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RESUMEN.

La problematica que enfrenta el género Pseudotsuga en México, ha llevado a las 4
especies que se encuentran en el pais a ser consideradas en la Norma Oficial Mexicana
NOM-059-ECOL-2001 como especies sujetas a proteccion especial (DOF, 2001). En el
caso de Pseudotsuga macrolepis, se han realizado diversos trabajos con el propodsito de
dar alternativas para su regeneracion; entre ellas se han utilizado técnicas de cultivo de
tejidos para la obtencion de brotes adventicios via organogénesis directa; no obstante, no
se ha logrado establecer un protocolo para el enraizamiento de los brotes. Por lo anterior,
la embriogénesis somatica, representa una alternativa de gran importancia ya que se
obtienen embriones bipolares.

Se realizaron recolectas en campo a lo largo de 3 afios con el propdsito de obtener
embriones y megagametofitos en diferentes etapas de desarrollo, para explorar su
potencial morfogenético durante el cultivo in vitro. En las localidades estudiadas en el
estado de Tlaxcala, se observo un retraso de 2 meses en el ciclo fenoldgico de
Pseudotsuga, en comparacion a lo reportado para P. menziesii; asi mismo, se encontrd
que un 44.96% de las semillas recolectadas estuvo vanas y 1% plagadas por
Megastigmus sp. La localidad de San Juan Terrenate (2) mostré altos indices de
reproducciéon ya que se encontrd un bajo porcentaje de semillas vanas con respecto al de
semillas con embrion y se logré encontrar tanto megagametofitos como embriones en
diferentes etapas de desarrollo.

Los embriones y megagametofitos recolectados se sometieron a uno de 20 tratamientos
con distintas concentraciones de auxinas (0-3 mg/l) y citocininas (0-2 mg/l) y medios de
cultivo (SH y MS); durante todo el proceso los cultivos se mantuvieron en oscuridad a
22°C. En los tratamientos con concentraciones entre 0 y 1 mg/l de auxinas, se obtuvo la
formacion de brotes. En los tratamientos con 2 y 3 (mg/l) de auxinas,
independientemente del concentracién de la citocininas se obtuvo la formacion de callo
blanquecino y friable; sin embargo, no se logré6 obtener embriones somatios. Tanto
embriones en etapa precotiledonaria como cotiledonaria respondieron a los tratamientos
expuestos no asi los megagametofitos. Por otro lado, se observé la formacién de grupos
de células meristematicas en tratamientos con 2 y 3 mg/l de acido 2,4-
Diclorofenoxiacético; sin embargo, al igual que en otros trabajos el proceso de
embriogénesis somatica si es que se inicid, se detuvo. La oxidacion representd una
limitante muy importante en el cultivo in vitro de callos de P. macrolepis; a pesar de los
intentos no se logrd establecer un medio adecuado para controlarla y evitarla.
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SUMMARY.

Pseudotsuga macrolepis Flous is a conifer that has been recently declared a protected
species in Mexico (NOM-059-ECOL-2001), as a result of its low population numbers, low
natural regenerative capacity and the overall lack of knowledge concerning its current
ecological situation. Attempts to regenerate this species using tissue culture techniques
have met with limited success; notwithstanding that a protocol to produce adventitious
shoots by direct organogenesis has been established, rooting has remained sporadic and
difficult to obtain. Somatic embryogenesis could represent an important alternative, since
bi-polar embryos are formed, which allows the rooting stage to be bypassed. The overall
purpose of this study was to explore the potential of P. macrolepis zygotic embryos and
megagametophytes to form somatic embryos in vitro.

In order to obtain embryos and megagametophytes in different developmental stages to
use as explants for in vitro culture, field recollections of the seeds were carried out during
three consecutive years, in three different locations in the State of Tlaxcala. P.
macrolepis showed a two-month delay in its phenologycal cycle when compared to
reports for P. menziesii; likewise, 44.96% of the seeds were empty and 1% were
attacked by Megastigmus sp. The locality in San Juan Terrenate (2) had the highest
reproductive index, showing a low percentage of empty seeds when compared with seeds
containing embryos; both embryos and megagametophytes in different developmental
stages were found.

The recollected embryos and megagametophytes were cultured in the dark, in one of
twenty treatments which differed in their auxin (0-3 mg/l) and citokinin (0-2 mg/l)
concentration, alone or combined, as well as in the composition of the growth media (SH
and MS). In the treatments with auxin concentrations ranging from 0 and 1 mg/I,
adventitious buds were formed. In the treatments in which 2 and 3 mg/l of auxin was
used, independently of the concentration of citokinin, the formation of a white friable
callus was obtained; however, no somatic embryos were observed. Embryos of both pre-
cotyledonary and cotyledonary stages responded to the treatments, unlike
megagametophytes which did not respond at all. Interestingly, the formation of groups
of meristematic cells was observed in the treatments in which 2 and 3 mg/l of 2,4-
Dichlorophenoxiacetic acid was used; although it is possible that if initiated, the
embryogenic process was detained soon after. Oxidation was a very important limitation
for the in vitro culture of the P. macrolepis calli; notwithstanding all the effort, an
adequate medium to control or avoid this situation could not be established.

Guadalupe Monjards Gonzalez
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INTRODUCCION.

De las 250,000 especies vegetales registradas que existen a nivel mundial, 25,000 se
encuentran en México (www.inegi.gob.mx). Sin embargo, 979 de estas estan en la lista
de la Norma Oficial Mexicana NOM-059-ECOL-2001 (DOF, 2001), debido a problemas de
sobrevivencia que enfrentan en su propio habitat. Entre estas especies estan las del
género Pseudotsuga (P. macrolepis, P. flahualti, P. guinieriy P. redheri).

Los individuos del género Pseudotsuga pertenecen al la familia Pinaceae y son arboles
con: importancia ecoldgica, potencial maderable y ornamental (como arbol de navidad);
en México se encuentra restringido a pequefias poblaciones de escasos individuos desde
Chihuahua, Durango, Coahuila, Nuevo Leén, hasta Hidalgo, Puebla y Tlaxcala (Espinosa,
1979). En este ultimo estado se localiza en 4 municipios del noreste que son Tlaxco,
Emiliano Zapata, Terrenate y Altzayanca. No obstante, corre el peligro de ser erradicada
totalmente de Tlaxcala debido a factores tales como: una baja tasa de regeneracion
natural, incendios forestales, tala inmoderada, apertura de nuevas zonas de cultivo,
ataque de aves, roedores e insectos (Méndez-Montiel y Zavala-Chavez 1996; Zavala-
Chévez y Méndez-Montiel, 1996.

Lamentablemente, las especies de Pseudotsuga en México, principalmente las del centro
del pais, han sido poco estudiadas y a menudo hasta relegadas (Zavala-Chavez y
Méndez-Montiel, 1996). Pocos han sido los trabajos de investigacion realizados en México
para Pseudotsuga y la mayoria son de caracter ecoldgico (Yafiez, 1991; Méndez-Montiel y
Zavala-Chavez, 1996; Zavala-Chavez y Méndez-Montiel, 1996; Guerra-De la Cruz, 2001;
Reyes et al., 2003; Mapula-Larreta et al., 2004). Para Pseudotsuga macrolepis, se han
realizado trabajos de investigacion aplicando técnicas de Cultivo de Tejidos Vegetales
(CTV) con el propdsito de establecer un protocolo para su regeneracion in vitro (Galindo-
Flores, 1996; Garcia-Campusano, 1999; Monjaras, 2001).

