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"Induccion de respuestas morfogenéticas in vitro en Magnolia
dealbata Zucc. y M. grandifiora L."

RESUMEN

La creciente degradacion y erosidn genetica de los ecosistemas
ocasionadas por las actividades humanas ponen en riesgo de extincién a la
mayor parte de los recursos vegetales que componen ecosistemas como el
bosque mesodfilo de montana; ante tal situacién, resulta de vital importancia
proponer mecanismos cada vez mas eficientes que permitan fa conservacion in
situ y ex situ de las poblaciones vegetales. La conservacion de especies como
Magnolia dealbata y M. grandiflora a través del Cultivo de Tejidos Vegetales es
uno de los mecanismos que contribuyen a la conservacién de los recursos
vegetales.

Magnolia dealbata es un arbol de los bosques mesodfilos de montana en
los estados de Chiapas. Hidalgo, Oaxaca, San Luis Potosi y Veracruz; el area
de distribucion natural de M. dealbata ha sido en su mayoria transformada a
cultivos y pastizales ocasionando que su distribucion sea muy restringida, por
lo que esta especie se encuentra en peligro de extincién (Anénimo, 2002) y en
la categoria de Endangered en la lista de IUCN.

M. grandiflora es una especie nativa del sureste de Estados Unidos. se
distribuye a lo largo de la costa del Atlantico y se extiende hasta el Caribe, en
Mexico esta considerada como una especie amenazada por las leyes
Mexicanas (Anénimo, 2002). M. grandiflora es usada en la medicina tradicional
sobre todo en el centro del pais y es muy apreciada como planta de ornato.

La germinacién in vitro de embriones cigodticos maduros de M.
grandiflora fue exitosa, al obtener porcentajes de 60 a 80% en el medio de
cultivo MM.

La combinacion de los reguladores del crecimiento BAP/2.4-D (0.25/2

s »ng/l)_permitié la formacion de brotes y raices por organogénesis indirecta al

: cuAI}iyar embriones cigoticos maduros y yemas apicales de M. grandiflora en el
‘medio de cultivo MM.



A partir de embriones cigdticos maduros de M. dealbata se logré inducir
embriogénesis somatica directa e indirecta en el medio de cultivo WP
adicionado con 2,4-D (0.5 y 1.0 mg/l); se logrd la formacion de brotes y raices
por organogénesis directa e indirecta, principalmente en los tratamiento con 3 y
5 mg/l de BAP en combinacién de 0.0y 0.1 mg/l de 2,4-D.

La oxidacidon y necrosis fue un limitante en el desarrollo de los cultivos,
éste proceso se logro reducir de forma significativa en algunos casos mediante
la aplicaciéon de Polivinilpirrolidona (5g/l), la reduccién de la temperatura de
incubacion y la intensidad del flujo foténico en el fotoperiodo.

El alto potencial regenerativo de Magnolia dealbata explorado en este
trabajo confirma que el Cultivo de Tejidos Vegetales es una valiosa e
indispensable herramienta en la conservacion de esta y de otras especies
amenazadas o en peligro de extincion.



INTRODUCCION.

En la actualidad se reportan tasas de deforestacion en regiones
tropicales y subtropicales (bosque templado-humedo) que van de los 10 a 17
millones de hectareas al afio (Heywood, 1992, Reid, 1992). Datos de la Food
and Agriculture Organization (FAQ), International Union Conservation of Nature
(IUCN), Convention on International Trade in Endangered Species of Wild
Fauna and Flora (CITES), asi como en estudios realizados por Toledo (1988),
Ecker (1989), Vovides (1989), Wilson (1889), Ehrlich y Wilson (1991), Heywood
(1€92), Pavlik et al. (1993), Caro y Laurenson (1994) y Frankham (1995) entre
otros, identifican y reconocen aquellos factores que intervienen en la
destruccion de los ecosistemas y por tanto en la reduccidén de la diversidad
biologica mundial, coincidiendo en que las actividades humanas, de manera
directa o indirecta, son las que en mayor proporcion estan provocando la
extincién de un gran numero de especies en el mundo; actividades que se
pueden resumir en: a) deforestacion debida a la tala y quema de bosques y
selvas para ampliar las areas agricolas, ganaderas y urbanas ante el explosivo
crecimiento de la poblacidn humana b) contaminacion de cuerpos de agua
(rios, lagos, océanos), suelos y atmosfera, por la quema de combustibles
fésiles e industriales y c) saqueo y trafico de plantas y animales.

En Meéxico la situacion no es diferente ya que existe un deterioro
ecoldgico en casi todos sus ecosistemas, los bosques mesodfilos de montana no
son la excepcion, las especies de este ecosistema estan viendo rapidamente
reducida su distribucién resultado sin duda de la tala inmoderada para abrir
areas nuevas para la ganaderia y la agricultura extensiva de autoconsumo que
ha aumentado de forma alarmante como resultado del incremento de la
pobreza en los ultimos arnos, derivada de las politicas econdmicas seguidas.
Ante tal situacidon, resulta de vital importancia proponer mecanismos mas
eficientes que permitan la conservacion de los recursos génicos de las
poblaciones vegetales que componen estos ecosistemas.

En México aun no existen programas de control para extraer de forma
controlada especies maderables, medicinales u ornamentales de bosques
tropicales, bosques templados o de bosques mesodfilos de montafa por lo que

se sigue reduciendo el area de distribucion de muchas especies, como en el



caso de Magnolia dealbata, la cual se encuentran restringida a poblaciones
muy reducidas.

Ante aguellos factores que intervienen en la destruccion de los
ecosistemas el uso sustentable de nuestros recursos naturales es sin lugar a
dudas una meia urgente de alcanzar para reducir el peligro de extincion que
enfrentan numerosas especies.

Desde el siglo pasado a finales de los afios 60 las técnicas de cultivo de
tejidos vegetales (CTV) han mostrado ser una alternativa efectiva para la
propagacion comercial de plantas de interés agricola, industrial y medicinal
(Murashige, 1978); solo hace pocos arios se ha orientado a especies
amenazadas y en peligro de extincion o aquellas que presentan probiemas
particulares en su reproduccion (Chavez, 1993; Mata, 2000).

El creciente interés en propagar especies arbéreas mediante CTV esta
basado en las ventajas en tiempo y manejo del material bioldgico, dado que
estas especies generalmente presentan ciclos de vida largos, los cuales
podrian disminuirse de manera significativa al emplearse las técnicas de CTV
como en los casos de: Carica papaya que ha sido micropropagada a través de
la proliferacion de brotes adventicios (Litz, 1986; Rajeevan y Pandey, 1986; De
Winnaar, 1988; Drew, 1988. Reuveni et al., 1980 y Drew et al., 1991) y de
embriogenésis somatica, obteniendo plantas, a partir de embriones cigdticos en
medio de cultivo MS adicionado de 10 mg/l de acido diclorofenoxiacético (2.4-
D) (Ficht y Manshardt, 1990; Ficht, 1991, 1993); Prunus persica es
micropropagada de forma masiva a partir de brotes apicales, yemas apicales y
secciones de nudos en medio de cultivo MS (Murashige y Skoog,1962) con 8 a
25 uM de Bencil adenina (BA) y 0.05 nM de acido indol butirico (AIB) (Reeves y
Couvillon, 1992). Un método de produccion clonal de Liquidambar styraciflua es
la proliferacion de numerosos brotes a través de organogénesis directa
teniendo como fuente de explantes hojas, secciones de peciolo y meristemos
(Brand y Lineberger, 1988) en medio de cultivo Woody Plant (WP) (Lloyd y
McCown, 1980) adicionado con 2.5 mg/t de BA y 0.1 mg/l de acido naftalen
acético (ANA) o bien libre de auxina (Brand y Lineberger, 1992). Dentro de la
familia Magnoliaceae sélo en algunas especies como Lirfodendron tulipifera. se
han podido establecer cuitivos embriogénicos a partir de embriones cigoticos
inmaduros en el medio de cultivo modificado de Blayde (Witham et al.,1971)



adicionado de 0.25 mg/l de BAP, 2 mg/l de 2,4-D y 1 g/l de Hidrolizado de
Caseina (Merkle y Sommer 1986, 1991; Merkle, 1995), asi como en Magnolia
cordata, M. fraseriy M. virginiana (Merkle y Wiecko, 1990; Merkle, 1995).

La aplicacion del CTV a especies como M. dealbata y M. grandiflora
podrian incrementar las probabilidades para su conservacidn ya que hasta hoy
los métodos de propagacidon convencionales, asi como la conservacion en sus

ambientes naturales han sido muy limitados y con poco éxito.




ANTECEDENTES.

En las ultimas cuatro décadas la degradacion ambiental, especialmente
en el mundo tropical, nos ha concientizado acerca de la necesidad de
conservar y dar un mejor manejo a los recursos biologicos del planeta,
otorgando asi mayor importancia al conocimiento generado en universidades e
instituciones de investigacion en recursos naturales a fin de preservarlos
(Villalobos, 1987; Toledo, 1988; Wilson, 1989; CIAT, 2001). Sin embargo, las
multiples actividades humanas siguen provocando la destruccion de
ecosistemas. México es uno de los paises mas atrasados en la implementacion
y aplicacion de politicas de conservacién de sus recursos naturales (Toledo,
1988).

En Meéxico se alberga mas del 12% de la diversidad biolégica mundial
debido a su posicidon geografica, topografica y climatica (Toledo. 1988) y es el
3% pais en diversidad bioldgica, tan sélo por debajo de Brasii, Colombia y
precediendo a Indonesia, Madagascar, Zaire y Australia (Toledo y Ordonez,
1998). Mexico presenta entre el 10-12% del total de especies de plantas
vasculares (Toledo, 1988) con aproximadamente 11,440 especies endémicas
lo que alcanza el 52% de las plantas vasculares, en un area mucho menor a la
de paises como China, la ex-Union Soviética y Estados Unidos los cuales
presentan una cantidad inferior de riqueza de especies en sus territorios
(Rzedowski, 1993).

Las especies endémicas de plantas y animales son los organismos que
mas atraen a aquellos que se ocupan de conservar la diversidad bioldgica, lo
que conlleva a la necesidad de proteger estas especies que presentan una
distribucion muy restringida, o bien poblaciones muy pequefias que las ponen
aun en mas riesgo y vulnerabilidad ante patdgenos u otros fendmenos (Toledo,
1988).

México alberga un gran numero de especies endémicas, amenazadas o
en peligro de extincion, entre ellas se encuentran Magnolia dealbata y M.
grandifiora las cuales estan bajo proteccidon de las leyes mexicanas, la primera
se cataloga en peligro de extincion y ia segunda como amenazada.

Las magnolias son arboles y arbustos llamadas asi en honor a Pierre
Magnol, profesor francés de botanica y medicina (Spongberg, 1976). Esta

familia fue descrita por Jussien en 1789 (Gutiérrez, 1993). la familia



Magnoliaceae se compone de 2 subfamilias y 9 géneros siendo el género

Magnolia el mas numeroso con 80 especies (Takhtajan, 1967).

Ubicacion taxonomica (Takhtajan 1967)

REINO Vegetal

DIVISION Embryophyta
SUBDIVISION Angiospermae
CLASE Magnoliopsida
ORDEN Magnoliales
FAMILIA Magnoliaceae
SUBFAMILIA Magnoliadeae
GENERO Magnolia
ESPECIE Magnolia dealbata.

Nombre comun: Eloxochitl, Cow-Cumber

Descripcion Magnolia dealbata Zuccarini (1837).

Arboles de 4.5 a 5.5 m de altura; de hojas simples, forma obovada u
oblonga; papiraceas; de color verde el haz y blanco el envés, de 35 a 50 cm de
largo por 24 a 27 cm de ancho; glabras en el haz, con escaso indumento de
tipo seriaceo blanco en el envés. Margen entero, apice agudo u obtuso base
cordada, nervacion reticulada, con la nervadura central muy prominente por el
envés, a todo lo largo de la hoja, peciolo de 8 a 10 cm de longitud, con 2 lineas
de cicatrices a todo lo largo, estipulas unidas a la parte ventral del peciolo,
dejando 2 lineas de cicatrices a lo largo de éste.

Flores bisexuales, estambres numerosos; arreglados en espiral sobre el
androéforo, de 1.3 cm de largo, gineceo sésil de forma ovada, con numerosos
pistilos arreglados en espiral sobre un eje alargado. de 5.5 cm de largo; ovarios
separados, de 1.4 a 1.5 cm de longitud; estilo recurvado en el apice de 4 a 5

mm de longitud, con el estigma sobre su cara interna.



Ecologia de M. dealbata.
' Se"iocaliza en climas templados del tipo C (calido) y en el subgrupo semicalido
',,,,AC:(Garcia, 1964 y 1970) M. dealbata soporta temperaturas medias anuales
dé 16 a 22 °C. Los subtipos de climas en que se encuentra son: C (fm) y el (A)
e (m). templado-humedo con lluvias todo el ano (Garcia, 1964 y 1970). En
cuanto a las condiciones de temperatura en el verano, en las localidades donde
se distribuye esta especie son de 2 tipos: localidades cuyo mes mas caliente
esta sobre 22°C y localidades cuyo mes mas caliente es menor de 22°C. EI
numero de dias con precipitacion apreciable en las localidades en donde se
distribuye la especie es ailto, ya que poco mas de la mitad de los dias del afno
se presentan precipitaciones apreciables, ademas de que en 20 a 40 dias mas,
la precipitacion no es apreciable; asi la precipitacion es de 48 a 52% de dias

del afio con precipitacion (Hernandez-Cerda 1980).

El periodo de floraciéon es durante los meses de marzo a mayo y la
dispersion de las semillas se da en los meses de agosto a octubre. Los frutos
inmaduros se encuentran en el arbo! desde el mes de julio. Su polinizacion es

de tipo entomofila, por coledpteros y por himenodpteros.

Generalidades de M. dealbata

M. dealbata es un arbol raro del bosque mesdfilo de montana en la
Sierra Madre Oriental y en la Sierrra de Oaxaca en el tropico mexicano. El
mayor atractivo de M. dealbata lo constituye el gran tamano de sus hojas de
hasta 50 cm de longitud y en algunos casos un poco mayor, las cuales
sobresalen del resto de las otras especies arboreas (Figura 1), las cuales son
generalmente pequenas y al igual que M. dealbata son deciduas (Gutiérrez,
1993).

M. dealbata fue descrita por Francisco Hernandez en el siglo XVI. Para
la ciencia esta especie fue colectada y descrita por Zuccarini en 1837 quien la
sefnala presente en las selvas tropicales mexicanas, después de esta
descripcién durante cien afios no se volvid a saber de ella hasta 1960 cuando
fue colectada y determinada por Rzedowski en el estado de Hidalgo (Gutiérrez.
1993), "el redescubrimiento de una especie arbdrea que se creia extinta

representa una opcion mas para la humanidad" (Vovides, 1981).



Figura 1. Arbol adulto de M. dealbata de la poblacion de Coyopola
Mpio. Ixhuacan de los Reyes, Veracruz. Especie en peligro de extincion
de los bosques mesofilos de montania.

El area de distribucion natural de M. dealbata ha sido en su mayoria
transformada a cultivos y pastizales, ocasionando que su distribucion de por si
restringida a ciertas areas, quede aun mas limitada a manchones
semiperturbados, en terrenos con pendientes abruptas, al borde de arroyueios
donde la relativa inaccesibilidad de estos microambientes ha permitido
conservar pocos individuos.

En la actualidad M. dealbata se encuantra restringida a poblaciones muy
reducidas en los estados de Chiapas, Hidaigo, Oaxaca, San Luis Potosi y
Veracruz (Hernandez-Cerda, 1976, 1980, NOM-ECOL 1989; Vazquez, 1990,
1994, Gutiérrez, 1993; Gutiérrez y Vovides, 1997; IUCN 1994), siendo en este
ultimo estado de la republica en donde se encuentran las poblaciones mejor
estudiadas, algunas de estas se componen de 6-10 individuos y séio en la
poblacidn de Coyopola, municipio de Ixhuacan de los Reyes, Ver. se
encuentran poblaciones con cerca de 80 organismos (Gutiérrez, 1993,

Gutiérrez y Vovides, 1997). Debido a su reducido nimero y limitada distribucion
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esta especie se encuentra en peligro de extincion (Anonimo, 2002) y en la
categoria de Endangered en la lista de IUCN (Hilton-Taylor, 2000).

M. dealbata se creia extinta por lo que el conocimiento sobre elia es muy
limitado y existen muy pocos trabajos respecto a ella pese a ser una especie
nativa y endémica de Meéxico, las investigaciones al respecto se refieren a
reportes de su redescubrimiento (Dood, 1980, Pattison, 1986), asi como los
estudios taxonémicos como los de Hernandez-Cerda (1980), Johnson (1989) y
el de Vazquez (1990, 1994.) quien realizé una amplia revision al género
Magnolia en México y Centroameérica.

Los estudios taxondémicos tempranos de M. dealbata no estan
ampliamente analizados como en otras especies incluso del mismo genero, sin
embargo. la mayoria de las investigaciones muestran que las magnolias
conservan estructuras primitivas (como lo son los grandes y numerosos
estambres laminares y el reducido tamarfo del embrion), por lo que representan
un gran interés de estudio evolutivo, taxonédmico y ecolédgico, asi como de
importancia ornamental y en la medicina tradicional ya que es una especie de
uso medicinal amplio y antiguo, sobre todo en el centro y sureste del pais, en
Hidalgo, San Luis Potosi y Veracruz, se emplea principalmente para tratar
padecimientos del corazon y para aliviar malestares estomacales (Hernandez-
Cerda, 1976; Gutiérrez, 1993)

M. dealbata es una especie no cultivada (Treseder, 1978); Russel (1983)
colectd semillas en la localidad de Coyopola Ver. y en colaboracion con el Dr.
Pattison, realizaron ensayos de germinacion obteniendo sélo 50 plantulas
después de 2 o 3 semanas. Posteriormente Pattison (1986) realizd otra colecta
de semillas, sin embargo no obtuvo resultados favorables, de igual forma
sefnald que la propagacion vegetativa no fue exitosa (Gutiérrez, 1993). Vovides
e Iglesias (1996) realizaron un estudio acerca de la germinacion en esta
especie; encontrando que las semillas tienen un porcentaje de germinacion
muy bajo y erratico, ademas de que pierden rapidamente su viabilidad.

Una forma de promover la conservacion de M. dealbata ha sido su
cultivo en colecciones botanicas y jardines, Pattison (1986), Vovides e Iglesias
(1996) contribuyendo de esta forma a su conservacion; aunque si bien de esta
forma se favorece su permanencia, no permite realizar investigaciones

encaminadas a desarrollar metodologias que permitan su propagacion. A pesar
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de que se cuenta con diferentes genotipos, estos son muy reducidos debido al
escaso numero de plantas madre, por ello, se propone al Cultivo de Tejidos
Vegetales como una herramienta que permita su propagacion a fin de obtener
un gran numero de plantas que permitan realizar estudios que lleven a la
recuperacién y reintroduccién de esta especie.

Ubicacion taxonomica (Takhtajan 1967)

REINO Vegetal

DIVISION Embryophyta

SUBDIVISION Angiospermae

CLASE Magnoliopsida

- ORDEN Magnoliales

FAMILIA : Magnoliaceae
~ SUBFAMILIA Magnoliadeae
B GE ERO ' Magnolia

2 ESPECIE Magnolia grandifiora

~.Nombre comun: Piedra del corazon, Magnolia del Sur, Magnolia siempre-verde,
: gran laurel.

