La embriogénesis somética generalmente es iniciada en el mismo medio de la organogénesis y en la 

mayoria el 2,4-D es utilizado como auxina (Bonga y von Aderkas, 1992). 

Los embriones in vitro requieren de distintos medios de acuerdo a su grado de desarrollo, para inducir 

tespuestas morfogenéticas. Se ha observado que embriones sométicos expuestos en un medio con citocininas y 

auxinas contindan proliferando pero no maduran por lo que debe encontiarse el periodo de incubacién en el 

medio inductor para hacer subcultives a otros Tegimenes y lograr el estado de pléntula (Ellis y Bilderback, 

1989; Attree y Fowke, 1991, 1993). 

Aunque el niimero de especies que se han regenerado por este método se ha incrementado, el 

porcentaje de plantas recuperadas es relativamente bajo. En el abeto Noruego (Picea abies), se ha estimado 

que menos del 1% de los embriones inducidos se desarrollan en plantas (Beewar et a/, 1989, citados por 

Thorpe et a/, 1991). 

Para lograr fa maduracién de los embriones sométicos Bozhkov et af (1993) y Ruaud (1993) 

tespectivamente han realizado estudios de la influencia del balance del nitrSgeno en el medio de cultivo para 

estimular el desarrollo de los embriones de Picea abies, asi como diversos ensayos para promover la 

maduracién y su progreso en plantulas utilizando diferentes tratamientos con dcido abscisico (ABA). 

Una revisién extensa en relacién con las diversas téenicas y sustancias empleadas para algunos géneros 

de gimnospermas fue realizada por Jain et af (1995). 

Reguladores del crecimiento 

Para cualquier proceso descrito anteriormente la presencia de los reguladores del crecimiento es un 

factor determinante y existe un amplio rango de respuestas morfogentticas en diferentes explantes que se 

pueden manifestar. La organogénesis ce novo generalmente requiere de fitohormonas exdgenas y en particular 

el balance auxina-citocinina ha mostrado su influencia en el patrén de diferenciacién (Skoog y Miller, 1957 

citado por Villalobos e¢ a/,1984; Thorpe, Harry y Kumar, 1991).
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La condicién © niveles de las citocininas endégenas, asi como el modo de accién en los tejidos de 

coniferas permanece aun sin ser claro, lo que si es evidente es que los reguladores de crecimiento juegan un 

papel importante en la generacién de nuevos brotes. 

En los diversos trabajos de organogénesis que se muestran en la Tabla 1 se ha empleado 

preferentemente la BA como inductor de la organogénesis y generalmente se aplica en concentraciones por 

arriba de 5 mg f". 

En coniferas se ha observado que Ia citocinina exdgena es suliciente para promover la formacién de 

brotes (Thorpe, 1980; Biondi y Thorpe, 1982 citados por Villalobos et /,1984). En un estudio 

realizado con Pinus radiata se determind que se requiere sélo 1a presencia de BA para la formacién de tejido 

meristemdtico para que se lleve a cabo ta formacién de brotes (Aitken et af, 1982 citado por Villalobos et 

al, 1984). Sin embargo, la citocinina debe estar presente durante los tres primeros dias de cultivo para que 

pueda ocurrir la formacién de brotes y 21 dias de cultivo para la dptima formacién de los mismos (Biondi y 

Thorpe, 1982 citados por Villalobos et a/,1984). 

Desarrollo de brotes 

Sobre la regeneracién de brotes adventicios en coniferas se han realizado estudios que establecen su 

desarrollo y se ha podido detinir que durante la formacién de los brotes se presenta el incremento en el 

tamafio del explante y la formacién de un tejido nodular que ha sido denominado “centro meristematico de 

brote” o “tejido meristemético” respectivamente por Mott (1981) y Reilly y Brown (1976) ambos citados 

por Thorpe y Biondi (1984). Después de 3 a 6 semanas de cultivo se incrementa el tamafio del explante y 

se presentan estructuras que han sido denominadas “protuberancias como domos", “meristemoides” u “érganos 

como escamas” respectivamente por Coleman y Thorpe (1977); Yeung e¢ af (1981) y von Amold y 

Eriksson (1978), citados por Thorpe y Biondi (1984). 

Asi mismo von Arnold y Eriksson (1979) y Cheah y Cheng (1978) describieron la ontogenia de 

estas estructuras hasta la formacién del brote adventicio por medio de cortes histoldgicos de cotiledones de 

Picea abies y Pseudotsuga menziesii cespectivamente. 

Morfolégicamente se puede englobar el desarrollo de tos botes adventicios en las siguientes fases: 
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© — meristemoides, se observa que el explante incrementa su volumen y se forma un tejido nodular llamado 

“centros meristematicos” o “tejido meristematico”. 

© primordio de brote el cual es un meristemoide y da lugar a la formacién de un primordio de brote arriba 

de la superficie del cotiledén, 

@ brotes adventicios en etapa temprana que comprenden el dpice meristemético con primordios foliares los 

cuales se observan como pequeias prolongaciones en ambos lados del meristemo y 

@ brotes adventicios que consisten en la elongacién del brote, la maduracién del primordio foliar y la 

formacién de nuevas hojas que contindan emergiendo cerca del meristemo, debajo de éste, el tallo se 

diferencia y posteriormente se desarolla el brote completo. 

En cada una de estas fases hay que considerar varios aspectos. Durante la formacién de los 

meristemoides esté {a influencia del regulador del crecimiento y el tiempo de exposicién del explante al medio 

inicial; para lograr la formacién de los brotes se han realizado modificaciones al medio de cultivo en la cantidad 

de sales que contiene, diluyéndolo generalmente a la mitad (von Amold y Eriksson, 1979, 1981, Harty y 

Thorpe, 1994); en la reduccidn o eliminacién de los reguladores del crecimiento (Jelaska, 1987 citado por 

Bonga y von Aderkas, 1992) y en la eliminacién de la cantidad de amonio (Dunstan y Mohammed, 1986 

citado por Bonga y von Aderkas, 1992). Para la conformacién de los primordios de brotes, asi como su 

posterior desarrollo y elongacién se han llevado a cabo modificaciones en el medio como 1a reduccién en ta 

concentacién de sacarosa (Rumary y Thorpe, 1984 citado Bonga y Von Aderkas, 1999) y/o la 

incorporacién de carbén activado con el fin de promover la elongacién de los brotes debido a que 

probablemente la presencia de este compuesto absorba el exceso de hormonas © sustancias como los fenoles 

que inhiben el desarrollo de los brotes, adems su presencia hace que los tejidos se tornen de color café 

obscuro hasta necrosarse (Harry y Thorpe, 1994; Tsogas y Bourget, 1982 citados por Bonga y von 

Aderkas, 1992), 

En etapas mds avanzadas del desarrollo de los brotes adventicios y lograr su entaizamiento, se requiere 

transferir los explantes a medios modificados en el contenido de sus nutrimentos y/o con diferentes niveles 

hormonales, de este modo la separacién de los brotes serd posible y facilitard el enraizamiento (Mehra-Palta et 
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al, 1978, Thorpe y Biondi, 1984; Harry y Thorpe, 1994; Garcia-Ferriz et af,1994, Budimir y Vujidié, 

19992; Raud, 1993, Mathur y Nadgauda, 1999.). 

Estas modificaciones deben realizarse con reserva, tomando en cuenta que cada especie responde de 

forma diferente, debido a que puede haber inhibiciones o un desarrollo favorable en el crecimiento de los 

brotes; en algunos casos, una baja concentracién de carbén activado ha incrementado la longitud de los brotes 

oO bien, altas concentraciones pueden causar necrosis de las aciculas. 

Enraizamiento 

La micropropagacién jn vitro via organogénesis requiere esencialmente de fa induccidn y la formacién de 

raices en los brotes (Blazkové et a/,1997), para lograrlo se requiere proporcionar al brote diferentes 

condiciones de cultivo. 

Muchos factores pueden influir en el enraizamiento, se ha sugerido que su iniciacién es tegulada por el 

balance entre hormones (Batten y Goodwin, 1978, citado por Blazkové et a/,1997), este puede lograrse 

al adicionar auxinas al medio de cultivo: dcido indalbutirico (AIB), dcido naftalenacético (ANA), dcido 

indol-3-acético (AIA) solos 0 en diferentes combinaciones y concentraciones (Thorpe y Biondi, 1984; von 

Arnold y Wallin, 1988), debido a su alta estabilidad y habilidad para inducir raices, el AIB y otras auxinas 

sintéticas son usadas preferentemente sobre el AIA, debido a que es rpidamente metabolizado o degradado 

y por Jo tanto inactivado cuando se aplica. El AIB conjugado ha sido reportado como un activo inductor de 

raices (Pluss et a/,1989; Weisman et a/,1989 citados por Blazkovd et a/,1997). 

Diferentes aspectos sobre la ocurrencia, biosintesis, transporte y metabolismo del AIB en plantas se han 

estudiado recientemente, sin embargo, ha sido dificil establecer una clara relacién entre la variacién en las 

auxinas libres y las ligadas y el control del enraizamiento (Epstein y Ludwig-Muller, 1993; Gaspar y 

Hofinger, 1988 citados por Blazkovi et af, 1997). 

Diversas observaciones han demostrado que para promover el desarrollo de la raiz, es conveniente tratar 

a los brotes con un pulso de altas concentraciones de auxinas en tiempos cortos y posteriormente colocarlos en 

medio libre de hormonas, ésto ha parecido ser mas eficiente que largos tratamientos con bajas concentraciones. 

El enraizamiento se puede efectuar en condiciones asépticas (in vitro) o no, los brotes ya listos para ser 
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entaizados pueden ser colocados en medio o mezctas de sustratos en condiciones asépticas o no asépticas 

(von Ammold y Wallin, 1988). 

Otra variantes que se realizan con frecuencia para promover el enraizamiento son: la reduccién del 

contenido de los minerales y de sacarosa en el medio, asi como modificaciones en fa temperatura y el 

fotoperiodo (Thorpe y Biondi, 1984; Mathur y Nadgauda, 1999). Gladfelter y Phillips (1987) 

reportaron que solo el 596 de los brotes adventicios de Pinus eldarica lograron enraizarse; las raices se 

observaron bien formadas y mostraron una conexién vascular continua con el brote. 

Recientemente estos investigadores han promovido un incremento del 80% en la frecuencia de 

enraizamiento, modificando ciertas condiciones de cultivo, utilizaron temperatura constante (24°C) y 

combinaron la luz fluorescente ¢ incandescente. El enraizamiento fue inducido al colocar los brotes 18 dias en 

medio Gresshoff y Doy (1972) (GD) al 50%, adicionade con 10 mg!’ de AIB (Hutt y Amerson, 

1981 citados por Phillips y Gladfelter, 1991). 

En otras especies, como Pinus elfotti la formacién de las raices se loged al transferir los brotes de un 

medio suplementado con una combinacién de citocininas-auxinas BA y ANA en medio sin reguladores del 

crecimiento, los brotes presentaron en la base un incremento en su volumen y fue posible obtener por este 

método aproximadamente el 90% de raices eficientes (Lesney, 1991). 

El tamatio de los brotes parece ser un factor m4s que considerar para promover el enraizamiento, en 

Pinus oocarpa se utilizaron brotes de 5 mm de longitud para promover ef enraizamiento, pero se obtuvo un 

mayor éxito en aquellos brotes que tenian 1 cm de longitud (Schwarz ef af, 1991). 

En coniferas es taro el enraizamiento esponténeo in vitro y es més dificil comparado con las 

angiospermas (Sommer y Caldas, 1981 citados por Thorpe y Biondi, 1984; von Armold y Wallin, 1988). 

Se ha reportado que menos del 5% de las coniferas regeneradas desarsollan raices esponténeamente 

(Mohammed y Vidaver, 1988) en el Abeto azul (Picea pungens), menos del 20% de las plantulas 

desarrollan raices y detienen su crecimiento entre los 2 y 3 cm (Afele y Saxena, 1995). 
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Aatecedentes de estudios realizedos en el género Picea 

En el grupo de las coniferas se han realizado més trabajos de micropropagacién en el género Pinus que 

en el género Picea, en la Tabla 3 se sefialan algunos de estos trabajos, los que comprenden la regeneracién de 

brotes adventicios y embriones sométicos. 

Tabla 3.- Algunos trabajos realizados en especies del género Picea que han producido pléntulas in vitro por 

organogénesis o embriogénesis somatica 

  

  

  

  

                

Especie | Explante | Reguladores Medio de Medio de Respuesta Referencia 
(mg !") inducei6n proliferacién 

Picea abies ac BA 44 LP LP basal ba von Amold y Eriksson, 

1979 

ec BA 22.20 SH50% SH50% basq ba von Amold y 

Eriksson, 1985 

w BA 56.17 uP LP basal ba von Amold y 

Tillberg, 1987 
Picea omorika ec K 44 MS50% MS 1/3 basal ba Kolevska y Buturovi¢, 

BA + K 1995 

(22.2 +23.2 

BA + 2iP 
(29.2 424.6 

bra BA (28.0) o 
K (26.8) 

brate | BA 1.02 BM BM 50% ba Budimir y Vujizié, 

basal 1992 

Picea ec BA 44 + AE AE +25 uN ba Lu y Thorpe, 

engelmennit ANA 10uM 1988 ** 

BA 5.63 + AE AE es 

2,4-D 45.9 

ec BA 44 AE AE ba Patel y Thorpe, 

c BA 44 AE AE ba 1986 ** 
he BA 44 AE AE ba 
epc BA 44 AE AE ba 

Picea sitchensis Cc BA 89.8 MS MS50% Ba Drake et af, 
basal 1997 

  

ac = Aciculas; bra = Brote apical; bra+ ¢ = Brote apical con cotiledones unidas; ba = Brote adventicio; 

< = Cotiledones; ec = Embrién cigético; ei = Embrién inmaduro; ee = Epicétilos; hc = Hipocdtilo; yw = Yema vegetative 

** Tomado de Thorpe, Harry y Kumar, 1991. 
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En los trabajos sefialados en la Tabla 3 Ia regeneracién de brotes adventicios se ha logrado utilizando 

medios de cultivo con bajo contenido de nitrdgeno y adicionades con BA como regulador del crecimiento 

para estimular la formacién de éstos. 

Antecedentes de estudios realizados en Picea chihuahuana 

En P. chihuahuena se han realizado algunos ensayos para promover el desarrollo de respuestas 

morfogentticas in vitro y lograr la formacién de regenerantes que tengan las caracteristicas deseables para su 

posterior desarrollo en invernaderos y reintroduccién en zonas protegidas comprendidas dentro del drea de 

influencia del proyecto Bosque Modelo Chihuahua o en sus localidades originales. 

Chapatro (1992) determind las condiciones para el cultivo ia vitro de esta especie. Obtuvo callo a 

partir de aciculas y ademés logré establecer el mejor medio para promover el desarrollo de plantulas, a partir 

de embriones maduros. 

Montes (1993) en un manual bisico de cultivo de tejidos sefialé la metodologia para establecer los 

cultivos asépticos, asi como las condiciones de cultivo para la formacién de brotes adventicios a partir de 

semillas maduras, su individualizacién y enraizamiento. 

Asi mismo Jacob (1994) realizé estudios isoenziméticos de las escasas poblaciones de esta especie, 

determind fa magnitud de la variacién genética de 11 poblaciones y comparé la variacién intra e inter 

poblacional para estimar las distancias genéticas existentes. 

Debido a la importancia ecolégica, evolutiva y ademds por estar catalogada como especie en peligro 

de extincién, es importante establecer estrategias adecuadas que permitan la propagacién y conservacién de 

Picea chihuahuana, a través de las técnicas de cultivo de tejidos las cuales ofrecen la posibilidad de obtener 

fegenerantes previo conocimiento de la capacidad mozfogenética de sus explantes. Por lo anteriormente 

sefialado se establecieron los siguientes objetivos.
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Objetivo general: Obtener pléntulas regeneradas in vitro de P. chihuahuana, a partir de embsiones 

cigéticos por cualquier via organogenética, lograr su maduracién, desarrollo, enraizamiento y establecimiento ex 

vitro. 

Objetivos particulares: 

1) Definir la concentracién dptima de fitorreguladores donde se manifieste cualquier respuesta 

morfogenttica. 

2) Evaluar las respuestas morfogenéticas que se presenten en las diferentes combinaciones de 

auxinas/citocininas y tiempos de exposicidn. 

3) Promover el desarrollo de cualquier estructura que se manifieste (embriones somdticos y/o brotes 

adventicios), su maduracidn, rizogénesis y establecimiento ex vitro. 
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Materisles y Métodos 

Induccién de brotes adventicios 

Se utilizé como medio de induccién el mismo que se empled para la competencia morfogenética 

(B5) moditicado (Gamborg e¢ af,1968), su formulacidn se sefala en ef Capitulo Il. 

El medio se distribuyé en cajas petri (100 x 15 mm) con 20 ml de medio por caja. Posteriormente 

los embriones fueron desinfectados y disecados como se describe en el Capitulo Il, se remojaron durante 30 

min en solucién antioxidante (dcido ascérbico més cido citrico 250 mg-t' cada uno, pH 5.7), se sembraron 

longitudinalmente sobre el medio, se incubaron aplicéndoles fos diferentes tiempos de induccién ensayados en 

las pruebas de competencia morfogenética, enfatizando en aquellos donde se presenté una mayor formacién de 

primordios de brote con base en los resultados obtenidos. 

Con base en los resultados obtenidos en la competencia morfogenética (Capitulo Il) para las 

combinaciones de K/2,4-D se emplearon tiempos de induccién de 11, 14, 17, 21, 24, 30 dias y para las 

combinaciones de BAVANA: 17, 21, 24 y 30 dias. Después de los conespondientes tiempos de 

exposicién, los embriones se transfirieron al medio BS modificado con el 50% de sus componentes y sin 

teguladores del crecimiento (B5 50%) (medio de proliferacién) donde permanecieron 30 dias. 

Se realizaton subcultivos cada 15 dias y en cada uno de ellos, los embriones se remojaron en la 

soluci6n antioxidante durante 30 min. 