El CTV ha demostrado ser una alternativa importante para la recuperacion de especies
amenazadas o de interés forestal, ya que tiene el potencial de incrementar
significativamente la productividad a través de la propagacion de genotipos seleccionados
por su velocidad de crecimiento, la calidad de su madera o resistencia a efermedades;
caracteristicas que pueden ser heredadas al bosque entre 8 y 25 afios antes que a través
del uso de técnicas convencionales como el uso de semilleros (Mohammed y Vidaver,
1988). Sin embargo, las dificultades que representa el establecimiento de un protocolo
de regeneracion para muchas especies forestales, asi como los altos costos que implica,
han limitado el aprovechamiento y la implementacion de estas técnicas a gran escala.
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En el caso de Pseudotsuga macrolepis, se ha logrado establecer un protocolo que permite
la obtencién de brotes adventicios via organogénesis directa, a partir del cultivo de
embriones maduros (Galindo-Flores, 1996; Garcia-Campusano, 1999; Monjaras, 2001);
sin embargo, al igual que para muchas especies de coniferas, no se ha logrado obtener el
enraizamiento. Por este motivo, resulta indispensable continuar con investigaciones que
culminen con el establecimiento de plantulas completas, ya sea a través de la generacion
de nuevos protocolos para el enraizamiento asi como a través de la obtencién de
embriones somaticos.

La embriogénesis somatica ofrece una alternativa muy importante para la regeneracion in
vitro, ya que implica la obtencién de embriones bipolares a partir de células somaticas,
por un proceso similar al de la embriogénesis cigética (Thorpe y Harry, 1991); es decir,
se forma una estructura que contiene tanto un meristemo apical de brote como un
meristemo radicular, (Thorpe et al., 1991; Thorpe y Harry, 1991), por lo que ya que no
se requiere pasar por una etapa de enraizamiento, reduciendo notablemente las
dificultades y el tiempo requeridos para la obtencién plantulas. A pesar de esta notable
ventaja, la embriogénesis somatica no ha podido ser utilizada de manera generalizada en
las coniferas, ya que muchas especies se han mostrado recalcitrantes a esta via de
regeneracion; situacion que se dificulta por el desconocimiento que ain existe de los
eventos celulares, bioquimicos y moleculares que conducen el desarrollo embrionario y
que repercuten en la capacidad de manipular los tejidos y condiciones del cultivo para
obtener una embriogénesis somdtica exitosa (Tautorus et al.,, 1991; Bonga y von
Aderkas, 1992; Brown et al., 1995; von Arnold et al., 2002; Stasolla y Yeung, 2003).

Tomando en consideracion que no ha sido posible establecer un protocolo de
micropropagacion para Pseudotsuga macrolepis via organogénesis y que la embriogénesis
somatica representa una importante alternativa para su regeneracion, en este trabajo se
decidié explorar el potencial morfogenético de embriones inmaduros y maduros de
Pseudotsuga macrolepis cultivados in vitro, contemplando un amplio barrido de la
combinacion de 2,4-D y K; para buscar las condiciones propicias para obtener
embriogénesis somatica.
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1- AREAS BOSCOSAS Y CONIFERAS.

La extension territorial de México es de 1 964 375 km?2 de los cuales 1 959 248 km?2 son
superficie continental y 5 127 km2 superficie insular (www.inegi.gob.mx).
Aproximadamente el 72% (141 745 169 hectdreas) de la superficie continental se
encuentra ocupada por algun tipo de vegetacion y se le ha denominado superficie forestal
(www.semarnat.gob.mx); esta comprende bosque, selva, vegetacion de zonas aridas,
vegetacion hidréfila y haldfila y dareas perturbadas encontrandose en diferentes
proporciones (Fig. 1).

Figura 1. Superficie forestal por tipo de vegetacion, 1994.

Areas forestales perturbadas
16%

Bosques templados
23%

-) Selvas
17%

Vegetacion de zonas aridas

41% vegatacion hidréfila y halofia

3%

Nota: Los porcentajes se refieren a la superficie total forestal: 141 745 169 hectdreas.
Fuente: SARH, Inventario nacional forestal periédico, 1992-1994, Subsecretaria Forestal y
de Fauna Silvestre, SARH, México, 1994 (www.semarnat.gob.mx).

No obstante, debido a diversos factores, un sin nimero de estas especies se encuentran
en riesgo y entre ellas algunas coniferas de gran importancia tanto econémica como
ecolégica (www.lectura.ilce.edu.mx; Chavez y Rubluo, 1995; Zavala-Chavez y Méndez-
Montiel, 1996).

En la Republica Mexicana las coniferas se encuentran en los bosques templados y frios y
se encuentran representadas por cinco familias botanicas que son: Cupressaceae,
Pinaceae, Podocarpaceae, Taxaceae y Taxodiaceae (Acosta-Pérez, 1992). Las pinaceas,
son arboles o raramente arbustos, siempre verdes, excurrentes, es decir, con un eje
central bien definido y ramas pequenas laterales; hojas simples o agrupadas, aciculares o
lineares; fruto de forma globosa o cdnica, compuesto de escamas que protegen a las
semillas (Acosta-Pérez, 1992).



De los bosques se producen una multitud de bienes y servicios entre los cuales se pueden
mencionar la obtencion de materiales de construccion; diversos productos forrajeros,
comestibles, artesanales e industriales; asi como tierra de monte, lefia combustible;
resinas y gomas, ademas de tener algunos usos médicos. Como comunidad, las coniferas
contribuyen a la regulacién del ciclo hidroldgico, a mantener un microclima adecuado, a
purificar la atmoésfera y el agua; son un refugio de la fauna y un paraje para la recreacion
humana (Acosta-Pérez, 1992).

Los bosques ofrecen un gran nimero de beneficios; sin embargo, es sabido que son
deforestados mas rapido de lo que estdn siendo regenerados; esto, aunado a efectos
causados por factores tales como: enfermedades, plagas e incendios forestales, ponen en
peligro la existencia de especies de gran importancia forestal (Thorpe et al., 1991). En la
republica mexicana, existen 38 especies de coniferas que se encuentran de la lista de la
Norma Oficial Mexicana NOM-059-ECOL-2001 (apéndice 1), de las cuales 6 especies estan
consideradas en peligro de extinciéon, 2 amenazadas y 30 sujetas a proteccion especial;
de estas, 14 son consideradas endémicas y 24 no endémicas (DOF, 2001).