Descripcion Magnolia grandifiora Linneus.

Arboles perenifolios, de 3 a 15 m de altura. Diametro de 10-40 cm (d.a.p.):
corona irregular; corteza externa parda verdusca, ligeramente fisurada; ramas
tomentosas en los extremos de color negro, el resto de las hojas lenticelas de
0.5 a 1.5 cm de longitud con cicatrices circulares en cada nudo.

Hojas alternas, simples, de forma oval o lanceolada; coriaceas; de color verde
claro brillante, de 7 a 21 cm de largo por 3 a 9 de ancho, giabras en el haz,
densamente tomentosas ferrugineas en el envés; Margen entero; apice agudo
o acuminado; base aguda o acuminada; nervacion reticulada, con olor fragante
cuando son estrujadas; peciolo de 1 a 3 cm de largo, tomentoso-ferrigineo solo
- en el apice, el resto de color negro; estipulas libres, que encierran a las yemas

y dejan cicatrices circulares en cada nudo, forma lanceolada y apice agudo o



acuminado; de 1.5 a 3 cm de longitud, con indumento de tipo tomentoso-
ferrugineo.

Flores bisexuales, actinomorfas, solitarias, terminales; pedunculo de 3.6
a 4.3 cm de longitud, tomentoso-ferrugineo, cuando frescas las flores,
presentan un aroma fragante (Figura 2b). Caliz formado de tres piezas; sépalos
oblongos u ovados, de apice redondeado, base atenuada, céoncavos, de color
‘blanco; de 14.5 a 17 cm de largo por 10 a 11 cm de ancho; glabros, carnosos,
corola formada por 9 a 10 piezas en series de 3 y 4 los pétalos de |la primera
serie de forma obovada; de 15.5 a 17.5 cmde largo por 10.4 a 12.4 cm de
ancho; los de la segunda serie de forma obovada, lanceolada y oblanceoclada;
de 13 a 16.5 cm de largo por 4.8 a 10 cm de ancho; los 7 con la base atenuada
y apice redondeado o agudo, céncavos, de color blanco, glabros y carnosos.
Estambres numerosos, hipogineos libres; arreglados en espiral sobre el
androforo, de 2 a 3 cm de longitud; de forma laminar; amarillos; de 1.9 a 3.4
cm de longitud; el filamento y la antera muy poco diferenciados: anteras con
dos tecas paralelas a lo largo, separadas en toda su longitud por tejido
conectivo, con dehiscencia longitudinal, introrsas. Gineceo sésil de forma
ovada, con numerosos pistilos espiralmente arreglados sobre un eje alargado;
densamente tomentosos ferrugineos; ovarios uniloculares. unicarpelares,
separados, de 1 a 2 cm de longitud, con 2 dévulos, elipticos, anatropos. con
placentacion parietal; estilo recurvado en el apice, de 7 a 12 mm de longitud; de
color pardo oscuro; con el estigma sobre su cara interna. Fruto un muitifoliculo,
de forma oval u oblonga de 10 a 12 cm de largo, tomentoso-ferrugineo; cada
foliculo, leficoso con dehiscencia dorsal, con una o dos semillas péndulas de un
funiculo corto.

Semillas de forma obovada, de 1.5 cm de largo por 7 mm de ancho, con
una sarcotesta de color naranja (Figura 2c), abundante endospermo. Embriéon
recto y pequerio, cotiledones de forma obovada.

Whitaker (1933) reporto que M. grandifiora L. es hexaploide 2n = 114,
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Ecologia de M. grandifiora.

Altitudinalmente se encuentra desde los 1000 hasta los1800 m.s.n.m.
Carolina septentrional, de donde es originarla esta especie, presenta un clima
Cfa, templado-humedo con lluvias todo el afo y verano calido, con una
temperatura media del mes mas caliente mayor de 22° C (Finch y Trewartha,
1954).

En el estado de Veracruz se localiza en zonas que quedan dentro del
subtipo climatico C (fm); templado-humedo con lluvias todo el ano, con una
temperatura media del mes mas caliente entre 6.5y 22 % C (Garcia, 1970).

Esta especie florece durante todo el afno. Los frutos inmaduros se
encuentran en el arbol desde el mes de julio hasta finales del ano. Su

polinizacion es de tipo entomofila, por coledpteros y por himenopteros, (Thien,
1974).

Generalidades de M. grandifiora.

Magnolia grandiflora es quizas una de las especies mas hermosas de
este género por la gran belleza de su flor de fragante aroma, de color blanco
que llega a medir hasta 18 cm y sus hojas de color verde muy brillante (Figura
2a), esta planta es nativa del sureste de Estados Unidos, se distribuye desde el
sur de Virginia, a lo largo de la costa del Atlantico, se encuentra mas abundante
en Louisiana, Mississippi y Texas (Thien, 1974, Little, 1979) y se extiende hasta
el Caribe (Howard, 1948). No existe reportes de poblaciones naturales en
México de M. grandiflora por lo que los individuos silvestres de esta especie se
pueden deber a individuos que han escapado de los cultivos. En el estado de
Veracruz se ve como planta cultivada en jardines como: en el Jardin Botanico
Francisco Javier Clavijero del Instituto de Ecologia A.C; en el jardin central de
Naolinco, a 800 m de Banderillas a Piletas. Carretera Perote-Jalapa; en el
hospital que se encuentra en el cerro de Macuiltepec, Jalapa (Hernandez-
Cerda 1976) y en el area de colecciones del Jardin Botanico del Instituto de
Biologia de la Universidad Nacional Auténoma de México, ademas en
colecciones, jardines publicos y particulares. M. grandiflora esta considerada

como una especie amenazada por las leyes Mexicanas (Anénimo, 2002).
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Figura 2 Los individuos de M. grandiflora son altamente apreciados como plantas de ornato y
como plantas medicinales ya que en algunas regiones de México se le atribuyen propiedades
antiespasmodicas y se usa para aliviar malestares estomacales. a) Ejemplar adulto de M.
grandiflora; b) Las flores de esta especie son las mas grandes de {a familia Magnoliaceae; c)
Las semillas maduras presentan sarcotesta de color naranja muy brillante.

En México M. grandiflora es una especie cuyo uso medicinal es amplio y
antiguo, sobre todo en el centro del pais como Michoacan, Puebla, Tlaxcala y
Veracruz, donde se emplea principalmente para tratar padecimientos del
corazon. E! tratamiento recomendado es hervir la corteza con las flores e
ingerir el cocimiento resuitante como té, tres veces al dia, en cambio, en otras
regiones la utilizan como eficaz diurético, para elio hierven la corteza y flores
para que la infusidn sea tomada como “agua de uso” (Hernandez-Cerda, 19786).
Es de empleo muy antiguo, en el siglo XVI era usada para fortalecer el corazon
y aliviar malestares estomacales. Mas tarde las hojas se utilizaron como
astringente y en cocimiento para curar la gota. Desde el siglo pasado. la
infusion se usa como antiespasmédico (Hernandez-Cerda 1976). Bastidas-
Ramirez et al.. (1998) han encontrado que el compuesto activo aislado de M.
grandiflora tiene un efecto antiespasmoédico y anticonvulsivo en roedores y
conejos, sugiriendo que puede ser usado en humanos. Clark et al., (1981)
~confieren propiedades antimicrobianas al extracto de magnolol obtenido de
esta planta, asi mismo, esta especie es muy apreciada como planta de ornato

en jardines y casas.



Conservacion de los recursos vegetales.

La conservacion no es un fin en si, sino un medio para asegurar que los
recursos geneéticos vegetales y animales estén a disposicion de las
generaciones presentes y futuras (CIAT, 2001).

Food and Agriculture Organization (FAQO), Secretaria de Marina vy
Recursos Naturales (SEMARNAT) reconocen que en la actualidad 1,2 millones
de hectareas son deforestadas al afo y 600 mil mas cambian de uso de suelo
en el mismo periodo, a pesar de que la recomendacion general es proteger los
ecosistemas, a fin de conservar la flora y fauna silvestre. México a pesar de ser
uno de los paises con mayor diversidad, presenta un gran rezago en la
implementacion de medidas que permitan la conservacién de sus recursos.
Para la conservacion de la diversidad bioldgica, y de forma mas urgente para
las especies amenazadas o en peligro de extincion, es necesario explorar todo
tipo de estrategias de conservacion observando que éstas no intervengan en
los proceso naturales de la dinamica de los ecosistemas (Vazquez y Orozco,
1989).

Una vez identificados y caracterizados los recursos, los sistemas basicos
en materia de conservacion de la diversidad, son los meétodos in situ y ex situ.
Los primeros retienen a las plantas y animales en sus habitats originales,
mientras que la conservacion ex sitiy mantiene a los organismos fuera de esos
habitats en centros como bancos de genes. cultivos de células, jardines
botanicos o parques zooldgicos entre otros. Estos dos sistemas no se excluyen
mutuamente, distintos métodos de conservacion pueden complementarse entre

si y servir de garantia contra las deficiencias de un método en particular.

Conservacion in situ

La conservacién de la biodiversidad en su habitat natural, en areas
protegidas, reservas y/o parques naturales, es sin duda la mejor via para su
conservacion, la FAO (2001) recomienda la conservacion in situ como el
meétodo que debe emplearse para preservar los recursos fitogenéticos para la
agricultura y de sus parentales silvestres, indica ademas que la principal

ventaja de este enfoque es que permite que contintien los procesos evolutivos,
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permitiendo asi evaluar la adaptaciéon de las especies vegetales y adaptar su

composicidn genética a las condiciones cambiantes.

La controversia a esta idea para la conservacion la constituye sin duda la
destruccion de los ambientes naturales originada por la actividad humana, por
ejemplo, para el caso de los bosques tropicales la extenciéon original de éstos
se ha reducido en un 50% (Wilson, 1989). Para que la conservacion in situ sea
biolégicamente pertinente, asi como econdmica y socialmente viable, los
cientificos deben desarrollar un acervo de conocimientos que ayude a
~ determinar qué se debe conservar, como conservarlo y donde hacerlo (FAO,
2001). Es urgente establecer programas de desarrollo a través de analisis de
ecologia regional y sustentable, que necesariamente incluya a los habitantes
de las regiones en la proteccidon y explotacion sustentable de los recursos
bioticos bajo la supervision de instituciones de investigacion vy
gubernamentales, este mecanismo para la conservacion de la diversidad
bioldgica es sin lugar a dudas el modelo de mas reciente creacidon y con
mayores expectativas para la conservacion in situ (CIAT, 2001).

Conservacion ex situ

La conservacion in situ es sin lugar a dudas la mejor opcion para la
conservacion de la biodiversidad, sin embargo la creciente actividad humana la
torna muy dificil de cumpilir, por lo que es necesario implementar alternativas
para la conservacion ex situ.

Los programas para al conservacion ex situ de la diversidad vegetal son
muy diversos y pueden variar su efectividad. Uno de los métodos mas
importantes lo constituyen los jardines botanicos, que han sido por muchos
afnos grandes centros para la conservacion, investigacion cientifica y de
educacion de la riqueza floristica (IUCN, 1987).

Los mas de 1400 jardines botanicos registrados en el mundo representan
una importante fuente de diversidad y en el futuro quizas sean la unica ventana
a la diversidad vegetal del mundo (Villalobos, 1988). Aunado a ésto, en viveros
estatales, delegacionales y particulares en México son propagadas algunas
especies de interés ornamental a través de la propagacion vegetativa como

en el caso de M. grandiflora. la cual en ultimas fechas ha sido empleada
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crecientemente en parques y jardines del sector salud, como por ejemplo en el
Centro Nacional de Rehabilitacion en donde se cuenta con una poblacion
artificial de cerca de 120 individuos de aproximadamente 3 afos.

Entre los métodos de conservacion ex situ se encuentran los bancos de
semillas y esporas. Este método sdlo puede ser aplicable a especies con
semillas quiescentes (ortodoxas), no asi a especies con semillas recalcitrantes,
este meétodo es eficaz para conservar sin cambios las semillas y permite
almacenar una gran cantidad de informaciéon genética por largos periodos en
relativamente poco espacio, las semillas son refrigeradas a —20 °C y una
humedad relativa de 4-7 %, el sistema debe recibir constante mantenimiento
por lo que el proceso se vueive costoso, en el Centro Internacional para el
Mejoramiento del Maiz y Trigo (CIMMYT) se conservan de esta forma una gran
cantidad de semillas de especies agricolas como el maiz, sorgo y trigo; de igual
forma se puede utilizar este sistema para especies forestales.

La criopreservacion puede considerarse como otra alternativa para la
conservacion, se pueden almacenar células de potencial embriogenético;
embriones, semillas, suspensiones celulares, tejidos meristematicos, yemas, u
organos (Kartha, 1981, 1982 citado por Martinez-Palacios, 1998; Engelmann,
1991b; Gonzalez-Arnao et al, 1997; Martinez y Revilla, 1999; Valbuena,
2000). El uso de las técnicas de crioconservaciéon garantiza el almacenamiento
seguro y a largo plazo, 50 afios o mas, del germoplasma vegetal (Valbuena.
2000). La crioconservacion se basa en mantener las células y los tejidos a
temperaturas uitrabajas, generalmente la del nitrégeno liquido (-196 °C), la cual
detiene todos los procesos metabodlicos y la divisién celular (Engelmann,
1991b; Gonzalez-Arnao et al., 1997). Entre los éxitos conseguidos. se han
desarrollado protocolos de crioconservacion de apices caulinares y yemas
procedentes de plantas cultivadas in vitro de Centaurium rigualii, Antirrhinum
microphyllum, Artemisia granatensis (Chaudury, 1981); embriones maduros de
Cocos nucifera L. (Assy-Bah y Engelmann, 1992); apices de plantulas
cultivadas in vitro de Prunus dulcis (Shatnawi et al.,, 1999); yemas axilares de
Vitis vinifera (Zhao et al., 2001) y brotes apicales de kiwi (Wu et al. 2001) por
mencionar algunos ejemplos.

En los ultimos afios se han perfeccionado algunos protocolos nuevos de

crioconservacion por vitrificacion, encapsulacion-deshidratacion y
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deshidratacion aplicables a una amplia variedad de especies, con los que se
han obtenido indices elevados de sobrevivencia como en los casos de Olea
europaea L. var. Arbequina (Martinez y Revilla, 1999); Citrus deliciosa (Aguilar
et al, 1993; Gonzalez-Arnao, 1997); tubérculos y yemas de papa (Valbuena,
2000) y ejes embrionarios de C. madurensis (Eun et al, 2001) que son algunas
especies conservadas a través de vitrificacion; asimismo esta técnica es
utilizada para la conservacion de algunos frutos, sobre todo, citricos y fresa.

La técnica de encapsulacidn-deshidratacion es empleada en especies
como Saccharum sp. que se conserva por medio de apices de plantulas
cultivadas in vitro (Gonzalez-Arnao et al., 1993); De igual forma apices de
plantulas /in vivo de cafa de azucar (Paulet et al., 1993) son conservadas;
Otros ejemplos son: apices de tallo de manzana (Zhao et al. 1999);
meristemos del paraiso gigante, Melia azedarach var. gigantea cultivados in
vitro (Scoccchi y Mroginski, 2000) asi como yemas y tubérculos de papa
(Vaibuena, 2000).

En la actualidad, estos protocolos se estan aplicando a especies de

propagacién vegetativa en el marco de experimentos a gran escala. El
l desarrollo de las técnicas de crioconservacion ha avanzado con mayor lentitud
en la esfera de la conservacion a largo plazo de semillas recalcitrantes
(Engelmann, 1991a; 1991b; Villalobos y Engelmann, 1995; Valbuena, 2000),
asi, la criopreservacion exige desarrollar protocolos especificos para cada tipo
de material o especie vegetal (Engelmann, 1991b).

Otro meétodo para la conservacion ex situ se puede considerar el
establecimiento de parcelas o viveros los cuales retienen un germoplasma
potencialmente explotable a nivel agricola y horticola de especies en donde se
carece de semilla o especies con semillas recalcitrantes que unicamente son
propagadas vegetativamente, como lo es el caso de muchas especies
tropicales y subtropicales (Kockafkan, 1996), dentro de la cuales se encuentran
las magnolias.

En instituciones como el Centro Internacional de la Papa (CIP) en Lima,
Peru y en la FAO se conservan regionalmente especies silvestres. asi como
variedades agricolas mejoradas genéticamente para la alimentacion vy
proyectos de desarrollo regional (Ford-Lloyd y Jackson, 1986; Williams. 1989,
citados por Martinez-Palacios, 1998). Sistemas como este podrian ser
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manejados a través de jardines botanicos para la conservacion de las especies
amenazadas y en peligro de extincion.

Otra alternativa para conservar la diversidad biologica vegetal ex situ es a
través de las técnicas del Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV) o cultivo in vitro,
que es una aplicacion de la tecnologia disefiada para propagacion de especies
comestibles o de interés industrial y farmacolégico y que en la actualidad esta
siendo aplicada para la conservacidon y propagacidon de especies nativas,
amenazadas o en peligro de extincion. La utilizacidén de esta técnica in vitro en
programas de conservacion podria llegar a evitar la pérdida de germoplasma y
por lo tanto de la extincidn total de algunas especies.

En condiciones ideales, los bancos de genes, bancos de semillas,
laboratorios de biotecnologia, etc. proporcionan almacenamiento a mediano-
largo plazo pero no indefinido. Tanto las semillas como los tejidos se deterioran
con el tiempo y hay que cultivar periédicamente las plantas con el objeto de
generar semillas y tejidos recientes para un aimacenamiento continuado. Por
desgracia incluso los bancos de genes mas sofisticados no pueden dar siempre
una seguridad suficiente. Siguen malograndose grandes colecciones de plasma
germinal debido a deficiencias técnicas y dificultades financieras o a desastres
naturales. Las averias eléctricas, una documentacién vy evaluacién
insuficientes, los terremotos, las inundaciones, los desordenes sociales y
politicos también pueden poner en riesgo bancos de genes (Martinez y Revilla,
1999; CIAT, 2001).

El mayor inconveniente de los bancos de genes ex situ consiste en que las
plantas, una vez almacenadas, se sacan del proceso evolutivo gue
experimentan en la naturaleza. De ahi que, aunque los bancos de genes
seguiran siendo de importancia vital para la conservacion, los sistemas
complementarios, incluidos los meétodos in situ, asumiran probablemente una
mayor importancia en el futuro (Martinez y Revilla, 1999; CIAT, 2001).



Cultivo de Tejidos Vegetales.

El Cultivo de Tejidos Vegetales es una rama de la Biologia que basada
en la totipotencialidad celular (Dodds y Roberts, 1982) ha establecido un
conjunto de técnicas que hace posible dividir a un organismo en sus bloques
constituyentes y cultivar asépticamente in vitro protoplastos, células, tejidos.
érganos, embriones, y plantulas en condiciones controladas (medio nutritivo,
pH, luz, temperatura, atmosfera, etc.) (George y Sherrington, 1984; Chavez,
1993).

El éxito y trascendencia de este método ha permitido el establecimiento
de nuevas y mejores alternativas de mejoramiento genético como la hibridacion
de protoplastos, cultivo de tejidos haploides (anteras y ovulos), generacion de
variabilidad genética, estudios de crecimiento y diferenciacion, clonacidn con
propositos de una rapida multiplicacion en especies de interés comercial y de
dificil propagacioén, obtencion de plantas libres de patdogenos a través de cultivo
de meristemos, estudios de reguladores de crecimiento, produccién de
metabolitos secundarios para uso industrial y medicinal, conservacion de
germoplasma, estudios basicos, etc. (George y Sherrington 1984; George.
1993).