Desarrollo de brotes adventicios 

Después de 30 dias de incubacién en el medio de proliferacién, los embriones se transfirieron al 

medio Schenk y Hildebrandt (1972) modificado por Reilly y Washer (1977) SH, al 50% de sus 

componentes, sin reguladores de! crecimiento (medio de maduracién), adicionado con dcido ascérbico y 

Scido citrico 250 mg |" c/u y pH 5.7 (solucién antioxidante), adicionada por filtracién para su esterilizacién. 
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Como medida para evitar la oxidacién, asi como para fomentar el crecimiento y desarrollo de los 

brotes adventicios, los explantes se subcultivaron cada 15 dias en este medio yen cada ocasién se enjuagaron 

30 min en la solucién antioxidante. 

Los medios de proliferacién y maduracién se complementaron con 30 gf' de sacarosa, se 

gelificaron con Bacto Agar 8.5 9 |" y se ajustaron a un pH de 5.7 con KOH y HCI O.1N. Se 

distribuyeron en frascos de boca ancha con capacidad de 120 mi, con 25 ml de medio en cada frasco. 

Todos los culiivos se incubaron a 26 + 2°C, 16 horas, de 46 a 48 pmol m® s’ con lémparas 

incandescentes “Phillips” de luz fria. 

Individualizacién de brotes adventicios 

Los brotes adventicios provenientes de los diferentes tratamientas y tiempos de exposicién cuando fue 

posible se individualizaron con ayuda de un bisturt y pinzas y se subcultivaron cada 15 dias durante seis meses 

en medio de maduracién (SH50%), en cada subcultivo se les aplicé el enjuague con solucién antioxidante 

durante 30 min. 

Pruebas de enraizamiento 

Los brotes que aleanzaron una altura de 5 a 8 mm se emplearon para realizar dos ensayos de 

enraizamiento. 

1) Un lote de 30 brotes provenientes de diferentes tratamientos con BAYANA se utilizaron para 

inducit el enraizamiento, se separaron en grupos de 10 y se enjuagaron en solucién antioxidante durante 30 

min para ser subcultivados en las siguientes condiciones: 

a) en tubos de ensayo (25 x 150 mm) con medio SH50%, gelificado con agar-agar 5.5 gl” y 

adicionsdo con 3 mg-I' de AIB, 

b) en tubos de ensayo con una mezcla de suelo (tierra de hoja, tierta negra 1:1) esterilizada y 

humedecida con medio SH50% + 3 mgt'de AIB y 

c) en puentes de papel filtro con medio liquide SH50% + 3 mgl'de AIB. 

62 

 



Capitulo Ill. Micropropagacién de Picea chihuahuana 

2) El segundo ensayo se llevd a cabo con 20 brotes provenientes de embriones sometides al mejor 

tiempo de induccién ensayado y en las mejores concentraciones de kinetina. Los brotes se enjuagaron en la 

solucién antioxidante durante 30 min y enseguida se colocaron en puentes de papel filtro con medio liquido 

SH50% y 25% de sacarosa durante 15 dias. 

La mitad del lote se transfirié a puentes con papel filtro con medio liquide SH50%, 95% de 

sacarosa adicionado con AIB (10 mgt"), los 10 brotes restantes se colocaron en las mismas condiciones 

pero con AIB (20 mg-l"), en ambas concentraciones se realizaron ensayos proporcionando pulsos de 24 y 

48h. 

Para ambos ensayos se eliminé previamente el tejido oxidado de la base de los brotes y se les realizé 

un corte para permitir un mejor contacto con el regulador de crecimiento. Al medio liquide SH50% 

adicionado con el AIB no se le afiadid Acido aseérbico y dcido citrico. 

Los cultivos se incubaron a 26 + 2 °C, con fotoperiodo de 16h y 40-47 pimol m®? s* limparas 

incandescentes “Phillips” de luz fria. 

Aallisis estadistico 

Al final del décimo subcultivo en medio SH50%, se evalud el numero promedio de brotes 

adventicios producidos por embridn, el porcentaje de embriones que formaron brotes, el total de brotes por 

embrién formados en los distintos tratamientos hormonales y tiempos de exposicién. Todos los experiments se 

realizaron por lo menos dos veces, con un minimo de 12 explantes por tratamiento y por repeticién. 

Para detectar diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05) en las variables de respuesta, se 

tealiz6 el Anslisis de Varianza (ANOVA) y la prueba de comparacién multiple de medias (LSD) de Fisher. 

Estos se llevaron a cabo con e! paquete estadistico Statgrafics version 5.0. 
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Resultados y Discusida 

Respuestas morlogendticas 

A continuacion se describen las respuestas morfogenéticas provenientes de todos los ensayos 

realizados en las pruebas de competencia morfogenética, que se expresaron durante el segundo subcultive en 

medio de proliferacin (BS 5096). De manera general fue posible englobarlas de la siguiente forma: 

a) embriones sin fespuesta 

b) oxidacién de los embriones 0 de los brotes adventicios 

¢) germinacién incipiente de los embriones 

d) formacién de meristemoides 

e) formacién de primordios de brotes 

f) desarrollo de brotes adventicios 

a) Los embriones que no presentaron respuesta, fue evaluada por la permanencia de color blanco en 

ellos, la escasez del incremento en su tamafio y la no turgencia en sus cotiledones. 

Se observd que el 100% de los embriones no respondieron al ser sometidos a tiempos de 

induccién cortos de 1 a 5 dias y luego ser transferidos al medio BS 50%, sin embargo cuando fueron 

expuestos més tiempo con el regulador del crecimiento tuvieron una respuesta morfogenttica del 50 al 25% 

En las combinaciones ensayadas con K/2,4-D posteriormente de fos 21 dias de induccién este efecto quedd 

suprimido, en cambio en las combinaciones con BAYANA este efecto estuvo presente adn en los ultimos 

tratamientos. 

Entre el 85 y 100% de los embriones de P. chihuahuana expuestos durante los primeros cinco dias 

a las diferentes concentraciones de auxinas/citacininas en el medio de induccién y después de quince dias de 

incubacién en medio BS 50% sin reguladores del crecimiento, no presentaron modificaciones aparentes. La 

omision de !as respuestas morfogenéticas en los embriones disminuys del 25 al 50% a partir del 

decimocuarto dia en el medio de induccién y la respuesta morfogenética se incrementd, no obstante, fa falta 

de respuesta ocurié en tiempos de induccién entre 21, 24 y 30 dias en porcentajes bajos (O- 
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20%).Aunque no se observaron cambios morfolégics evidentes, esto no significa que no se hayan iniciado 

diversos procesos. Existen reportes que demuestran los cambios que presentan los explantes al ser expuestos al 

regulador del crecimiento en diferentes tiempos de induccién (pulsos). 

Un claro ejemplo es el trabajo que desarollaron Villalobos et af (1984), quienes utilizaron 

cotiledones de 3 a 5 mm de longitud a partir de semillas germinadas in vitro de Pinus radiata, los cotiledones 

se individualizaron y fueron cultivados tanto en medio SH sin regulador del crecimiento y en SH adicionado 

con BA (25 pM, aprox. 5.7 mg !"). Desde las primeras horas de cultivo se realizaron pruebas 

autoradiogréficas incorporando marcadores como L-[4,5-7H(N)]-leucina, [metil-7H-]-timidina, entre otros 

para determinar la cantidad de DNA, RNA y proteinas. Los explantes se fijaron y analizaron con microscopia 

electronica. 

Villalobos y sus colaboradores observaron que a los cinco dias de incubacién, los explantes 

presentaron modificaciones morfoldgicas, pero las autoradiografias mostraron que desde ef tercer dia de 

iniciado el cultivo la mayor cantidad de proteinas marcadas y la incorporacién de 7H-timidina fue mds evidente 

en los cotiledones que se cultivaron en presencia de la citocinina, que en aquellos que se cultivaron en medio 

carente del regulador, asi mismo los marcadores se concentraron en el nucleo de las capas celulares epidérmicas 

y en la segunda y tercera capa subepidérmica al quinto dia de cultivo. De esta forma se demostrd que cambios 

bioquimicos y fisiolégicos, se presentan desde que el explante ests en sus primeras horas de cultivo que 

posteriormente se manifestarén o traducirén en cambios morfoldgicos macroscépicos y estructurales, 

b) La oxidacién fue un factor presente durante todo o la mayor parte de los experimentos, que limit 

el desarrollo de los embriones y por lo tanto la formacién de brotes adventicios. En los ensayos realizados con 

K/2,4-D el mayor porcentaje de oxidacién se presenté entre los 1 y 9 dias de induccién y con BAYANA 

entre los 1 y 14 dias, ambos en un intervalo del 100 al 50%. 

Se observé que al incrementar el tiempo de exposicién la oxidacién disminuyé hasta un 25%, lo que 

permitié que los embriones continuaran con el desarrollo de los brotes adventicios. El decremento en el 

porcentaje de oxidacién fue parcialmente controlado por la aplicacién de la solucién antioxidante tanto al 

medio de cultivo de maduraci6n (SH50%) como por fos enjuagues de la misma solucién a los embriones, 

desde su siembra inicial y cada vez que se llevé a cabo el subcultivo. En las técnicas in vitro la oxidacién 
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puede ocurrir como una respuesta a la excisién o puede presentarse posteriormente en el cultive (Bonga y 

von Aderkas, 1992); se ha observado que al adicionar dcido ascérbico al medio previene la oxidacién 

durante la formacién de brotes adventicios de Picea mariana (Rumary y Thorpe, 1984, citado por Bonga y 

von Aderkas, 1999). 

Existen reportes como el de Harry y Thorpe (1994) que sefialan que en Pinus banksiana al 

adicionar dcido ascéibico esterilizado por filtracién al medio de cultivo asi como carbén activado y 

polivinilpitrolidona a diferentes concentraciones antes de ser esterilizado, no se controld la oxidacién en los 

explantes. 

¢) Otra de las manifestaciones que se presentaron fue la incipiente germinacién de los embriones 

(109%). Se observd que sin reguladores det crecimiento los embrianes germinaron esporédicamente pero no 

continuaron su desarrollo. Este se manifestd sdlo escasamente en 

aquellos embriones que recibieron un tiempo de induccién de 3 

dias, (el crecimiento de la raiz, la elongacién de! hipocétilo y la 

permanencia de los cotiledones reducidos), y aunque se les 

proporcionaron subsecuentes subcultivos en medio fresco, sdlo 

se logré el desarrollo normal de un embrién hasta pléntula (Fig. 

1) que posteriormente se necrosé. 

d) y e} Las siguientes respuestas morfogentticas 

evaluadas se presentaron en la superficie de los cotiledones que 

mostraron un aspecto rugoso e inegular y que posteriormente 

conformaron —agrupaciones_—nodulares_—(meristemoides),   

  

compuestas por un nédulo central rodeado de numerosas 
Fig. 1 Plantula proveniente de un embrién 

prolongaciones a manera de pequerias hojas que se diferenciaron germinado con 3 dias de induccién. 

en primordios de brote (Fig. 2). 

Este aspecto rugoso se manifesté a los 15 dias en el medio de proliferacién (BS 50%), en aquellos 

embriones que fueron expuestos minimo 11 dfas con K/2,4-D y 17 dias con BA/ANA. Comparando con 

embriones de Picea abies, este aspecto nodular se manifesté a las dos semanas de incubacién en medio sin 
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Fig. 2 Embridn de Picca chihuahuana después 

de 24 dias de induccién. Se observan los 

primordios de brotes (pb) en los cotiledones. 

Escala = 1 mm, 

  

Capitulo Ill, Microprapagacién de Picee chihuahuena 

teguladores de crecimiento, previamente inducidos 

con BA 250UM (ca. 56.17 mg I") (von Amold y 

Eriksson, 1985) y en Pinus banksiana los primordios se 

observaron a la tercera semana de cultive en medio 

adicionado con BA entre 5 y 29 LIM (ca. 1.129 y 6.5 mg 

I") (Chesick y Bergman, 1991). 

Montes (1993) sefialé que en los cotitedones de 

embriones de P. chihuahuana se observaran los primordios 

metisteméticos a la cuarta semana de incubacién en medio 

MS adicionado con ANA 0.2 mgt! en combinacién con 

BA 5 mg". 

La consolidacién y desarrollo de uno a mds brotes 

adventicios en fas _— diferentes. proporciones de 

citocininas/auxinas y los tiempos de induccién ensayados, se 

manifestaron en mayor © menor nimero después de transferir 

los explantes del medio de proliferacién (B5 50% sin 

reguladores del crecimiento) al medio de maduracién (SH50% sin reguladares del crecimiento) y realizando 

subcultivas cada 15 dias durante seis meses (Fig. 3) 

En el trabajo realizado por von 

Arnold y Eriksson (1985) observaron 

que ef desarrallo de los primordios de 

brote y brotes adventicios en Pices 

abies, se presenté a la tercera y cuarta 

semana en medio sin reguladores de 

crecimiento y Montes (1993) 

determiné que en embriones de P. 

chihuahuana  posteriormente de ser 

subcultivados en medio GD5S0% sin 

  

  

  

  

Fig. 3 Consolidacién y desarrollo de los brates adventicios (ba) 

de Picea chibuahuana. Escala = 1 mm. 
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hormonas, se desarrollaron los brotes después de 4 semanas de incubacién y alcanzaron una longitud de 3 

mm. 

Desarrollo de brotes adventicios 

Se observd que los brates no siempre provinieron de aquellas combinaciones y tiempos de induccién 

en los que se obtuvo un mayor numero de primordios, sino que se formaron después de haber sido 

subcultivados cada 15 dias, (Fig. 4), asf mismo algunos primordios no lograron desarrollarse en brotes 
  

completos debido a que se oxidaron y 

fecrosaron. 

Fue posible observar que el 

desarrollo de los brotes en P. 

chihuahuana fue asincrénico, evento que 

teporta también Schwarz et af (1991) 

en Pinus oocerpa, donde la elongacién 

de los brotes se presentd répidamente y   

  

    de manera asincrdnica durante la sexta y 
Fig. 4 Desarrollo y elongacion de brotes adventicios (ba) después de 

consecutives subcultivos cada 15 dias. 
Escala = 3 mm. 

décima semana de cultivo. 

En el presente trabajo se 

contabilizé el nimero total de brotes 

adventicios que se generaron por cada embridn sembrado, por tratamiento y tiempo de induccién, en 

ocasiones esto no fue posible debide que al realizar los subcultivos y los enjuagues correspondientes los 

brates se disgregaban y no se logré determinar a qué explante inicial pertenecian. 

En la Tabla 4 se puede analizar el némero de brotes generados por tratamiento y el tiempo de 

induccién con las diferentes combinaciones de K/2,4-D. El mayor numero de brotes se form a los 24, 21 y 

30 dias de exposicién con 551, 450 y 325 brotes en total respectivamente. Con relacién a los mejores 

tratamientos hormonales, independientemente del tiempo de induccién el mayor ndmero de brotes se present 

en las combinaciones 5/0 mg: con 659, 3/0 mgl' con 431 y 3/1 (336). 
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Tabla 4.-Nomero brotes adventicios provenientes de diferentes concentraciones de K/2,4-D y tiempos de induccidn. 

Desarrollados después de seis meses de incubacion en medio de maduracin (SHS0% y sin reguladores del 

crecimiento). 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

K/2,4-D Tiempo de induccién (dias) 

(mg.I") WW 14 17 21 24 30 Total 

oft Oo 0 0 0 0 0 Q 

Ww 21 12 20 44 0 0 97 

2A 32 0 44 61 91 0 228 
3/0 0 52 63 77 134 105 431 

3/1 Q 73 56 56 93 58 336 

4/\ 76 36 0 44 0 98 184 

5/0 50 93 101 124 165 126 659 

sf 32 4 Q 16 20 8 80 

5/4 0 QO 28 28 0 0 56 

2/2 0 8 Q 0 48 0 56 

Total 211 278 312 450 551 325                 
  

En los ensayos tealizados con BAYANA (Tabla 5), el mayor numero de primordios de brote total 

generados se present en los tiempos de exposicién de 24 y 30 dias con 393 y 376 brotes respectivamente 

Yy las concentraciones que promovieron el mayor numero de brotes, independientemente del tiempo de 

exposicién fueron 5/0 mg! con 339 y 3/0 mg-t' con 284 brotes, seguides de 3/1 (178) y 2/1 (174). 

von Arnold y Tillberg (1987) indicaron que el niémero de brotes adventicios a partir de yemas adventicias de 

Picea abies vatié de 2 a SO, pero usualmente solo de 10 a 20 se desarrallaron en brotes. 
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Tabla 5. Numero de brotes adventicios provenientes de diferentes concentraciones de BAYANA y tiempos de 

induccidn, Desarrollados después de seis meses de incubacién en medio de maduracién (SH50% y sin reguladores del 

crecimiento). 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

BAYANA Tiempo de induccién (dias) 
(mg.I) W 21 24 30 Total 

oft 36 ° 0 Oo 36 

1/1 0 oO 12 24 38 

2 o 45 68 61 174 

3/0 ° 82 104 98 284 

3/1 0 57 59 62 178 

4/1 11 Q 32 12 55 

5/0 32 82 118 107 339 

5/1 Qo 12 0 12 24 

$/4 0 0 0 0 0 

2/2 0 0 0 0 ie} 

Total 719 278 393 376                 
En las Grdficas 1 y 2 se observa el comportamiento de las mejores combinaciones de reguladores del 

crecimienta/ tiempos de induccién para K/2,4-D y BA/ANA espectivamente. En K/2,4-D es 

particularmente significativo que en el tiempo de induccién de 24 dias, se presentaron los puntos més altos de 

brotes adventicios en fas cuatro combinaciones y posteriormente hay un decremento de los mismos. Lo mismo 

sucedi6 en BAYANA, a excepcién de la combinacién 9/1 el decremento en el numero de brotes no es tan 

pronunciado como en K/2,4-D, sino una tendencia de estabilizacion. 
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Gidfica 1, Nomero de brotes adventicios generados en los mejores uatamientos de K/ 2,4-D expuestos a diferentes tiempos de 
induecién, 
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Grdfica 2. Nimero de brotes adventicios genesados en los mejores tratamientos de BAYANA expuestos a diferentes tiempos de induccida, 
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El efecto que presenta el regulador de crecimiento (BA) en la formacién de brotes adventicios ha sido 

estudiado por von Arnold y Tillberg (1987) en yemas vegetativas de Picea abies, sus resultados muestran 

que en el tratamiento de 250 piM de BA durante 3 h de induccién fue el que generd mas brotes adventicios 

y feportan un comportamiento similar al que se presenté en este trabajo para Picea chihuahuana (Grilica 1). 
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Las autoras concluyen que después de una prolongada exposicién a la citocinina la produccién de brotes 

adventicios decrece, lo cual concuerda con lo descrito para P. chihuahuana. 