Debido al gran nimero de especies bajo riesgo, es necesario establecer estrategias de
conservacion, manejo y aprovechamiento de estas. En nuestro pais poco se ha hecho
para dar soluciones a esta gran problematica, entre los estudios planteados para
responder a este problema se han realizado trabajos de micorrizacién y germinacion en
vivero utilizando diferentes sustratos, niveles de sombreado y fertilizantes (Galindo-
Flores, comunicacion personal; Cruz-Castillo, comunicacién personal); por otra parte, se
han planteado trabajos utilizando técnicas de cultivo de tejidos vegetales para especies
amenazadas como Picea chihuahuana (Lépez-Escamilla, 2000; Sanchez-Espinosa, 2001)
y Pseudotsuga macrolepis (Galindo-Flores, 1996; Garcia-Campusano, 1999; Monjaras,
2001), no obstante, aun no se han logrado establecer técnicas completas para su
regeneracion in vitro.

1.1- Pseudotsuga

El género Pseudotsuga fue creado por Carriere en 1867 con base en Pinus douglasii
Sabine ex D. Don Lamb con Pseudotsuga menziesii como especie tipo. Mas tarde, en
1950 Franco fue el primero en demostrar que Pinus douglasii D. Don es un sindnimo de
Abies menziesii Mirb. siendo este el primer nombre vdlido publicado para el abeto
Douglas (Farjon, 1990).
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En total 22 especies y 2 variedades de este género han sido descritas y casi la mitad (10
especies y 2 variedades) fueron publicadas por Flous entre 1934 y 1936. Sin embargo,
seguin algunos autores la clasificacion taxonémica que Flous realizé esta hecha basandose
en diferencias minimas y poco constantes, por lo que no es aceptada excepto por
Gaussen (1966 fide Farjon, 1990) y Martinez (1953) en cuanto a las especies mexicanas
se refiere. Martinez (1953) menciona “después de haber hecho la observacion de
numerosos ejemplares es mi opinion que las especies establecidas por Flous merecen
tenerse en cuenta, si bien tal vez sea posible reducir su nimero de especies”. De esta
forma, se consideran Pseudotsuga flahualti, P. guinieri, P. redheri, P. macrolepis y P.
menziesii var. oaxacana como las especies del género Pseudotsuga que se encuentran en
México (Martinez, 1953; Debreczy y Racz, 1995).

Por su parte El-Kassaby et al. (1983 fide Goldfarb y Zaerr, 1989) y la mayoria de los
botanicos de Norte América reconocen ocho especies en todo el género Pseudotsuga. Seis
de éstas se encuentran distribuidas de forma natural en el este de Asia: Pseudotsuga
japonica (Shiras) Beissn se encuentra en lapon; P. wilsoniana Hayata en Taiwan; P.
forrestii Craib., P. sinensis Dode., P. gaussenii Flous y P. brevifolia Chang et L. K. Fu. se
localizan en China. En Norteamérica se encuentran dos especies: P. macrocarpa (Torr.)
Mayr, con una distribucién limitada al sur de California y P. menziesii (Mirb.) Franco
(abeto Douglas), que se encuentra a través del oeste de Norteamérica (Fowells, 1965
fide Goldfarb y Zaerr, 1989); siendo ésta una de las especies de mayor importancia
maderable econémicamente hablando en Estados Unidos y por ello una de las mas
estudiadas. Pseudotsuga menziesii tiene dos variedades: la costera P. menziesii var.
menziesii y la que crece en areas internas del pais, denominada variedad interna o
variedad glauca (Goldfarb y Zaerr, 1989). De acuerdo con esta clasificacion se considera
que las especies de este género que se encuentran en México pertenecen a la especie P.
menziesii var. glauca (Acosta-Pérez, 1992; Debreczy y Racz, 1995; Hermann y Lavender,
1999).

Con respecto a esto ultimo, Li y Adams (1989) realizaron el estudio de la variacién
isoenzimatica de poblaciones de P. menziesii utilizando semillas procedentes de 104
localidades (incluyendo dos localidades del norte de México que fueron: a.- General
Cepeda en el estado de Coahuila y b.- La Encantada en el estado de Nuevo Ledn) para
determinar los patrones de variacion genética y realizar inferencia filogenéticas. Como
resultado se observé que las semillas provenientes de la localidad “b” se agrupé con las
poblaciones de Pseudotsuga menziesii var. glauca, pero la “a” resultd genéticamente
distinta al resto de las demads especies.



Lamentablemente, las especies de Pseudotsuga en México (principalmente las del centro
del pais) han sido poco estudiadas y a menudo hasta relegadas (Zavala-Chavez y
Méndez-Montiel, 1996), a pesar de que es posible que el centro de origen del género sea
el estado de Coahuila, Méx., ya que el registro fésil mas antiguo (90 millones de afios)
corresponde a esa localidad (Dominguez, 1994).

Distribucién general: En América el género se encuentra desde la Columbia Britanica
hasta el sistema montafioso del centro de México (Fig. 2); la distribucion latitudinal del
género es muy amplia, segiun Hermann y Lavender (1999) se extiende desde los 19°
hasta los 55° N; sin embargo, Debreczy y Racz (1995) reportaron que se encuentra en
los 16° N (en el estado de Oaxaca, Méx.) representando la localizacion mas surefia de
Pseudotsuga en el mundo.

Figura 2. Distribucién natural del abeto Douglas (Hermann y Lavender, 1999).

Generalmente se localiza en pendientes con exposicion sur en el norte y pendientes con
exposicion narte en el sur (Hermann y Lavender, 1999) y es posible encontrarla desde el
nivel del mar hasta los 3751 m (este ultimo en el estado de Oaxaca, México) (Farjon,
1990; Dominguez, 1994; Debreczy y Racz, 1995; Hermann y Lavender, 1999). De
acuerdo a la latitud y altitud, Pseudotsuga se encuentra a temperaturas desde los -9
hasta los 30 °C con precipitaciones entre los 360 y 350 mm y de 0 a 580 mm de nieve
(Hermann y Lavender, 1999); en suelos ligeramente acidos, podzélicos, bien drenados
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(Farjon, 1990); asociada con diferentes especies vegetales dependiendo de su
localizacion.

Usos: En general la madera de Pseudotsuga es de buena calidad por sus nudos
delgados, fuste recto y cilindrico asi como por la disposicion de ramas y su extrema
dureza; razén por la cual es usada para construcciones, pilotes para minas, pilotes para
transmision telefénica, astilla para tableros aglomerados, contenedores para empaques
industriales y embarcaciones, vigas, madera para celulosa, pailas para montacargas y
como arbol de navidad; en México suele importarse con este propdsito (Goldfarb y Zaerr,
1989; Zavala-Chavez y Méndez-Montiel, 1996).

Ciclo de vida: Segun Hermann y Lavender (1999) los arboles de este género comienzan
a producir estrébilos entre los 12 y los 15 afios de edad, por otra parte, Silen (1978 fide
Pérez-Sanchez, 1996) y Niembro (1979) reportan que Pseudotsuga produce conos entre
los 20 y los 40 afos y rara vez antes de los 12.

Los conos masculinos son usualmente pequefios de 1 a 2 cm de largo y estan constituidos
por microsporofilos que se encuentran arreglados en forma de espiral y son mas o menos
membranosos; cada uno de ellos contiene dos microsporangios. Un microsporangio joven
contiene muchos microsporocitos (microsporas madre). En primavera los microsporocitos
sufren un proceso de meiosis y cada uno da cuatro microsporas haploides, cada
microspora se desarrolla hasta formar un grano de polen, que es transportado por el
viento hasta los conos femeninos; el grano de polen estd conformado por dos células
protaliales, una célula generativa y una célula que dara origen al tubo polinico (Raven et
al., 2000).