La regeneracion in vitro solo es posible cuando se logra establecer
explantes en condiciones asépticas e iniciar el cuitivo in vitro, éstos se pueden
ver influenciados por varios factores como son: el tipo de explante, el estado
fisiologico de los explantes, |la variabilidad genética de éstos. los reguladores
del crecimiento y el tipo de medio de cultivo utilizados. (George, 1993).

Los componentes de los medios de cultivo estan quimicamente
balanceados en sus sales minerales, fuentes de carbono, vitaminas vy
aminoacidos, por lo que una correcta eleccion del medio puede ayudar a
obtener respuestas favorables. Otros factores que se deben considerar son el
pH, la luz y la temperatura de incubacién. La manipulacion de todos estos
factores permite al investigador variar las condiciones de cultivo y llegar a dirigir
la respuesta morfogenética y biosintética de las células (Dodds y Roberts,
1982; Gamborg. 1982; George. 1993).



Vias de regeneracion in vitro.

La regeneracion de plantas a través de CTV se puede alcanzar por
medio de tres vias: 1) Elongacion de brotes axilares, 2) Embriogénesis
somatica y 3) Organogénesis (George y Sherrington, 1984; Bonga y von
Aderkas, 1992).

Elongacién de brotes axilares.

Es la via de propagacion mas utilizada en angiospermas lefosas y
consiste en la elongacion de las yemas que son liberadas de la dormacia
inducida por la dominacia apical y se logra a través del estimulo con
reguladores del crecimiento adicionados al medio de cultivo, sobre todo de
citocininas; ANA, AIlA etc. (George y Sherrington, 1984). Esta via de
regeneracion ofrece uniformidad y estabilidad genética de los cultivos

deseados.

Embriogénesis somatica.

Steward et al, (1958); Reinert (1958) y Backs-Husemann y Reinert (1970)
reportaron su éxito en la regeneracion in vitro de zanahoria (Daucus carota), a
través de embriones somaticos, los cuales eran estructuralmente iguales a los
embriones cigdticos (Ammirato, 1987, citado por Chavez, 1993) desde
entonces mediante esta técnica se ha logrado reproducir un gran numero de
especies. Aunque para muchas especies este proceso no esta definido y en
algunas especies lefiosas el éxito ha sido limitado (Bajaj, 1986).

La formacion de embriones somaticos a partir de celulas, tejidos y
érganos puede llegar a presentarse tanto de forma directa, asi como de forma
indirecta, generalmente se logra por e! cultivo del explante en presencia de
alguna citocinina (BA, K, 2ip) en concentraciones altas (0.1-1 mg/l) vy
ocasionalmente por auxinas como: ANA y 24-D (Tisserat, 1985, George,
1993).
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Embriogénesis somatica directa.
En la embriogénesis directa el proceso de diferenciacién de embriones

somaticos se inicia a partir de un grupo de células directamente del tejido
somatico sin pasar por una fase amorfa del mismo denominada "calio” en este
proceso se infiere que las células promotoras de los embriones estan
presentes ya en el tejido de la fuente de explante (Sharp et al., 1980). Algunos
explantes son capaces de desarrollar embriones somaticos porque estan pre-
embriogénicamente determinados, de acuerdo con George (1993) los genes
regulantes de la embriogénesis algunas veces tienen cierta actividad
remanente y son capaces de reactivaria nuevamente con el estimulo de los
reguladores del crecimiento por lo que la respuesta morfogenética es directa

del explante sin la necesidad de pasar por un callo como intermediario.

Embriogénesis somatica indirecta.

Este proceso consiste en el establecimiento en cuitivo in vitro de
cualquier explante, la proliferacion de callo y la subsecuente iniciacion de
estructuras proembrionarias en donde participa una célula o un grupo de éstas;
practicamente cualquier parte de la planta como raiz, hoja, tallo., embrion
cigotico, cotiledén, hipocatilo, peciolo, etc. puede ser utilizado para inducir callo
embriogénico (George y Sherrington, 1984; Tiserrat. 1985; George, 1993). Sin
embargo. existe desacuerdo respecto a la embriogénesis somatica indirecta.
muchos autores (Williams y Maheswaran, 1986, Stacey et al/., 1990. Didits et
al., 1991; van Engelen et al., 1991; Komamine et al., 1992) ponen en duda el
proceso de la embriogénesis somatica indirecta ya que han registrado y
documentado un proceso que puede explicar la formaciéon de un “aparente”
callo. En este proceso las células del explante originan directamente a nuevas
celulas alargadas, las cuales se dividen y generan agregados laxos de células
pequenas con denso citoplasma (microcallo), las cuales a su vez se dividen y
originan mas celulas alargadas que radian en todas direcciones y que despueées
se dividen terminalmente produciendo agregados de células pequenas. Estas
divisiones desiguales se presentan después de que el nucleo y la mayor
parte del citoplasma migraron hacia el extremo distal de la célula alargada,
entonces el nucleo se divide y se forma una pared celular, produciéndose una

célula pequefa con denso citoplasma en el extremo distal de una célula larga.
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Esta alternancia de células largas y cortas se repite varias veces resultando
una red de agregados interconectados de células largas y cortas que se
observan como un callo laxo blanquecino; eventualmente los agregados se
dividen y forman un haz laxo de células largas (en una sola direccion)
semejante a un suspensor. Las células meristematicas contintian dividiéndose
y constituyen una masa de células embrionales las cuales daran origen a los
embriones somaticos; a éste proceso lo han denominado Masa de
Proembriones y Suspensores (PEMS por sus siglas en inglés); y es muy
parecido al desarrollo del embrién en gimnospermas descrito por Atiree y
Fowke (1991).

Organogeénesis.

La organogénesis es la base fundamental de la multiplicacién vegetativa
o formacion de nuevos meristemos y con ello de la produccion mundial de
plantas in vitro (Vasil, 1994 citado por Martinez-Palacios, 1998). Involucra la
diferenciacion de brotes y raices en diferentes tiempos para desarrollar una
planta completa. Los brotes regenerados pueden ser obtenidos en medios con
altas concentraciones de citocininas y posteriormente individualizados vy
enraizados en diferentes medios comunmente con la adicidon de auxinas y de
esta forma obtener una planta completa (Ahuja, 1993; Mata, 2000).

Los procesos organogénicos se pueden dividir en: organogénesis
directa y organogénesis indirecta (George y Sherrington, 1984; Tisserat, 1985;
George, 1993).

Organogénesis directa

En la organogénesis directa (0.D.) el surgimiento de los brotes
adventicios se logra directamente del explante sin pasar por la fase de callo, se
pueden utilizar como explantes embriones, hojas, bulbos, tallos. rizomas y
tubérculos, al contrario de la embriogénesis somatica directa los promotores de
la organogenesis directa son altas concentraciones de citocininas y bajas o
nulas de auxinas (George, 1993).




Organogénesis indirecta.

De igual forma que en la embriogénesis indirecta los brotes regenerados
se forman con la mediacién de callo y son el resultado de la interaccion del
medio de cultivo, reguladores del crecimiento, del genotipo del explante asi
como de su estado fisiolégico y edad del mismo (George, 1993); al igual que en
la embriogénesis somatica indirecta los promotores de la callogénesis son altas
concentraciones de auxinas y bajas o nulas de citocininas (George, 1993). Los
brotes regenerados via O.l. se logran después de que en el callo las células
han sido redeterminadas en las nuevas divisiones celulares que les ocurren y
asi adquieren competencia (capacidad) organogénica, las células forman una
estructura unipolar que puede ser un nuevo brote o bien una raiz (Sharp et al.,
1980).

Estos procesos morfogenéticos han sido estudiados desde el siglo
pasado en la década de los 40’'s y a través de los afios subsecuentes se han
hecho aportaciones substanciales para comprenderios y optimizarios en un
gran numero de especies de hortalizas de interés comercial, sin embargo en

plantas perennes o lefosas ésto ha sido mas complicado (Bajaj, 1992).



Cultivo de Tejidos Vegetales en Angiospermas (arboles).

Las especies forestales cubren 29-34% del area de la Tierra, de éstas el
60% son gimnospermas y alrededor del 38% son angiospermas (Thorpe et al.,
1991). En los udltimos 15 afios se han logrado progresos considerables en el
desarrollo de meétodos de propagacion convencional vegetativa de forma
masiva de especies arborescentes al manipular las condiciones de humedad.
asi como las concentraciones de giberelinas y otras sustancias a fin de obtener
un mayor numero de plantas. Los esfuerzos se han dirigido principalmente a
especies de gimnospermas de interés maderable para las cuales se han
desarrollado métodos en enraizamiento de esquejes o fasciculos, injertos e
incluso cruza de arboles élite para la produccidon de semillas de alta calidad en
algunas especies de coniferas (Bonga y von Aderkas, 1992). Sin embargo ésto
no es aplicable en todas pues aun faltan muchas especies por ser estudiadas
(Thorpe y Harry, 1991). Los meétodos biotecnologicos como el CTV en
gimnospermas de interés forestal y comercial han sido ampliamente
documentados y se han desarrollado protocolos de micropropagacion para
algunas especies como: Taxus y Pseudotsuga menziesii (Sommer et al., 1975;
Sommer, 1975; Brown y Sommer, 1977, Sommer y Brown, 1997 citados por
Mata-Rosas 2000); Pinus strobus (Feinert et al., 1989); Picea abies., P. glauca,
P. taeda, Abies alba. Larix decidua (Schuller et al., 1989; citado por Mata-
Rosas 2000); P. mariana y P. rubens (Tremblay y Tremblay, 1991).

En el caso de las angiospermas la propagacion convencional, asi como
los métodos biotecnoldgicos, se han orientado principaimente a las especies de
interés comercial, por ejemplo en especies frutales (Citrus, Musa, etc.) en las
cuales se han desarrollado protocolos de propagacion altamente detallados
(Reinert y Bajaj, 1977; Bonga, 1977; Winton, 1978; Karnosky, 1981; Farnum et
al., 1983 citados por Bajaj, 1986), con el fin de obtener un gran numero de
plantas que cubran los requerimientos alimenticios cada vez mas demandantes
(CIAT, 2001). En el caso de las especies ornamentales el nimero de especies
propagadas por CTV es menor (Callaway, 1998) y cuando se trata de
angiospermas forestales. amenazadas o en peligro de extincion el nimero de
trabajos es aun mas reducido (Bajaj, 1986) y es casi nulo al hablar de especies
mexicanas y en peligro de extincion.
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Los pioneros en cultivo de tejidos de especies lefiosas se remontan al
siglo pasado en la década de los afios 30 (Ahuja, 1993) y se realizaron
principalmente en gimnospermas, mas tarde y en menor numero, las
angiospermas arborescentes fueron estudiadas. Entre los primeros trabajos
reportados se encuentran los realizados por LaRue en 1948 con
megagametofitos de Zamia floridiana (= Z. pumila) y Z. pumila en 1954, Ball en
1950 logré la proliferacion de callo en Sequoia sempervirens; dentro de los
primeros trabajos se encuentran también los realizados por Norstog (1965);
Norstog y Rhamstine (1967) al lograr embriogénesis somatica a partir de
embriones cigodticos de Z pumila; En 1965 Rao reporté embriogénesis
somatica en Santalum album; mas tarde en 1985 Gautheret (citado por Thorpe
et al., 1991) reportd la regeneracion de brotes en Ulmus campestris; Reynolds
y Murashige (citados por Litz y Jaiswal, 1991) en 1979 reportaron la
embriogénesis somatica a partir de yemas apicales en Phoenix dactilifera:
Tisserat (1987) solo pudo lograr la elongacion in vitro de yemas adventicias de
Phoenix dactilifera. En 1988 Tisserat y De Mason obtuvieron callo
embriogénicc y nuevas yemas adventicias de esta misma especie;
McGranahan et al. (1987) establecieron parcialmente cultivos in vitro de
Juglans sp; mas tarde en 1992 Leslie y McGranahan {ograron la proliferacion
de brotes adventicios a partir de secciones de nudos de Juglans regia.

McCown y McCown (1987) lograron establecer cultivos de Carya. Fagus
y Quercus, sin embargo reportaron que el establecimiento de dichos cuitivos
fue dificil. Chalupa considero que la dificultad en el cultivo de arboles se debe a
que éstos crecen muy lento de forma natural en su habitat, por lo que se puede
esperar que sea dificil su micropropagacion; en tiempos mas recientes se ha
incrementado el numero de especies de angiospermas arborescentes
regeneradas a través de CTV (Tabla 1), en general las especies lefiosas
presentan dificultad para su establecimiento in vitro por lo que se recomienda
utilizar medios de cultivo con bajas concentraciones de sales minerales como el
medio MS modificado o el medio WP en combinacion con citocininas y auxinas
(Chalupa, 1987). Las angiospermas han sido micropropagadas utilizando
nﬁériétemos. yemas, nudos, embriones cigdticos, hojas y polen (Chalupa,
1987).
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Tabla 1 Algunas especies de angiospermas arborescentes que han sido regeneradas
o propagadas in vitro.

Especie Fuente de explante Respuesta Referencia
obtenida
Actinidia Lf C Predieri et al.. (1988)
Alnus crispa Stp. adv. Bud D Read et al. (1982)
Alnus glutinosa Stp D Garton et al.(1981)
Alnus sp. Stp. Bud. Hyp A B Dustan y Thorpe (1986)*
Azadirachta indica Emb, Stm C Sanyal y Datta (1986)*
Ap. Bud, adv. Bud, D.E Litz, 1986 . Dewinnaar, 1988 ;
Caryca papaya Emb. Ndc. Drew, 1988 ;| Reuveni et al.
1990 . Drew et al., 1991 Yy
Ficht y Manshardt, 1990 . Ficht.
1991, 1993
' Citrus sinensis Ant, Emb, End, Ovl. € Hidaka,(1984) . Kobayashi et
al., (1984) ; Hidaka y
Kajiura,(1988) vy Gmitter et al.,
( 1990)
Citrus reticulata Emb, Ovl. E Vardi y Spiegel-Roy, (1982);
Hidaka y Kajiura, (1988)
Eucalyptus globulus Ap. Bud D E Mascarenhas et al.(1982);
McComb, (1995)
E. tereticornis Ap. Bud AL E Mascarenhas et al.(1982);
McComb, (1995)
E. marginaia Ap. Bud E McComb, (1985)
Ficus spp. Stp, Lf A C Dustan y Thorpe (1986)*
Hammamelis virginiana Emb. E Zilis y Meyer (1977)"
Malus domestica
Mangifera indica Bud. Stp, D Lane, (1992)
Musa spp. N E Litz et al.. (1982)
L. R E Novak et al., (1988)
Microcitrus spp. Emb, Ovl, Prt E Vardi et al.(1986)"
Paulownia spp. Stm, Bud, Stp, AB,.C . E Dustan y Thorpe (1986)°
Emb, Hyp, Cot.
Pet, Lf, Ant, Ovl.
Populus spp e hibridos  Stp, Bud, Stm, A.B, C D Dustan y Thorpe (1986)";
Ant, Cam, Lf, Prt, Lubrano, (1992)
Prosopis spp Stp, Hyp A B Tabone et al.(1986)*. Goyal y
Arya (1981)
Quercus spp. Adv. Bud A C E Dustan y Thorpe (1986)";
Srivastava y Steinhauer (1982)
Rhododendron spp. Stp, Bud, Fi A. B Dustan y Thorpe (1986)°
Santalum album Endosperm, Hyp D.E Lakshmi Sita et al.(1980) . Rao
y Bapat, (1992)
Santalum spp. Ndc, Stm, Stp, Emb, Cot, A.B.C. E Dustan y Thorpe (1986)°
Hyp. End
Ulmus spp. Hyp., Stm. Bub. Prt A.C Dustan y Thorpe (1986)°

Abreviaciones utilizadas: Fuente de explante: Adv. Bud = Yema adventicia: Ap. Bud o Bud = yema
apical o terminal; Ant = antera; Cot = cotiledones; Emb = embrion cigético, End = endospermo;
Fl = flores y partes florales. Hyp = hipocétilo; Lf = hoja: Ovl = évulo: Prt = protoplasto: N =
Nucela: Ndc = Secciones de nudo. R = Rizoma Stm Secciones de tallo; Stp = apice de tallo.
Respuesta obtenida: A = Formacidon de yemas: B = Brotes via Organogénesis directa; C =
Brotes via organogénesis indirecta; D = Brotes adventicios; E= Embriogénesis somatica.

* tomados de George y Sherrington (1984); tomados de Bajaj (1992);

tomados de Bajaj
(1995)



Propagacion convencional de magnolias

De manera general las especies de la familia magnoliaceae pueden ser
propagadas a través de dos vias: 1) reproduccion sexual, en la que interviene
la fusion de gametos para la formacion de semillas y 2) reproduccién asexual,

que involucra el uso de estructuras vegetativas de la planta como raiz, tallo o
brotes.

Propagacion por semilla.

La propagacion a través de esta via, se logra sélo después de que el
embrion rompe el periodo de latencia, la semilla germina una vez que se ha
degradado la sarcotesta o exocarpio (testa carnosa) y el agua ha iogrado
permear la esclerotesta (testa dura). En la naturaleza las semillas germinan
cuando las semillas se dispersan del fruto y caen enterrandose en el suelo o
bien cuando éstas son ingeridas por pequefos mamiferos o aves que las
escarifican en su tracto permitiendo con ello la germinacion cuando las semillas
son expulsadas con las excretas (Callaway, 1996).

De acuerdo con Callaway (1996) para inducir la germinacién de
Magnolias las semillas deben ser refrigeradas por un periodo de 2 a 4 meses a
temperaturas de 0.5 a 4.4 °C en bolsas de papel o en boisas de plastico que
contengan una mezcla 3 a 1 de Sphagnum y semillas. Una vez transcurrido
este periodo se rompe la latencia de la semilla, se reduce la produccion de
fenoles y se logra la germinacidon. Las semillas deben ser sembradas en
primavera en un sustrato bien drenado y deben mantenerse de 18 a 24 °C. Sin
embargo este método no es valido para todas las especies; Vovides e lglesias
(1996) encontraron en su analisis sobre la germinacion de semillas de M.
dealbata que el periodo de almacenamiento en refrigeraciéon no influyd de
manera significativa en los porcentajes de germinacion obtenidos.

Propagacion vegetativa.

Algunas especies de la familia Magnoliaceae son propagadas
vegetativamente para su comercializaciéon en los Estados Unidos y en paises
de Asia, en donde se distribuyen especies de esta familia tales como:
Magnolia. acuminata. M. campbelli M. dawsoniana, M. denudata. M.

grandiflora. M. kobus, M. lilliflora. M. sargentiana. M. stellata, M. x soulangiana.
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Esta via de propagacion es empleada debido a la uniformidad genetica y
fenoldgica de las plantas obtenidas; y a la reduccion de tiempo de maduracion
y floracion (Callaway, 1996). Dentro de los meétodos vegetativos de
propagacion usados en las magnolias estan:

a) Enraizamiento de estacas

b) Acodos

c) Injertos

A través de éstos metodos se han logrado avances en el campo de la
horticuitura y jardireria: Dirr y Heusen (1987) determinaron concentraciones de
0.3 a 1.0 % de IBA y ANA para enraizamiento de estacas en M. grandiflora:
Ellis (1988) documento la propagacion de varias especies de magnolias a
través de éstos métodos. En 1995 Johnstone reportd el éxito en la propagacién
vegetativa utilizando el método de estacas para M. sargentiana var. Robusta y
M. dawsoniana, comparandolo ademas con el método de injerto y evidenciando
las ventajas de las estacas sobre los injertos y acodos. Sin embargo la
propagacion vegetativa a travées de estos métodos presenta una serie de
desventajas como son:

1) El numero limitado de plantas obtenidas por cuaiquiera de estas vias.