Aadlisis estadistico 

En las Tablas 6 y 7 se reportan los mejores tratamientos ensayados en donde se obtuvo, el total de 

brotes por tratamiento y el promedio de brotes adventicios con K/2,4-D y BAVANA. En los tratamientos 

de K/2,4-D el nimero de brotes que se generaron fue mayor y el tiempo minimo de induccién requerido fue 

de 14 dias, el mayor nimero de brotes por embrién se presentd en las combinaciones 3/0 con 134 brotes 

con 24 dias de induccién y en la combinacién 5/0 con mis de 100 brotes por tratamiento/tiempo de 

induccién, con un rango de 5 a 6 brotes promedio por embrién (Tabla 6). 

Tabla 6. Numero de brotes adventicios procedentes de embriones maduros de Picea chihuahuana expuestos a 
diferentes concentraciones y tiempos de exposicién en medio B5 adicionado con K/9,4-D y subcultivados en medio 

SH50%. Resultados después de seis meses. 
  

  

  

K/2,4-D Tiempo de Embriones con Total de Promedio de 

(mg.I'") exposicibn brotes (%) brates/ brotes/embrién 

(dias) tratamiento + DS 

3/0 14 75 $2 2.16 + 1.43 

17 72 63 2.62 + 1.95 

21 87 77 3.20 & 1.93 

24 83 134 5.58 + 3.80 

30 91 105 437 + 3.59 

3/1 14 66 73 3.04 + 2.80 

17 70 54 2.95 + 1.84 

21 66 56 2.33 + 1.99 

24 19 93 3.87 + 2.60 

30 75 58 2.41 + 1.81 

I 14 0 0 0 

17 50 44 1.83 + 2.09 

21 62 61 2.542% 9.41 

24 83 91 3.79 & 2.53 

30 O 0 0 

5/0 14 83 93 3.87 + 2.30 

7 83 101 4.20 + 2.57 

21 87 194 5.16 + 3.19 

24 95 165 6.87 + 3.67 

30 87 126 5.25 + 3.65            



Capitulo Ill Micropropagacién de Picea chibuahuana 

En los tratamientos con BAYANA (Tabla 7) el tiempo minimo de exposicién en medio de induccién 

fue de 21 dias excepto en 5/0 y el mayor numero de brotes desatrallados por embrién se presentd en 3/0 

(4.33) con 24 dias de induccién y 5/0 (4.45, 4.91) a 30 y 24 dias fespectivamente; la frecuencia de 

biotes en estos tratamientos fue menor con respecto a K/2,4-D. 

Tabla 7. Nimero de brotes adventicios procedentes de embriones maduros de Picea chihuehuana expuestos a 
diferentes concentraciones y tiempos de exposicién en medio BS adicionado con BAYANA y subcultivados en medio 
SH50%. Resultados después de seis meses. 
  

  

  

BAYANA Tiempo de Embriones con Total de Promedic de 

(mg.t"') exposicién brotes (%) brotes/ brotes/embrién 

(dias) tratamiento + DS 

3/0 W7 0 0 0 
21 58 82 3.41 + 3.43 

24 95 104 4.33 41.94 

30 87 98 4.08 + 2.35 

of 17 0 0 0 

21 50 45 1.87 + 9.13 

24 719 68 2.83 + 2.16 

30 75 61 2.54 41.76 

3/1 7 0 0 0 

21 719 57 2.37 + 1.86 

24 79 59 2.45 + 1.99 

30 83 62 2.58 + 1.81 

5/0 7 50 32 1.33 + 1.60 

Q1 75 82 3.41 £2.51 

24 87 118 4.91 49.44 

30 87 107 4.45 +9.24             

En ambas tablas se observd que en la mayoria de las combinaciones el numero de brotes por embrién 

decrecié después de los 24 dias, a pesar de que estos se subcultivaton y se aplicd la solucién antioxidante 

tanto en el medio de cultivo como en los bafios previos a cada transferencia, los brotes se oxidaron, no 

continuaron su desarrollo y finalmente murieron. 

El promedio de brotes por tratamiento y tiempo de induccién ensayados, independientemente del 

embrién de origen fue de 1 a 5 brotes por embrién para ambos juegos hormonales, con una mayor frecuencia 

en los tratamientos de K/2,4-D que en BAYANA. 
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Montes (1996) reporté la formacién de 6 brotes por embrién de P. chihuahuana después de cuatro 

semanas de incubacién en medio GD50% basal y Kolevska y Buturovié (1995), reportaron la formacién de 

brotes adventicios en Picea omorika en diferentes combinaciones de citocininas y auxinas, obtuvieron de 4.2 a 

9.4 brotes promedio por embrién en los tratamientos con BA y de 7.8 brotes promedio por embrién con 

kinetina. El némero de brotes de P. omorita fue mayor al de este trabajo y concuerdan con los reportados por 

Montes. 

Se aplicé un modelo al andlisis estadistico que examind ef efecto del tratamiento y el tiempo de 

exposicién en el numero de embriones que formaron primordios de brote y el total de brotes formados. La 

hipétesis nula que se planted, fue que no existian diferencias significativas en el numero de primordios de 

brotes formados con respecto a los tratamientos de fitorreguladores y el tiempo de exposicién empleados. 

Al analizar estadisticamente los datos de K/2,4-D (Tabla 8) se observé que se presentaron diferencias 

significativas en las dos condiciones ensayadas (tiempos de induccién y teguladores del crecimiento), por lo 

tanto se rechazé la hipdtesis nula, es decir si existe un efecto de estas condiciones en Ja formacién de los 

brotes adventicios. 

Tabla 8. Anilisis de varianza para la variable respuesta del nimero de primordios de botes adventicios de Pices 
chihuahuana con respecto a los tiempos de induccién y tratamientos hormonales de K/2,4-D. 
  

  

  

Fuente GL Suma Cuadrado Valor Pr>F 

de cuadrados medio de F 
Tiempos de 

induccién 4 181.85255 45.46314 6.854 .0000 
Tratamientos 3 817.97992 272.65997 41.104 -0000 

Residual 432 2865.6631 6.6334794 

Total coregido 439 3869.7977               

Se aplicé la prueba miliple de comparacién de medias (LSD) de Fisher. En esta prueba (Tabla 9) 

el tratamiento 5/0 fue el que presenté la mayor diferencia significativa, seguido de 3/0 y 3/1. Pasa los 

tiempos de induccién (Tabla 10), el tiempo de induccién de 21 dias fue estadisticamente significative. Por 

fo tanto si hay efecto de la combinacién de reguladores de crecimiento y el tiempo de induccién aplicado en 

el ndmero de primordios de brote generados. 
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Tabla 9. Anilisis de rango miltiple para los diferentes tratamientos de K/2,4-D a embriones maduros de Picea 
chihuahuana. 
  

  

Tratamientos Medias Grupos homogéneos 

wv 1.7545 x 

w/ 3.1200 x 

3/0 3.9818 xX 

5/0 5.5036 Xx 
  

Tabla 10. Anilisis de rango miltiple para los diferentes tiempos de induccién en los tratamientos de K/2,4-D a 
embriones maduros de Picea chihuahuana. 
  

  

Tiempo de induccién (dias) Medias Grupos homogéneos 

30 2.6931 Xx 

24 3.443 XX 

VW 3.454 xX 

14 3.672 x 

21 4.686 x           

Para la serie de experimentos realizados con BAYANA se aplicé el mismo andlisis estadistico y se 

encontraron diferencias significativas en los tratamientos, pero no en los tiempos de induccién, el tratamiento 

5/0 fue el que mostré esta diferencia. 

Los resultados muestran un efecto significativo en los embriones de P. chihuahuana sometidos a los 

diferentes tratamientos con Kinetina sala © con bajas concentraciones de 2,4-D. 

Esta respuesta es similar a la reportada por von Amold (1982) citado por Kolevska y Buturovié 

(1995), donde mencionan que se obtuvo una alta tasa de brotes formados cuando los embriones fueron 

colocados en medio de induccién adicionado con kinetina. Ast mismo el desarrollo de los brotes adventicios 

fue més vigoroso que aquellos obtenides con BAYANA. 

lndividualizacién de brotes adventicios 

Durante el desarrollo asincrénico de los brotes adventicios en ambos juegos de citocininas/auxinas, se 

observd que en aquellas combinaciones donde se manifesté inicialmente un menor niimero de primordios 

Presentaron un mayor desarrollo de brotes adventicios; en aquellos cultivos en donde se presenté un mayor 

nimerde primordios, frecuentemente no desarrollaron la misma cantidad de brotes debido a que existe 

probablemente una competencia entre ellos por el espacio y nutrimentos. 
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Asi mismo es importante sefialar, que los cultivos que presentaron primordios y no lograron 

desarrollarse en brotes completos fue debido también a que la mayoria se necrosaron y oxidaron o 

permanecieron con una altura inferior a los 3 mm. 

En fas Tablas 11 y 12 se muestran el niimero de brotes adventicios procedentes de los diferentes 

tratamientos y tiempos de exposicién ensayados que se lograron individualizar. 

El mayor numero de brotes individualizados con K/2,4-D (Tabla 11), se obtuvo de las 

combinaciones 3/0 en los tiempos de induccién de 17 dias (10 brotes) y 21 dias (9 brotes) asi como en 

la combinacién 3/1 en el intervalo de 14 a 24 dias de induccién donde se obtuvieron de 2 a 5 brotes. 

Tabla 11. Brotes adventicios individualizados generados por tratamiento a partir de embriones de Picee 
chihuahuana, sometides a diferentes tiempos de induccién y concentraciones de K/2,4-D, subcultivados cade 15 
dias en medio de maduracién (SH50%, sin reguladores del crecimiento). 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

K/2,4-D Tiempo de induccién (dias) 

(mgt) 173 5 7 9 1 14 V7 21 24 30 Total 

of o |0;0 {0 oO 0 0 oO 0 o 1 1 

Vi 0 {0 jo [0 0 1 ° 2 0 0 0 3 

ot oO |Oj0 [0 0 7 0 0 0 0 ° 7 

3/0 o jo j0 {0 o 0 0 10 9 oO 0 19 

3/1 Oo {Ojo |0 0 0 5 3 4 2 Qo 14 

4 0 {0/0 |0 0 5 4 0 0 0 0 9 

5/0 Oo {0 |O |0 Qo 0 9 O 0 6 0 6 

5/1 0 (0 jo j|0 0 0 Q 0 2 3 Qo 5 

5/4 Oo [0 [0 j0 0 0 90 9 2 0 0 2 

2/2 Oo {O|O 10 0 0 0 0 Q 5 0 5 

Total 0 {0 jo jO0 0 13 9 15 17 16 1                             

Con BAYANA (Tabla 12) el mayor nimero de brotes individualizados (37) se obtuvo en 6 de los 

10 tratamientos hormonales ensayados sometidos a una induccién de 24 dias. 
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Tabla 12. Brotes adventicios individualizados generados por tratamiento a partir de embriones de Ficea 

chibuahvana, sometidos a diferentes tiempas de induccién y concentraciones de BAYANA, subcultivados cada 15 

dias en medio de maduracién (SH50%, sin reguladores del crecimiento). 

BAVANA Tiempo de induccién (dias) 

(mg.I") 13 5 7 9 11 14 17 21 

oft 

V1 

2/1 

3/0 

3/1 

afi 

5/0 
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2/2 
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Finalmente, el niimero de brotes adventicios que se logré individualizar para continuar su desarrollo fue 

pequefio en comparacién al namero de primordios de brotes que se manifestaron inicialmente. Algo similar fue 

teportado en Pinus radiata donde se contaba inicialmente con 10 a 30 brotes formados por embridn y solo 2 

0 3 lograron su elongacién (Thorpe y Biondi, 1984). 

La literatura sefiala que en etapas tempranas de la formacién de brotes adventicios, la subdivisién de los 

meristemoides es favorable para incrementar el niimeso de brotes, en Pinus raciata el explante usualmente es 

subdividido alrededor de la novena semana cuando un gran numero de brotes crecen en el explante y pueden 

inhibir su crecimiento y desarrollo (Aitken et e/, 1981 citado por Thorpe y Biondi, 1984). 

Debido al desarrollo asincrénico de los brotes en P. chihuahuana, fue necesario separar manualmente 

con la ayuda de un bisturi, aquellos que presentaban una tall mayor de aquellos que iniciaban su desarrollo, 

para evitas de este modo la inhibicién de su crecimiento. Fue posible en algunos casos realizar la 

individualizacién de fos brotes con la finalidad de que aquellos menores de 3 mm pudieran desarrollarse de 

igual forma, pero desafortunadamente éstos no continuaron su desarrollo, permanecieron con una talla pequefia 

@ se oxidaron. El numero de brotes individualizados que se obtuvo a lo largo de los subcultivos fue 

disminuyendo por la persistente oxidacién y la ocasional contaminacién por bacterias (5%). 
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Para obtener un numero suficiente de brotes y llevar a cabo las pruebas de enraizamiento se sembraron 

embriones en los mejores tratamientos con K/2,4-D (Tabla 13). En ambas combinaciones el némero de 

brotes adventicios obtenidos fue 5.38 y de 6.92 para las concentraciones de 3 y 5 mgt" de kinetina 

respectivamente. 

Resultados similares son reportados por Kolevska y Buturovié (1995), donde el promedio de brotes 

formados por embrién fue de 7.8 en medio adicionado con kinetina (10 uM) ++ ANA (0.05 uM) + 

AIB (0.05uM) (ca. 46+0.0093+0.01 mg I"), aunque para su estudio BA resulté ser més eficiente 

con 9.4 0.2 para la formacién de brotes en Picea omorika, 

De fos resultados obtenidos para P. chihuahuana se aplicé el anélisis de varianza para determinar si hay 

diferencias significativas entre los dos tipos de reguladores y se determind que la concentracién 5 mg!" 

denota dicha diferencia. 

Tabla 13. Numero de brotes adventicios obtenidos e partir de embriones maduros de Picee chihuahuana, colocados 
en los mejores tratamientos de K/2,4-D durante 24 dias de induccién y subcultivados a medio SH50% sin 
teguladores del crecimiento cada 15 dias. Resultados a los cuatro meses. 
  

  

K/2,4-D Embriones Embriones Total de brotes Brotes formados por 
(mg I) Sembrados' con brotes tratamiento 

(%) (x + DS) 

3/0 10x5 98 269 5.38 +2884 

5/0 

10x5 100 346 6.92 + 3.456               

" 10 explantes por experimento repetido 5 veces 

Letras diferentes indican diferencias significativas para p> 0.05. 

Pruebas de enraizamiento 

Un importante paso o fase dentro de la micropropagacién in vitro es obtener plantas completas. En 

pruebas preliminares realizadas se utilizaron brotes de 3 y 4 mm provenientes de embriones de los diferentes 

tratamientos de K/2,4-D que se colocaron en medio BS 50% liquid adicionado con AIB (5 y 10 mg f") 
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combinado con ANA (9 y 18 mg I"), se desarrolié callo en la base del brote que probablemente no 

permitié la regeneracién de raices, asi mismo a oxidacién afecté severamente un 60% del numero total de 

brotes individualizados. Estas respuestas pudieron ser ocasionadas por: a) ta enérgica accién de la combinacidn 

de AIB/ANA, b) por la pequeiia talla de los brates 0 c) su estado fisiolégico. 

Montes (1993) reportd que empled brotes de 15 a 20 mm de P. chihuahuena, los cuales colocé 

en medio GD50% basal adicionado con 20 g I de sacarosa, 1 9 1 de carbén activado complementado 

con ABA 0.1, AIB 1.0 0 BA 0.5 mg I" y obtuvo la regeneracién de raices pero no especifica en que 

porcentaje. 

Asi mismo se ha reportado que en Pinus cocarpe que los brotes de 1 cm de altura tuvieron mejor 

éxito que aquellos con una talla de S mm (Schwarz et af, 1991). 

Por lo anteriormente citado se seleccionaron brotes con una altura de 5 a 7 mm para las pruebas de 

enraizamiento, En los ensayos realizados con brotes provenientes de los tratamientos con BAYANA, se 

observé que aquellos que se subcultivaron en medio SHSO% con agar-agar no progresaron, no se elongaron, 

ni desarrollaron raices, ef 40% se oxidé o se decolord tomandose amarillo. 

Los brotes que se colocaron en suelo humedecido con SH5S0% no prosperaron y todos se 

necrosaron por oxidacién; sdlo aquellos que se subcultivaron en puentes de papel filtro se elongaron y 

permanecieron de color verde (37%), el 30% se tomd de color amarillo y el 25% presenté dreas pardas 

(oxidacién) pero ninguno generd raices. 

En coniferas el enraizamiento esponténeo in vitro es muy taro y es dificil comparado con las 

angiospermas. Se ha reportado que menos del 5% de coniferas regeneradas ia vitro desarrollaron 

espontdneamente raices (Mohammed y Vidaver, 1988) y en Pinus pinaster (Calixto y Pais, 1997) la 

formacién de raices esponténeamente se presenté después de 5 a 6 meses de cultivo en el medio de 

elongacion carente de reguladores del crecimiento. En este trabajo no se presentd la regeneracién esponténea 

de raices en P. chihuahuana. 

Como ya se menciond, el enraizamiento en condiciones in vitro se promueve modificando las 

concentraciones y realizando combinaciones con fas auxinas, los brotes son colocados a diferentes tiempos de 
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exposicién (pulsos) en soluciones acuosas. Como lo sefialan Kolevska y Buturovit (1995) en Picea 

omorika fue posible después de varios ensayos inducir raices en el 12% de los brotes; el mejor tratamiento 

fue cuando adicionaron al medio 10 UM (ca. 2.04 mg I") de AIB. 

  

  

      

Fig. 5. Brote adventicio de Picea chihuahuana que generd una rai Cizquierda). Detalle de la calz adventicia 
con deigadas vellosidades (derecha). Escala(a} = O5 mm; Escala(b) = 3 mm. 