Los conos femeninos son mas complejos que los conos de polen; estan constituidos por
escamas subtendidas por una bractea estéril, cada escama alberga dos évulos. Las
escamas (25-30 por cono) estan arregladas en forma espiral a lo largo del eje del cono.
Cada oOvulo contiene una nucela multicelular (megasporangio), rodeado por el
inteqgumento (a partir del cual se desarrolla la testa), que tiene una pequefia apertura
llamada micrépilo ubicada enfrente del eje del cono. Cada megasporangio contiene un
megasporocito (megaspora madre) que sufre un proceso de meiosis y da lugar a una
serie de cuatro células denominadas megasporas. De estas cuatro megasporas sélo una
llega a ser funcional y las tres restantes degeneran (Raven et al., 2000).

El ciclo reproductivo de Pseudotsuga toma alrededor de 18 meses desde que se forman
los primordios de conos en abril (Allen y Owens, 1972; Hermann y Lavender, 1999;



Williams, 2000) hasta la dispersion de las semillas en septiembre del afio siguiente (Fig.

3). El ciclo inicia con la formacién de primordios o yemas laterales durante el mes de abril

y de acuerdo con Allen y Owens (1972) éstos pueden tomar 5 cursos que son:

1. Abortar prematuramente y desaparecer.

2. Desarrollar parcialmente y permanecer como yemas latentes.

3. Desarrollar como yemas vegetativas.

4. Desarrollar como yemas reproductivas de conos de semilla, localizandose en la parte
apical del brote emergente.

5. Desarrollar como yemas reproductivas de conos polinicos, localizdndose cerca de la
base del brote emergente.

Ciclo fenologico

de Pseudotsuga

Figura 3. Ciclo fenoldgico de Pseudotsuga (Allen y Owens, 1972 modificado). A y B)
Formacion y crecimiento de la yema lateral;, rompimiento de la yema vegetativa (abril -mayo); C)
Elongaciéon del renuevo y alargamiento del primordio de la yema lateral (abril-julio); D)
Determinacién del primordio; formacion de hojas, bracteas y microsporofilo (julio - noviembre); E y
e) Meiosis y desarrollo del polen (febrero -~ marzo); Entre E y F) Rompimiento de las yemas de los
conos, polinizacion, germinacion del polen y fertilizacién (abril - junio); F) Alargamiento de conos
(mayo - junio); G) Desarrollo de embriones y semillas (junio - septiembre); H) Conos maduros y
abiertos, desprendimiento de semilla (septiembre).
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Las yemas se encuentran completamente formadas para octubre y noviembre y entran en
latencia a inicios de diciembre. La meiosis y desarrollo del polen inicia entre marzo vy
abril; asi mismo, los primordios de conos se abren y la polinizacion de los conos
comienza. Después de la polinizacion la escama crece junto con los Ovulos para
protegerlos. En P. menziesii var. menziesii la polinizacion se realiza durante marzo y abril
en areas calidas y a finales de mayo o principios de junio en areas frias (Hermann vy
Lavender, 1999), siendo el clima un factor importante para la maduracion y liberacion de
polen.

Una vez que se ha realizado la polinizacién, se diferencian los arquegonios, usualmente
dos o tres, cerca del micrépilo en el megagametofito, y algin tiempo después se realiza la
fertilizacion (Raven et al., 2000). Cominmente todos los arquegonios son fertilizados y
comienzan a desarrollarse; fendmeno cominmente llamado poliembrionia (Raven et al.,
2000; Raghavan y Sharma, 1995), no obstante, sélo uno de ellos se desarrolla
totalmente dando origen a un embridén, conformado por cotiledones, meristemo apical,
hipocétilo, radicula y una capa protectora de la radicula (Fig. 4).

F‘ Testa

Cotiledones
Meristemo apical

-,

= Hipocétilo-Eje radicular

Meristemo radicular
Gametofito femenino

Cofia

Figura 4. Vista general de un embridn de conifera maduro (Raven, 2000 modificado).

El proceso de fertilizacion de Pseudotsuga se realiza en abril y los conos de semilla
comienzan a crecer en una fase muy rapida; entre agosto y septiembre los embriones vy
semillas se desarrollan y a finales de septiembre comienzan a liberarse las semillas
maduras (Allen y Owens, 1972). Con respecto a esto, Niembro (1979) menciona que en
México los meses de maduracién de la semilla de Pseudotsuga son octubre, noviembre y
diciembre; mientras que Yanez (1972 fide Pérez-Sanchez, 1996) menciona que para el
municipio de Tlaxco, Tlax. corresponde a septiembre y octubre.



Asi mismo, Hermann y Lavender (1999), reportan que la maduracion de los conos
depende de la elevacion altitudinal en la que se encuentre la poblacion; por ejemplo en
las poblaciones de P. menziesii var. menziesii que se encuentran a elevaciones medias o
bajas los conos maduran a mediados de agosto, siendo el caso de Oregon y a mediados
de septiembre en el norte del estado de Washington y el sur de la Columbia Britanica.

En los arboles la produccion de semillas se presenta con cierta periodicidad ciclica que se
manifiesta en una cosecha abundante un afo, seguido de un periodo de baja produccién
que puede variar entre 2 y 7 afos y se denomina afio semillero. Afios semilleros
consecutivos son improbables debido al agotamiento de las reservas de carbohidratos
durante la produccion de las semillas y la necesidad de acumular reservas frescas en el
afo siguiente (Franco, 1990; Hermann y Lavender, 1999).

1.2 Pseudotsuga macrolepis Flous

En este trabajo, se consideré la clasificacion taxonomica propuesta por Martinez (1953)
que establece 4 especies de Pseudotsuga en México. Entre las especies reconocidas por
Martinez (1953) se encuentra P. macrolepis Flous cuyos nombres comunes son: abeto,
ayacahuite, hayarin colorado, pinabete y guayame (Martinez, 1953; Acosta-Pérez, 1992;
DOF, 2001). Su clasificacion segiin Acosta-Pérez (1992) es:

Division: Pinophyta (Gimnospermas)
Subdivision: Pinophytina

Clase: Coniferopsida (Coniferas)
Orden: Coniferales

Familia: Pinaceae

Género: Pseudotsuga

Especie: P. macrolepis

Esta conifera, monoica, anual; se caracteriza por alcanzar una altura de 12 a 15 m vy
algunas veces hasta 35 m, el diametro normal del fuste es de 35 a 50 cm, con ramas
subverticiladas o irregularmente dispuestas, las inferiores extendidas y las superiores
levantadas formando una capa irregular y un poco rala; la corteza es grisacea por fuera y
anaranjada por dentro, dspera y hendida, dividida en pequefas placas irregulares, las
ramillas son delgadas, largas y fragiles, de color moreno oscuro y desprovistas de hojas
en su parte inferior, con las cicatrices de las hojas mas o menos salientes. Las hojas son
lineales de 15 a 25 mm de largo por 1 a 1.5 mm de ancho, verdes, palidas en la cara
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inferior, apice agudo y en ocasiones redondeado con la base algo retorcida. Los conos son
largamente ovoides, de 5.5 a 8 cm de largo (en algunas ocasiones 10 cm) por 3.5a 4 cm
de diametro; con 25 a 30 escamas (el color varia segun el estado de desarrollo, siendo
morado en la etapa muy inmadura, pasando por verde hasta adquirir una coloracion café-
rojizo oscuro en la etapa madura); bracteas de 25 a 30 mm de largo por 5 mm de ancho,
con el borde rasgado hacia la parte superior y la punta central saliente. Los conos
masculinos generalmente tienen una longitud de 1-2 cm y una coloracién amarillo-rojiza.
Semillas vagamente ovoides o subtriangulares, de 5 a 7 mm de largo por 3.6 mm de
ancho; el ala es de 15 a 16 mm de largo incluyendo la semilla y tiene un color castafio
claro; las hojas cotiledonares son seis (Fig. 5) (Martinez, 1953; Acosta-Pérez, 1992;
Mapula et al., 1996).