2) La necesidad de mantener un lote muy grande de plantas madre en

buenas condiciones (libres de patdgenos).

3) Rotacion continua de plantas madre (las plantas de menor edad

producen un mayor numero de brotes que las plantas de mayor

edad).

4) Requieren gran extencidon de espacio y mucho tiempo de
manipulacion.




Cultivo de Tejidos en la familia Magnoliaceae.

No existen muchos trabajos referentes a la micropropagacién de
especies en la familia magnoliaceae. Le page-Degivry (1970) reportd la
germinacion in vitro de M. grandiflora y M. soulangiana. Furmanowa y
Rzedowski (1977) iniciaron cultivos de callo a partir de tallos y brotes apicales
de arboles de 1 a 3 afios de edad de Liriodrendron tulipifera. Rzedowski (1981)
reportd la formaciéon de plantas de M. grandiflora, pero no fueron capaces de
sobrevivir en condiciones de invernadero. Biedermann (1987) intentd la
micropropagacion de un grupo de hibridos de magnolia a partir. de yemas
adventicias de arboles maduros pero soélo obtuvo proliferacion de calio.
Stefaniak y Wozny (1983) cultivaron fragmentos de internodos, peciolos y
lamina de hoja de L. tulipifera obteniendo soélo callo no morfogenético. Merkle y
Sommer (1987) reportaron la regeneracion de L. tulipifera a partir de cultivo de
protoplastos y en 1990 la maduracion y establecimiento de embriones
somaticos. Asi mismo Merkle y Wiecko (1990) lograron el cultivo de M.
virginiana, M. fraseri y M. acuminata usando embriones inmaduros. Tobe
(1990) cultivd yemas apicales de M grandiflora sin lograr su desarrollo e
i.gualmente no obtuvo piantas.

Dentro del mismo género existen algunas especies que han sido mas
dificiles de cultivar que otras, esto puede atribuirse a la alta oxidacion que
presentan, derivada sin duda de la alta concentracién de compuestos fendlicos
que contienen las magnolias, especialmente aquellas que presentan flores de
color y de manera especial las de color amarillo. De acuerdo con McCown
(citado por Callaway, 1996) las magnolias cultivadas in vitro presentan una
tendencia a la hiperhidratacion, los brotes aparecen cristalinos e
hiperhidratados, la mayoria se revierten a callo y no enraizan (Callaway, 19986).
Biedermann (1987) reportd que el contenido de fenoles es mas bajo en las
magnolias después de romper la dormancia, esto es, de Diciembre a Marzo y
sugiere reducir la concentracién de carbohidratos y NO; para obtener mejores
resultados.

McCulioch (citado por Callaway 1996) sugiere ajustar las sales y los
reguladores de crecimiento para cada una de las especies, pues reporta que no
todas las magnolias se pueden micropropagar en el medio Woody Plant (WP)
(Callaway, 1996). Por el contrario Tobe (1990) reportd resultados exitosos de
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M. .grandiflora cultivadas en medio WP enriquecido con 6-bencilaminopurina
(BAP).

De acuerdo con McCulloch y McCown presidentes de Brigas Nursery
inc. y Knight Hollow Nursery Inc; una vez que se logra ia regeneracion in vitro
de una especie de la familia magnoliaceae, el establecimiento en invernadero o
vivero es un factor que limita el nimero de plantas comercializables (Caliaway,
1996). Maene y Debergh (1985a, 1985b) después de varios ensayos para el
establecimiento de plantulas regeneradas en condiciones de invernadero
concluyen que es necesario que las plantulas adquieran una talla minima de 4
cm para obtener una mayor probabilidad de ‘sobrevivencia ya que plantulas
mas pequefas (menores de 4 cm) no logran superar esta etapa de
endurecimiento, asi mismo recomiendan el empleo de sustrato compuesto por
la combinacion de musgo y perlita; musgo y vermiculita; o bien musgo y
poliuretano en porciones de 3:1 para establecer las plantulas en invernadero,
ademas de aplicar algun fungicida.

Solamente las empresas comerciales Brigas Nursery Inc. y Knight
Hollow Nursery inc. en Estados Unidos mantienen cultivos exitosos in vitro de
Magnolia acuminata var. subcordata, M. kubus var. Loebneri, M. grandifloray
M. kubus var. stellata para su comercializacion; sin embargo sus técnicas de
propagacion son manejadas como secreto industrial.
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Importancia de los procesos oxidativos en el cultivo in vitro y alternativas
para contrarrestarlos.

Un problema severo que se presenta en algunas especies sobre todo
aquellas de regiones tropicales o subtropicales en cultivo in vitro, es la muerte
por oxidacién de los tejidos. Cuando un tejido es seccionado, los bordes o sitios
de corte se tornan café-negro y se pueden oxidar en pocos minutos u horas
ocasionado por la presencia de fenoles y quinonas tdxicas (Mdnaco et al
1977). La presencia de estos compuestos en las células danadas es la causa
directa de la reacciéon oxidativa, la cual esta condicionada a una serie de
factores como pueden ser: la edad fisiologica del explante (tejidos jovenes
contienen menores cantidades de compuestos fendlicos) y por el contenido
natural de ellas, el cual es elevado en ciertas especies como en paimas.
algunos frutales y especies ornamentales como en el caso de las magnolias.
En ciertos casos la temporada del ano puede ser incluso la causa que
promueva la oxidacion (Vargas, 1988).

Cuando un tejido es seccionado para su siembra in vitro se facilita la
reaccidn entre las enzimas oxidativas tales como la polifenoloxidasa. las
peroxidasas y las tirosinasas y sus sustratos. por ejemplo, la tirosina o
hidroxifenoles como el acido cloragéenico que se encuentran en diferentes
compartilfqentos de la célula, la cual al ser seccionada libera su contenido.
poniéndql“‘:éh contacto estas substancias y provocando la oxidacion (George y
Sherritj\_'g'téh. 1984). La toxicidad de los fenoles se debe probablemente a que
séf'éﬁ‘lézén con las proteinas a las cuales en caso extremo pueden llegar a
poliyméi’izér y oxidar para formar compuestos méianicos (George y Sherrington,
1984).- Generalmente la oxidacion trae como consecuencia el crecimiento
redUc’ldb y la muerte eventual de los tejidos cuitivados (Bonga y von Aderkas.
1992).

El problema de la oxidacién de los tejidos ha sido tratado por varios
meéetodos para tratar de extraer del medio los compuestos fenodlicos producidos

por los cortes en los explantes. entre estos métodos se encuentran:
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a) Bafios a los explantes en una solucion de antioxidantes antes de
cultivarlos y/o adicionarlos al medio de cultivo

Se han intentado pretratamientos con agua corriente en semillas para
lavar los compuestos fendlicos o bien lavar los explantes (Vargas, 1988).
Utilizando cultivos de células en suspension de tabaco BarNun y Mayer (1983)
lograron suprimir la actividad de la catecoloxidasa con Norleucina en un 70%
por S dias sin afectar su crecimiento, por lo que se ha sugerido para controlar la
oxidacién in vitro.

Los antioxidantes comunmente utilizados son el acido citrico. acido
ascorbico, cisteina y Norleucina que pueden ser utilizados en enjuagues,
lavando los explantes antes de ser sembrados en el medio de cultivo o bien
ser adicionados al mismo, ademas de aquellos compuestos con alta afinidad
con substancias fendlicas como la polivinyl-pirrolidona y pirogalol (Bhojwan,
1993; Endress, 1994).

Ei acido ascodrbico es una lactona de azucar-acido. Es un potente
reductor que cede con facilidad los atomos de hidroégeno para transformarse en
acido deshidroascadrbico y es un compuesto sensible a la temperatura; mientras
que el acido citrico es un acido carboxilico ampliamente distribuido en tejidos
animales y vegetales cuyos grupos polares acidos e hidroxilo le permiten tener
propiedades antioxidantes., ademas de ser un agente que atrapa trazas de
metales. La cisteina es un aminoacido que contiene un grupo sulfidriio, el cual
es muy reactivo y extremadamente susceptible a la oxidacion a disulfuro por

el oxigeno atmosférico en presencia de sales de hierro u otro oxidante suave
(Uribe, 1998).

b) Anadir carbén activado al medio de cultivo

Una practica muy comun es la adsorcidon con carbon activado, el cual
captura las substancias toxicas que son liberadas en el medio por los
explantes, sin embargo los reguladores de crecimiento pueden ser también
adsorbidos y en consecuencia el medio con carbén activado debe ser

cambiado con frecuencia (George y Sherrington, 1984).
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c) Realizar subcultivos frecuentes para evitar la oxidacién

Una de las acciones mas utilizadas para intentar contrarrestar la
oxidacion de los tejidos son los subcultivos frecuentes. Las transferencias de
medio de cultivo a intervalos frecuentes de tiempo evitan la acumulacion de las
sustancias toxicas, ademas las partes necrosadas del tejido pueden removerse
antes de que afecten al tejido sano (Bonga y von Aderkas, 1992).

d) Incubar los explantes en sus etapas iniciales con luz reducida

La exposicion de los cultivos a la luz incrementa la actividad de las enzimas
oxidativas y por tanto la biosintesis de los compuestos fendlicos responsables
de la muerte de los tejidos. Para reducir o prevenir la oxidacién, los cultivos se
pueden mantener en oscuridad por 14 dias o mas antes de ser transferidos a
baja intensidad luminosa (George y Sherrington, 1984).

En algunos casos se necesita la conjuncidén de dos 0 mas de estos meétodos

para detener la oxidacion y en los casos mas severos es muy dificil prevenirla
o evitarla



JUSTIFICACION.

La propagacion de M. grandiflora y M. dealbata a través de los métodos
convencionales ha resultado dificil y con baja eficiencia. Ambas especies se
encuentran dentro de un estatus de proteccién por las leyes mexicanas. por lo
que es necesario encaminar esfuerzos para su estudio., conservacion vy
propagacion. El cultivo de tejidos vegetales ha demostrado ser una excelente
herramienta con los alcances necesarios para incrementar el numero de
individuos, con los cuales se podrian realizar estudios ecoldgicos. genéticos y
fisioldgicos que lleven a una posikie reintroduccion y restablecimiento de ias
poblaciones naturales, asi como para la propagacion comercial de estas
especies. Por lo que el presente trabajo tiene como fin explorar el potencial
regenerativo in vitro y establecer un protocolo eficiente de propagacidon que

contribuya a la conservacion de éstas especies de la flora mexicana.



OBJETIVOS.
GENERALES

lnduéir respuestas morfogenéticas (callo, raices. hojas, brotes. embriones
~ somadticos) in vitro de Magnolia dealbata y M. grandifiora.

. Establecer protocolos para la regeneracion de ambas especies.

E)_(b_lé_rar el potencial morfogenético de tejidos somaticos (yemas apicales,

' laterales, hojas) y embrionarios (embriones cigéticos) de plantas adultas.

Establecer la combinacion de reguladores del crecimiento que favorezcan la
regeneracion via embriogénesis somatica.

Determinar los requerimientos fisicos (condiciones de incubacion) y quimicos
(medio de cultivo y reguladores del crecimiento) optimos para obtener la mayor

cantidad de plantulas regeneradas de éstas especies a través de CTV.



MATERIALES Y METODOS.

E! material biologico utilizado fue: yemas apicales y laterales, asi como,
hojas inmaduras y embriones cigoticos maduros de Magnolia grandiflora y M.
dealbata. E| material biologico de la primera especie fue colectado de arboles
aduitos del area de colecciones del Jardin Botanico Francisco Javier Clavijero
del Instituto de Ecologia A.C. y del Jardin Botanico del Instituto de Biologia de
la Universidad Nacional Autonoma de Meéxico. El material bioldgico de la
segunda especie se colectd de plantulas germinadas en el Jardin Botanico
Clavijero y las semillas maduras provenian de los frutos colectados en la
poblacién natural ubicada en Coyopola, municipio de Ixhuacan de los Reyes,
Ver. (Figura 2).

Los medios empleados para la siembra de los diferentes explantes
fueron el utilizado por Merkie y Sommer (1991) al que se le denominara de aqui
en adelante medio MM, asi como, el medio Woody Plant, WP (Lloyd vy
McCown, 1981). Se emplearon diferentes combinaciones y concentraciones de
6—behcilaminopurina (BAP) y Kinetina (K) en combinaciéon de acido 2.4-
diclorofenoxiacético (2.4-D) y acido naftalenacetico (ANA) respectivamente
(tablas 2 — 4).

A todos los medio de cultivo se les ajusto el pH a 5.5 con NaOH y/o HCI
1N.previo a la adicion de agar-agar 5.5 g I'' o phytagel 2.7 g !''. Se vertieron 25
: ml ae medio en frascos de vidrio de 120 ml de capacidad y fueron esterilizados
' en autoclave a 120°C y a una presién de 15 Ib psi”', durante 17 min.

Cultivo de embriones cigdticos maduros de M. grandifloray M. dealbata

Magnolia grandifiora.
Se colectaron frutos maduros de M. grandiflora de una a dos semanas

antes de su dispersion, se extrajeron las semillas y fueron desinfectadas
superficialmente de la siguiente manera:



DESINFECCION DE SEMILLAS

n.en una solucién de detergente comercial en agitacién continua

-2)"TIJSHe‘f‘eh'juagaron con agua destilada por 10 min.

: '_53) fSé‘fdesinfectaron superficialmente en una solucidon de hipoclorito de sodio

" comercial 30% v/v (6% de clioro activo) adicionado con Tween 80, 3 gotas
por cada 100 ml. de solucién y en agitacion constante durante 15 min.

4) Mecanicamente se retird la sarcotesta

5) A las semillas sin sarcotesta se les realizd una segunda desinfeccion en una
solucion de hipoclorito de sodio comercial 15% v/v (6% de cloro activo)
adicionado con Tween 80, 3 gotas por cada 100 ml. de solucidn y en
agitacion constante durante 20 min.

6) Bajo condiciones asépticas se realizaron tres enjuagues con agua destilada
y esterilizada.

7) Con la ayuda de instrumental y microscopio de diseccion, se realizd la

extraccion y siembra de embriones cigdéticos bajo condiciones asépticas.

Germinacion de embriones de M. grandiflora en medio MM.

Para determinar la concentracion optima de L-Norleucina que podria
inhibir los procesos oxidativos de los embriones, se ensayaron diferentes
concentraciones de este compuesto (1 y 5 pM), para lo cual se colocaron 20
embriones en los diferentes tratamientos durante 2 h, asi como un lote control
que se coloco en agua destilada.

' ~ - Previo a la siembra de los embriones, se ies aplicd una bafio con una
- solucion de L- Norleucina (1 uM) durante 2 horas, posteriormente se les aplico
un segundo barfio en una solucion de agentes antioxidantes (acido abscorbico
250 mg/l, acido citrico 250 mg/l y L- Cisteina 100 mg/l) por 20 min. La solucién
previamente fue esterilizada por filtracién a través de un filtro millipore (0.45
HM).

Los embriones fueron sembrados en el medio MM adicionado de los
reguladores de crecimiento BAP/2,4-D en 4 combinaciones (0/0, 0.25/2, 1/2,

1/1, 2/1) sembrando 3 embriones por frasco con 4 repeticiones para cada
tratamiento.
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Cultivo de embriones cigoticos de M. dealbata

Los frutos colectados se colocaron en una caja de madera y se dejaron

por 3 a 7 dias a temperatura ambiente para que abrieran y se pudieran extraer

las semillas, el proceso de desinfeccion fue el siguiente:

DESINFECCION DE SEMILLAS.

1)
2)
3)

4)
S)

6)

7)

8)

Se enjuagaron bajo el chorro de agua corriente con el fin de eliminar las
particulas de polvo y tierra que se le adhirieron

Se lavaron en una solucidn de detergente comercial en agitacion
continua por 20 min.

Se enjuagaron con agua destilada por 10 min.

Se desinfectaron por 2 minutos con etano! al 70%

Se desinfectaron superficialmente en una solucidon de hipoclorito de
sodio comercial 30% v/v (cioralex 6% de cloro activo) adicionado con
Tween 80, 3 gotas por cada 100 m! solucién y en agitacion constante
durante 15 min.

Se retird la sarcotesta de las semillas y se repitio el proceso de
desinfeccion superficial antes mencionado uUnicamente cambiando la
concentracidon de cloro a 20%.

Bajo condiciones asépticas se realizaron tres enjuagues con agua
destilada y esterilizada.

En la campana de flujo laminar y con la ayuda de instrumental y
microscopio de diseccién, se realizé la extraccion y siembra de
embriones cigdticos maduros.

Los embriones fueron sembrados en los medios MM y WP adicionados de las
diferentes combinaciones de BAP y 2,4-D (Tabla 2).
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Tabla 2 Combinaciones de reguladores del crecimiento BAP/2,4-D adicionados al medio MM y
WP ensayados para el cultivo de embriones cigéticos de M. dealbata.

2,4 -D mgll
BAP mg/l o] 0.1 0.5 1.0
0 1 2 3 4
1 5 6 7 8
3 9 10 1 12
5 13 14 15 16

Cultivo de yemas apicales, yemas laterales y hojas de M. dealbata y M.
grandiflora.

Se cortaron ramas terminales de arboles de M. dealbata y M. grandiflora

de aproximadamente 5 cm de largo, con el fin de obtener yemas apicales y

laterales. Las hojas de mayor tamano se retiraron para facilitar la diseccion de

las ramas, las cuales fueron desinfectadas de la siguiente manera:

DESINFECCION

1)

2)

3)

4)

5)

Las ramas se lavaron en una solucion de detergente comercial en agitaciéon
constante por 30 min.

Se enjuagaron con agua destilada

Se desinfectaron superficialmente en una solucion de hipoclorito de sodio
comercial 30% v/v (1.2% de cloro activo) adicionado con Tween 80, 3 gotas
por cada 100 ml de solucidén y en agitacion constante durante 30 min.

Bajo condiciones asépticas (en la campana de flujo laminar) se realizaron
tres enjuagues con agua destilada y esterilizada.

Finalmente con la ayuda de instrumental y microscopio de diseccion se
disectaron las yemas apicales y laterales. asi como el segundo a cuarto par
de hojas de aproximadamente 0.7 a 1.2 cm de longitud (inmaduras y sin
expanderse).
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Cultivo de yemas apicales y yemas laterales de M. dealbata y M.
grandiflora.

Los segmentos de ramas de ambas especies se disectaron separando
hojas, yemas apicales y laterales. Las yemas, tanto apicales como laterales,
median de 0.3 a 0.7 cm. y se sembraron en medio WP adicionado con
diferentes concentraciones de BA/ANA (Tabla 3), se sembraron 6 yemas
apicales y 6 yemas laterales para cada tratamiento utilizando el medio WP con
los reguladores del crecimiento BAP/ANA en diferentes concentraciones en
todas sus combinaciones (Tabla 3) utilizando el medio Woody Plant en ambas
especies. En otro ensayo, sélo rara M. grandiflora, se sembraron yemas
apicales y laterales empleando uUnicamente el medio MM suplementado con
diferentes concentraciones de BA/ANA y K/2,4-D (Tabla 4)

Tabla 3 Combinaciones de reguladores de crecimiento utilizados para el cultivo de
yemas apicales, yemas laterales y hojas de M. dealbata y M. grandiflora en el medio
de cultivo WP.