El segundo bloque de pruebas de ensaizamiento en P. chihushuana se realizé con brotes provenientes 

de embriones sometidos al mejor tiempo de induccién ensayaclo (24 dias) y con las mejores concentraciones 

de 3 y 5 mg I" de kinetina. De todos los ensayos que se realizaron solamente un brote desarrollé raiz (Fig. 

5a), esta fue obtenida directamente del brote el cual fue expuesto al AIB (5 mg‘) con un pulso de 48 h, 

después de dos meses en medio SH50% liquido se observé ef desarrollo de la rafz que alcanzé 15 mm de 

longitud con delgadas prolongaciones a todo Jo largo (Fig. 5b). 

La regeneracién de raices ha sido reportada en otras especies como Pinus eldarica donde se 

colocaron 100 brotes en tratamiento con ANA y sélo uno formo la ralz adventicia (Gladfelter_y 

Philips, 1984). 

El presente estudio aunado a [os ensayos realizados por Montes en 1993, son de las pocas 

evidencias del enraizamiento in vitro obtenido para esta especie. 
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Conclusiones 

La ausencia de respuesta fue mayor en tiempos cortos de induccién y se presenté mayor respuesta 

morfogenética cuando se increments el tiempo de induccién. 

Los embriones cigdticos de esta especie requieren prolongados tiempos de induccién o exposicién a los 

fitorreguladores para manifestar cambios aparentes. 

La aplicacién de los enjuagues con la solucién antioxidante permitié ef desarrollo de los primordios de 

brote y brotes adventicios. 

La germinacién jn vitro puede ser inducida al aplicar un pulso minimo de 3 dias. 

El desarrollo de los brotes adventicios se promovid en subsecuentes subcultivos en medio libre de 

hormonas 

Los cultivos tratados con K/2,4-D promovieron la formacién de brotes en un mayor rango de tiempos 

de induccidn (11 a 30 dias) en contraste con BAYANA (21 a 30 dias). 

EI incremento en el tiempo de exposicién de los reguladores de crecimiento y la adecuada combinacién 

y concentracién de reguladores del crecimiento, permitieron que los embriones pudieran iniciar y consolidar las 

diversas respuestas morfogenéticas. 

Se presentaron diferencias estadisticamente significativas para los tratamientos y en los tiempos de 

induccién ensayados en K/2,4-D, sin embargo no se presentaron diferencias significativas en los ensayos con 

BAVANA. 

Se obtuvo un mayor nimero de brotes adventicios en los embriones que se expusieron a los 

tratamientos con K/2,4-D que con BA/ANA. 

Para promover la rizogénesis es conveniente que los brotes alcancen una altura minima de 5 a 7 mm 

El mejor sustrato para la sobrevivencia de los brotes y ensayos de enraizamiento fue el puente de papel 

filtro humedecido con medio de cultivo. 

En Picea chihuahuana no ocuttié la generacién espontanea de raices. 

Solo se generd una raiz adventicia proveniente de un brote adventicio expuesto con 5 mg |" de AIB 

con un pulso de 48 hrs. 
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fatroduccién 

En muchos sistemas experimentales, se desconoce atin la regulacién y coordinacién de los eventos 

que se manifiestan en etapas tempranas durante la diferenciacién de érganos in vitro. Lo que esta 

establecido es que entre los diferentes reguladores del crecimiento que se emplean, las citocininas estimulan 

la produccién de brotes adventicios dependiendo entre otros muchos factores, de la concentraci6n que se 

utilice, el tipo y la fisiologia del explante inicial y de la especie, por lo que los cambios estructurales que se 

dan durante la organogénesis en los cultives i vitro son por st mismos una manifestacién de diferentes 

procesos bioquimicos, biofisicos y fisiolégicos (Thorpe, 1980 citado por Patel y Beslyn, 1983) y para 

poder comprenderlos es necesatio estudiarlos en diferentes etapas durante la iniciacién, desarrollo y 

formacién de los brotes adventicios (von Amold y Eriksson, 1985). En coniferas se han generado en este 

campo diversas investigaciones, como se indica en la Tabla 1. 

Tabla 1. Investigaciones realizadas en conileras sobre 1a ontogenia y desarrollo de brates adventicios ia vitro. 
  

  

Género y especie Referencias 
Picea 

Picea abies Jansson y Bornman, 1981 

P. glauca von Arnold y Eriksson, 1985 

P. manana Rumary, Patel y Thorpe, 1986 

Pinus Patel y Berlyn, 1983 
Pinus coutter Wagley et af, 1987 

P. eldarica Villalobos e¢ af, 1985 
P. radiate Flinn et af, 1988 
P. strobus 

Cheah y Cheng, 1978 

Pseudotsuga menziesii Kirby y Schalk, 1982         

Estudio de fs competencia morfogenética 

Como ya se ha definié anteriormente, la competencia morfogenttica es la habilidad del tejido a 

responder a la induccién morfogenética (organogénica o embriogénica), respuesta que puede sequir dos 

vias: que las células la hayan adquirido por un desarrollo auténomo o bien, cuando reciben una seial 

apropiada, la cual puede ser ambiental o quimica (Flinn et af,1988; Ellis y Bilderback, 1989; 
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Lyndon,1990), Para comprender los procesos de diferenciacién de los brotes adventicios es necesario 

investigar las diferentes etapas previas a su desarrollo (von Armold y Eriksson, 1985). 

Entre los trabajos en coniferas que abordan este tema estén los tealizados en: Pinus ponderosa 

(Ellis y Bilderback, 1989), Pinus coulteri (Patel y Bedyn, 1983), Pinus radiata (Villalobos, 1983; 

Villalobos et a/,1985) y Pinus strobus (Flinn et af,1988) donde los autores determinaron periodos 

especificos de induccién en los explantes expuestos a los reguladores del crecimiento y evaluaron por 

medio de costes histoldgicos auxiliados con microscopia electrdnica y de barrido los eventos previos al 

desarrollo in vitro de los brotes adventicios. 

De los factores importantes que se han evaluado en estas investigaciones son: el efecto que 

produce el regulador de crecimiento empleado, su concentracién, el tiempo minimo que requiere estar 

expuesto el explante utilizado para tenes un estimulo adecuado y que fas células dirijan su respuesta a una 

u otra expresi6n morfogenctica. 

En el cultive i vitro de coniferas la BA es la citocinina que se ha empleado preferentemente para 

la formacién de brotes adventicios (Cheah y Cheng, 1978; von Amold y Eriksson, 1979; Kirby y 

Schalk, 1982; von Arnold y Eriksson,1985; Flinn e¢ a/,1988; Webb y Flinn, 1991; Hany y Thorpe 

1994). La concentracién en la que se ha utilizado oscila entre 0.22 a 5.0 mgt’, como en Pinus 

banksiana (Chesick y Bergmann,1991), Pinus caribaea (Berlyn et af,1991) Pinus elelarica (Phillips y 

Gladfelter,1991), Picea omorika (Kolevska y Buturovié, 1995), Pinus pines (Gonzélez et af,1998) e 

induso a mayores concentraciones (10 mg'l") como en Pinus elliottii y Pinus oocampa (Lesney,1991; 

Schwarz et a/,1991). El tiempo de exposicién de los reguladores del crecimiento aplicado en los 

explantes (embriones, cotiledones o yemas) ha sido también evaluado, como en los ensayos de Ellis y 

Bilderback (1989), quienes cultivaron i vitro embriones de Pinus ponderosa en media adicionado con 5 

mg de BA en diferentes tiempos de incubacién durante 1, 2, 3, 4, 7 0 14 dias para posteriormente 

ser transferidos a medio sin reguladores del crecimiento. De este modo fue posible establecer el tiempo 

requetido para obtener 1a mayor cantidad de brotes adventicios. Para algunas especies de coniferas ha sido 

posible estimar el tiempo minimo de induccién requeride como en: Pinus ponderosa, 7 dias (Ellis y 

Bilderback, 1991); en hipocdtilos de Picea mariana, 8 dias (Rumary, Patel y Thorpe, 1986) y en Pinus 

strobus, de 3 a 4 dias (Flinn et a/,1988). Asi mismo,se ha establecido que la exposicién prolongada a 

fos reguladores del crecimiento promueve o inhibe promover el decremento en la formacién de los brotes, 
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probablemente debido a los niveles enddgenos de los explantes seleccionados (von Arnold y Tillberg, 

1987). 

Si los cambios anatémicos asociados con la organogénesis son una manifestacién del desarrollo, es 

necesario aclarar cudndo las células adquieren un particular casgo citoldgico y bioquimico que los relacione 

con un nivel del desarrollo determinado (Hicks, 1980 citado por Flinn et a/,1988), por lo que es 

evidente que se estén llevando a cabo un conjunto de process bioquimicos y fisioldgicos como: la sintesis 

de proteinas, fa formacién de poliribosomas asi como cambios cualitativos en el espectio de nuevas 

Proteinas sintetizadas (Kulaeva y Romanko, 1967; Short et a/,1977; Fosket et a/, 1977 citados por 

Thorpe y Biondi, 1984) y que estos procesos se incrementardn, activarén o suprimirin dependiendo de la 

concentracién del regulador del crecimiento utilizado, asi como del tiempo en que el explante esté en 

contacto con él. 

Para evaluar estos cambios, se han desarrollado diversas técnicas histoquimicas y bioquimicas para 

esclarecer y generar conocimientos sobre aspectos metabdlicos y fisioldgicos que ocurren en la 

diferenciacién, estas técnicas incluyen metodologfas para analizar las proteinas sintetizadas durante los 

procesos de diferenciacién (Yasuda et a/,1980), fa incorporacién de precursores radioactivas como 7H- 

leucina en las proteinas, (?H-uridina) en el RNA y (?H-timidina) en el DNA (Villalobos, 1983; 

Villalobos et a/, 1985, Thorpe y Kumar, 1993) © la evaluacién de los cambios en la cantidad y 

distribuci6n de almidén, lipidos y otros compuestos en los tejidos previos a la formacidn de érganos 

(Thorpe y Murashige, 1970; Thorpe y Meier, 1972 citados por Villalobos, 1983; Patel y Berlyn, 

1982). 

Competencia morlogenttica y cambios histolégicos 

Los evidentes cambios morfoldgicos que se presentan en los explantes como son: el aspecto 

nodular, la proliferacién de tejido con apariencia de callo y su posterior desarrollo a brotes adventicios, 

promovié que el andlisis del proceso de desarrollo de los brotes en los explantes cultivados, se reslizara en 

el Smbito histolégico para comprender ta forma © mecanismos que intervienen en la activacién celular y el 

patrén de crecimiento celular. 

Dentro de los primeros estudios que describen los eventos secuenciales que se presentan durante 

el desarrollo de los brotes adventicios en Coniferas, esté el realizado por Cheah y Cheng en 1978 en 
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cotiledones de plantas germinadas in vitro de Pseudotsuga menziesii, cultivados en medio adicionado con 

BA y ANA, las etapas observadas las definieron y desctibieron como a continuacién se indica: 

4) meristemoides: masa esférica de células meristeméticas, pequeiias, isodiamétricas, con 

citoplasma denso y ndcleos grandes aparentemente sin vacuolas. El inicio de este proceso parece ocurrir en 

la periferia de los explantes, la proliferacién de estas células resultan del hinchamiento del explante y la 

formacién de un tejido nodular llamado “centro meristemético” o “tejido meristemstico”. 

b) primordio de brote: es un meristemoide en el cual sus células se han diferenciado en dos tipos: 

células de la cegién superior del meristemoide (cara de la epidermis) que proliferan répidamente en una 

masa celular consistente de pequefias células uniformes, mientras que las células de la regién inferior del 

meristemoide (debajo del centro meristemdtico) no sdélo se dividen a una tasa reducida sino que 

incrementan en tamafio con grandes vacuolas, que pueden acumular sustancias como taninos. La continua 

proliferacin de las pequefias células meristemoides da lugar a la formacién de un primordia de brote arriba 

de la superficie del cotiledén. 

¢) Spice meristemético con primordios foliares: ya formado el primordio de brote, las células 

localizadas en la capa externa de la zona periférica adyacente al domo apical, inician una cSpida division 

periclinal y da lugar a los primordios foliares, los cuales se observan como pequefias prolongaciones en 

ambos lados del meristemo. 

d) brotes adventicios: ef brote continda su elongacidn, ef primordio foliar madura y se forman 

nuevas hojas que continéan emergiendo cerca del meristem. Debajo del meristemo, el tallo se diferencia y 

posteriormente se desarrolla el brote completo. 

Este trabajo puso de manifiesto, ademés de la secuencia que se presenta durante ef desarrollo de 

los brotes adventicios, la importancia de la presencia de los reguladores de crecimiento para la formacién 

de los brotes adventicios y concuerda con lo sefialado por Villalobos et a/. (1985) sobre la formacién de 

dreas nodulares meristematicas y brotes que parece estar determinada, en parte, por el tiempo que 

permanece el explante en contacto con el regulador de crecimiento y la participacién de las citocininas 

con un papel importante durante este proceso. Este mismo autor en 1983 describid en cotiledones de 

Pinus radiata \a presencia de agrupaciones de 3 a 6 células que denominé promeristemoide, estas son 

células que estén en el inicio del proceso de la determinacién que anteceden a la formacién de los 
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meristemoides y se presentan durante etapas muy tempranas de formacién de los brotes adventicios en 

cotiledones de Pinus radiata. Estudios posteriores realizados por Flinn et af (1988) sugieren que los 

Promeristemoides son entidades determinadas y su presencia paralelamente incrementa los niveles de 

determinacién de los brotes. 

Si conjuntamos las observaciones realizadas por Cheah y Cheng (1978) y Villalobos (1983), 

podemos establecer que los eventos que se suscitan durante la formacién de los brotes adventicios son: 

Promeristemoides, meristemoides, primordios de brote, dpices meristemdticos con primordios foliares y 

brotes adventicios. 

Pata observar la corelaci6n entre drgano y tejido en la morfogénesis, Tran Thanh Van y 

colaboradores (1976) desarrollaron un modelo consistente en una delgada capa de células compuesta de 

unos a seis estratos de células citolégicamente diferenciadas: la epidermis y las células subepidérmicas. 

Usando este modelo, se han estudiado diversos eventos morfogenéticos aplicando técnicas 

histoautoradiograficas, histoldgicas y ultraestructurales (Tran Thanh Van y Dien, 1976, citados por 

Villalobos, 1983). Estos estudios han demostrado que todos los érganos provienen de la misma capa de 

células, !a capa subepidérmica, y son visibles después de 8 a 10 dias de cultivo, ademds se muestran 

importantes cambios como el incremento en la densidad ribosomal entre otros (Villalobos, 1983). 

Los distintos trabajos realizados sobre la competencia morfogenttica, apoyados con estudios 

histolégicos, aportan informacién sobre los eventos que se presentan en e! explante durante la formacién de 

los brotes adventicios, en el tiempo de exposicién, concentracién y tipo de regulador del crecimiento 

utilizado, lo que permite establecer pardmetros que permitan obtener un mayor numero de regenerantes. 

Competencis morfogenctice y sintesis de proteinas 

Aunque las funciones primarias de las citocininas y auxinas no son ain claras, hay suficientes 

evidencias que sugieren que ia respuesta hormonal es mediada a través de la sintesis de RNA y proteinas 

(Key y Vanderhoef, 1973; Skoog, 1973; Jacobsen, 1977, citados por Yasuda et a/,1980). De los 

reguladores del crecimiento empleados, !as citocininas promueven la formacién de brotes adventicios, 

participan en la activacién y estimulacién de fa sintesis de RNA, de proteinas y en la actividad enzimética 

(von Arnold y Eriksson ,1985; Bonga y von Aderkas 1992; George, 1993). 
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En experimentos realizados en embriones de Pinus coulter’ se demostid que entre los primeros 

eventos que conducen a la formacién de maltiples yemas adventicias esté el incremento de los niveles de 

RNA, DNA, proteinas nucleases basicas y 1a acumulacién de reservas tales como lipidos, proteinas y 

almidén (Patel y Berlyn 1983), lo que indica una intensa actividad metabdlica en etapas tempranas de 

iniciacién de los cultivos. 

La mayoria de las investigaciones se han enfocado a esclarecer qué proteinas estén presentes en 

embriones cigéticos de distintas gimnospermas (Allona et a/,1994), determinar las proteinas que 

intervienen en {a formacién de embriones sométicos como en Picea glauca (Flinn et a/,1991), asi como el 

desarrollo de diversas técnicas para estimar y cuantificar las proteinas presentes en aciculas o meristemos de 

coniferas (Bonn, 1989; Davidsen, 1995); toda esta informacién nos permite tener puntos de referencia 

pata comparar y evaluar los eventos morfogenéticos que se presentan en condiciones jn vitro; y pocos son 

los trabajos, como el desarrollado por Yasuda et af (1980), que abordan la participacién de las 

proteinas durante fa formacién de brotes adventicios a partit de cotiledones cultivados in vitro de 

Pseudotsuga menziesii, donde observaron que en el citoplasma de los mismos se sintetizaban proteinas 

durante las etapas tempranas de la formacién de los regenerantes. Hasegawa et a/. (1979) citados por 

Yasuda et al. (1980) indican que por medio de técnicas como el marcado de proteinas y la electroforésis 

en geles de SDS-policridamina ha sido posible observar que en cultivos donde se generan brotes 

adventicios, éstos poseen una gran cantidad de proteinas de bajo peso molecular (16,000 a 20,000 

daltons). 

Ain asl, se requiere realizar extensas investigaciones que nos permitan determinar con clatidad, el 

papel que juegan fos reguladores del crecimiento en la activacién o inhibicién de fos procesos bioquimicos 

que intervienen en la adquisicién de las células para ser capaces de responder y manifestarse en respuestas 

morfogenéticas. 
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Competencia morlogenttica y pruebas autorradiogréticas 

La incorporacién de precursores radioacives es otra técnica que ha permitide comprender algunos 

de los eventos que se presentan durante los procesos de diferenciacién. Villalobos (1985) incorpord 

precursores en cotiledones de Pinus radiata cultivados en presencia o ausencia de BA en diferentes tiempos 

de incubacién y logré establecer diferencias entre los explantes cultivados. Observé que la incorporacién 

de la "H-uridina en el RNA en las células epidérmicas y subepidérmicas de los cotiledones expuestos al 

tegulador de crecimiento se presenté al tercer dia de cultivo, evento que no se manifesté en los explantes 

cultivados en ausencia de BA; asi mismo observé que el patrén de incorporacién de la *H-leucina en las 

proteinas fue similar al de 1a *H-uridina durante los dias 1 y 2 de cultivo con una deposicién azarosa de 

granos de plata. Este tipo de técnicas han permitido esclarecer algunos de los procesos tempranos que se 

llevan a cabo en los primeros dias de cultivo. 