Figura 5. Descripcion general Pseudotsuga macrolepis. A) Rama con cono femenino, a)
cicatriz de la hoja, b) cono femenino, c) conos masculinos; B) Escama con semillas, d) semillas (dos
por escama), e) ala de la semilla, f) bractea de la escama; C) Hojas.

Fuente: www.mek.iif.hu/porta/szint/termesz/biologia/fenyok/htmi/nyitva/duglasz.htm (modificado)

Esta especie se encuentra restringida a pequefas poblaciones desde Chihuahua, Durango,
Coahuila, Nuevo Ledn, hasta Hidalgo, Puebla y Tlaxcala (Espinosa, 1979). En Tlaxcala, se
localiza en 4 municipios del noreste, que son Tlaxco, Emiliano Zapata, Terrenate y

Altzayanca (Fig. 6), no obstante, corre el peligro de ser erradicada totalmente del area
estatal.
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Emiliano Zapata

Figura 6. Distribucion de Pseudotsuga macrolepis en el Estado de Tlaxcala.

En la franja donde se distribuye P. macrolepis en el estado de Tlaxcala el clima es
templado-himedo, con precipitaciones en verano y un porcentaje de lluvia invernal
menor de 5 mm. Este clima se encuentra extendido en la entidad. El régimen pluvial
medio anual tiene un rango entre 600 y 1 000 mm y la temperatura media anual fluctia
entre 12 y 16°C. Los meses de junio, julio y agosto registran la mayor precipitacion, que
va de 150 a 160 mm, en tanto que febrero presenta la minima: 5 mm. La mas alta
temperatura media mensual corresponde a abril y mayo, con un valor que oscila entre 18
y 19°C y la minima se presenta en enero, con una media entre 13 y 14°C
(www.inegi.gob.mx).

Particularmente, en Tlaxcala P. macrolepis se asocia al bosque de Abies religiosa, especie
con la que es posible confundirla a primera vista en ausencia de conos; sin embargo, P.
macrolepis tiene un follaje ralo y copa irregular, mientras que el follaje de Abies es denso
y su copa conica (Acosta-Pérez, 1992).

Problematica de la _especie. P. macrolepis, al igual que el resto de las especies del
género Pseudotsuga que se encuentran en la Republica Mexicana estan bajo proteccion
especial (DOF, 2001) debido a que sus poblaciones se estan deteriorando por diversos
factores tales como polinizacién y fertilizacién poco eficiente, deficiencia de nutrimentos
en el suelo, apertura de nuevas tierras para cultivos agricolas e incendios forestales
(Villalobos et al., 1983; Zavala-Chavez y Méndez-Montiel, 1996).

Asi mismo, existen otros factores que pueden afectar el desarrollo de 6vulos, semillas y
conos que han contribuido a que Pseudotsuga en México esté bajo proteccion especial, sin
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embargo, la mayoria de ellos no estédn bien entendidos (Zavala-Chavez y Méndez-Montiel,
1996). Entre los principales factores que afectan la produccidon de semillas se encuentran
las fluctuaciones climaticas bruscas; con relacion a esto, se ha reportado que aun en afos
semilleros si las condiciones climaticas son adversas la produccion de semillas es baja
(Pérez-Sanchez, 1996).

Otro problema que afecta la capacidad regenerativa de Pseudotsuga macrolepis, es la alta
cantidad de semillas vanas que se presentan cada afio, lo cual fue constatado con un
estudio realizado en el estado de Hidalgo, Méx. (Zavala-Chavez y Méndez-Montiel, 1996);
una hipétesis que se ha propuesto para tratar de comprender este fendmeno considera a
la autopolinizacion como la causa principal del desarrollo de semillas vanas ya que
provoca la manifestacion de genes letales y por tanto la muerte de los embriones. Por
otra parte, la presencia de semillas vanas también puede tener una explicacion
adaptativa ya que se considera como una defensa contra su depredacién (Wilson, 1983
fide Zavala-Chavez y Méndez-Montiel, 1996). Aunque, el caracter vano también se ha
adjudicado a la depredacion por insectos (Zavala-Chavez y Méndez-Montiel, 1996). Un
factor que afecta significativamente la produccion de semillas es la depredacion
ocasionada por aves, roedores e insectos, ya que al alimentarse de los conos de los
arboles se destruyen una gran cantidad de semillas (Hedlin et al., 1980; Yafiez, 1991;
Méndez-Montiel y Zavala-Chavez, 1996).

Méndez-Montiel y Zavala-Chavez (1996) relacionaron la muerte temprana de conillos de
Pseudotsuga macrolepis a cuatro especies del complejo trips en el estado de Hidalgo, que
atacan dichas estucturas durante la polinizacion ocasionando su muerte; asi mismo,
encontraron la presencia de Contarina sp. y Megastigmus spermotrophus. Cabe
mencionar que en las poblaciones de Pseudotsuga de Estados Unidos, éstas son dos de

las principales plagas que afectan la produccion anual de semillas (Hedlin et al., 1980;
Hermann y Lavender, 1999).

También por la dureza y rectitud de su madera fibrosa, Pseudotsuga es talada
indiscriminadamente para usos estructurales; uno de los principales usos que se le da a
este género es el de arbol de navidad, por lo que la semilla es saqueada para cultivar
arboles con esta finalidad (Acosta-Pérez, 1992; Goldfarb y Zaerr, 1989; Bafios, 2002).
Ante esta problematica, es necesaria la utilizacion de técnicas que sean efectivas para la
propagacion de especies como ésta; el Cultivo de Tejidos Vegetales es una alternativa
factible por las innumerables ventajas que proporciona.
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2- CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES (CTV).

Segun George (1993) el CTV es la ciencia o ARTE de cultivar érganos, tejidos o células
vegetales en un medio artificial (in vitro) con la finalidad de obtener plantas completas; el
cultivo es iniciado con pequefias fracciones (células, tejidos u drganos) de plantas
completas llamados explantes.