Tratamiento ANA mg/l

BAP
mg/l

c 0.25 0.5 1.0 3.0

0 1 2 3 4 5

1.0 6 7 8 9 10

2.0 11 12 13 14 15

3.0 16 17 18 19 20

5.0 21 22 23 24 25

Hojas de M. dealbata y M. grandiflora

En una primera etapa se sembraron hojas completas de 0.3 a 0.7 cm de
M. dealbata y M. grandiflora en medio WP, 3 hojas en cada contenedor con 4
repeticiones para cada tratamiento (Tabla 3) . asi como hojas de M. grandiflora
en medio MM suplementado con BAP/ANA y K/2.4 — D (Tabla 4).



Tabla 4. Combinaciones de reguladores del crecimiento BAP/ANA y K/2,4-D empleados para
el cultivo de hojas. yemas apicales y yemas laterales de M. grandiflora en medio MM.

ANA 6 2,4-D mg/l
BAP 6 K 4] 1 2 3 5
mg/l
[¥] 1 2 3 4 5
0.25 6 7 8 9 10
0.50 11 12 13 14 15
0.75 16 17 18 19 20
1.0 21 22 23 24 25
2.0 26 27 28 29 30
3.0 31 32 33 34 35

En una segunda etapa, se tomaron hojas completas de M. dealbata
desarrolladas a partir de plantuas que habian sido previamente germinadas in
vitro las cuales median 2.0 a 3.0 cm. éstas fueron disectadas en secciones de
1.0 - 1.4 cm de longitud y sembradas en el medio WP adicionado de dos

citocininas y una auxina. BAP/K/2 4-D en diferentes combinaciones (Tabla 5).

Tabla 5§ Concentraciones de los reguladores del crecimiento empleados en el cultivo de
secciones de hoja de M. dealbata en medio WP.

Tratamiento 2,4-D mg/t
BAP/K mglt 0.5 1.0 2.0 3.0
0.5/0.5 1 2 3 4
1.0/1.0 5 6 7 8
2.0/2.0 9 10 1M 12
3.0/3.0 13 14 15 16
5.0/5.0 17 18 19 20
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Condiciones de incubacion y mantenimiento de los cultivos.

M. grandiflora en medio MM.- Para todos los lotes de embriones
cigoticos, yemas apicales, laterales y hojas cultivadas en el medio MM; el
periodo de induccion fue de 60 dias y posteriormente fueron subcultivados al
mismo medio pero sin reguladores del crecimiento (medio basal 100%). Se
realizaron subcultivos cada 15 dias en medio basal al 50% adicionando 1 g/i
de carbén activado, las condiciones controladas fueron: oscuridad total vy
fotoperiodo de 16 h con una densidad de flujo foténico de 50 uMol m'? s' a una
temperatura de 26+2°C.

M. grandiflora en medio WP.- Los cultivos de yemas apicales, laterales y
hojas de M. grandiflora en medio WP el periodo de induccion fue de 30 dias y
posteriormente fueron subcultivados a medio basal adicionando 5 g/l de
Polivinil pirrolidona (PVP) en cada uno de los subcultivos, mismos que se
realizaron cada 30 dias, estos cultivos fueron incubados en fotoperiodo de 16 h
con una densidad de flujo foténico de 25 pMol m™? s' a una temperatura de
21+1°C.

M. dealbata, embriones en medio MM y WP.- Los embriones cigdticos de

. M. dealbata tuvieron un periodo de induccidon de 60 dias, después fueron
subcultivados a medio basal adicionando 5 g/l de PVP en cada subcuitivo, los
cuales se realizaron cada 30 dias, en estos lotes se ensayaron las condiciones
de fotoperiodo de 16 h con una densidad de flujo fotonico de 25 pMol ms'y
oscuridad a una temperatura de 21£1°C.
M. dealbata en medio WP.- Todos los lotes de yemas apicales, yemas
laterales, hojas y secciones de hojas de M. dealbata cultivados en el medio WP
tuvieron un periodo de induccion de 30 dias. posteriormente todos los
explantes fueron transferidos a medio basal (sin reguladores del crecimiento)
supiementado con 5 g/l de PVP; estos lotes de M. dealbata fueron incubados
en fotoperiodo de 16 h con una densidad de flujo fotonico de 25 pMol m™? s a
una temperatura de 21+1°C.

En todos los lotes se realizaron observaciones semanales para poder
registrar las posibles respuestas morfogeneticas (formacién de callo, brotes,
raices, embriones somaticos). Llevando siempre un registro fotografico del
desarrollo de ambas especies.
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RESULTADOS.

Germinacion de embriones de M. grandiflora en medio MM.

La germinacion de embriones cigdticos maduros se presenté de forma
diferencial, al parecer estuvo influenciada por el baro en L-Norleucina (Tabla
6). De manera general la germinacion de los embriones empezd a ser evidente
alrededor del sexto dia de la siembra, los embriones se hincharon por la
hidratacion adquirida y a partir del décime al doceavo dia los cotiledones y
cuerpo del embriobn comenzaron a elongarse. Los embriones que no
germinaron no mostraron ningun cambio, solamente adquirieron una coloraciéon
oscura (amarillo-café) la cual al paso de los dias se tornd mas oscura, hasta

llegar a un café oscuro intenso.

Tabla 6 Porcentajes de germinacion de embriones cigéticos maduros de M. grandifiora pre-
tratados por 2 horas con 3 diferentes concentraciones de L-Norleucina y sembrados en medio
de cultivo MM (26° C, fotoperiodo 16h, 50 uMol m? s'), resultados al término de 3
meses.

Tratamiento L-Norleucina No. embriones Porcentaje
[LM] germinados / No. de de
embriones totales germinacion
1 0 12/20
2 1 16/20 80
3 5 6/20 30

En el tratamiento control, el porcentaje de germinacién fue de 60%. Los
embriones después de 23 dias de cultivo comenzaron a presentar areas mas
oscuras (oxidacion), principalmente en la radicula y mas tarde en las primeras
hojas desarrolladas (Figura 3). Los explantes fueron subcultivados por tres
meses despueés de los cuales alcanzaron aproximadamente 0.9 cm de largo.
Posteriormente el crecimiento fue muy lento y poco después adquirieron el
mismo tono cafeé oscuro de los tejidos oxidados; al transcurrir entre 4 y 5 meses
las plantulas murieron al parecer debido a la fuerte oxidacion.
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Figura 3 Durante la germinacion de los embriones cigoticos de
M. grandiflora en el medio MM, {a oxidacion de los tejidos se
manifestd como una pigmentacion café—negro.

El mayor porcentaje de germinacidn se obtuvo en el tratamiento 2
pretratado con L-norleucina (1 nuM), en donde se logré el 80% de germinacion
(Figura 4a). La oxidacion para este caso no representd probiemas
significativos, es decir, sdlo en algunos casos se pudo observar indicios de
oscurecimiento del tejido, las plantulas se observaron vigorosas durante ios 3
meses de cultivo, logrando desarrollar plantulas con una altura promedio de 1.9
cm y con 2 a 3 hojas. Se logréd el establecimiento de 3 plantulas en
condiciones de invernadero (Figura 4b), ésto representd el 15% de
sobrevivencia ex vitro de las plantulas germinadas in vitro bajo las condiciones
ensayadas para el tratamiento No. 2 Sin embargo, después de 2 meses en el
invernadero las plantulas se perdieron debido a la contaminacién por plagas
(pulgon blanco).

E! porcentaje de germinacion mas bajo (30%) se obtuvo en el
tratamiento 3 (5 pM) donde el desarrollo de las plantulas en general fue muy
pobre, alcanzando, después de tres meses, solamente 09 a 1.1 cm de
longitud con evidente clorosis, ademas las plantulas presentaron un

oscurecimineto de sus tejidos, Nno se presentd sobrevivencia ex vitro.
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Figura 4 Los bafios con L-Norleucina, L-Cisteina, Ac. Ascorbico y Ac. Citr'zo disminuyeron

la oxidacion, lo que permitidé obtener: a) plantulas vigorosas y b) plantas con sobrevivencia ex
vitro.

Cultivo de embriones cigdticos de M. grandifiora

La respuesta predominante de los embriones sembrados en medio de
cuitivo MM basal y adicionado con BAP/2,4-D en 4 combinaciones (0/0, 0.25/2,
1/2, 1/1, 2/1 mg/l) fue el desarrollo de callo, del cual solo en el tratamiento
0.25/2 BAP/2,4-D se obtuvo la diferenciacién de brotes y raices. en los demas
tratamientos no fue posible obtener otra respuesta, mientras que en el lote
control solo se obtuvo el 50% de germinacion (6 embriones), los explantes que
no presentaron ninguna respuesta se perdieron por necrosis después de
transcurrir tres semanas de cultivo.

En los 4 tratamientos adicionados con diferentes concentraciones de
BAP/ 2,4-D (0.25/2, 1/2, 1/1, 2/1 mgl/l), el desarrollo de callo fue evidente a
partir del noveno al décimo dia de cultivo, éste se formé preferentemente en la
superficie de los cotiledones y fue mas evidente en el tratamiento con 2/1 mg/l
de BAP/2,4-D. E| aspecto del callo fue esponjoso, hialino y humedo, de color
verde claro con zonas de color blanco. E! crecimiento de! callo fue muy
acelerado, a los 20 dias de cultivo alcanzo 1.2 cm?® aproximadamente (el
tamafio inicial del embridn fue de 4-5mm).

Después de 3 semanas de iniciado el experimento en el tratamiento
0.25/2 mg/l, BAP/2,4-D se pudieron observar en el callo pequenas estructuras

de células alargadas que posteriormente se compactaron y formaron una o
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varias pequenas masas celulares que al cabo de 6 semanas se diferenciaron
en pequenos haces que formaron raices.

Transcurrido un mes de cultivo en este mismo tratamiento (0.25/2 mgfi
de BAP/2.4-D) en tres explantes que formaron callo a partir de la region apical
del embrion, se observaron pequerias estructuras seminodulares, éstas tenian
un aspecto esférico y compacto de color blanquecino, que recordo las primeras

.etapas de la embriogénesis somatica, pero que eran rapidamente cubiertas
‘(en 4-5 dias) por la proliferacion de callo y en otros casos estas mismas
estructuras reventaban y se desdiferenciaban nuevamente en un callo
esponjoso. A las 8 semanas de cultivo, en 6 de los embriones originalmente
sembrados (ahora callos) en este tratamiento, se diferenciaron pequenas hojas
de 6-8 mm de longitud que después de 6-10 dias mas se consolidaron como
brotes. en 2 de estos 6 callos se desarrollaron 2 brotes (Figura 5) y en los
otros 4 solo se desarroild un brote por cada porcidon de callo. Solamente en dos
brotes fue evidente el desarrollo de raices, en los demas brotes no se tuvo la
certeza de que las numerosas raices que se formaron en el callo tuvieran
conexion directa con los brotes (Figuras 6).

Figura § A partir de embriones cigéticos de M. Figura 6 Al cultivar embriones cigoticos de M.
grandiflora cultivados en medio MM con 0.25/2 grandiflora con 0.25/2 de BAP/2.4-D se logro la
mg/l de BAP/2.4-D se obtuvo la regeneracion de diferenciacion de brotes y de vanas raices me-
uno o mas brotes por O.l. en algunos de los diados por un callo. La presencia de callo no
explantes.

permitid determinar si hubo conexion directa
entre el brote y la raiz.
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El principal problema que se presentd para el cultivo de embriones
cigoticos de M. grandifiora fue la fuerte oxidacion, ya que al parecer, los tejidos
liberan y acumulan una gran cantidad de compuestos fendlicos. Esta oxidacion
se registré6 como una pigmentacion de color café oscuro a partir de ia tercera
semana de cultivo, inicialmente en la regidon apical y posteriormente la
pigmentacion llegaba al resto del embrién y tejido desarrollado hasta llegar a
acumularse en el medio de cultivo. Debido a lo anterior, los explantes tuvieron
que ser subcultivados a medio MM 50% después de dos meses: a los
siguientes subcultivos se les adicioné carbén activado (1 g/l). Lamentablemente
la oxidacion no se logré reducir y la mayoria de los tejidos terminaron
necrosados, solo fue posible aislar y mantener 12 porciones de callo; 8
provenientes del tratamiento 0.25/2 mag/l (BAP/2,4-D) de las cuales, 6
presentaron los brotes y raices regerados por O.l. y otras 4 porciones de callo
del tratamiento 1/1 mg/l de BAP/2,4-D.

Después de 4 meses de subcultivos periddicos los brotes regenerados
fueron separados, se retirdé la mayor cantidad de callo y se mantuvieron en
medio MM al 50% adicionado con carbdn activado (1 g/!) durante 2 meses, el
callo restante fue cuitivado en medio de induccion 0.25/2 BAP/ANA sin
embargo no se obtuvieron respuestas morfogenéticas y a los pocos meses se
perdieron por oxidacion del tejido. Las plantulas regeneradas al igual que los
demas explantes presentaron regiones con indicios de oxidacién, siendo mas
marcada en las raices y en las porciones de callo restantes, 10 que ocasiond
que fuera dificil su mantenimiento in vitro, por lo que. las plantulas de aspecto
vigoroso se intentd establecerlas en condiciones de invernadero. Se sembraron
en vasos de unicel de 8 cm de diametro por 10 de profundidad, el sustrato
empleado fue agrolita, las plantulas fueron regadas con la misma formulacién
del medio MM al 50% sin sacarosa y se mantuvieron bajo las mismas
condiciones de incubacién que los cultives in vitro. Las plantulas no
sobrevivieron mas de 2 1/2 semanas.
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Cultivo de embriones cigoticos de M. dealbata

Al parecer la condicién de incubacién es uno de los factores que influye
fuertemente en la obtencion de respuestas morfogenéticas del cultivo in vitro de
embriones cigoéticos de M. dealbata, ya que los embriones expuestos a
fotoperiodo no presentaron repuestas morfogenéticas, sélo sufrieron una alta
oxidacién y necrosis, al parecer inducida por la acumulacion de fenoles en el
medio de cultivo. Por el contrario los embriones incubados en oscuridad en
ambos medios de cuitivo (WP y MM) registraron una mayor sobrevivencia y
diferentes respuestas: proliferacion de callo, embriogénesis somatica, asi como
la regeneracion de brotes adventicios, la necrosis por oxidacion se presentd en

los embriones que no germinaron o que o presentaron respuestas
morfogenéticas.

Cultivo de embriones de M. dealbata en medio MM.
Organogeneésis

Al parecer los embriones de M. dealbata son muy susceptibles a la luz,
ya que la mayoria de los lotes ensayados en esta condicion se perdieron desde
los primeros dias de incubacion (algunos desde el tercer dia), los explantes
sufrieron una severa necrosis ocasionada por la oxidacidon. En los lotes que se
mantuvieron en oscuridad la respuesta fue favorable, de manera general los
embriones empezaron a incrementar su tamano después del quinto dia de

‘ incubacion, la mayoria de los embriones se hidrataron (hinchandose), algunos

7 “se 'alargaron mientras algunos otros adquirieron tonos amarillo-verdosos.

- “principalmente los cultivados en presencia de citocininas, algunos explantes
- cultivados con 0.5 a 1.0 mg/l de 2,4-D presentaron el hipocdtilo de color blanco
e hidratado La mejor respuesta se obtuvo en los tratamientos 3/0.1, 5/0.1, 5/0
mg/l de BAP/2,4-D en los que se obtuvieron de 2.3 a 2.1 brotes adventicios en
promedio via organogénesis directa (Figura 7), en los demas tratamientos la
respuesta fue de nula o menor a 1 brote por explante. En ninguno de los
tratamientos se obtuvo la proliferacion de callo.
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Figura 7 La formacion de brotes por e ganogénesis directa fue una
de las respuestas obtenidas en los embriones cigdticos de M dealbata
cultivados en medio WP.

Cultivo de embriones de M. dealbata en medio WP.
Organogenésis.

En los embriones cultivados en el medio WP al igual que en los cultivos
en el medio MM la luz parecid condicionar la respuesta, ya que en los
explantes incubados bajo fotoperiodo se presentd una fuerte necrosis
disminuyendo fuertemente la sobrevivencia. En oscuridad la sobreviviencia fue
superior, se presentd la proliferacidn de callo, regeneracion de brotes. tanto
por organogénesis directa como indirecta, asi como, embriogénesis somatica
directa.

La proliferaciéon de callo fue casi nula, unicamente en algunos explantes
de los tratamientos 0.1, 0.5, 1.0 mg/l de 2,4-D, sin la citocinina, se logro una
minima proliferacion; sin embargo en la mayoria de ellos su crecimiento fue
muy limitado y con aita oxidacion. La organogénesis directa se registré en los
tratamientos que contenian 3 y 5 mg/l de BAP y en ausencia o bajas
concentraciones de 2,4-D donde se obtuvieron en promedio 2.3 brotes por
explante (Tabla 7). En concentraciones menores de citocininas sdlo se obtuvo
la germinacion de los embriones. Los subcuitivos periddicos en medio basal
adicionado de PVP permitieron controlar la oxidaciéon, ya que después de S
meses se lograron obtener plantulas de 5 cm de altura.
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Tabla 7 Promedio de brotes regenerados a partir de embriones cigoticos de M. dealbata via
organogenesns directa cultivados en WP adicionado de BAP/2,4-D (21° C, fotoperiodo 16h, 25
uMol m™? s™'), resultados al término de 4 meses de iniciados los cultivos.

Tratamiento BAP/2,4-D No.de explantes Brotes/expiante
(magl/l) con resp./expl. + D.S.
totales.
1 0/0 29/42 1.00x 0.00
2 0/0.1 o] 0.001£0.00
3 0./0.5 o] 0.0010.00
4 0//1.0 0 0.00x0.00
5 170 32/46 1.13+0.34
6 1/0.1 10/24 1.30+£0.67
7 1/0.5 3/33 1.00+£0.00
8 11 0/21 0.00+0.00
9 3/0 17/36 1.76x1.15
10 3/0.1 10/18 2.30+0.95
11 3/0. 1136 1.001£0.00
12 3/1 2/24 1.00£0.00
13 5/0 16/21 2.13x1.41
14 5/0.1 14/30 2.36x1.28
15 5/0.5 0/30 0.00+0.00
16 5/1 1/21 1.00+1.00

Embriogénesis somatica (ES).

Los embriones cigodticos cultivados en WP adicionados unicamente con
2.,4-D presentaron las mejores respuestas, en general comenzaron a hidratarse
a los pocos dias de incubacidn tomando una coloracion blanquecina, en el 25%
de los embriones se presentd la proliferacion de callo blanco, compacto y de
aspecto humedo, mientras que el resto presentd un aspecto rugoso de los
cotiledones a partir de los cuales se obtuvo la embriogénesis somatica.

La regeneracion de embriones somaticos se logré a través de la via
directa y se obtuvo unicamente en los tratamientos libres de BAP y que
contenian 0.5 y 1.0 mg/l de 2,4-D. El primer cambio evidente de los embriones
fue la hidratacién general del embrion a los pocos dias de cultivo,
posteriormente adquirieron una superficie rugosa. Después de 30 dias
presentaron la formaciéon de nédulos, los cuales después de 60 dias se
apreciaron como pequenas protuberancias que mas tarde se consolidaron
como embriones somaticos que se diferenciaron directamente del explante.
Este proceso de diferenciacion en algunos casos se habia iniciado durante el
periddo de induccion y fue mas evidente al subcuitivar los explantes a medio
’basal la proliferacion de embriones varid, en algunos casos se formaron unos
’cuantos (3 -10) embriones somaticos, pero en otros casos la cantidad era
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‘superior:a 50 embriones somaticos por explante. Algunos embriones somaticos
debido a su desarrollo y crecimiento se desprendieron del explante y
o germinaron (Figuras 8).