Competencia morfogenttica y cambios en Ia cantidad y distribucién de almidén, lipidos y 

otros compuestos 

Los procesos morfogenéticos requieren de una alta demanda de energia y el almidén es una fuente 

fécilmente disponible, su presencia en estos eventos ha sido estudiada entre otros por: Brossard (1975) 

citado por Patel y Berlyn (1983) y Murashige y colaboradores citados por George (1993). Los 

autores sefalan que en segmentos de tallo y callo de Nicotiana tabacum se manifesté el incremento y 

acumulacién de almidén justamente previo a la formacién de meristemoides, sitio donde los brotes se 

formarén, por lo que se ha sugerido que la presencia de almidén puede ser un cequisito previo a la 

morfogénesis. Asi mismo ha sido posible observar que durante la formacién de brotes en callo de 

Nicotiana tabacum aquellos tejidos que forman drganos tienen una alta tasa de respiracién en comparacién 

con los tejidos que no los forman, lo que indica una intensa actividad metabélica (Thorpe y Meier, 

1972; Ross y Thorpe, 1973 citados por Villalobos, 1983). 

El aspecto y el contenido inicial de sustancias de reserva de un embrién maduro, ha sido analizado 

por Krasowski y Owens (1993), los cuales describieron el desarrollo del embridn cigético de Picea glauca y 

mostraron que durante su maduracién el almidén se acumuld principalmente dentro de la cofia y fue menos 

abundante en el resto del embridn, asi mismo se observaron proteinas y cuerpos con lipides de manera 

consistente en e! embrién maduro. Bewley y Black (1989) y Flinn e¢ a/ (1989), citados por Flinn et af 

(1991), sefialan que un embrién cigdtico maduro de conifera contiene una importante reserva de proteinas 
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almacenadas, las cuales pueden ser utilizadas como marcadores para comparar la maduracién del embrién 

cigdtico y el embrién somético. 

En diversos estudios realizados bajo condiciones controladas, ha sido posible establecer la 

distribucién de almidén y lipidos y su posterior uso durante los eventos morfogenétices. En embriones de 

Pinus coulteri \a acumulacién de almidén se observd como un evento temprano de la organogénesis que 

posteriormente disminuyé al formarse los brotes, los autores sefialan que durante los eventos 

morfogensticos, los granos de almidéa posiblemente son movilizados y metabolizados como una fuente 

primaria, de energia para la diferenciacién y crecimiento de los primordios de brote (Patel y Berlyn, 

1983). 

Thorpe y Kumar (1993) citan los trabajos realizados en cotiledones de Pinus raciate por Douglas 

et al. (1982) y Patel y Thorpe, (1984) en donde muestran que los granos de almidén, que son 

abundantes al inicio del cultivo, al tercer dia de incubacién son utilizados lentamente cuando se forman les 

centros organogénicos. Se ha reportado también, que durante las etapas tempranas de la formacién de los 

brotes adventicios a los lados de! meristemo, hay una zona en que se desarrollarn los primordias foliares y 

requieren de una gran cantidad de energla metabélica que seré proporcionada por las protefnas presentes. 

AN iniciarse 1a formacién de los primodios foliares se lleva a cabo una serie de divisiones y la formacién de 

nuevas células requiere de un répido rompimiento de lipides o que haya una disponibilidad de elles 

debido a la formacién de las membranas celulares (Thorpe y Biondi, 1984). 

Durante el desarrollo del brote, la acumulacién de cuerpos proteicos se localiza en las hojas ya 

desarrolladas asf como en los primordios foliares, de esta manera es posible tener almacenada una fuente 

de nitrégeno, carbén y la energia capaz para ser movilizada répidamente y patticipar en los procesos que 

tequieren de altos niveles energéticos, como es la formacién de los brotes (Biondi, 1980, citado por 

Thorpe y Biondi, 1984). 

Lo anteriormente sefialado nos indica que el conocimiento de los eventos histolégicos, 

histoquimicos y bioquimicos previos y durante la formacién y desarrollo de los brotes adventicios, permitir 

establecer en qué momento las células del explante seleccionado se encuentran en una etapa o estado de 

competencia, que sea capaz de responder morlogenéticamente al ser expuestos al medio de cultivo 

favorable, con una adecuada proporcién de citocinina durante el tiempo de induccién necesario para tener 

éxito en 1a micropropagacién y obtener un numero representativo de brotes adventicios por explante, en 
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especies de importancia ecoldgica o econémica. En el caso de Picea chihuehuana se propusieron los 

siguientes objetivos para evaluar los siguientes aspectos: 

Objetivo general 

Describir, por medio de técnicas histoldgicas y bioquimicas las diferentes etapas que se manifiesten 

en los distintos tiempos de induccién ensayados en embriones de Picea chihuahuana. 

Objetivos particulares 

1) Establecer, con base en los tiempos minimos estimados para la adquisicién de la competencia 

morfogenética, los eventos histoquimicos que se presenten durante la formacién de las estructuras 

fegeneradas in vitro (brotes o embriones somdticos) a partic de embriones maduros de Picea chibuahuana. 

2) Evaluar las protefnas totales presentes en las concentraciones y tiempos de induccién en los que 

se observé la mayor competencia morfogenética para determinar su correlacién con la formacién de los 

brotes adventicios. 
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Materiales y Métodos 

Histologia 

Con base en los resultados obtenides en la organogénesis y en la competencia morfogenética, se 

seleccionaron aquellos cultives que generaron un mayor niimero de brotes adventicios para realizar e! andlisis 

estructural. Posterior al tratamiento de desinfeccién descrito en el Capitulo II, dos embriones de los doce 

sembrados inicialmente en las concentraciones 3 y 5 mg f' tanto de BA como de K, se colectaron en 

diferentes tiempos de exposici6n 0, 3, 7, 14, 17, 24 y 30 dias. 

Inmediatamente fueron fijados en FAA (formaldehido: Scido acético: etanol: agua, 

10:5:50:35) adicionado con sacarosa (0.12 M), permanecieron minimo 48 hr. Posteriormente {os 

explantes se lavaron en agua corriente durante 2 horas y se deshidrataron en una serie de alcoholes 

graduales: 30, 50, 70, 80, 96 y 100% (v/v), durante 15 min cada uno, en sequida se colocaron las 

muestras 5 min en xilol y fueron preinduidos en diferentes mezclas de xilol:paraplast (1:1), (1:2) y 

paraplast puro durante 24 horas cada una. Finalmente las muestras fueron incluidas en paraplast puro. 

Para lograr la conecta osientacién de los embriones para su corte, fue necesario conservar el 

pareplast liquido, para tal efecto se colocaron cajas de papel (1 x 1 x 1 em), elaboradas previamente, 

sobre una charola de aluminio y ésta a su vez en un recipiente de vidrio con agua caliente (40°C); el calor 

del agua permitié que el paraplast que se vacié en las cajas de papel, se conservara liquide. Con auxilio 

de agujas de diseccién se tomé el embridn, se le dio la orientacién requerida y fue etiquetado. 

Se realizaron costes secuénciales de los embriones en un microtomo de rotacién con 4 y 5 tim de 

espesor. Los cortes se tifieron con tinciones dobles de safranina-verde répido (S-VR) para observar 

nicleos y divisiones mitéticas (Johansen, 1940) y con écido peryddico- Reactivo de Schiff — azul negro 

naftol para polisacéridos insolubles y proteinas (Jensen, 1962). Las mejores preparaciones se montaron en 

bilsamo de Canadé y se cubrieron con un cubreobjetos. Se realizé la toma de fotografias en un 

fotomicroscopio. 

Extraccién de proteinas 

Se determiné el peso molecular de tas proteinas totales a partir de embriones cultivades en 5 

mgt’ de BA y K procedentes de los tiempos de induccién O, 14, 24 y 30 dias. Para cada tratamiento
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se sembraron aproximadamente entre 60 y 70 embriones. Posteriormente del tiempo de induccién 

establecido, los embriones se colectaron y se maceraron con hielo seco adicionado con una solucién 

reguladora de fosfatos (0.05 M més 0.1 M de NaCl, pH 6.5), posteriormente la mezcla se 

homogeneizé la mezela y se centrifugs a 12 000 rpm durante 20 min, se tomé el sobrenadante que se 

dializé con una membrana Spectrapor con retencién molecular de 3,500 daltones, en agua destilada fria. 

Se realizaron cambios de agua destilada cada 2 horas, y finalmente se dejé durante una noche en agua 

destilada y en rebigeracién, después del ultimo cambio se procedié a liofilizar la muestra. Este 

procedimiento se flevé a cabo con cada uno de los tiempos de induccién ensayados y concentracién del 

regulador del crecimiento, se obtuvo un total de 7 muestras incluyendo al grupo control. 

Cuantilicacién de proteinas en espectros de absorcién @ 280 y 562 am 

Las proteinas obtenidas fueron cuantificadas a 280 nm de absorcién, debido a que en esta regién 

es posible detectarlos por medio de esté método su absorbancia y coeliciente de extincién. La absorbancia 

de cada proteina depende del nimero y posicién de sus residuos de aminodcidos arométicos, femilalanina, 

tirosina y triptoféno, asi como de los puentes disulfuro existentes entre las cisteinas (Greigton, 1993). 

Esto se llevé a cabo por un método espectrofotemétrico muy sensible para la determinacién de 

proteing, el Scido Biciconinico (BCA) (Fig. 1) Protein Assay Reagent (Smith et a/,1985), que en su 

forma de sal de sodio soluble en agua es sensible, estable y altamente especifico hacia el ién cuproso 

(Cu*). 

Fig. 1 

*Acido bicinconfnico (BCA) 
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Este método combina la reaccién de Biuret en la cual Jos enlaces peptidicos de la proteina 

feaccionan con el Cu? en un medio alcalino para producir Cu*, que en presencia del BCA, da como 

resultado una reaccidn color purpura que involucra a dos moléculas de BCA con una del ién cuproso Cu". 

(Fig. 2). 
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Fig. 2 Formacién de dos moléculas de BCA con una del ién cuproso. 

Este camplejo es soluble en agua y tiene un maximo de absorcién a 562 nm (Greighton, 1993). 

El reactivo comercial de Pierce consta de: 

Reactive A: carbonato de sodio, bicarbonato de sodio, dcido bicinconinico y tartarto de sodio 

en solucién acuosa de NaOH 0.1 M 

Reactivo B: Solucién acuosa de CuSO, 5H,O al 4%. 

La solucién de trabajo se prepard en una proporcién de 50 partes del reactivo A y 1 parte del 

teactivo B, se tomd 0.1 mi de las muestras y se colocaron en tubos de ensaye, a cada uno se le agregé 2 

ml de la solucién de trabajo y se mezclé, posterionmente se incubaron en un bafio de agua a 37°C durante 

30 min, se enfriaron los tubos a temperatura ambiente y la absorbancia se midié a 280 y 562 am contra 

la referencia de agua destilada. 

La cantidad de proteinas contenida en la muestra se determind interpolando el dato obtenido en 

la curva de calibracién. 
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El peso molecular de las proteinas totales se determind por electroféresis en microgeles de SDS- 

poliactilamida (sodio dodecil sulfato) (0.45 x 43 x 50 mm) con gradiente diferencial 8-25% a 250 

V, 10 mA y 15°C. Se utilizaron patrones de peso molecular conocidos desde 14 400 hasta 94 000 

daltones (Pharmacia electrophoresis calibration kit), los patrones utilizedos fueron: Fostorilasa b (94 

000), Albamina de bovine (67 000), ovoalbimina (43 O00)n Anhidrasa carbénica (30 000), 

Inhibidor de tripsina de hijo! de soya (20 100) y a-lactoalbmina (14 400). 

Se utilizé el procedimiento para fijar, tefir y destefir desctito por Neuholf et a/,(1985), con 

azul brillente Coomassie y con el método de nitrato de plata, (PhastGel Silver Kit). Todos los geles se 

corrieron en un equipo PhastSystem. 

La posicién de las bandas se realizé manualmente, se construyé una curva de calibracién, en 

donde se trazé e! logaritmo del peso molecular (Log. PM) contra el logasitmo de la movilidad relative 

(Log. RD. 
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Resultados y Discusién 

Histologia e histoquimica 

Se observaron escasas diferencias entre fos resultados obtenidos con los dos ieguladores del 

crecimiento, por fo que las descripciones se hicieron tomando como referencia, los diferentes tiempos de 

exposicién de los explantes. 

Los cotiledones presentaron mayor capacidad morfogenética y en el hipocétilo la respuesta fue de 

escasa a nula. Los embriones de P. chihuahuana tienen la estructura tipica de un embrién de conifera con un 

eje radicula-hipocétilo, ef meristemo apical del tallo, los cotiledones, e! meristemo apical de la raiz y la cofia 

(Fig. 3) 

Todas las estructuras estén delimitadas por una protodermis 

que rodea al tejido fundamental y al tejido provascular como lo 

indica Krasowki y Owens (1993). Las células del embrién en esta 

etapa inicial (control) son caracteristicamente cibieas sin espacios 

intercelulares, con grandes ndcleos, citoplasma denso, granular con 

vacuolas pequefias y no se observaron figuras mitéticas. En los cortes 

tefiides con la tincién de PAS se hicieron evidentes grinulos de 

almidén concentrados en los cotiledones y en la parte superior del 

hipocétilo, con azul negro naftol se abservaron, las proteinas tefiidas 

de azul, en el citoplasma distribuidos en todo el embridn. 

A continuacién se presentan los resultados de las abservaciones 

tealizadas en diferentes tiempos de induccién: 

  

Fig. 3. Corte longitudinal de semilla Tres dias en medio de induccién tanto con BA como con K, 
madura de Picea glauca . Tomado de 

Krasowski y Owens, 1993. fos embriones presentaron su estructura semejante a la del control y 

solamente se observaron algunas células en divisién en el Spice de los 

cotiledones, por lo que éstos incrementaron ligeramente su volumen 

pero no se detectaron estructuras organizadas. Asi mismo se observaron grdnulos de almidén distribuidos en la 

parte superior del hipocétilo y en algunas regiones de los cotiledones. 
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Las primeras manifestaciones de la capecidad morfogenética de los embriones se expresaron a los siete 

dias de exposicién, los cotiledones aumentaron su volumen y la division celular se generalizé. Fue posible 

observar patrones de divisién en la subepidermis de los cotiledones en los cuales, por medio de divisiones 

anticlinales, periclinales y obliculas incrementaron su volumen, provocande su elongacién y curvatura, 

principalmente de aquellos que no estuvieron en contacto con el medio de cultivo. Villalobos e¢ af, 1985 

abservaron cambios citolégicos en cotiledones de embriones germinados de Pinus radiata cultivados a 

diferentes tiempos de induccién con BA 25 uM (5.5 mg:l"), divisiones azarosas en los catiledones durante 

las primeras horas de induccién y hasta tres dias, fa actividad mitética se concentré en la epidermis y 

parénquima subepidérmica, asi mismo se evidenciaron estructuras organizadas a los cinco dias de cultivo cuyo 

origen proviene de una célula subepdérmica, que posteriormente de una serie de divisiones, dio lugar a una 

estructura de cuatro células, la que incrementé su tamafio como resultado de una mayor actividad mitética para 

finalmente confarmar los promeristemoides. 

Asi cisma Flinn et af (1988) sefialaron que en cotiledones de P. strobus al cuarto dia de cutive en 

medio adicionado con 1 mg-+' de BA, observaron agrupaciones compuestas de tres o cuatro células dentro 

de las primeras capas subepidérmicas que se formaron por divisiones periclinales seguidas de’ divisiones 

anticlinales u oblicuas; las células que conformaron esta agrupacién estaban compactadas, sin espacios 

intercelulares, las paredes entre las células eran delgadas y la que las rodea era gruesa. Al parecer estos 

atreglos celulares anteceden a los promeristemoides que reportd 

Villalobos en P. radiata. 

Con 14 dias de exposicién, el valumen del embrién de 

P. chibuahuana se incrementé y se manifesté en el crecimiento 

i diferencial de los cotiledones. Los que permanecieron sin 

| modificaciones acumularon grénulos de almidén y en los que se 

jactivé la divisién se observaron células de diferentes tamafios y 

| formas con numerosas vacuolas y niicleos grandes (Fig. 3). 
|     Las paredes de las células cotiledonarias se. tiferon   intensamente con la reacci6n de PAS, la epidermis y las Fig.3. Carte longitudinal de cotiledenes de Picea 

chibushuana cultivados in vitro con requladores de 

crecimiento durante 14 dias 

Escala = 150 fum.. 

siguientes cuatro capas celulares presentaron nucleos 
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grandes y fueron positivos a la reaccién 

para proteinas asi mismo se observaron 

divisiones anticlinales en la epidermis (Fig. 5) y 

con mayor frecuencia divisiones anticlinales y 

oblicuas en la subepiclermis que conformaron 

agrupaciones de tres o cuatro células (Fig. 6), 

que fueron més evidentes en los tratamientos 

con 5 mgl' de K, en la regidn media def 

hipocdtilo se observé la acumulacién de 

  

proteinas. La presencia de  divisiones Fig. 5. Células epidérmicas y subepidérmicas de cotiledones de 

P. chihuahuana después de 14 dias de induccién Divisiones 

periclinales conforman hileras de 3 células. Escala = 80 fim anticlinales, periclinales y oblicuas es un patsén 

morfolégico que se obsewd también en 

cotiledones de Pinus strobus, P. ponderosa y P. radiata a tres dias de iniciado el cultivo (Flinn e¢ af, 

1988; Webb y Flinn, 1991, Villalobos e 

4/,1985), lo que indica que la respuesta es 

morfogenética se manifiesta en tiempos més 
    

cortos en estas especies en comparacién con 

P. chihuahuana, que requiere mds tiempo de 

exposicién en los reguladores del crecimiento, 

esto probablemente se deba a la menor 

sensibilidad de fos tejidos a los agentes 

extemos. Ellis y Bilderback (1989) 

mencionan que en hojas cultivadas de 

Convolvulus se identificaron periodos ciiticos 
Fig. 6. Divisiones anticlinales y oblicuas dieson lugar a 

agrupaciones de tres células en los cotiledones, después de anit énesis in vil durante la organogénesis in vitro que se 14 dias de induccién, Escala = 70 pum. 

manifestaron en tiempos especificos de 

exposicién a las reguladores del crecimiento, esto indica que la precisa secuencia de estimulos controlados in 

vitro y la sensibilidad de los tejidos pueden lograr un estado de competencia y dar lugar a las respuestas 

morfogenéticas. 
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En P. chihuahuana el tejido del hipocdtilo incrementé su volumen asi como su aspecto laxo, se 

observaron células que no conservaron su integridad, con desorganizacién epidérmica, nicleos dispersos y 

paredes celulares rotas (Fig. 7), 

este aspecto nos indica que el 

tejido probablemente en etapas 

iniciales de incubacién presentd 

una alta frecuencia de divisiones 

que incrementé su biomase, 

generando células grandes, muy 

vacuoladas y paredes celulares 

delgadas, que al momento de 

ser cortadas en el microtomo se 

desgartaron (rampieron). 