Existe una larga historia de intentos para obtener la regeneracidon de plantas in vitro. A
principios del siglo XIX Schwann notdé que las células de algunas plantas podian ser
separadas de éstas y ser inducidas para reconstituir una planta completa. Esta
observacion permitié dar origen al concepto de totipotencialidad celular que postula,
segun Schleiden y Schwann (1838 y 1839 respectivamente fide Bonga y von Aderkas,
1992) que las células son autdonomas y en principio capaces de originar una nueva planta.
En la actualidad se ha mencionado que la totipotencialidad es la capacidad que tienen las
células de tejidos jovenes que normalmente no tomarian parte en el proceso de
regeneracion para originar una planta completa, observando que esta caracteristica
puede ser presentada por algunas células diferenciadas pero no por aquellas que se han
diferenciado en una estructura (George, 1993).

El CTV se ha convertido en una herramienta invaluable tanto econémicamente, como en
la recuperacidon de especies amenazadas, asi como para generar conocimiento acerca de
los procesos fisicos y fisiolégicos de las plantas; en la actualidad su uso en horticultura,
agricultura y silvicultura esta expandiéndose mundialmente (Kozai, 1991).

Murashige (1974) menciond que es posible aplicar las técnicas de CTV en 4 areas
gracias a las grandes ventajas que ofrece, estas areas son:

La produccién de farmacos y otros productos naturales.
El mejoramiento genético.
Preservacion de germoplasma.

<l o o

Multiplicacién rapida de clones de variedades seleccionadas.

La propagacion de plantas por cultivo de tejidos ofrece muchas ventajas (Tabla 1) en
comparacion a la propagacion vegetativa convencional; no obstante, también presenta
desventajas (Tabla 1); sin embargo, aun considerandolas, el uso de CTV es una
alternativa de gran importancia para especies que no se pueden propagar
convencionalmente (George y Sherrington, 1984) y mds aun si se trata de especies
amenazadas.
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Tabla 1. Ventajas y desventajas del cultivo de tejidos vegetales.

VENTAJAS DESVENTAJAS
Fon las tecmca§ Qe CTV se puede Es preciso utilizar métodos especificos
incrementar significativamente la

productividad con
genotipos selectos.

la produccion de

para obtener éxito en la produccién de
cada especie y variedad.

Con el uso de las técnicas de CTV se
puede expresar la totipotencialidad de
células vegetales y asi ofrecer el maximo
potencial para la répida multiplicacién.

Las técnicas requeridas para obtener
éxito son muy complejas y costosas, ya
que se requiere tener infraestructura y
equipo especializado.

Los factores que influyen en la
regeneracion vegetativa (niveles de
nutrimentos, reguladores de

crecimiento, luz y temperatura, etc.) se
pueden ajustar dependiendo de las
condiciones que se requieran.

Son comunes: la producciéon de gases
voldtiles auto-inhibitorios que causan
degeneracion de los tejidos por
oxidacién; la vitrificacion causada por el
exceso de humedad en el medio; la
presencia de habitos de crecimiento
plagiotropicos que minimizan el valor de
las plantas

Es posible iniciar los cultivos a partir de
fragmentos muy pequeias de plantas.

La velocidad de crecimiento de
propagulos durante la multiplicacion es
relativamente limitada, especialmente
para algunas coniferas.

Los requerimientos de espacio y energia
son menores para la propagacion y
mantenimiento de las plantulas in vitro
en comparacion a la propagacion ex
vitro.

Para mantener in vitro a los explantes, es
necesario que sean cultivados en medios
con sacarosa u otras fuentes de carbono
por lo que las plantas al ser transferidas
a un medio ex vitro no son capaces de
producir sus propios nutrimentos por
fotosintesis, es decir no son autdtrofas.

La produccién puede continuar todo el
afno; siendo independiente del cambio de
estacion, o de los ciclos de vida de la
planta.

%
%
z
?
;

Los porcentajes de enraizamiento y la
sobrevivencia durante este periodo y el
de aclimatizacion son muy bajos.

Es posible la produccién de clones de
algunas plantas que son lentas, dificiles
o hasta imposibles de propagar
vegetativamente logrando la reduccién
de los ciclos de vida de las especies,
principalmente forestales.

La susceptibilidad a perder humedad

fuera de los envases de cultivo es
mayor que si se cultivara en
condiciones ambientales desde los

inicios de su cultivo y la posibilidad de
producir plantas con aberraciones
_genéticas es mucho mayor.

La propagacion es ideal para producir
plantas libres de patdgenos.

Fuente: Vargas-Herndndez, 1982; Mohammed y Vidaver, 1988; Kozai, 1991; Thorpe y Harry, 1991;
Thorpe et al., 1991; Bonga y von Aderkas, 1992; Attree y Fowke, 1993; George, 1993; Laukkanen
et al., 1999.
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Técnicas de CTV. La propagacion vegetativa de plantas puede ser lograda mediante
alguna de tres técnicas: 1) elongacion de brotes axilares, 2) proliferacion de botes
adventicios y 3) embriogénesis somatica; las dos primeras permiten la formacién de
brotes unipolares que posteriormente deben ser enraizados en un proceso de varias
etapas y se conoce como organogénesis; por su parte la embriogénesis somatica permite
la formaciéon de embriones bipolares por medio de un proceso similar al de embriogénesis
cigdtica (Lin et al.,, 1991; Thorpe et al., 1991; Thorpe y Harry, 1991; Bonga y von
Aderkas, 1992; George, 1993). Cabe sefalar que el potencial de formacion de un gran
numero de plantas in vitro se incrementa segun la técnica utilizada de acuerdo al orden
mencionado, no obstante, también incrementa la dificultad para obtener plantas
completas.

En general, los eventos que ocurren durante CTV puede dividirse en diferentes fases
basadas en la respuesta de los explantes en cultivo, estas son: a) preinducciéon
(desdiferenciacién), este proceso es logrado mediante un estimulo externo ocasionado
principalmente por la presencia de reguladores de crecimiento vegetal (RCV) en el medio
de cultivo; b) induccién o determinacion y c) expresion; generalmente estas ultimas fases
se presentan en medios libres de RCV (Thorpe y Kumar, 1993 fide Ahuja, 1993).

2.1- Organogénesis

Esta es la principal via usada para la regeneracion in vitro de lefiosas; es definitivamente
la via con la que se han obtenido mas resultados y con frecuencia es el método preferido
para la produccién a gran escala de muchas especies de arboles. Con esta técnica de
micropropagacion se pueden inducir drganos nuevos, como brotes y raices a partir de
tejidos de plantas cultivados in vitro; tales drganos recién originados se denominan
adventicios (Bonga y von Aderkas, 1992); los 6rganos o tejidos de los que ha sido posible
obtener estructuras adventicias en angiospermas y gimnospermas son: embriones,
vastagos, raices, flores, brotes florales y partes del perianto (George, 1993).

La organogénesis se puede obtener mediante elongacion de brotes axilares y proliferacion
de botes adventicios, siendo este uUltimo cominmente usado para micropropagacion de
coniferas (Thorpe et al., 1991; Thorpe y Harry, 1991; Bonga y von Aderkas, 1992).