Figura 8 La cantidad obtenida de embriones somaticos de M. dealbata
fue alta. por io que algunos de éstos se despredieron de la masa de
embriones y germinaron de forma espontanea.

En lo que se podria considerar como embriogénesis somatica indirecta,
ésta se presentd igualmente en el medio WP libre de BAP y en combinacion
con 0.1, 0.5, 1.0 mg/l de 2,4-D, obteniendo mejores resuitados con 0.5 y 1.0
mg/l.,aproximadamente 1 de 4 de los embriones que presentaron respuesta
formaron un callo compacto himedo de color blanco que al ser subcultivado a
medio basal presentd regiones en las que se empezaron a diferenciar
pequefios ndédulos de color blanquecino (Figura 9) que después de 90 dias
dieron origen a embriones en fase globular, posteriormente se alargaron para
pasar a la fase cotiledonar, en donde se pudo apreciar claramente el desarrollo
del cuerpo del embridn, asi como de los cotiledones (Figuras 10), muchos
callos presentaron zonas obscuras que con el tiempo se necrosaron,
presumiblemente por la acumulacién de compuestos fendlicos . sin embargo al

ser subcultivados a medio fresco adicionado de PVP en aigunas regiones se

repetia el proceso de diferenciacion pero con menores cantidades de
embriones regenerados.
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Figura 9 La diferenciacion de los embriones somaticos de
M. dealbata se presento dentro de los primeros 60 dias de cultivo e
inicid con la formacion de pequerios nddulos de color blanquecino.

Figura 10 En los cuitivos de embriones somaticos de M. dealbata en medio WP
con 0.5-1.0 mg/l de BAP/2,4-D se pudieron apreciar los diferentes estadios (fase
cotiledonar) de desarrollo de éstos, lo que se vid favorecido al subcultivar los
embriones a medio basal.

La germinacion de los embriones somaticos fue muy rapida. después de
pasar por la fase cotiledonar y principalmente al separarios de la masa de ES,
la gran mayoria comenzé a germinar, el 5§8.33% no presentd alteraciones
aparentes en el numero de cotiledones, es decir, se formaron dos y la
germinacion fue similar a la obtenida por embriones cigoticos; el 10.52% de los
embriones somaticos solamente desarrollaron un cotiledon, el 12.5%

“desarrollaron 3 cotiledones y el 14.5% presentaron los cotiledones fusionados.
"ﬁs,in:émbargo estas anormalidades no limitaron la sobrevivencia y desarrollo de
‘los embriones . ya que el desarrollo de hojas verdaderas se presenté igual en
:tod'o:'s los casos y similar al obtenido mediante la germinacion de embriones
: cigéticos. Despues de 5 meses de cultivo se obtuvieron plantulas con tallas de

' fha‘sltals cm de longitud.
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Cultivo de yemas apicales y laterales de M. grandiflora en medio MM.

La respuesta de las yemas apicales y laterales fue muy baja, en la
mayoria de los casos se presentd una fuerte oxidacion de los explantes a partir
de |la segunda semana de forma mas evidente en las yemas laterales, en
donde la oxidacion fue letal para la totalidad de los explantes. Para el caso de
las yemas apicales unicamente en los tratamientos 0.25/2, 0.5/1, 0.75/2, 1/1 y
1/2 mg/l de BAP/ANA (tratamientos 8, 12, 18, 22, y 23; Tabla 4) se indujo
formacion de callo, el cual fue de aspecto friable de color blanco a hialino,
'posteriormente se tornd a un color café-amarillo. El tratamiento que desarrolld
una mayor cantidad de callo (1.48 cm® fue el que contenia 1/2 mg/l de
BAP/ANA (Tabla 8).

Tabla 8 Crecimiento promedio de callo a partir de yemas apicales de M. grandiflora

en medio MM, adxcmnado de diferentes concentraciones de BAP/ANA (26° C. totoperiodo
16h. 50 uMol m~ s"). resultados al término de 4 meses de iniciados los cultivos.

Tratamiento BAP/ANA Explantes con Crec. Prom. Porcentaje de
mg/l repsl/expl. + oxidacion
Totales D.S.
8 0.25/2 6/6 1.43+0.41 80
12 0.5/1.0 2/6 0.42+0.61 80
18 0.75/2.0 5/6 1.20+0.59 80
22 1.0/1.0 6/6 1.40:0.28 80
23 1.0/2.0 6/6 1.48+0.52 20

Después de tres semanas de cultivo el callo presenté indicios de
oxidacion, los tejidos se tornaron de amarillo a café oscuro por lo que fue
necesario subcultivarlos de manera frecuente para tratar de evitar o minimizar
este proceso, en la mayoria de los casos el callo al ser subcultivado a medio
fresco se fragmentd incrementado con ello la oxidacion, posiblemente por la
liberacion de compuestos fenodlicos acumulados. En la octava semana y soélo
después de adicionar al medio 100 mg/l de L-cisteina se logré que se

desarroilaran nuevos callo blanco y esponjoso (Figura 11).
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Figura 11 Una constante que se presentd al cultivar yemas apicales
y laterales de M. grandiflora en medio MM fue la necrosis de los
tejidos, el callo desarrollado presenté regiones de color amarillo a

café que torné después a negro derivado de la oxidacion.

Organogénesis

A partir de la décima a la doceava semana en el tratamiento que
contenia 0.25/2 mg/l de BAP/ANA, se desarrollaron 9 brotes por organogénesis
indirecta (3 brotes en 3 diferentes explantes), asi como 4 brotes (2 por
explante) en el tratamiento 0.5/1 mg/l de BAP/ANA; en el tratamiento 0.75/2
mg/l de BAP/ANA se diferenciaron 3 brotes completos en 1 solo explante y 1
hoja en 4 diferentes explantes, todos a través de organogeénesis indirecta
(Figuras 12); en los tratamientos 1/1 y 1/2 mg/i de BAP/ANA la respuesta solo
Vfuéi la:proliferacion de callo.
" " Los brotes y hojas diferenciados no pudieron ser individualizados del
'cal‘lc‘), porque al realizar esta operacion morian después de dos semanas,; al
“transcurrir 16 semanas las plantulas regeneradas que permanecieron unidas a

callo murieron por oxidacion de todo el explante.
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Figura 12 La regeracion de brotes se logrd en M. grandiflora
al cultivar yemas apicales con 0.25/2 y 0.75/2 mg/l de BAP/ANA
en medio MM.

Cultivo de yemas apicales de M. grandifiora en medio WP.

Las yemas apicales cultivadas en el medio WP adicionado de BAP/ANA
en 25 combinaciones (Tabla 3) mostraron una sobrevivencia muy baja al cultivo
in vitro, solo en 16 de los 25 tratamientos ensayados se presento el crecimiento
de la yema apical (germinacion del meristemo); en 10 diferentes tratamientos ei
16.6% de las yemas apicales germinaron mientras en otros 6 tratamientos el
33.3% de las yemas presentaron el crecimiento de la misma como se puede
ver en la Tabla 9; por lo que se tomd como respuesta cuantificable el
incremento longitudinal de las yemas (que denominé brotes) Ias cuales
presentaron crecimiento activo asi como alta turgencia, hecho que permitio que
en 6 tratamientos se desarroilaran brotes con 3 a 4 hojas después de 4 a 6
semanas.

El tratamiento 1/0.25 mg/l de BAP/ANA fue el que permitio alcanzar el
mayor crecimiento promedio de las yemas apicales 0.6 cm (Tabla 9) se registro
alta scobreviviencia en este tratamiento y aunque la oxidacion se presentd en el
80% de la superficie de los explantes, no fue letal (Figura 13) y permitio la

sobrevivencia y desarrolio de los brotes durante 4 meses de subcultivos.
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Figura 13 Algunas de las yemas apicales de M. grandiflora
cultivadas en medio WP presentaron el crecimiento del meristemo
y hojas pre-existente aunque con alta oxidacién.

Los explantes que no respondieron adquirieron un color café oscuro a

negro, sufriendo necrosis total de los tejidos en tres semanas.

Tabla 9 Crecimiento promedio de yemas apicales de M. grandifiora cultivadas en medio WP
adicionado con BAP/ANA (21° C, fotoperiodo 16h, 25 pMol m™® s™'), resultados al término de 4
meses de iniciados los cultivos.

Tratamiento BAP/ANA Explantes con % de yemas Crecimiento
mg/l resp/ expl. germinadas promedio
totales. +
D.S.

2 0/0.25 116 16.6 0.21 + 0.53
3 0/0.5 216 33.3 0.43 - 0.67
6 1/0 1/6 16.6 0.30 - 0.73
7 1/0.25 216 33.3 0.60 - 0.92

8 1/0.5 216 33.3 0.41 + 068
9 1/1.0 2/6 33.3 0.38 + 0.59
10 1/3.0 1/6 16.6 0.34 + 0.71
11 2/0 1/6 16.6 0.18 = 0.44
12 2/025 216 33.3 0.36 - 0.46
13 . - .7210.8 2/6 33.3 0.26 - 0.58
14 ©21.0 116 16.6 0.17 = 0.40
16 . - 310 16 16.6 0.23 = 0.51
17 3/0.25 116 16.6 0.21 = 0.71
18 . 3/0.5 116 16.6 0.18 = 0.42
1977 3/1.0 1/6 16.6 0.21 =0.71
23 . 5/0.5 116 16.6 0.22 - 0.69




Cultivo de yemas laterales de M. grandifiora en medio WP.

El cultivo de las yemas laterales de M. grandiflora registré baja o nula
respuesta morfogeneética y la sobrevivencia de los explantes fue muy baja. sélo
en los tratamientos 1/0, 1/0.25, 1/1, 2/0.25, 2/0.5, y 2/1 mg/l BAP/ANA la
sobrevivencia fue mayor al 50% (Tabla 10). La mejor respuesta de los cultivos
se presentd en el tratamiento con 1 mg/l de BAP, en donde todos los explantes
presentaron crecimiento del meristemo y de ias hojas pre-existentes, asi como
el maximo desarrolio de las yemas (1.36 cm de longitud en promedio). En este
mismo tratamiento un explante después de 7 a 8 semanas de cultivo, desarrollo
una raiz via organogénesis indirecta esta raiz se origind de una porcion de
callo blanco esponjoso que proliferd en la base del brote, en otro explante de
este mismo tratamiento se diferenciaron dos hojas a través de organogénesis
indirecta después de nueve semanas de cultivo. Esta diferenciacion fue la mas
notable ya que el callo del cual se diferenciaron las hojas presentd severa
necrosis, el resto de los explantes de este tratamiento registraron oxidacion
aproximadamente del 80% sin ninguna respuesta morfogenética.

En el tratamiento 2/0.25 de BAP/ANA la sobrevivencia de los explantes
fue del 100%, sin embargo el crecimiento fue muy limitado y no hubo respuesta
morfogenética, el crecimiento del callo fue muy lento, principalmente de la base
de los explantes. En el tratamiento 0/1.0 de BAP/ANA se diferenciaron 3 raices
en un explante via organogénesis indirecta; mientras que en el tratamiento
1/0.25 de BAP/ANA se diferenciaron 2 hojas en un explante después de 8 a 8
semanas de cultivo y una hoja se diferencio en otro explante a partir de un callo
altamente oxidado a las 10 a 11 semanas de cultivo.

En los demas tratamientos el crecimiento de los brotes cultivados fue
limitado y con oxidacidon alta. |a proliferacion de callo friable sélo se presentd en
los tratamientos 2/1, 3/0 y 3/0.5 de BAP/ANA, después de 6 a 7 semanas se
presentd una fuerte oxidacion en el callo, su crecimiento fue limitado y estuvo
confinado a la base de los brotes desarrollados; en todos los casos el callo

generado terminé oxidado después de varios meses de subcultivos.
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Tabla 10 Crecimiento promedio de yemas laterales de M. grandiflora cuitivadas en
medio WP adicionado con diferentes concentraciones de BAP/ANA (21° C,
fotoperiodo 16h, 25 uMol m? s™'), resultados al término de 4 meses.

Tratamiento BAP/ANA Explantes Crecimiento Porcentaje de
(mg/l) con resp/expl. promedio = oxidacion
Totales D. s.
2 0/0.25 116 - 0.13:0.32 50
3 0/0.5 2/6 0.35+0.54 80
4 0/1.0 1/6 0.21+0.53 80
6 1/0 6/6 1.36=0.54 80
7 1/0.25 3/6 0.39+0.43 80
8 1/0.5 3/6 0.55+0.61 80
9 1/1.0 4/6 0.29+0.23 80
10 1/3.0 2/6 0.23+0.35 80
12 2/025 6/6 0.38:0.11 80
13 2/0.5 4/6 0.32+0.26 50
14 2/1.0 4/6 0.42:0.33 80
15 2/3.0 2/6 0.21+0.38 80
16 3/0 16 0.11+£0.28 50
17 3/0.25 2/6 0.19+£0.30 20
18 3/0.5 1/6 0.08+0.20 20
19 3/1.0 2/6 0.16=0.25 80
23 5/0.5 1/6 0.06=0.15 80

Cultivo de yemas apicales de M. dealbata en medio WP.

El cultivo de yemas apicales de M. dealbata registré una respuesta muy
baja, ya que sodlo en 7 de los 25 tratamientos ensayados se obtuvo el desarrollo
de los explantes sembrados (Tabla 11). Las respuestas obtenidas fueron
similares a las obtenidas con yemas apicales de M. grandifiora. es decir, el
desarrollo del meristemo apical para formar el primer par de hojas y en algunos

casos el apice continud su crecimiento y desarrollé mas hojas.
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Los mejores resultados se obtuvieron en los tratamientos 2/0.5 y 3/0.25
mg/t BAP/ANA en donde la sobrevivencia fue del 50% y en los cuales el
crecimiento promedio de los explantes cultivados alcanzaron 0.70 y 0.78 cm
respectivamente, algunos brotes alcanzaron tallas de 1.6-1.8 cm con 3-4 pares
de hojas en 4 meses, estos brotes mostraron un aspecto turgente y vigoroso
(Figura 14) especialmente los que fueron cultivados con 2/0.5 mg/l de
BAP/ANA.

WP solo registraron el crecimiento del meristemo y hojas de la yema
en algunos tratamientos sin proliferacién de callo.

En los tratamientos 0/0.5, 1/3, 3/0.5, 5/0 y 5/1 mg/l de BAP/ANA el
~ crecimiento de los explantes fue menor (Tabla 11), de igual forma la
sobrevivencia fue mas baja (33%). En estos tratamientos que registraron el
desarrollo del meristemo apical, no fue posible inducir la proliferacion de callo ni
de ningln proceso morfogenético.

Al parecer la oxidacion de las yemas apicales fue el factor que limito la
sobrevivencia, ya que se perdieron la mayoria de los cultivos de estos
explantes, solo en los tratamientos antes mencionados la oxidacion fue baja
(alrededor del 20 %).
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Tabla 11 Crecimiento promedio de yemas apicales de M. dealbata cultivadas en medlo WP
con diferentes concentraciones de BAP/ANA (21° C. fotoperiodo 16h., 25 uMol m? s™),
resultados al término de 4 meses de iniciados los cultivos.

Tratamiento BAP/ANA Explantes con Crecimiento Porcentaje de
mg/l resplexpl. promedio * oxidacion.
totales D. S.
3 0/0.5 2/6 0.38+0.56 20
10 1/3.0 2/6 0.56+0.88 80
13 2/0.5 3/6 0.78+0.85 20
17 3/0.25 3/6 0.70+0.79 50
18 3/0.5 1/6 0.11+0.28 20
21 510 2/6 0.56+0.61 50
24 5/1.0 2/6 0.61+0.64 (o)

Cultivo de yemas laterales de M. dealbata en medio WP.

Las yemas laterales cultivadas in vitro no presentaron respuesta, todos
los tratamientos del lote se perdieron después de 3 semanas, en todos los
explantes se observo el oscurecimiento de los tejidos hasta llegar a un color

negro resultado de la necrosis ocasionada por la oxidacion.

Cultivo de hojas de M. grandifiora en medio MM.

Las hojas cultivadas en el medio MM presentaron respuesta muy baja,
en el lote con diferentes concentraciones de K/2,4-D solo con 0.25/2 mg/l se
obtuvo la diferenciacidén de raices via organogénesis directa (Figura 15) a partir

de una hoja sembrada que presentdé muy alta oxidacién.



Figura 15 La oxidacion fue letal en la mayoria de las hojas de
M. grandiflora cultivadas en medio MM con K/2,4-D; sélo en una
hoja con alta oxidacion se pudo obtener la formacion de raices.

En 9 de los 35 tratamientos con diferentes concentraciones de BAP/ANA
-0.25/2, 0.5/0, 0.5/1, 0.75/2, 1/1, 1.0/2, 3/1 5/0 y 5/0.5 mg/l presentd crecimiento
‘de la hoja, callo o la diferenciacién de algun érgano (hoja o raiz); en los
‘tratamientos 0.25/2 y 1/1 de BAP/ANA la sobrevivencia fue del 100%. los
explantes desarrollaron un callo esponjoso a partir de la 3% semana de iniciado
el cultivo, en ambos tratamientos se registro el mayor crecimiento londitudinal
promedio de hojas cultivadas 3.19 y 3.18 cm respectivamente (Grafica 1).

En el tratamiento 0.25/2 mg/l de BAP/ANA S explantes desarrollaron en
cada uno de ellos, de 2 a 3 raices via organogénesis indirecta después de la
sexta semana de cultivo, el proceso de rizogénesis se inicid con un
conglomerado de ceélulas hialinas y alargadas que se diferenciaron a partir de
un callo esponjoso formando cordones que se condensaron y compactaron
para posteriormente originar pequenas raices de aproximadamente 3-4 mm, en
todos los explantes la oxidacidn se presentd en el 80% de la superficie de los

tejidos.
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Grafica 1 Crecimiento longitudinal promedio de la lamina de la hojas de M. grandiflora
cultivadas en medio MM con diferentes concentraciones de BAP/ANA (26° C, fotoperiodo 16h,
50 pMol m? s™"), resultados al término de 4 meses de iniciados los cultivos.

CRECIMIENTOS PROMEDIO DE HOJA DE M. grandifiora

11 12 15 18

Tratamientos

En 4 explantes del tratamiento 0.5/0 mg/l de BAP/ANA se registro la
fornjacién de una hoja via organogénesis indirecta, el callo presentd una
oxid“acién del 80%. En el tratamiento 0.5/1 mg/l de BAP/ANA se desarrollaron 2
b:ro;t;{:a’s.vuno en cada explante; en el tratamiento 0.75/2 mg/l de BAP/ANA se
Iogro la formacién de 8 brotes por organogénesis directa a partir de dos
k,‘ekpyl‘antes (3 en uno y 5 en otro), de igual forma se registrd la formacion de
3 “‘raices directamente del explante (Figura 16). E! callo del cual se diferenciaron
los brotes presentaba una oxidacion del 80% o mas de su superficie, en los
demas tratamientos sélo se registro el crecimiento de callo altamente oxidado.