  

  

    

Fig. 7. Corte longitudinal de cotiledén de Picea chituehuana, se observa un bloque 
de 3 a 4 capas celulares que conservan su integridad y tejido laxo en el meséfilo. 

Escala == 50 pm. 

  

  

A los 24 dias el tejido de 

los cotiledones conservé solo su 

integridad en parte, fa zona del 

meséfilo se observé laxa asf como 

también algunas capas celulares de la 

subepidermis. En esta etapa fue 

evidente la presencia de brotes con 

meristemos y primordios foliares en 

diferentes etapas de desarrollo que 
  

Fig. 8 Corte longitudinal de un explante después de 24 dias de cultivo en 

medio de induccidn. Se observa una etapa temprana de un brote adventicio 

con el meristemo apical y a los lados un par de primordios foliares. 

Escala = 100 tm 

tuvieron sus origen’ ena 

subepidermis. 

En presencia de BA se 

observaion éstas en fases iniciales (meristemo apical y primordios foliares) siendo mds evidentes cuando se usd 

la concentracién de 3 mg-I" (Fig. 8). 
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  Los meristemos mds desarrollados (meristem apical 

con varios primordios foliares) se presentaon en el 

tratamiento de K (5 mg") (Fig. 9). Algunas zonas de la 

epidermis asi como los meristemos Presentaron reaccién 

positiva a proteinas, mostrando ser zonas con una alta 

actividad mitética e intensa sintesis proteica, los grénulos de 

almidén estuvieron presentes en la parte central del 

hipocétilo y en fos primordios foliares ya desarrollados. En 

esta fase aparecen células que contenfan taninos, lo que 

indica etapas més avanzada de diferenciacién. 

Con 30 dias de exposicién el hipocdtilo no 

conservé su integridad celular y los cotiledones mostraron     

  

tres zonas: la mds intema presenté un areglo celular laxo 
Fig. 9. Corte longitudinal de un embrién de 2. 

con grandes espacios intercelulares (1); la mas chihuahuana con un meristemo apical y primordios 

foliares desarzollindase en el dpice de un 
cotiledén, Escala = 300 pm: 

externa ( E ) se constituy6 por aproximadamente 

cinco estratos de células pequefias con nicleos muy 

grandes y sin espacios intercelulares. Entre las dos se 

localizé una capa formada por varios estratos con células 

alargadas con aticleas pequefios y paredes celulares 

delgadas ( M ) (Fig. 10). 

Los cotiledones que conservaron menor 

integridad fueron los que estuvieron expuestos a 

los tratamientos con K, en los tratamientos con 

BA fue posible apreciar agrupaciones de 3 a 4 

  

  células similares a las que se manifestaron con 5 

Fig. 10. Corte longitudinal de un cotiledén después de mg-t" de K, pero alos 14 dias. 
30 dias de cultivo en medio de inducciéa. Se puede 

observar tres estratos. Escala = 150 fim. 
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La desintegracién celular que presentan los explantes es atribuida al agotamiento de citocininas 

endégenas (Cheah y Cheng, 1978) y esté fuertemente influenciada también por el medio de cultivo 

utilizado, recientemente Olguin-Santos (comunicacién personal) encontré que la desorganizacién de los 

tejidos internos del embridn de P. chihuahuana se presenté en el medio BS modificado y no en otros 

medios ensayados como el SH o MS, los cuales contienen menores cantidades de compuestos 

nitrogenados. 

El efecto de las concentraciones del medio de cultivo ha sido estudiado entre otros por von 

Arnold y Eriksson (1981), quienes determinaron que el mayor porcentaje de brotes adventicios formados 

a partir de embriones de Pinus contorta estaba en funcién de la dilucién de los componentes del medio de 

cultivo, observaron que la mejor dilucién fue a una cuarta parte de sus componentes que cuando emplearon 

el medio en su concentracién normal o al doble de ésta, donde el porcentaje de brotes disminuyd de un 

60% a un 2%. 

En esta misma etapa se presentaron células con taninos en su interior alrededor de los haces 

vasculares, epidermis, primordios foliares de los brotes desarrollados y con mayor abundancia en el 

hipocétilo de los cultivos de P. chihuahvana. La presencia de taninos ha sido reportada por Cheah y 

Cheng (1978), en cotiledones, callos y células en suspensién de Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco; 

este evento parece ser un fendmeno comin entre las coniferas que ha sido ya reportado en diversos 

trabajos (Ball, 1950; Constabel, 1963; Jorgeson y Balsillie, 1969; Chafe y Durzen, 1973; Baw y 

Walkinshaw, 1974; Parameswaran y Bauch, 1975, todos citados por Cheah y Cheng 1978). 

Las tinciones realizadas con S-VR y PAS evidenciaron que la epidermis y primeras capes 

subepidérmicas de los cotiledones de P. chihvehuana fueron las que presentaron mayor actividad mitética 

que el resto del embrién, con divisiones anticlinales y periclinales que dieron lugar a las agrupaciones de 3 

y 4 células, las que se caracterizaron por tener nicleos grandes, citoplasma denso, sin espacios 

intercelulares y fueron positivas a la reaccién para proteinas. Los dpices meristematicos en desarrollo 

presentaron células isodiamétricas en la epidermis y subepidermis con nicleos grandes que fueron positivos 

para ef negro naftol; en ambos lados del dpice se observaron zonas densas con células de menor tamaiio y 

paredes delgadas que preceden a la formacién de {los primordios foliares y fueron positivos para PAS y 

negro naftal lo que indica la presencia de proteinas en regiones de gran actividad celular y que estd 

influenciada en gran medida por la presencia de los reguladores del crecimiento. 
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von Amold y Eriksson (1985); Bongs y von Adetkas (1992) y George (1993) hacen 

referencia de la accién de las citocininas como promotoras de {a formacién de brotes adventicios donde la 

sintesis de proteinas y {a actividad enzimética son evidentes; asi mismo se ha demostrado que en Pinus 

coulter, antes de 1a formacién de los brotes miltiples, hay un incremento en los niveles de RNA, DNA y 

proteinas nucleares bésicas asf como la acumulacién de lipides, proteinas y almidén (Patel y Berlyn, 

1983). 

En los embriones de P. chihuehvena, ‘os sitios donde se desarrollaron los brotes adventicios se 

teconocieron también por la presencia de grénulos de almidén y proteinas. Inicialmente se concentraron en 

los cotiledones y en fa parte superior del hipocétilo y al incrementasse el tiempo de induccién se 

observaron principalmente en la epidermis y {as cuatro capas celulares subyacentes de los cotiledones 

donde posteriormente se desarrollaron los brotes adventicios. Los grénulos de almidén estuvieron presentes 

en menor proporcién en la parte central del hipocétilo y en tos primordios foliares ya desarrollados. 

Se tiene conocimiento de que en los procesos morfogenéticos se requiere de una alta demanda de 

energia y la presencia del almidén ha sido estudiada en Nicotiana por Brossard (1975) citado por Patel 

y Berlyn (1983) y Murashige y colaboradores citados por George (1993), ellos observaron el 

incremento de almidén en el sitio donde se formaron los brotes; asi mismo en embriones de Pinus coulteri 

la acumulacién de almidén se presenté como un evento temprano de la organogénesis (Patel y Berlyn, 

1983), en cotiledones de Pinus radiata se mostrd que los granos de almidén, que son abundantes al 

inicio del cultivo, fueron utilizados lentamente al tercer dia de incubacién cuando se inicié la formacién de 

los centros organogénicos Patel y Thorpe, (1984) citado por Thorpe y Kumar (1993). 

Todo ello ha sugerido que la presencia de grnulos de almidén, puede ser un requisito previo a la 

motfogénesis y que éstos van disminuyendo al ser movilizados y metabolizados como una fuente primaria de 

energia para la diferenciacion y crecimiento de los brotes adventicios (Patel y Berlyn, 1983). 

También fue posible observar en los embriones de P. chihushuana a partir de los 24 dias de 

induccién, células conteniendo taninos distribuidos en la parte central del hipacétilo, alrededor de! tejido 

vascular y epidermis, en algunos casos se observaron también en las hojas de los brotes adventicios en 

etapas avanzadas de desarrollo. La presencia de los taninos indica un estado avanzado de diferenciacién y 

ha sido reportada en cotiledones, callos y cultivos de células en suspensién de Pseudotsuga menziesit 

(Mitb.) Franco y parece ser comin en otros cultivos de coniferas in vitro (Cheah y Cheng, 1978; Harry 
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y Thorpe, 1994). Para llevar a cabo esta fase experimental se registré el peso fresco de los embriones 

cultivados y se estimé el porcentaje de aquellos que respondieron antes de ser procesados para la realizar 

tas pruebas bioquimicas. 

Determinacién del peso molecular 

Después de procesar los geles de SDS para determiner las proteinas totales, se realizé el estudio 

Para caracterizar cada una de estas bandas, desafortunadamente las bandas no se manifestaron con total 

daridad y se separaron escasamente entre si probablemente porqué fas proteines se precipitaron cuando 

se realizé la distisis de la muestra, aunque se redisolvieron con NaCl, pero con poco éxito. Solamente se 

manifestaron algunas bandas del grupo contro! y de uno de los tratamientos ( 14 dias de induccién en 

5 mg’ de K), manualmente se determind su posicién y se estimd el peso molecular (Tabla 2). 

Tabla 2. Resultados obtenidos del nimero de bandas y peso molecular estimados (daltones) que se evidenciaron 

en embriones de P. chihuahuana utilizados como grupo control y en un ensayo realizado con 14 dias de 

induccién en medio BS modilicade adicionado con 5 mgt" de kinetina. 

Peso Molecular estimado 

  

(daltons) 

Control 14 dias /K 

11,4100 138,390 
67,700 110,130 

30,100 25,346 

18,900 17,852 

13,300 

Cuantificacidn de proteinas 

Las lecturas de absorbancia obtenidas para determinar espectrofotométricamente {as proteinas nos 

proporcionaron la cantidad de proteinas totales presentes en los diferentes tiempos de induccién (Tabla 

3), que pudieran intervenir en las diferentes fases del desarrollo de los brotes adventicios y permitieron 

inferic la actividad metabdlica presente. 
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Tabla 3. Resultados de la absorbancia y cuantilicacién de proteinas totales en embriones de P. 

chibuahuana sometidos a diferentes tiempos de induccién en medio B5 modificade adicionado con 5 mg I de 

Kinetina o de BA. 
  

  

Tratamientos Absorbancia Absorbancia Proteina total 

(280 nm) (562 nm) Cmgftit) 
Control -480 1.916 13.165 

14 dias /BA 1.02 0.147 724 

24 dias/ BA 744 1.198 8.115 
30 dias / BA 753 1.41 9.606 

14 dias /K 1.59 1.20 8.153 
24 dias /K 21 4.886 34.051 
30 dias / K -620 1.738 11.913 
  

En la grdfica 1 se observa que el grupo control presenté una concentracién de proteinas de 

13.165 mg 100 pl", en los tratamientos con BA, la cantidad de proteinas es menor a los 14 dias 

{0.724 mg 100LA") y se incrementé ligeramente (8.11 mg 100 pt") al transcurir el tiempo de 

induccién, pero no alcanzé el nivel del grupo control (9.606 mg 100 pl"), lo cual podria deberse a 

que con BA los embriones de P. chihuahuana tequieren de mayores tiempos de induccién para sintetizar 

suficientes protefnas que puedan manifestarse en los cambios histoldgicos que lleven a la formacién de 

brotes adventicios en tiempos cortos. 

Grafica 1.-Cuamificacion de proteinas totales (mg 100 pil-1 ) en embriones de P. chihushuana a diferentes tiempos de 

induccion en presencia de 5 mg 1-1 de Kinetina y BA. 

  

  

  

  

  

              
  

  

2 
Control KINETINA BENCILAMINOPURINA 
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En los tiempos de induccién ensayados se observé que en la kinetina se presenté una mayor 

cantidad de proteinas totales desde el dia 14 de induccién (8.156 mg 100 jul"), relativamente 

cercano al control (13.165 mg 100 pil”), que se incrementd notablemente a los 24 dias de induccién 

(34.051 mg 100 pl"), y posteriormente decrecié a (11.913 mg 100 LI"), cantidad cercana al 

stupo control. Esto puede mostrar ef efecto del estimulo que produce la kinetina en la sintesis de 

proteinas y la gran actividad metabdlica que esté ejerciendo en los embriones de P. chihuahuana. 

Estos resultados son similares a los reportados por Yasuda et a/, (1980), fos autores ensayaron 

con cotiledones de Pseuclotsuga menziesii colocados en medio adicionado con 5 nM de ANA y S iM 

de BA tos cuales fueron retirados a los 2, 4 y 8 dias de iniciado ef cultivo, procesaron las muestras y 

observaron un mercado incremento de nuevas proteinas sintetizadas de bajo peso molecular, ef 

incremento fue notorio después del segundo dia de cultivo, alcanzando su nivel maximo al cuarto dia y al 

octavo dia regresé al nivel de! segundo dia. El incremento de las proteinas sefalan los autores, es debido 

a la estimulacién de los reguladores del crecimiento presentes en el medio de induccién y ha sido posible 

asociarlo al cultivo de brotes y morfoldgicamente ser comparado con distintos tipos de cultivos 

(Hasegawa et a/, 1979 citados por Yasuda et a/, 1980). 

El estimulo adecuado proporcionado por el regulador de crecimiento promovers la mayor 0 menor 

formacién de brotes adventicios y es factible esperar que la cantidad y diversidad de proteinas serén 

diferentes en las distintas etapas analizadas del desarrollo de los brotes si se considera que la 

diferenciacin de los tejidos y en forma primaria, de las células, traducen temporalmente ciectas partes del 

total de su informaci6n genética (genoma) (George, 1993). 

Probablemente sea necesario realizar ensayos aplicando mayores tiempos de induccién pero 

empleando un medio de cultivo con menos componentes ya que el efecto del medio de cultivo sobre los 

embriones es altamente significative (Olguin-Santos, com. pers), por qué el tejido tiende a desorganizarse 

y solo se conservan escasamente de 1 a 2 capas celulares de los cotiledones que no permite que se 

desarrollen los brotes adventicios. 

Lo anteriormente sefialado demuestra que 1a capacidad de respuesta motfogenética de los 

embiiones de P. chihuahuana con relacién a otras especies de Pinos y los prolongados tiempos de 

exposicién a los reguladores del crecimiento que se requiere para dar lugar a la formacién de brotes 

adventicios, se puede atribuir en gran medida, a la pérdida de su agresividad regenerativa. Gordon 
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(1968) y Ledig et a/(1997) sefislan que ésta pérdida puede deberse a la depauperizacién del biotipo, 

su restriccién en un hébitat altamente especializado que da como consecuencia un limitado pool genético, 

asi como al alto nivel de entrecruzamiento que disminuye su capacided reproductiva. 

La estrategia que proponen Ledig et ef (1997) para conservar esta especie es restituyendo el 

flujo genético entre las poblaciones, transplantando pléntulas entre ellas en un drea geografica determinada, 

que si prosperan podrian fomentar el entrecruzamiento. 

La via altemnativa ademds de los estudios isoenzimaticos, que ayudarian a evaluar a las poblaciones 

para este fin, es estimando la capacidad morlogentética in vitro de las mismas que redundard en la exitosa 

mictopropagacién de esta especie para generar individuos e introducitlos en las poblaciones. 
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Conclusiones 

Los estudios histoldgicos han revelado que el origen de los brotes adventicios es por 

organogénesis y via directa a partir de las células de la epidermis y capas celulares superficiales 

subyacentes. 

Se demostrd que la kinetina promueve los mismos patrones celulares y el desarrollo de brotes en 

tiempos de incubacién més cortos que la BA. 

Los primeros indicios de la capacidad morfogenética con relacién a otras especies de Pinus se 

observé a los 7 dias, ef desarrollo de agrupaciones celulares y finalmente la formacién de brotes dependid 

del mantenimiente del estimulo durante un periodo minimo de 14 dias. La prueba morfoldgica de la 

presencia de brotes adventicios solo se logré a partir de embriones sometidos por espacio de 24 y hasta 

30 dias de induccién que posteriormente fueron subcultivados a medio sin reguladores del crecimiento. 

Ei tratamiento con kinetina present mayor cantidad de proteinas a los 24 dias de cultivo que se 

teflejd en un mayor ntimero de primordios de brote que finalmente dieron lugar a los brotes adventicios, lo 

cual se cortelaciona con las divisiones periclinales y anticlinales para conformar agrupaciones de 3 a 4 

células en la tercera y cuarta capa subepidérmica de los cotiledones para dar lugar a los meristemoides. 

Estas zonas mostraron reaccién positiva tanto para almidén como para proteinas. 