Proliferacion de brotes adventicios. Esta técnica puede ser indirecta es decir, con la
formacion previa de callo sobre el cual se originan las estructuras adventicias o directa,
que se refiere a la formacion de estructuras adventicias directamente sobre el explante;
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este ultimo es el método comunmente utilizado para coniferas ya que la capacidad
regenerativa de callos obtenidos in vitro se pierde velozmente, a la vez que, se ha
observado que la previa formacion de callo incrementa la posibilidad de producir plantas
anormales (Thorpe y Harry, 1991).

Este proceso incluye la induccién de tejidos meristematicos por tratamientos con RCV,
permitiendo la diferenciacion y el desarrollo de brotes (Thorpe et al.,, 1991). Cabe
mencionar que a pesar de que los principios basicos para la obtencion de brotes
adventicios via organogénesis han sido establecidos, los requerimientos 6ptimos para
cada una de estas etapas debe ser determinada empiricamente para cada especie y aun
para cada explante (Thorpe et al., 1991). Las etapas para la produccién de brotes
adventicios son cuatro; generalmente tres de ellas se realizan in vitro y la Gltima ex vitro
(Murashige, 1974) (Fig. 7):

i) Induccidon de brotes. En esta etapa se presenta la induccion de tejido meristematico
como respuesta a la exposicion de RCV, usualmente auxinas y citocininas (Bonga y von
Aderkas, 1992), permitiendo la diferenciacion de primordios y desarrollo de brotes. La 6-
benciladenina (BA) en concentraciones superiores a los 25uM es el RCV usado
cominmente para la inducciéon de brotes adventicios tanto para angiospermas como para
gimnospermas y en muchos casos el tnico requerido (Thorpe et al., 1991); no obstante,
algunas especies requieren de la adicion de auxinas en bajas concentraciones, esto es
importante ya que se ha observado que altas concentraciones de estos ultimos RCV
tienden a aumentar la proliferacién de callo, principalmente en coniferas.

-
Explante ;" Cﬂ ‘_-"\\ /
— a4 — Qg — 3
il

Induccidn #
ETAPA I \ : \
\ ’ .
N % o v

Enraizamiento y
Multiplicacion Aclimatizacion

ETAPAII ETAPAS Il y IV

a

Planta madre

Figura 7. Proceso general de la produccion de brotes adventicios.
Fuente. George, 1993 (modificado)
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ii) Multiplicacién e individualizacién de los brotes. En coniferas, este proceso incluye
el desarrollo de tejido medular durante la induccién de brotes o vastagos con hojas
primarias y su subsiguiente multiplicacion. En general, no es requerida la adiciéon de RCV
en esta etapa (Thorpe y Harry, 1991).

iii) Enraizamiento. La etapa de enraizamiento es la mas importante de todo el proceso
organogenético (George, 1993); sin embargo, la incapacidad de muchas plantas,
especialmente de coniferas, para inducir raices adventicias ha sido un factor limitante
para la produccion, clonacién y/o recuperacion (Mohammed y Vidaver, 1988; Hassing et
al., 1992). Este problema, es frecuente en gimnospermas cuya maduracion es
acompanada de la reduccion de la capacidad de enraizamiento (Davis et al., 1998 fide
Hassing et al., 1992).

iv) Aclimatizacion. En esta Ultima etapa, las plantulas son transferidas de un medio in
vitro a uno ex vitro; los métodos usados para la transferencia de las plantulas son muy
importantes y si no son manejados con extremo cuidado pueden dar como resultado una
pérdida significativa de material propagado por dos motivos: a) los vastagos son
cultivados in vitro con una alta humedad, y con frecuencia los estomas de las hojas
producidas bajo estas condiciones son anormales e incapaces de cerrarse lo que ocasiona
pérdida de agua y la muerte de la plantula (Aboel-Nil, 1987; George, 1993); b) cuando
en el cultivo de plantulas se ha adicionado una fuente alta de carbohidratos (cominmente
sacarosa) y mantenido con una baja intensidad luminosa, estas plantulas no son
dependientes de su propia fotosintesis (George, 1993).
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3- EMBRIOGENESIS SOMATICA

La embriogénesis somatica es un proceso mediante el cual células somaticas se
diferencian en embriones que son llamados somaticos (von Arnold et al., 2002).
Morfolégicamente los embriones somaticos (ES) son parecidos a los embriones cigéticos:
son bipolares, tienen radicula, hipocoétilo y cotiledones (Fig. 4).

La embriogénesis somatica en gimnospermas ha sido obtenida en una gran variedad de
cicadas (Chavez et. al., 1992 a, b y c; Norstog y Rhamstine, 1967 fide Attree y Fowke,
1993) y en un menor nimero en especies de coniferas (Tabla 2) (Attree y Fowke, 1991;
Attree y Fowke, 1993; Raemakers et al., 1999). Las primeras descripciones del proceso
de embriogénesis somatica para cicadas fueron descritas por LaRue (1948, 1954 fide
Attree y Fowke, 1993) y para coniferas por Hakman (1985 fide Attree y Fowke, 1993) y
Chalupa (1985 fide Attree y Fowke, 1993). En los ultimos afios, se han realizado diversos
trabajos de embriogénesis somatica con gimnospermas usando como explantes
principalmente embriones cigéticos inmaduros, maduros y megagametofitos; en general,
mientras mas joven es el explante, mas facil es inducir la embriogénesis somatica (Bonga
y von Aderkas, 1992).

A pesar del gran numero de trabajos reportados para la regeneracion de especies
utilizando este método de propagacion in vitro, la embriogénesis somatica se obtiene
con muy poca frecuencia en comparacion con otros métodos de regeneracion,
particularmente en especies maderables. Para coniferas esta técnica estd limitada
al uso de embriones cigéticos inmaduros como explantes (Thorpe y Harry, 1991) y
estos estan disponibles sélo en ciertas temporadas. Ademas, con frecuencia las semillas
son dificiles de disectar y cultivar debido a su pequefio tamafio (Bonga y von Aderkas,
1992).

No obstante esta técnica ofrece ventajas entre las que destacan: la posibilidad de
propagar a gran escala utilizando biorreactores; ademas, en la mayoria de los casos los
ES o los cultivos embriogénicos pueden ser criopreservados lo cual hace posible
establecer bancos de germoplasma (von Arnold et al., 2002).

Por otro lado, Boulay (1987 fide Thorpe et al., 1991; Thorpe y Harry, 1991) menciona
que grandes cantidades de ES pueden ser almacenados relativamente facil en cultivos
liquidos y es posible encapsularlos con geles y sustancias nutritivas para mas tarde ser
usados como semilla sintética (Bonga y von Aderkas, 1992; Rao y Bapata, 1993).
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Tabla 2. Induccion de embriogénesis somatica en coniferas.

Explante
e usado o S i
Abies alba A Schuller et al., 1989
Nagmani y Bonga, 1985; von Aderkas
Larix decidua C EH et al., 1988; von Aderkas y Bonga,
1988.

Klimaszewska (1989); von Aderkas et
al., 1990.

Hakman et al., 1985; Hakman y von
Aderkas, 1985; Gupta y Durzan, 1986;
Jain et al., 1988; Verhagen y Wann,
1989; von Arnold y Hakman, 1986;
von Arnold, 1987; Krogstrup, 1986;
Luelu et al., 1987; Becwar et al., 1987,
Wann et al., 1987; Simola y Santanen,
1990.