Los brotes y hojas diferenciadas se pudieron mantener durante 4 meses
haciendo subcultivos periddicos en medio MM 50% adicionado con carbon
activado (1 g/l) sin embargo poco tiempo después murieron por necrosis total
de los tejidos.
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Figura 16 A partir del cultivo de hojas de M. grandifiora en medio MM con 0.75/2 mg/l
BAP/ANA se diferenciaron raices por O. D.

Cultivo de hojas de M. granuifiora en medio WP.

Las hojas cultivadas en WP tuvieron una baja sobrevivencia, este medio
al parecer provoco en la mayoria de las hojas necrosis severa, presentando
nula regeneracion, sélo en pocos explantes de los tratamientos 0/1, 1/0, 1/0.25,
1/0.5, 2/0, 2/3, 3/0, 5/0.25 y 5/3 mg/l de BAP/ANA se desarrollé callo esponjoso
después de la tercera semana, el callo se desarrolld principalmente en la zona
del corte.

La baja y erratica sobrevivencia, asi como el limitado crecimiento de las
hojas cultivadas no permitid realizar una evaluacion que permitiera establecer
una correlacion entre el mayor crecimiento y sobrevivencia con respecto a una
concentracion optima de reguladores del crecimiento ensayados; en los
tratamientos 0O/1, 1/0, 1/0.5, 2/0, 3/0 y 5/3 mg/l de BAP/ANA se registro el
mayor crecimiento longitudinal de las hojas cultivadas, 1.41, 1.42, 1.63, 1.60,
1.52 y 1.41 cm respectivamente (Tabla 12), en los demas tratamientos los
incrementos de tamano de la hoja fueron menores y no hubo formacion de
callo; en todos los explantes trabajados se presentd oxidacion, misma que
cubrié del 50 al 80% de su superficie.

La oxidacién de los explantes se registro a partir de la tercera semana,
acentuandose durante la semana 4 - 5, las hojas fueron subcultivadas a medio
basal adicionado de 5 g/l de polivinilpirrolidona, reduciendo de manera
significativa la oxidacion, lo que permitié mantener las hojas por 3 meses,

posteriormente los cultivos se perdieron en su totalidad.
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Tabrl’aﬁ-v‘_lz ‘Cvre(::imiento longitudinal promedio de hojas de M. grandiflora en WP adicionado de
BAP/ANA{(21° C. fotoperiodo 16h. 25 uMol m? s™'), resultados al término de 4 meses de

iniciados los cultivos.

Tratamiento

0O ~NO O AN =

NNNNMN—I—L_{.‘_I_A—A—[_I—X‘D
N A WN-2OOONOAEWN-SL O

BAP/ANA
mgll

0/0
0/0.25
0/0.5
0/1.0
0/3.0
1/0
1/0.25
1/0.5
1/1.0
1/3.0
2/0
2/0.25
2/0.5
2/1.0
2/3.0
310
3/0.25
3/0.5
. 3/11.0
313.0
5/0
5/0.25
5/0.5
5/1.0
5/3.0

Explantes con
respuesta/
expl. totales

4112
4/12
412
412
312

10112
812

1112
5112
4n2
M2
7112
6/12
4112

10012
m2
812
612

4112
8112
812
7112
312
6/12
6/12

Crecimiento
Promedio
%

D.s
0.86 + 0.78
1.20+ 0.84
0.71 £ 0.92
1.41+£1.02
1.12 £ 0.96
1.42+0.83
1.17 + 1.06
1.63+1.12
0.76 + 0.91
0.58 + 0.58
1.60+ 0.84
1.32 £ 0.97
0.96 £ 1.01
1.26 £ 1.11
1.18 £+ 1.38
1.52 £ 0.98
1.14 + 1.12
0.77 £ 0.83
0.63+£0.78
1.28 £ 0.40
1.32+0.93
0.94 £ 0.72
0.56 £ 0.50
1.17 £ 0.85
1.41+£0.72

Porcentaje
de

oxidacién

80
80
80
50
80
80
80
50
80
50
S0
80
80
50
80
50
80
50
80
80
80
50
80
80
80
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Cultivo de hojas de M. dealbata en medio WP.

Las hojas cuiltivadas en los diferentes tratamientos de BAP/ANA no
presentaron repuestas morfogenéticas, después de 3 semanas las hojas se
mostraron con alta turgencia y baja oxidacion (alrededor del 20% de la
superficie de los explantes), las hojas crecieron de manera significativa y se
enroscaron girando dentro de su mismo eje (Figuras 17) debido al incremento

en su talla; esto se pudo observar en 13 tratamientos.

Figura 17 Las hojas de M. dealbata cultivadas en medio WP con
BAP/ANA registaron en su mayoria un incremento muy marcado de
su talla y poca o nula oxidacion.

“En algunas regiones cercanas a la nervadura de la hoja. al parecer en la
epidermis, se formaron pequerfas protuberancias que en ocasiones formaron
pequerios nodulos compactos de color blanco a hialino (Figura 18), que
después de 7-8 semanas degeneraron y solo se observaron como cumulos

blanquecinos en los tratamientos 1/0.5, 2/0.5, 3/0, 3/0.25 y 5/0.5 mg/l de
BAP/ANA.
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Figura 18 En algunas hojas de M. dealbata bajo la influencia
de 1/0.5, 2/0.5, 3/0, 3/0.25 y 5/0.5 mg/l de BAP/ANA en medio WP
se presento la formacion de nodulos que recordaron fas primeras fases
de la embriogénesis somatica. aunque mas tarde algunos de esos nodulos
degeneraron y otros se perdieron por la oxidacion.

Los tratamientos 3/0, 1/0, 3/0.5, 3/0.25 y 0/0.25 mg/l de BAP/ANA
presentaron el mayor crecimiento longitudinal de las hojas, 4.82. 4.41, 3.67,
3.43 y 3.46 cm respectivamente (Tabla 13), de igual forma en éstos
tratamientos los explantes registraron alta sobrevivencia (alrededor del 80%).

En los tratamientos en que no se presentan resultados se debe a que se
perdieron por contaminacion, soélo en el tratamiento 5/3 mg/l de BAP/ANA la

oxidacién se hizo presente y las hojas murieron por necrosis.
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Tabla 13 Crecimiento longitudinal promedio de hojas de M. dealbata cuitivadas en
medio WP con diferentes concentraciones de BAP/ANA (21° C, fotoperiodo 16h, 25
uMol m? s™"), resultados al término de 4 meses de iniciados los cuitivos.

Tratamiento

NN 230V @®NOO A WN =

NN NNMNDN-2 =2 2 2 o oo
G A WN-= 00O ®~NOO &

BAP/ANA
mg/l

0/0
0/0.25
0/0.5
0/1.0
0/3.0
1/0
1/0.25
1/0.5
111.0
1/3.0
2/0
2/0.25

205
2/1.0
2/3.0
3/0
3/0.25
3/0.5
31.0
3/3.0
5/0
5/0.25
5/0.5
5/1.0
5/3.0

No. de expi.
con resp /expl.

totales

6/12
12/12
8/12
012
9/12
7112
0112
5112
5/12
5112
7112
8112
7112
7112
6/12
12/12
12112
10712
4112
o012
9112
7112
4112
712
0/12

Crecimiento
promedio
*
D.S.

1.48 £ 212

3.46 £ 2.27

2.00+ 2.10
[8)

2.57 + 2.60
4.41 + 427
o]

1.47 £ 3.13
3.00 £ 4.15
2.12+ 3.58
2.76 + 2.82
1.83+1.93
226+ 249
171+ 2.10
1.83 £ 2.87
4.82 £ 2.32
3.43+ 2.39
3.67 £ 2.50
0.56 £ 0.88
0
2.06 £ 1.92
093+ 1.02
1.17 £ 3.13
1.25+ 1.48
[¢]

Porcentaje
de oxidacion.

20
20
20
100

100
20
20

20

20
20
20

20

100
20
50
50
20

100
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Cultivo de secciones de hojas de M. dealbata en medio WP adicionado de
BAP/K/2,4-D.

En los diferentes tratamientos de las secciones de hojas cultivadas en el
medio WP adicionado de dos citocininas y una auxina (BAP/K/2,4-D) en
diferentes combinaciones (Tabla 4) no se presentaron respuestas
morfogéneticas favorables, esto es, la diferenciacion de algun érgano o ia
proliferacién de callo morfogenético; sélo fue posible observar el crecimiento en
las secciones de las hojas cultivadas.

Los resultados obtenidos sélo muestran la capacidad de las hojas para
incrementar su tamano aun después de los cortes realizados, esto lo podemos
ver expresado en todos los tratamientos ensayados en los cuales sobresalen
el crecimiento promedio de las secciones de hojas alcanzado en los
tratamientos 1/1/0.5, 1/1/1 y 3/3/1 mg/l de BAP/K/2,4-D en los que el
crecimiento de las secciones de hoja alcanzaron de 4 a 5 cm® y no presentaron
oxidacion (Tabla 14); ademas de que presentaron aita sobrevivencia. Sélo en
los tratamientos 0.5/0.5/3 y 2/2/2 mg/l de BAP/K/2,4-D la oxidacion se presento
como un problema ya que ésta cubridé aproximadamente el 80% de la lamina de
la hoja, en ambos casos la sobrevivencia fue baja y el crecimiento promedio de
las secciones de hoja fue bajo. en los demas tratamientos la oxidacion también
fue baja aunque los crecimientos promedios fueron menores como se puede
ver en la Tabla 14.
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Tabla 14 Crecimiento promedio de secciones de hoja de M. dealbata cultivados en medio WP
adicionado con dos citocininas y una auxina (BAP/K/2,4-D) en diferentes concentraciones (21°
C, fotoperiodo 16h, 25 yMol m?'s"). resultados al término de 3 meses de iniciados los cultivos.

Tratamiento BAP/ANA/2.4-D No. de expl. Crecimiento Porcentaje
mgil con resp /expl. promedio de .
totales + D. S. oxidacion.
1 0.5/05/05 4/11 1.15+£0.49 0
2 05/05/10 7111 1.86+2.66 o]
3 0.5/0.5/20 711 1.83+0.63 20
4 05/05/3.0 2111 1.03x0.97 80
5 1.0/1.0/05 8/11 - 3.80+1.09 0
6 1.0/1.071.0 10/11 5.02+1.32 0
7 1‘.0_,/,1.0/ 2.0 8/11 2.30+1.01 20
9 2.0 /20/ 0.5 10/11 2.50+0.99 20
10 2.0/2.0/1.0 711 2.80:0.39 )
11 2.07/2.0/2.0 3/11 1.86x1.03 80
13 3.0/3.0/05 6/11 3.30:0.53 20
14 3.0/3.0/1.0 711 4.30+1.07 (o]
17 5.0/5.0/05 8/11 2.51+0.87 0
18 50/56.0/1.0 4/11 2.91+1.55 20




DISCUSION.

Una de las fases mas dificiles del cuitivo in vitro es el establecimiento de
cultivos asépticos y de forma particular los cultivos a partir de estructuras
somaticas de plantas adultas que provienen de poblaciones (George y
Sherrington, 1984), por lo que las semillas son la fuente de explantes mas
comun para obtener cuitivos libres de organismos contaminantes, debido a que
el proceso de desinfeccion de éstas es mas sencillo y eficaz, pero también mas
enérgico (George y Sherrington, 1984; Ault y Blackmon. 1987; Molphe et al.,
1998), En el presente trabajo la contaminacidon de los explantes por
“microorganismos patégenos no fue un factor determinante en ninguna de las
dos especies trabajadas (M. dealbata y M. grandiflora) ya que sé6lo en muy
pocos casos los explantes sufrieron contaminacion.

El! método de desinfeccidn empleado en este trabajo para las semillas
(embriones cigdticos), hojas, yemas laterales y yemas apicales demostrd ser
eficiente; las combinaciones de: detergente, alcohol (en semiilas) hipoclorito de
sodio adicionado con Tween 80, y enjuagues permitid eliminar los
microorganismos no deseados. Quizas el empleo del Tween 80 influyd de
manera significativa en el resultado ya que es un detergente-emuisificante que
ataca a las ceras de las plantas y membranas celulares, lo que puede hacer
mas susceptible el tejido a los agentes empleados en la desinfeccion
(Bohinsky, 1991). Por lo tanto. la contaminacion en los diferentes lotes
cultivados de ambas especies no fue determinante, sin embargo la necrosis de
los explantes y tejidos debida quizas a la oxidacion inducida por la sintesis y
acumulacion de compuestos fenolicos si fue determinante en los cultivos en
ambas especies y de forma mas evidente en los cultivos de M. grandifiora.

Una vez superada la fase de desinfeccion de los explantes (semillas,
yemas apicales, yemas laterales y hojas) se ensayd la adicion de diferentes
agentes reductores (ver metodologia) para intentar inhibir o reducir la
oxidacién, como resultado de éste ensayo so6lo se obtuvieron porcentajes de
60%, 80% y 30% de germinacion de los embriones pre-tratados con los
agentes antioxidantes (Tabla 6), como lo reportado en el cultivo de yemas
apicales de Musa textilis (Mante y Tepper, 1983) en donde se obtuvo la
proliferacién de brotes adventicios al reducir la oxidacion mediante el uso de L-

cisteina.
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Los resultados obtenidos muestran que los mayores porcentajes de
germinacion in vitro (60%) se registraron en el tratamiento control y en el
tratamiento de 1uM de Nor-leucina fue de 80% de germinacién; al contrastarlo
con los resultados obtenidos por Le Page-Degivry (1970) para M. grandiflora,
quien obtuvo el 50% de germinacidn in vitro en embriones aislados e incubados
en condiciones de aita luminosidad 2000 - 2200 lux, a 22-26 °C y 87% de
germinacion en oscuridad; las diferencias no son tan grandes por lo que se
decidid no someter a los demas explantes al pre-tratamiento con los agentes
antioxidantes; sin embargo los resultados obtenidos en el presente trabajo
mejoran a los reportados por Vovides e Iglesias (1996) para M. dealbata,
quienes reportaron un porcentaje maximo de 40 % de germinacidon a 13-32 °C
manteniendo las semillas, en invernadero sin ningun tipo de escarificacion o
pre-tratamiento para inducir germinacion.

Los embriones cigéticos maduros de M. grandiflora cultivados en el
medio de cultivo MM con los reguladores del crecimiento BAP/2,4-D
presentaron de forma muy acentuada la oxidacion en explantes y tejidos,
permitiendo soélo la diferenciacion de 8 brotes en el tratamiento 0.25/2 mg/l de
BAP/2,4-D asi como la proliferacion de callo friable con la presencia de
estructuras nodulares que no fueron capaces de continuar su diferenciacién
debido a la alta oxidacion. La alta mortalidad de explantes cultivados in vitro es
un problema comun en especies lefiosas de angiospermas como Acacia
nilotica ssp.indica (Yusuf et al., en prensa); Ceiba pentandra (Uribe, 1998) y de
gimnospermas como Cerotozamia mexicana (Chavez, 1993); Picea
chihuahuana (Mata, 2000) y Pinus sylvestris (Laukkanen et al/., 1999) son
algunos ejemplos de ello. Igualmente se presenta este problema en
angiospermas lefiosas tropicales y subtropicales (Litz y Jaiswal, 1991) como
Eucaliptus citriodora, E. grandis y E. nitens (McComb, 1995); Hevea brasiliensis
(Housti et al., 1991); Musa textilis (Mante y Tepper. 1983) y varias especies de
la familia Magnoliaceae (Callaway, 1996).

Al no ser posible la inhibicion o reduccion de la oxidacion.
presumiblemente por el deposito y acumulacion de compuestos fenodlicos, en
los tejidos en M. grandiflora cultivados in vitro, mediante los subcultivos

frecuentes y con la adicidon de carbon activado al medio de cultivo (1g/), la
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muerte por necrosis en los tejidos fue el factor determinante para el
establecimiento de cultivos a partir de embriones cigdticos de esta especie.

En el establecimiento de los embriones cigoticos maduros de M.
dealbata las condiciones de cuitivo: medio de cultivo, agentes antioxidantes y
condiciones de incubacidon asi como el genotipo, estado fisioldgico y la edad de
la planta madre favorecieron de forma determinante las respuestas
morfogenéticas obtenidas, como lo han documentado acuerdo Bonga, (1981);
George y Sherrington, (1984); George, (1993); Bergmann y Stomp, (1994).

En los embriones cultivados de M. dealbata en el medio de cultivo MM
adicionado de 5 g/l de PVP se logré inducir la organogénesis directa en los
tratamientos 3/0.1, 5/0 y 5/0.1 mg/l de BA/2,4-D en condiciones de oscuridad a
21 £ 1 °C, de igual forma en los cuitivos de embriones cigdticos de ésta
especie cultivados en WP adicionado de 5 g/l de PVP se abtuvo organogénesis
directa en los tratamientos 3/0.1 y 5/0.1 mg/l de BAP/2,4-D con 2.31 brotes
promedio (Tabla 7). Los resuitados obtenidos con cuerdan con los de Dodds vy
Roberts (1982) quienes expresan que los explantes con estructuras
meristematicas cultivadas in vitro sujetos a altas concentraciones de citocininas
responden comunmente con la regeneracién de brotes; esta respuesta se ha
encontrado en Paulownia spp. y Populus spp. (Dustan y Thorpe. 1986).
Prosopis spp. (Tabone et al., 1986); Rhododendron spp. y Santalum spp.
(Dustan y Thorpe, 1986), entre muchas mas.

La respuesta morfogenetica mas importante expresada por los

enjbriones cigoticos de M. dealbata fue la embriogenésis somatica directa, que
k "',seho»tv:»tyuvo con el medio WP suplementado con 2.4-D (0.5 y 1 mg/l) y adicionado
conPVP (5 gt) e incubado en oscuridad, a 21x1 °C, de igual forma en los
: tratafnientos 0/0.1, 0/0.5 y 0/1 de éste mismo medio y condiciones de
incusécién se presenté embriogenésis somatica, que hasta el momento no se
tieh’eyla certeza a través de que via se presentd, si fue de manera directa o

indirecta ya que al parecer en estos tratamientos la regeneracion de los

- embriones somaticos estuvo mediada por lo que parecia un callo embriogénico.

‘sin.embargo se tiene la duda si este callo era una masa de proembriones y
suspensores (PEMs) como el descrito para Liriodendron tulipifera (Merkle y
-Sommer, 1986, 1987; Merkle et al., 1990; Merkle y Sommer, 1991); M. cordata;
M. fraseriy M. virginiana (Merkle y Wiecko, 1990: Merkle 1995). La ausencia de
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un estudio histolégico en el presente trabajo no permitid establecer claramente
la via de regeneracion de la embriogenésis somatica. Sin embargo, estos
resultados por si mismos representan una gran aportacion para la propagacion
y conservacion de M. dealbata; ya que hasta donde sabemos este es el primer
reporte de regeneracion exitosa para esta especie.

Las diferentes respuestas obtenidas al cultivar los embriones cigoticos
de M dealbata hacen evidente la variacion intraespecifica que puede
encontrarse en una misma poblacién, las respuestas obtenidas quizas se
deban al genotipo, sin embargo las diferencias se incrementaron al parecer por
las condiciones de incubacion; ya que los cultivos mantenidos en oscuridad
presentaron una mayor sobrevivencia, menor oxidacidn y mejores respuestas
morfogeneticas que los embriones cultivados en fotoperiodo. Por lo que
podemos decir que la luz es un factor determinante para el cultivo de
embriones cigoticos de M. dealbata. De acuerdo con George y Sherrington
(1884) y George (1993) la exposicidon de los cultivos a la luz incrementa la
actividad de las enzimas oxidativas y por tanto la biosintesis de los compuestos
fendlicos responsables de la muerte de los tejidos. Para reducir o prevenir la
oxidacion se recominenda mantener a los cultivos en oscuridad por 14 dias o
mas antes de ser transferidos a baja intensidad luminosa.