Con BA la cantidad de proteinas totales se comenzé a manilestar a los 30 dias de induccién y su 

contenido fue mucho mayor al observado en la formacién de meristemoides fue menor en kinetina que en 

BA y se reflejé en el escaso numero final de brotes adventicios obtenidos. 

(10 

 



Capitulo IV, Andlisis estructural y bioquimico 

Bibliogratia 

Allona |, Collada C, Casado 8, Aragoncillo C. 1994. Electrophoretic analysis of seed storage proteins 

from gymnosperms. Electrophoresis 15: 162 —167. 

Berdyn GP, Kohes SJ, Anoruo AQ. 1991. Caribbean Pine (Pinus caabaea Morelet). én: Bajaj YPS, 

(ed.). Biotechnology in Agriculture and Forestry Trees Ill, Vol. 16, pp. 254-268. Springer- 

Verlag, Berlin. 

Bonga JM, von Aderkas P. 1992. fn vitro culture of trees. Kluwer Academic Publishers. Netherlands, 

236 p. 

Bonn MC. 1989. A two-dimensional electrophoresis procedure for single meristems of different forest 

species. Electrophoresis 10: 530-532. 

Cheah K-T, T-¥ Cheng. 1978. Histological analysis of adventitious bud formation in cultured douglas fir 

cotyledon. Amer. J. Bot. 65(8): 845-849, 

Chesick EE; Bergmann BA. 1991. Jack Pine (Pinus banksiene Lamb.) én: Bajaj YPS, (ed.). 

Biotechnology in Agriculture and Forestry Trees Ilt, Vol. 16. pp. 241-253. Springer-Verlag, 

Berlin. 

Davidsen NB. 1995. Two dimensional electrophoresis of acidic proteins isolated from ozone-stressed 

Norway spruce needles (Picea abies L. Karst.): Separation method and image processing. 

Electrophoresis 16: 1305~1311. 

Ellis DD, Bilderback DE. 1989. Temporal competence of embryonic Pinus ponderosa cotyledons to form 

multiple buds in vitro. Amer. J. Bot. 76: 348-355. 

Flinn BS, Webb D, Newcomb W. 1988. The cole of cell clusters and promeristemoids indetermintation 

and competence for caulogenesis by Pinus strobus cotyledons ia vitro. Can. J. Bot. 66: 1556- 

1565. 

Flinn BS, Roberts D, Taylor |. 1991. Evaluation of somatic embryos of interior spruce. Characterization and 

developmental regulation of storage proteins. Physiologia Plantarum 82:642-632. 

George EF. 1993. Plant propagation by tissue culture. Haddbook and Directory of Commercial 

Laboratorioes. Exegetics Limited, England. 550 p. 

Gonzélez MV, Rey M, Tavazza R, La Malla S, Cuozzo L, Ancora G. 1995. fa vitro adventitious shoot 

formation on cotyledons of Pinus pines. HortScience 33(4):7 49-750. 

Gordon AG. (1968). Ecology of Picea chihuahuana Martinez. Ecology 49(5):880-896. 

Greighton T, (1993). Proteins structure and molecular properties. 2". Edition. W.H. Freeman and Co. 

New York. 

Harry IS, Thorpe TA. 1994. Regeneration of plantlets though organogenesis from mature embryos of jack 

pine. Plant Cell Tiss. Org. Cult. 37:159-164. 

Jansson E, CH Borman. 1981. /a vitro initiation of adventitious structures in relation to the abscission 

zone in needle explants of Picea abies: anatomical considerations. Physiol. Plant. 53:191-197. 

Jensen WA. 1962. Botanical Histochemistry-Principles and Practice. WH Freeman and Co. San Francisco 

and London. 

Johansen DA. 1940. Plant Microtechnique. McGraw-Hill Book Co. Inc., New York. 

1



Capitulo IV. Andlisis estructural y bioquimico 

Kirby EG, ME Schalk. 1982. Surface structural analysis of cultured cotyledons of Douglas-fir. Can. J. Bot. 

60:2729-2733. 

Kolevska-Pletikapié B, Buturovié-Derié Z. 1995. Regeneration of Picea omorika plant via organogenesis. 

Plant Cell Tiss. Org. Cul. 41: 189-192. 

Krasowski MJ, JN Owens. 1993. Ultraesteuctural and hitochemical postfertilization megagametophyte and 

zygotic embryo development of white spruce (Pice glauca) emphasizing the deposition of seed 

storage products. Can. J. Bot. 71:98-112. 

Ledig FT, Jacob-Cervantes V, Hodgskiss PD, Eguiluz-Piedra T. 1997. Recent evolution and divergence 

among populations of a rare Mexican endemic, Chihuahua spruce, following Holocene climatic 

warming. Evolution 51: 1815-1827. 

Lesney MS. 1991. Slash Pine (Pinus ediottit Engle.) fa: Bajaj YPS, (ed.). Biotechnology in Agriculture 

and Forestry Trees Ill, Vol. 16. pp 288-303. Springer-Verlag, Berlin. 

Lyndon RF. 1990. Plant development. The cellular basis. London Unwin Hyman. London 329 p. 

Neuhoff V, Stamm R, Eibl H.1985. Clear background and highly sensitive protein staining with coomassie 

blue dyes in polyerylamide gels: A systematic analysis. Electrophoresis 6:427-448. 

Patel KR, Berlyn G. 1983. Cytochemical investigations on multiple bud formation in tissue cultures of Pinus 

coulteri. Can. J. Bot. 61:575-585. 

PhastGel Silver Kit. 1998. Insteuction Manual. Pharmacia AB, Uppsala, Sweden. 

Phillips GC, Gladfelter HJ. 1991. Eldarica Pine, Afghan Pine (Pinus eldarica Medw.) dn: Bajaj YPS, 

(ed.). Biotechnology in Agriculture and Forestry Trees Ill, Vol. 16. pp. 269-287 Springer- 

Verlag, Berlin. 

Pierce Product Catalog. 1997. BCA Protein Assay Reagent pp.127 -129. 

Rumary C, Patel KR, Thorpe TA. 1986. Plantlet formation in black and white spruce. Il. Histological 

analysis of adventitious shoot formation ia vitro. Can. J. Bot. 64: 997-1009. 

Schwarz OJ, Beaty RM, Franco EO. 1991. Egg-cone Pine (Pinus oocarpa Schiede) én: Bajaj YPS, 

(ed.). Biotechnology in Agriculture and Forestry Trees Ill, Vol. 16. pp. 304-316. Springer- 

Verlag, Berlin, 

Smith PK, Krohu RI, Hermanson GT, Malia AK, Garther FH, Provenzano MD, Fujimoto EK, Goeke 

NM, Olson BJ, Klent DC. 1985. Measure of protein using bicinchoninic acid. Anal. Biochem. 

150:6-85. 

Thorpe T, Kumar PP. 1993. Cellular control of morphogenesis. fa: Ahuja MR. (ed.} Micropropagation of 

Woody Plants. Kluwer Academic Publishers, Nethedands. pp 1-29. 

Thorpe. TA, Biondi S. 1984. Fibers and Wood. Chapter 16 Conifers. da: Sharp WR, Evans DA, 

Ammirato PV, Yasuda Y. (eds.). Handbook of Plant Cell Culture, Crop Species., Vol. 2. pp. 

435-503. MacMillan Publishers New York. 

Villalobos VM. 1983. The early events associated with organogenesis in cultured radiata pine cotyledons. 

Tesis Doctoral. University of Calgary, Alberta. 

Villalobos VM, Yeung EC, Thorpe TA. 1985. Origin of adventitious shoot in excised radiata pine 

cotyledons cultured ia vitro. Can. J. Bot. 63:211-2176. 

 



Capitulo {V. Andlisis estructural y bioquimico 

von Amold S, Eriksson T. 1979. Bud induction on isolated needles on Norway spruce (Picea abies L. 

Karst.) grown in vitro. Plant Science Letters, 15:363-372. 

von Arnold S, Eriksson T. 1981. da vitro studies of adventitious shoot formation in Pinus contorta, Can. J. 

Bot. 59: 870-874. 

von Aimold S, Eriksson T. 1985. Initial stages in the course of adventitious bud formation on embryos of 

Picea abies. Physiol. Plant. 64:41-47. 

Von Arnold S, Tillberg E. 1987. the influence of cytokinin pulse treatment on adventitious bud formation 

on vegetative buds of Picea abies. Plant Cell Tiss. Org. Cult. 9:253-261. 

Wagley LM, Gladfelter HJ, Phillips GC. 1987. De novo shoot organogenesis of Pinus eldarice Medw. 

in vitro. \L. Macto-and micro-photographic evidence of de novo regeneration. Plant Cell Reports 

6167-171. 

Webb DT, Flinn 85. 1991. Eastern white Pine (Pinus strobus L.) fa: Bajaj YPS, (ed.). Biotechnology in 

Agriculture and Forestry Trees Ill, Vol. 16. pp. 358-382. Springer-Verlag, Berlin. 

Yasuda T, Hasegawa P, Cheng T-Y. 1980. Analysis of newly synthesized proteins during differentiation of 

cultured Douglas fir cotyledons. Physiol. Plant. 48: 83 — 87. 

143 

 



Capitulo V. Discusion general y perspectivas 

Discusidn general 

El cultivo de tejidos vegetales es una importante metodologia que permite crear condiciones fisicas y 

quimicas conocidas para establecer cultivos capaces de regenerar una gran cantidad de individuos, con 

potencialidad © caracteristicas especificas, en un tiempo més corto del que se requeritia por los métodos 

tradicionales. Pero ademés nos permite proponer condiciones controladas y explorar procesos bioldgicos para 

comprender mas sobre la biologia de las plantas y los diversos mecanismos fisioldgicos, morfoldgicos y bioquimicos 

que se manifiestan en las distintas etapas de su desarrollo. 

Entre ellos esté la adquisicién de la capacidad morfogenética de las plantas, que bajo ciertos estimulos 

fisico-quimicos podrd generar una mayor o menor cantidad de individuos nuevos. Esta capacidad variaré de 

acuerdo a la especie y explante que se utilice, se dice que el atributo de generar en mayor o menor cantidad un 

numero considerable de individuos jv vitro es la manifestaci6n de su capacidad de propagarse en condiciones 

naturales, por lo que conocer su capacidad morfogenética redundaré en clones que podrén rdpidamente 

comercializarse o establecerse en condiciones de invernadero. Desafortunadamente no siempre ésta respuesta se da 

con facilidad o no se cuenta con suficiente material inicial sobre todo de aquellas especies que se encuentran en 

peligro de extincidén, © en categorias de amenazadas o raras, entre las cuales se puede englobar un gran numero 

de cactéceas, orquideas, gimnospermas o agaves, por mencionar solo algunas, los cuales por sus caracteristicas 

bioldgicas de lenta o dificil propagacién, endemismo o sobre-explotacién de sus poblaciones estan extinguiéndose 

y son entonces las técnicas i vitro, la alternativa més viable para tratar de conservarlas, aunque en estos casos el 

ndmero de regenerantes obtenidos sea escaso, estos son altamente significativos por el valor taxondmico y/o 

ecolégico que representa la especie. 

Los estudios de la competencia morfogenética requieren de suficiente material bioldgico que permita 

realizar diversos ensayos y explorar las repuestas que se presenten, 

En P. chihuahuana el nimero de semillas proporcionadas por Bosque Modelo aparentemente en buen 

estado, estuvieron perforadas o vacias en un alto porcentaje, ain asi fue posible determinar el tiempo de 

exposicién minimo que requiere esta especie para adquirir la competencia y obtener evidencias de ello a partir de 

estudios histolégicos y bioquimicos. 
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Dentro de la amplia gama de Factores @ evaluar es importante considerar la historia evolutiva de la especie 

debido a sus particulatidades, como en este caso el de ser una especie relictual y su endemismo extremo, son 

condiciones que se reflejan in vitro. 

Budmir y Vujitié (1992) y Kolevska y Butoravié (1995), reportaron la formacién de brotes y 

embriones sométicos en Pinus omoriks (Pangi€) Putk. y el trabajo de Stojicié et a/(1999) sobre la 

mictopropagaci6n de Pinus heldreichii Chist., ambas especies son relictuales del Terciario y endémicas de las 

montafias altas de la peninsula Balcénica, que al igual que P. chihuahuana solo crece en fragmentos de! bosque en 

pequerias poblaciones aisladas. 

Al compara sus resultados con los mejores obtenidos para P. chihuahuana (Tabla 1), sobrepasaron en 

més de dos veces el nimero de brotes promedio obtenidos con BA y tiempo de induccién de 24 dias. 

Tabla 1, Comparacién del numero promedio de brotes obtenidos ia vitro en dos especies relictuales de Europa en 
contraste con P. chihuahuane, 

  

  

Especie Tipo y concentracién de regulador No de brotes promedio 
del crecimiento (mg I") 

Picea chihuahusns BA 5 491 

Picea omorika BA 5 15.0 
Pinus heldveichii BA 0.5 10.70 

BA 1.0 16.30 

Picea chihuahuana K 5 6.87 

Picea omorika K 1.04 6.60 
Pinus heldrecihit K 0.52 5.20 
  

En cambio a bajas concentraciones de kinetina se generd pricticamente fa misma cantidad de brotes 

adventicios en las tres especies, pero se requirié de una més alta concentracién para Ja especie mexicana que 

para las europeas. 

Estos resultados podrian indicar que a pesar de su condicién relictual y el estar ubicada igualmente en 

pequeitas poblaciones aisladas, Pinus heldteichii y Picea omorika poseen mayor capacidad de respuesta que 

Picea chihuahuana para la BA y para la kinetina, los valores presentados se asemejan a los de !as especies de 

los Balcanes. 

Probablemente estas especies son menos “antiguas” desde el punto de vista evolutivo y su agresividad 

regenerativa no ha disminuido todavia, aunque no hay que descartar que posiblemente dentro de algunas 

décadas podrian presentar un decremento en su capacidad morfogenctica in vitro. 
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Por otro lado, hay que considerar otros factores como son la composicién y ef efecto del medio de 

cultive en los explantes. 

La nutricién mineral es un proceso dinémico que involucra un conjunto de pasos que implican la 

absorcién de los iones, la interaccién entre los iones y el sustrato, ef movimiento de los éstos a través de tos 

tejidos, su toma y asimilacién por la planta (Williams, 1992 citado por Debergh et a/, 1994). fn vitro el 

medio de cultivo proposciona los elementos minerales orgénicos € inargénicos que se integrardn al tejido y se 

incorporargn a las células en diversos procesos metabélicos y lisiolégicos en e! explante. 

Es importante evaluar en {as diversas formulaciones, las concentraciones de los minerales, {a cantidad, 

el tipo de carbohidrato y los suplementos que se integran en el medio, componentes que a su vez 

Proporcionarén al medio determinadas caracteristicas de potencial osmético y fuerza idnica que permitird la 

toma de estos elementos por el tejido y la cual finalmente se reflejars en las respuestas morfogenéticas (Thorpe 

y Kumar, 1993). 

Whan y Korban (1998) estudiaron en Pinus sylvestris el efecto que ejercen siete diferentes medios 

de cultivo adicionados con tres fuentes de carbono en la induccién de los brotes adventicios. La frecuencia de 

brotes adventicios generados y la hipeshidratacién en {as diferentes combinaciones se manifestaron en distintas 

proporciones en funcién a la combinacién del medio de cultivo y la fuente de carbono. 

En este trabajo se emplearon dos medios de cultivo: el BS modificado para inducir los cultives yel 

BS modificade y SH, ambos al 50% de la concentracién de todos sus componentes, para promover la 

proliferacién y la maduracién de los brotes adventicios. 

Las principales diferencias entre estos medios son la cantidad de nitrégeno y componentes orgdnicos 

que lo conforman (Apéndice Il). 

El nitrégeno es importante en el metabolismo de las proteinas y aminoscidos y juega un papel en la 

diferenciacién y crecimiento. En los cultivos in vitro, el nitrdgeno es proparcionado por el nitrato, las sales de 

amonio, los amino dcidos y los complejos orgénicos como el hidrolizado de caseina. Entre sus efectos esté 

romper la dormancia de las semillas y yemas y liberar la dominancia apical (Bonga y von Aderkas, 1992). 

Olguin (comunicacién personal) cultivé embriones maduros de P. chihuahuana en tres medios 

diferentes (MS, SH y BS modificado) y concluyé que el medio SH fue el mis favorable, debido a que 
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influyé en las respuestas morfogenéticas, la frecuencia y constitucién de los brotes fue mejor que en los otros 

dos medios de cultivo. 

El medio MS ha sido utilizado en cultivos de especies forestales y se ha observado su efecto 

inhibiterio para el crecimiento y la formacién de brotes debido al alto contenido de amonio (Flinn et af, 

1986 citado por Bonga y von Aderkas, 1992), para disminuir su efecto se reduce a la mitad © a una cuarta 

Parte sus componentes. 

El medio BS modificado con relacién al medio SH contiene més aminodcidos y suplementos 

orgénicos, y se he utilizado con éxito en cicadas (Chiver et af, 1992 a,b,c), pero en P. chihuahuana las 

caracteristicas de este medio de cultivo influyeron negativamente en la frecuencia y el dptimo desarrallo de los 

brotes adventicios, lo que provocé la pérdida de la integridad del tejido a lo largo del cultivo y durante fa 

formacién de los brotes. 

Otro de los componentes del medio de cultivo son los reguladores del crecimiento, su concentracién, 

tipo y acci6n generalmente se evaldia por ensayo y error tomando en cuenta la respuesta morfogenética que se 

manitieste, la cual varia entre especies, tejidos y explantes. El efecto de los reguladores de crecimiento puede 

estar relacionado con el estado de desarrollo del tejido, el cual puede alterar su “sensibilidad” al aplicar la 

hormona y requiere ser modificada en proporcién y duracién @ lo largo del desarrollo de las estructuras 

generadas in vitro. 

En coniferas se ha utilizado la BA de forma exitosa para la regeneracién multiple (von Amold y 

Eriksson, 1979, 1981, Villalobos, 1985; Villalobos et a/, 1984; Thorpe y Biondi, 1984; Ellis y 

Bilderback, 1989; Flinn et af, 1998; Budmir y Vujitic, 1992; Garcia-Feriz et af,1994; Stojicié et 

al.,1999) y son escasos los trabajos que emplean Ia kinetina, algunos de ellos son los realizados en Picea 

omotika y Pinus heldrechii en los cuales ef nimero de brotes promedio generados frecuentemente son menores 

a los obtenidos en los ensayos realizados con BA (Budmir y Vujidié, 1992; Stojicié et a/,1999). 