Un factor que se puede considerar contribuyé a las diferencias
encontradas es el tipo de medio de cultivo ya que los embriones cuitivados en
el medio MM presentaron menor regeneracion y mayor oxidacion de los tejidos
con respecto a los embriones cultivados en el medio de cultivo WP. La
diferencia entre las formulaciones de los medios de cultivo MM y WP pudo ser
un factor que modulara las respuestas morfogenéticas. Lo anterior o podemos
decir porque al analizar las formulaciones de los medios de cultivo
encontramos que el medio MM contiene una mayor cantidad de compuestos
nitrogenados que se ven reforzados por el hidrolizado de caseina, rico en
aminoacidos. nitrdgeno, nitratos, amonio, fosforo. calcio y microelementos
contenidos en el medio; ademas de la mayor concentracidon de sacarosa,
algunos de estos compuestos y elementos son sustrato de las enzimas catecol-
oxidasa y polifenol-oxidasa durante la sintesis de los compuestos fendlicos,
hidroxifendlicos y melanicos que se producen en las células de todas las

plantas (Siqueira et al.,, 1991); mientras que el medio WP presenta en su
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formulacion menores cantidades de los compuestos nitrogenados, no contiene
hidrolizado de caseina y contiene menor cantidad de sacarosa, reduciendo con
ello, la cantidad de sustratos disponibles para las enzimas productoras de los
compuestos fendlicos; por lo que la oxidacion de los explantes cultivados en el
medio WP se veria reducida. A este respecto Biedermann (1987) reporté que al
parecer la reduccion de algunas sales minerales, especialmente las fuentes de
nitrégeno, han favorecido la formacion de brotes adventicios en apices de M.
stellata. En otras especies como: Diospyros kaki (Segiura et al., 19886);
Castanea sativa (Piagnani y Eccher, 1988) vy Prunus avium (Righetti et al.,
1988) se ha determinado que es necesario reducir las sales minerales para
contribuir a bajar los niveles de oxidacion al disponer de menores cantidades
de sustratos de las enzimas oxidativas como l|a catecoloxidasa y Ila
polifenoloxidasa. McCulloch (citado por Callaway, 1996) sugiere ajustar las
sales y los reguladores de crecimiento para cada una de las especies. Al
considerar el analisis de la formulacion de los medios de cultivo y sus posibles
implicaciones en el cultivo de los embriones cigéticos de M. dealbata podemos
suponer que los explantes se vieron favorecidos por el uso del medio WP. En
apoyo a este punto cito el trabajo de Tobe (1990) quien reportd resultados
exitosos en M. grandiflora cultivada en el medio de cultivo WP.

Al intentar hacer una comparacion de los resultados obtenidos en las
dos especies trabajadas, ésto resulta muy complicado ya que la variacion
interespecifica, es decir, de especie a especie parece ser muy grande pues el
estado fisiolégico y edad de las plantas madre no estuvo determinado. Por otro
lado las condiciones de incubacién (luz y temperatura) y combinaciones de los
reguladores del crecimiento y el numero de embriones por tratamiento fueron
diferentes, esto ultimo debido a la disposicidon del material biologico; igualmente
los agentes antioxidantes empleados fueron distintos. Por lo que en realidad
no se puede hacer una comparacion de los resultados obtenidos en el cuitivo
de embriones cigdticos de ambas especies.

Las yemas laterales de M grandiflora en el medio de cultivo MM
presentaron alta oxidacion y casi todos los tratamientos se perdieron al sufrir
los explantes severa necrosis, lo mismo sucedié con las yemas laterales de M.
dealbata cultivadas en el medio WP.
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En M. grandiflora las yemas laterales cultivadas en WP presentaron la
proliferacion de callo en tratamientos con 1 a 2 mg/l de BAP y con 0.25 a 1 mg/l
de ANA, asi como la formacidon espontanea de raices y el crecimiento muy
limitado de las yemas en algunos tratamientos (Tabla 10). Las respuestas
obtenidas en el cultivo de yemas laterales de ambas especies hace ver que
estas yemas son incapaces de romper con la dominacia apical, no expresando
capacidad morfogenética y sélo se obtuvo un crecimiento muy limitado en los
pocos casos en que hubo sobrevivencia. Al parecer la interaccion entre los
compuestos fendlicos (como inhibidores enddégenos) y los reguladores del
crecimiento endogenos y exogenos estuvo dominada por los primeros. lo que
pudo inhibir el metabolismo d=2 las yemas afectando directamente su
crecimiento. Como resultado de la acumulacidén de los compuestos fendlicos se
provocéd la oxidacién y necrosis como lo reporté Sequeira ef al. (1991). Los
resultados obtenidos en estos explantes contrastan con lo reportado en otras
especies, en donde ha sido comun la micropropagacién a partir de yemas
laterales con el uso de varias citocininas o bien con la alta concentracion de
una de ellas (Debergh y Read, 1991).

Los cultivos de yemas apicales de M. grandiflora en medio MM
presentaron muy baja sobrevivencia, en sdlo en 5 de 35 tratamientos
ensayados se registrd la proliferacion de callo morfogenetico en bajas
concentraciones de BAP 0.25-1 mg/l y de 1-2 mg/t de ANA (Tabla 8), asi como
la formacion de brotes via organcgénesis indirecta en el tratamiento 0.25/2 y
0.75/2 mg/l de BAP/ANA. Los cultivos de las yemas apicales de M. grandiflora y
M. dealbata cultivadas en el medio WP presentaron una sobrevivencia muy
baja, el crecimiento del meristemoc y hojas preexistentes en los tratamientos
con 1a 5 mg/l de BAP y 0.25 a 1 mg/l de ANA (Tablas 9 y 11 respectivamente)
asi como la formacion de muy reducida callo. De estos resultados se puede
resaltar que al igual que en las yemas laterales, los reguladores endogenos de
la planta no permitieron que las células en las yemas apicales pudieran adquirir
capacidad morfogeneética y solo fue posible que se expresara en algunos casos
el crecimiento de meristemos y hojas, es decir, que continuara la dominancia
apical de las yemas en M. dealbata y M. grandiflora, lo anterior fue reportado
por Brown y Sommer (1980) quienes senalan que las yemas tienen mayor

capacidad de regenerar estructuras diferenciadas ya que estos explantes
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cuentan con regiones meristematicas y hormonas endégenas como el AlA que
promueven dicha diferenciacion. LLos resultados obtenidos en el cultivo de las
yemas apicales y laterales de M. dealbata y M. grandifiora coinciden con
algunos reportes en los cuales las yemas se pueden elongar en altas
concentraciones de citocininas como en: Eucaliptus terricornis (Mascarenhas et
al.. 1882); en Solanaceae se reporta su multiplicaciédn a partir de yemas
laterales en concentraciones altas de BAP (Binding y Krumbiegel-Schroeren,
1984); en Alnus sp (Dustan y Thorpe, 1988);, y Prosopis sp. (Tabone et al.,
1986); asi como en Rhododendron sp. y Ulmus sp. (Dustan y Thorpe, 1986).

El cultivo de hojas de M. grandiflora en medio MM presentd al igual que
en los cultivos de embriones y yemas, muy baja sobrevivencia y alta oxidacion,
esto queda claro al analizar los resultados obtenidos, ya que a excepcion de 1
hoja cuitivada en 0.25/2 mg/l de K/2,4-D todos los demas explantes cultivados
con este mismo medio y reguladores del crecimiento se perdieron por la severa
necrosis provocada por la alta oxidacién. Las hojas de M. grandiflora cultivadas
en medio MM adicionado de diferentes combinaciones de BAP/ANA
presentaron igualmente alta oxidacion; sin embargo en el tratamiento 0.25/2
mg/l de BAP/ANA se registrd la formacion de 2-3 raices via organogeneésis
indirecta en 5 explantes y en el tratamiento 0.75/2 se diferenciaron 8 brotes por
O. l., todos con alta oxidacion; el resto de los explantes se perdieron por la
severa necrosis registrada.

Cuando las hojas de M. grandiflora fueron cultivadas en el medio WP
con BAP/ANA en diferentes combinaciones y adicionado de 5 g/l de PVP en los
subcultives, la respuesta fue un poco diferente ya que la sobrevivencia fue
mayor en los diferentes tratamientos y los niveles de oxidacidén fueron menores
que los observados en el medio MM, la proliferacién de callo fue muy reducida
y se presentd en los tratamientos 0/1, 1/0, 1/0.25, 1/0.5, 2/0, 2/3, 5/0.25 y 5/3
mg/l de BAP/ANA al parecer de forma espontanea ya que no fue posible
establecer una relacion entre la respuesta obtenida con respecto a las
concentraciones ensayadas. La respuesta mas notable se expresd en el
crecimiento de la lamina de las hojas cultivadas, estos crecimientos se
observaron en los tratamientos que contenian altas concentraciones de BAP 1
a 5 mg/l con 0.5 a 3 mg/l de ANA (Tabla 12); de igual forma no fue posible

establecer una correlacion entre las combinaciones de los reguladores del



79

crecimiento con respecto a los mayores crecimientos alcanzados, sin embargo
al parecer las aitas concentraciones, 1 a 5 mg/l BAP, favorecen el mayor
crecimiento, aunque esta evaluacion es subjetiva y esta lejos de ser una
afirmacion.

Al hacer una comparacion de los resultados obtenidos al cultivar hojas
de M. grandiflora en los medios MM y WP se puede inferir que las condiciones
de incubacidon, el medio de cultivo y los agentes antioxidantes utilizados, son
determinantes para el establecimiento, mantenimiento y proliferacion de los
explantes cultivados, ya que los resultados obtenidos en las hojas cultivadas en
el medio MM y sus condiciones de incubacién permitieron la formacion de
brotes por organogénesis indirecta: sin embargo estos brotes y todas las hojas
se perdieron debido a la severa necrosis provocada por los altos niveles de
oxidacion, la cual al parecer fue favorecida por la formulacién misma del medio
de cultivo (ver discusidn de embriones cigdticos) asi como por las condiciones
de incubacion, mientras que las hojas cultivadas en el medio WP presentaron
mayor sobrevivencia que las hojas cultivadas en MM. Estos resultados
seguramente fueron promovidos por el uso de! PVP como agente antioxidante
y por las condiciones de incubacion (densidad de flujo fotonico de 25 uMol m2
s temperatura de 21+1°C) como lo sugieren George y Sherrington (1984)
quienes han documentado que la exposicion de los cultivos a la luz incrementa
la actividad de las enzimas oxidativas y por tanto la biosintesis de los
compuestos fendlicos responsables de la muerte de los tejidos, recomiendan
mantener los cultivos en oscuridad por 14 dias y posterirormente trasferirlos a
baja intensidad luminosa, con el fin de reducir o prevenir la oxidacion de los
cultivos. Por lo anterior se puede decir que el medio de cultive WP adicionado
con PVP y las condiciones de incubacion favorecieron el desarrollo de hojas
cultivadas de M. grandiflora a diferencia de lo ocurrido en el medio de cultivo
MM.

Los cultivos de hojas de M. dealbata en el medio WP presentaron bajas
o nulas respuestas morfogenéticas, ya que no se presentoé la formacién de callo
y sOlo en los tratamientos con 1/0.5, 2/0.5, 3/0, 3/0.25 y 5/0.5 mg/l de BAP/ANA
en algunas hojas y de forma esporadica se presenté la formacion de pequerios
nodulos esponjosos de color blanco a hialino (Figura 19) que tiempo después
degeneraron; la mayoria de las hojas cultivadas en este medio crecieron de
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forma muy evidente, se registr6 una alta sobrevivencia en todos los
tratamientos y bajos niveles de oxidacion (Tabla 13). Al igual que en las hojas
de M. gfandiflora en WP, las condiciones de incubacion, el medio de cultivo y el
uso del PVP al parecer favorecieron los resultados obtenidos: sin embargo las
concentraciones de los reguladores del crecimiento no parecieron ser las
necesarias para inducir en las células de las hojas capacidad para la
morfogénesis. La ausencia de respuesta morfogenética en el cultivo de hojas
inmaduras ha sido reportada por Vargas (1988) quien cultivd hojas de
Chamaedorea humilis y Gaussia gomez-pompae y no encontréo respuesta
morfogenéticas obteniendo soéio la formacién de un callo con alta oxidacién:
Das (1992) reporté que no habia obtenido respuesta morfogenética en el
cultivo de hoja de Agave sisalana en presencia de BAP.

En el presente estudio las secciones de hoja de M. dealbata cultivadas
en el medio WP fueron sometidas a la interaccion de altas concentraciones de
2 citocininas y 1 auxina (BAP/K/2,4-D) esperando que ia accion sinérgica de
estos reguladores del crecimiento pudieran inducir la diferenciacion de érganos;
sin embargo la respuesta no fue la esperada y al parecer la respuesta fue mas
pobre que en las hojas cultivadas con séio una auxina, ya que en ninguno de
estos casos se forma un callo ni otra respuesta morfogeneética. lo que hace
suponer que dos individuos pueden dar respuestas morfogenéticas muy
distintas cuando se les sujeta a condiciones de cultivo similares, lo mismo pasa
cuando se utilizan diferentes estadios fisiologicos, diferentes o6rganos vy
diferentes tejidos o diferentes especies (Constabel, 1984; George, 1993).

A pesar de que las hojas inmaduras son un tipo de explante
comunmente utilizado en Musa, Euphoria longan y Santalum album (Lakshmi
Sita, 1988), las hojas de M. dealbata no presentaron respuestas
morfogenéticas favorables. Dentro de los resultados obtenidos se destaca que
los procesos de oxidacion que presentan las magnolias, no fueron un factor
determinante para el establecimiento de las hojas de esta especie ya que la
oxidacion se pudo controlar con el uso de PVP al realizar los subcuitivos.

Las diferencias entre las respuestas de yemas, hojas y embriones
cigoticos hacen evidente que el tipo de explante a utilizar puede jugar un papel
importante en la obtencion de una respuesta morfogenética deseada

(Constabel, 1984). La fuerte oxidacion registrada en las yemas apicales, yemas
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laterales, hojas y embriones de M. grandiflora confirman que la oxidacién es
una respuesta asociada al cultivo de plantas lefiosas (Litz y Jaiswal 1991).

Antes de destacar la falta de respuesta de las yemas y hojas seria
necesario utilizar otras condiciones de cultivo como son; el tipo de medio, los
agentes antioxidantes, las condiciones de incubacion y los reguladores del
crecimiento que permitan la evolucion de los nédulos que se presentaron en el
tratamiento 0.25/2 mg/l de BAP/2,4-D en embriones cigdticos de M. grandiflora
y en algunas hojas de M. dealbata en medio WP como lo recomiendan
Debergh y Read (1991).



CONCLUSIONES.

El método de desinfeccion (agentes desinfectantes, enjuagues y tiempos
de desinfeccion) para las semillas, yemas apicales, yemas laterales y hojas fue
muy eficiente ya que la contaminacidn fue muy baja o nula; por lo que se puede
recomendar este método para futuros trabajos con M. dealbata y M.gradiflora y

especies similares.

A partir del cultivo de embriones cigoticos en medio VWP adicionado con
2,4-D (0.5 y 1.0 mg/l), se logré la formacién y desarrollo de embriones
somaticos La embriogenésis somatica fue, principaimente por via directa y
posiblemente a través de la formacién de PEMs, lo que aun no se puede
confirmar debido a la ausencia de un analisis histolégico que detalle el
desarrollo del "aparente” callo morfogenético formado en los tratamientos 0.1,
0.5 y 1.0mg/l de 2,4-D en los cultivos de embriones somaticos de M. dealbata.

La germinacién in vitro de M. grandiflora fue exitosa al obtener
porcentajes de 60 a 80% muy cercanos a los reportados por Le Page-Degivry

(1970) y al mejorar los alcanzados por Vovides e iglesias (1998).

El medio de cultivo WP favorecio la sobrevivencia y desarrollo de los

explantes cultivados en él.

Las diferencias encontradas entre las dos especies trabajadas pudieron
ser debidas a variaciones genotipicas interespecificas y los diferentes
resultados obtenidos dentro de una misma especie igualmente se debieron
quizas a la variacion intraespecifica.

La adicion de PVP como agente antioxidante en los subcultivos permitié

reducir los niveles de oxidacion en los explantes cultivados.

Las condiciones de incubacion en oscuridad durante los primeros 30

dias de cultivo y de fotoperiodo de 16 h con una densidad de flujo foténico de
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25 uMol m> s, temperatura de 21+1°C en los siguientes meses de cultivo
favorecieron la expresion de la embriogenésis somatica en M. dealbata.

La regeneracidon de brotes de M. grandiflora en el medio MM fue erratica
y soio se logré en muy poco casos con 0.25/2 mg/l de BAP/2,4-D al cultivar
embriones cigodticos y también con 0.252 mg/l de BAP/ANA al cultivar yemas
apicales. El carbén activado (1 g/l) empleado en éstos medios no fue capaz de

reducir los niveles de oxidacién.

Las hojas y yemas cultivadas de M. dealbata y M. grandiflora no
presentaron respuestas morfogenéticas, por lo que se recomienda ensayar
otras condiciones de cultivo como son: el tipo de medio, los agentes

antioxidantes, las condiciones de incubacién y los reguladores del crecimiento.

Debido a los favorables resultados logrados en M. dealbata, el Cultivo de
Tejidos Vegetales se confirma como una importante alternativa para la
conservacion de esta especie, ya que los cultivos establecidos tienen un alto

potencial para ser propagados de forma masiva.

A partir de los cultivos logrados en M. dealbata se podria proporcionar
suficiente material biolégico para realizar estudios genéticos que
posteriormente permitan realizar estudios encaminados a su reintroduccion y
podria ser propagada de manera comercial a fin reducir la presion en las

poblaciones naturales de esta especie.
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Medio de cultivo MM empleado para M. dealbatay M. grandiflora.

Macros Blaydes (Witham et al., 1971)

KNO3
NHsNO3

" Micros (del medio MS)
“MnSO,-Hz0
ZnSO,-/H;0

N82M004'2H20
CUSO4‘5H20
CoCl;:6H,0
Fierro MS

NazEDTA-2H0
FeS04 7H,0

Vitaminas (Gresshoff and Doy, 1972)
Inositol

Tiamina

Acido nicotinico

Piridoxina

Biotina

Hidrolizado de caseina
Sacarosa

pH

mg/l

1000
1000

100

10000
1000
1000
2000

1000
40 g/l

5.7 gl
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Medio de cultivo WP empleado para Magnolia grandiflora.

Macronutrientes

NH4NO3
MgS0,4-7H0
KHzPO,4

-CaClz-2H;0
. .Ca(NOs);:4H20

.~ .Micronutrientes

MnSQO4-H0
ZnS04 7H,0
H3BO3
Na:MoO4-2H20
CuS04-5H:0
CoCl26H0

Na,EDTA2H,0

FeSONTHO

‘Tiamina -
Acido nicotinico

~Piridoxina
,Inoéitél

Glicina .

mg/l

400
370
170

556
96

22.3
8.6
6.2
0.025
0.025
0.025

37.250
27.850

0.1
0.5
0.5
100



Sacarosa

Phytagel

Polivinilpirrolidona

30 g/i

2.7 g/l

5 g/l
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