Contrario a lo reportado en diversos trabajos con coniferas, en P. chihuahuana el mayor aimero de 

brotes se obtuvo en los tratamientos con kinetina en comparacién con los de BA, Las pruebas bioquimicas 

corroboraron una mayor cantidad de proteinas totales cuantificadas en los tratamientos con kinetina. 

La participacién de las proteinas en tos procesos morfogenéticos son evidentes, se conoce que la 

induccién de la embriogénesis en cultivos de callos de zanahoria esté unida a la aparicién de dos nuevas 
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proteinas especificas para los embriones y a la pérdida de dos proteinas especificas para los callos. Estas 

proteinas cambientes son probablemente sintetizadas en las primeras etapas de diferenciacidn de las células del 

embrién, ya que en las lineas no embriogénicas no se detectaron y ademés que no pueden ser manipuladas 

para producitlas. Aun no esté claro si esas proteinas se requieren para la competencia y determinacién 

(Lyndon, 1990). 

En coniferas se han realizado estudios para definir que tipo de proteinas y en que momento se 

encuentran presentes durante los procesos de diferenciacién. El trabajo realizado por Yasuda et a/. (1980) 

muestra la presencia de proteinas que se sintetizan durante las primeras etapas de la formacién de brotes 

adventicios, asi como la supresién en la sintesis de proteinas de bajo peso molecular cuando los explantes 

fueron transferidos a un medio que no permite la formacién de brotes adventicios. 

En P. chibuahuane fue posible estimar fa presencia de protefnas totales en diferentes periodos de 

induccién, pero la electroféresis no las separd en bandas y no fue posible establecer su relacién con respecto a 

las diferentes etapas de diferenciacién. Adn asi se pudo comprobar que la sintesis de proteinas en los 

explantes que se expusieson a los tratamientos con kinetina fue mayor en comparacién con BA, sin embargo es 

necesario cultivar una mayor cantidad de embriones y obtener biomasa suficiente para llevar a cabo mas 

ensayos. 

Con los resultados obtenidos es posible tratar de explicar porqué la kinetina fue mas efectiva que la 

BA, por lo que se puede plantear lo siguiente: 

La estructura molecular de la kinetina (6-furfurilaminopurins, PM 215.92) y la BA (6- 

bencilaminopurina, PM 225.26), estén conformadas por un nucleo de adenina con el anillo de purina 

intacto y sus substituyentes N® son de tamafio moderado, se sabe que la citocinina es mds activa si la cadena 

lateral contiene cerca de cinco carbonos y su actividad se incrementa con la presencia de un anillo de benceno 

© con la cadena lateral insaturada ( de Armas, 1988; Bidwell, 1990). 

En este caso fa kinetina posee en su cadena lateral cinco carbonos pero ls BA posee un grupo 

benceno, por lo cual la actividad de la BA seria mayor que la kinetina. 

Se sabe que las citocininas aplicadas exdgenamente son poco méviles y las endégenas parecen tener 

transporte basipétalo, pero se desconoce el mecanismo y la velocidad (de Armas, 1998). 
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Probablemente por las condiciones de cultivo empleadas en este trabajo, la kinetina se mueve 0 migra 

con mayor facilidad en tiempos més cortos hacia los tejidos en contraste que la BA y tel vez esta dima 

requiera més tiempo para poder migrar, penetrar en el tejido y expresar la morogénesis. Para comprobar esto 

seria necesario exponer a los embriones por lo menos al doble del tiempo de lo ensayado en este estudio. 

En embtiones de Pinus heldrechii, Stojicié et af (1999) observaron que la mayor formacién de 

brotes se presenté al incrementar el tiempo de exposicién a diferentes concentraciones de BA. Con 0.5 mg f 

* (2.29 UM), el niimero promedio de brotes por explante fue de 10.58 con un tiempo de exposicién de 

4 semanas y al incrementar la concentracién a 5.0 mg | (22.20 UM) el nimero de brotes promedio se 

redujo a 5.61. En ese caso, para esta especie las bajas concentraciones del regulador de crecimiento fueron 

mas efectivas que las altas. 

En cambio P. chihuahuana requirid de altas concentraciones de citocininas y tiempos de induccién 

mayores 8 2 semanas para que se iniciara la organogénesis. 

Diversos estudios han demostrado que existen proteinas que se “unen” a las citocininas y que poddan 

funcionar como receptores. Una de ellas, la proteina CBF1 (cytokinin binding factor 1) extraida de embriones 

de trigo, la cual estd suficientemente caractetizada y se encuentra en niveles abundantes en estos tejidos, sin 

embargo presenta baja afinidad de unién a la zeatina. Se cree que {a funcién de ésta y otras proteinas similares 

que se unen a las citocininas, detectadas en las semillas de los cereales, es inhibir la transferencia de citocininas 

desde el endosperm al embrién de la semilla. 

En hojas verdes de cebada, brotes de maiz y hojas de tabaco (Romanov et af, 1988, 1990; 

Momotani y Tsuji, 1999 citados por Burch y McGaw, 1993), se ha demostrado la presencia de otras 

proteinas de unidn a las citocininas (CBP) (cytocinin binding proteins) que parecen ser mejores candidatos 

para el papel de receptor de citocininas. Las CBP purificadas de brotes de maiz y de tabaco, presentan una 

alta afinidad para la zeatina y otras bases no conjugadas de citocininas y estén presentes a concentraciones 

menores en comparacién con la CBP de fas semillas de cereales. 

El hecho de que estos probables receptores de citocininas presenten mayor afinidad para las bases 

libres que para los ribésidos parece apoyar la idea de que la base es la forma activa de las citocininas, A nivel 

celular las citocininas también parecen tener un efecto directo sobre los niveles de DNA celular y sobre la 

sintesis de proteinas (Burch y McGaw, 1993). 
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Por el momento se desconocen los mecanismos mediante los cuales las células detectan o transmiten 

las sefales hormonales (mecanismo de accién), aunque se piensa que este mecanismo implica la unidn de la 

hormona a un receptor protéice especifico (Segura, 1993). 

La respuesta diferencial entre los dos reguladores de crecimiento se debe probablemente a que los 

embriones de P. chihuahuana poseen alguna proteina especifica que se “une” o que tiene mayor afinidad con 

la kinetina, lo que permite su introduccién a la céluta, para activar los procesos de sintesis de proteinas y que 

la division celular sea en periodos més cortos de induccién, en comparacién con fa BA. 

Con base en las observaciones y los resultados obtenidos ser4 pertinente: 

Realizar ensayos y modificaciones a los medios de cultivo para hacer mas eficiente el sistema de 

propagacién in vitro, para ello seré conveniente ensayar otros medios de cultive como el GD (Gresshoff y 

Doy, 1972), LP (von Amold y Eriksson, 1978) DCR (Gupta y Durzan, 1985) que han sido reportados 

para la organogénesis y embriogénesis en pinos. 

Obtener un mayor nimero de segenerantes en tiempos mds costes de cultivo y lkevar a cabo ensayos 

de enraizamiento extensos. 

Considerar el origen y las condiciones actuales de las poblaciones 

Evaluar la competencia morfogenética de diversas poblaciones de P. chihuahuena y poder estimar cual 

de ellas tienen mayor capacidad regenerativa, ya que probablemente la poblacién con la que se llevd a cabo 

esta investigacién, era o es de las mds deterioradas genéticamente aunque fenotipicamente sus semillas son 

aparentemente mejores en estructura (peso y longitud) que las poblaciones estudiadas por Ortega (1977). 

Explorar otras fuentes de explantes como son las yemas vegetativas. Esta opcidn se llevé a cabo de 

manera preliminary fue posible defini que la técnica de desinfeccién utilizada fue adecuada y que no es 

necesario adicionar fungicida al medio de cultivo, ya que al parecer ocasiona inhibicién en el desarrollo de las 

yemas. El mayor porcentaje de respuesta se presentd en las yemas completas que en aquellas que se 

fraccionaron. De un total de 2 572 explantes sembrados el 28% presenté elongacién de las hojas y et 

2.62% formd callo en los medios con K/2,4-D sin funguicida, tanto en luz como en obscuridad. Sin 

embargo a pesar de los subcultivos, la necrosis y oxidacién limité su desarrollo. Lo anterior coloca a las yemas 
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vegetativas como posibles candidatos para obtener respuestas morfogenéticas (brotes adventicios y/o 

embriones), logsar su individualizacién o germinacién. 

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten establecer bases para continuar con experimentos 

en donde se realicen modificaciones adecuadas para obtener un mayor ntimero de regenerantes y sea posible 

consequir individuos completos y establecerlos en condiciones de invernadero, labor que requiere de extensa y 

ardua investigacién, esto aunado a las diferentes actividades realizadas por Bosque Modelo Chihuahua vu otras 

instancias, encaminadas a la conservacién de Picea chihuahuana, serén la base de un pequefio fragmento de 

todos los esfuerzos que se requieren para conservar esta especie, asi mismo esta investigacién puede ser un 

modelo para otras especies que pueden estar en peligro de extincién y/o de interés ecoldgico o econémico. 

Conclusiones 

El conocimiento generado en este estudio puede aplicarse para evaluar otras poblaciones existentes 

de P. chihuahuana, seleccionar cual de ellas tiene una mayor capacidad de regeneracin y potencialmente 

incrementar el pool genético y la capacidad reproductiva de esta especie en peligro de extincién. 

Estas técnicas ofrecen la oportunidad de conservar, probablemente no a la especie, pero si su valioso 

germoplasma, ademds de establecer metodologias que nos permitan aplicadas en otras especies del género. 

Picea chihuahuana por su condicién relictual, su hébitat restringido y especifico, sus escasas 

poblaciones y la remota posibilidad de entrecruzarse la colocan en una situacién muy particular lo cual 

teptesenta un reto para su estudio y conservacién. 
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Caracteristicas morfolégicas de Picea chihuahvana 

Abbot que alcanza entre 25 a 30 metros de altura, el didmetro del tronco a la altura del pecho es de 

45 a 72 cm, su corteza de 20 mm de espesor es agrietada de supericie escamosa color grisiceo; madera 

dura, blanquizca, algo resinosa; ramas inferiores comienzan desde los 2 a 5 metros de altura sobre el suelo y 

son casi horizontales, mientras que las superiores son extendidas y algo levantadas, formando una copa cénica; 

ramas opuestas, a veces bifurcadas, muy dsperas y de color amarillento; yemas terminales, en grupos de tes, 

ovoide-acuminadas, de 7 a 8 mm, con las brdcteas apretadas, ovadas u ovales, de borde laciniado, en la 

base brécteas pequeiias y largamente acuminadas; hojas solitarias, cudrangulares, rectas o levemente falcadas, 

verde claro de 15 a 21 mm de largo por 1.7 mm de anche, rigidas, con el Spice agudo, cémmeo y punzante; 

colocadas sobre la prolongacién de un cojinete recurrente, en seco se desprenden fécilmente; dispuestas en 

espiral y se orientan hacia la extremidad de las samas, estomas en las cuatro caras, formando cuatro hileras en 

cada una, a veces cinco o seis, pero en este caso una dos hileras son intenrumpidas. 

Conos femeninos terminales o subterinales, cilindricos 0 cilindricos-oblongos, rectos o a veces algo 

encorvados, levemente atenuados en {a extremidad y somos; pueden estar solitarios o por pares de tres a 

cuatro, de color castafio brillante, de 10.5 a 14 cm de largo por 4 de didmetro (abiertos), sobre 

pedinculos fuertes y encorvados, de unos 10 mm; escamas aumerosas (150 aproximadamente); delgadas, 

coriéceo-lefiosas, persistentes; obovado-cuneadas, convexas hacia arriba y aplanadas y obscuras hacia la base, 

borde superior redondeado y entero; de 20 a 22 mm de largo por 17 a 19 de ancho, con una bréctea 

dorsal de 4 a 5 mm de longitud, irregularmente oval, de color castafio brillante con ef borde eroso, 

gruesamente laciniado; semilla eliptica, subangulosa, atenuada en la base de color pardo obscura, con ala 

casi oval, de 15 a 17 mm de largo incluyendo la semilla, por 3.5 de ancho tienen una longitud promedio 

de 3.8 mm, son dos en cada escama y estan provistas de ala, fa semilla con el ala mide en promedio 12.5 

mm. 

En promedio hay 283 semillas por gramo y el peso de 1000 semillas es de 3.56 gramos 

(Gordon, 1968). 
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Formulacién de los medios de cultivo 

Macronutimentos 

KNO, 
NaH,PO,-H,O 
(NH,),SO, 
MgSO,:7H,O 

CaCl, 2H,O 

Micronutrimentos 

KI 
H,80, 
MnSO,"4H,O 
ZnSO,'7H,O 
Na,MoO,-2H,O 

CuSO,-5H,O 
CoCh-6H,O 

Solucién de Fierro -EDTA 

NayEDTA 
FeSO,-7H,O 

Vitaminas 

Acido nicotinico 

Piridoxina-HCl 

Tiamina-HCI 

Inositol 
Glicina 

Aaminodcidos 

L-Glutamina 
Acido ascérbico 100 
Hidrolizado de caseina 
L-Arginina 

L-Asparagina 

Sacarosa 
Agar 

ph 

Medio de cultivo basal, BS modificado 

mgt 

2500 

150 

134 

250 

150 

0.83 

6.20 
22.3 

8.6 
0.95 

0.025 
0.025 

37.3 

27.8 

0.50 

0.50 
0.10 

100 

200 

400 

100 

100 

100 

60 000 

900 

5.7-5.8 
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Medio de cultivo Schenk y Hildebrant (1972), modificado por Reilly y Washer (1977). 

Macronutimentos mgt 

KNO, 2500 
MgSO,-7H,O 400 
NH ,H, -PO, 400 

CaCl, 2H,O- 200 

Micronutrimentos 

Ki 1 
H,80, 5 
MnSO,H,O 20 

2nSO,:7H,O 1 
Na,MoQ,-2H,O 02 
CuSO,:5H,O 0.2 

CoCl,-6H,O 0.2 

Solucién de Fiero -EDTA 

Na EDTA 15 
FeSO,-7H,O 20 

Vitaminas 

Acido nicotinico 5 

Piridoxina-HC1 0.5 

Tiamina-HCi 5 

Inositol 100 

Sacarosa 30 000 

Agar 8 000 

ph 5.7-5.8 

Adicionar por filtracién 

Acido ascérbico 250 

Acido citrico 250 
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t 
oces del bosque confiaen 
convertise en ic tibuna 
y foro, o simplemenie en el portavoa dé 
los habitantes del bosque respecte a su 
forma de convivir con su medio ambien 

. te, ese espacio ten importante para toda 
sociedad. Porque en cualquier activi- 

dad humana, iatornes de visualizar 0 encontrar un 
elemento clave. que significa en la maryoria de fos ca- 
sos la lave de la que dependen acciones y procesos. 

En el caso de Basque Modelo, como promotor del 
. desanollo sustentable, es claro que el elemento clave es 

el hombre, que actika come agente modificadar de les 

éemés elementos con los que interactia, en muchos 
casos modificando el medio ambienie de manera imte- ~- 
versible en su afén de supervivencia. 

Por eso el reto que enfrentomos quienes integramos 
el equipo de Bosque Modelo es lograr un descrtolio en 
ammonia con un medio arhbiente que nos proporciona 
todes los elementos para esa supervivenda y para al- 
canzor unc colidad de vida siempre mejor. 

En este momento clave, el hombre requiere de in- 
formacién y conocimien‘o pera obtener, con el tem- 

po, una cultura del descztollo sustentable, es decir, un 
aprovechamiento y conservacién de los recursos na- 
turales en provecho de Jas generaciones actuciles y 
tuturas. 

De igual forma, Voces det bosque preiende ser ef 
medio de comunicacién. disponible para todos aqué- 
llos que esiGn conscientes de que este ecosisiema del 
besque dete ser conservado, utilizaco y protegide de 
una manera balanceada, arménica y responsable, ya 

que ef desarcilo susieniable considera a toda Ia socie- 
dad en general. 

Gustavo Heredia 

Getente de Bosque Modelo Chihuchua 

COOPERACION ENTRE CANADA Y¥:- MEXICO 
EN DESARROLLO SUSTENTABLE DE BOSQUES   
 



  

  

Proteccién de la Picea Chihuahuana_ 

-Usted-tal vez ni se imagina 

que en su regién existen 
plantas y animales 
que estan a punto 

de desaparecer de este planeta... 

Tal es e! caso de la confiera Wamada Picea Chihuahuana, que 
solo se encuenta en temionc mexicano en los estados de Chihuahua 
y Durango. La region ce Creel y San Juamiio, ubicada en ja sierra 
Toarahumana, es el lugar preciso donde esia especie encuenita su ho- 
gar ideal, 

Baw Ge atboles de esia especie es aciuatmenie muy redu- 
cido: apenas 40 mil en iodo el mundo. Esto nos obliga a protegar esia 
forma ce “nd pora conservar ia moravillosa diversidad biolégica 
que ienemcs. Por eso e! Bosque Modelo busca salvar esia especie de 

un Cestno ce muerte. y para ello realiza actividades como: 

Conservacién del habitat, es decir, preserver ics conckciones y el me- 
cio ambienie dende mejor se reproduce, como &] Ranchite y Arareco. 

y cultvance en. ‘vivercs ubicados en &i Ranchito y 
Arcreco miles Ce piceas. 

rm al alcance ce ? 
= MC o ic aia. 

Educaci6n e informacién, oga car c ¢ 

@ (Sabias cue en México existen cien- 
tos de especzes que se encuentran cata- 

fogadas como cmenazadas. raras o en 

peligro de extincion? & ¢Scbias que 
exista un decreto que prohibe el uso 

de estas espemes y que esilegalcual . 

“quier forma de cprovechammento? 

Te invitamos a que te intormes mas so- 
bre estos temas, Todos tenemos id res- 
ponsabilidad de sroteger la wda fs 

‘9n todas sus iormas. ,Ayudanos! Ce 12   
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