Picea A B D ES Hakman y Fowke, 1987; Tautorus et
mariana g al., 1990; Attree et al., 1990.

Attree et al., 1989; Hakman y Fowke,
Picea glauca A B, D ES 1987; Lu y Thorpe, 1987; Tremblay,
1990; Attree et al., 1990.

; Es:pét_::'_'ié" S _'_.'.__F':Z't__!_sultado_ . : -:'-_'-:_R_eferencia :

L. eurolepis A CED

ES
Picea abies | A, B, C, D EH

P. glauca, P.
engelmanni y
algunos A ES Webb et al., 1989
hibridos
intermedios
Picea A B ES Krogstrup et al., 1988; von Arnold y
sitchensis 4 Woodward, 1988.
Paus A ES Lainé y David, 1990
caribaea
Pinus elliotti A ES Jain et al., 1989
Pinus
lambertiana B ES Gupta y Durzan, 1986
Pinus radiata A ES Chandler et al., 1989
Pinus strobus A ES Finer et al., 1989
; Gupta y Durzan, 1987; Becwar et al.,
Pinus taeda A ES 1990 y 1991.
Pseuofotslyga A, B ES Durzan y Gupta, 1987
menziesii .
=nqudla D ES Bourgkard y Favre, 1988.
sempervirens

A: Embriones cigéticos inmaduros; B: Embriones cigéticos maduros; C: Megagametofitos;

D: Plantulas de algunos dias de germinadas. EH: Embriones Haploides; CED: Callo Embriogénico
Diploide; ES: Embriones Somaticos.

FUENTE: Attree y Fowke, 1991; Tautorus et a/., 1991.
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Ademas, para especies que se encuentran limitadas a pequeias poblaciones y en peligro
de extincion, la embriogénesis somatica es una alternativa de gran importancia ya que
una vez establecida la técnica ofrece ventajas significativas sobre la micropropagacién via
organogénesis para la produccion de plantas a gran escala: potencialmente permite la
regeneracion de una gran numero de propagulos en menor tiempo, lo que disminuye los
costos de produccién en comparacion a la produccion de plantas via brotes adventicios
(Aboel-Nil, 1987; Attree y Fowke, 1991; Thorpe y Harry, 1991). También con la
embriogénesis no se requiere de la etapa de induccién de raiz en forma separada, siendo
esta ultima una de las ventajas mas importantes debido a las dificultades para enraizar
brotes adventicios (Bonga y von Aderkas, 1992).

3.1 Embriogénesis cigética y somatica.

Si solo una célula (totipotente) es considerada como equivalente o similar a un cigoto,
entonces las primeras etapas de desarrollo de un embridn somdtico pueden ser
comparadas con las de embriones cigdticos (Attree y Fowke, 1991; George, 1993;
Nagmani et al., 1995), no obstante, es importante sefalar que los patrones de desarrollo
de ES no siguen exactamente los mismos patrones de desarrollo de los embriones
cigéticos (Nagmani et al., 1995) (Fig. 8 y 9)

Por otro lado, en muchos reportes existe la confusion con respecto a la terminologia para
identificar y clasificar las diferentes etapas del desarrollo de embriones de coniferas, ya
que se usan las mismas que para angiospermas como son: etapa globular, etapa de
corazén, etapa de torpedo, siendo que los patrones de division celular en un cigoto de
coniferas durante la embriogénesis temprana y la embriogénesis tardia es morfoldgica y
anatémicamente diferente al de angiospermas (von Arnold et al., 2002).

La secuencia del desarrollo embrionario cigotico de gimnospermas puede dividirse en tres

fases:

A. Proembriogénica: todas las etapas antes de la elongacién del suspensor.

B. Embriogénesis temprana (precotiledo_naria): todas las etapas después de la elongacion
del suspensor y antes del establecimiento del meristemo radicular.

C. Embriogénesis tardia (cotiledonaria): histogénesis intensiva incluyendo el
establecimiento del meristemo apical y radicular.

- En general los eventos que suceden durante estas etapas son:
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Proembri6n
Eetapa de nlcleos libres Formacidn de paredes celulares
oy LOlo|v®
o) [0 . Ol0 |S 4)
Qv pE O— _@ E, )
@ E@
D E

Cotiledonaria

i

Figura 8. Embriogénesis cigotica de Pinus y Picea.
Fuente: (Nagmani et al., 1995).

A. ETAPA DE PROEMBRION (Fig. 8 A-E).

Después de la fertilizacion, el ntcleo del cigoto se divide formando dos, cuatro, ocho
nucleos libres que migran a la base del arquegonio; siendo esta una de las diferencias
mas importantes de la gimnospermas con respecto a las angiospermas, en las que la
pared celular es formada inmediatamente después de la primera division del cigoto
(Kong et al., 1999).

Se forman la paredes celulares convirtiéndose en un proembrién de ocho células
arregladas en dos capas, denominadas capa primaria superior (Fig. 8 pU por sus
siglas en inglés primary upper tier) y capa primaria embrional (Fig. 8 pE) de cuatro
células cada una (Nagmani et al., 1995).
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- En un proceso de division interna en ambas capas se forma un proembrién con cuatro
capas de cuatro células cada una: la capa superior (denominado U por sus siglas en
inglés upper); el suspensor (Fig. 8 S); el primer segmento embrionario (Fig. 8 E;) y
células embrionarias (Fig 8 E).

B. ETAPA PRECOTILEDONARIA (Fig. 8 F-K).

- Después de la elongacion de E; y la division del segmento E se inicia la segunda etapa
de desarrollo denominada precotiledonaria y donde se presenta algun tipo de
poliembrionia.

En la familia Pinaceae, dependiendo del género, los embriones pueden seguir diferentes
direcciones en cuanto al tipo de poliembrionia que presente y puede ser: a) poliembrionia
por divisibn o gemacién y b) poliembrionia simple; cabe mencionar que esta es otra
caracteristica especialmente de gimnospermas.

a) Poliembrionia por division o gemacién: muitiples embriones se originan de un cigoto;
esta representada en los géneros Pinus, Cedrus, Keteleeria, Tsuga y Abies. Esta etapa
inicia con la elongacion de la capa E; seguida por la division de las células de la capa E
resultando la capa E,. Esto es seguido por la division o gemacién de las células de la capa
E, en una o varias unidades y posteriormente se da la elongaciéon de las mismas. En los
dos tipos de poliembrionia repetidas divisiones seguidas por elongaciones dan como
resultado la formacién de una capa Es (Fig. 8 J Pinus).

b) Poliembrionia simple: ocurre cuando varios huevos de un sélo gameto son fertilizados
independientemente y forman embriones separados sin division 0 gemacion. Se considera
que es el tipo mas primitivo y el mds com(n, se encuentra representado en los géneros
Picea, Larix, Pseudolarix y Pseudotsuga (Attree y Fowke, 1993). En este tipo ocurren
divisiones celulares seguidas por elongaciones al igual que lo descrito para Pinus sp., sin
embargo, la division o gemacién que ocurren en E; no sucede (Fig. 8 ] Picea).

- En ambos tipos los segmentos E; E; y Es se elongan para constituir el sistema
suspensor. Esto es seguido por la formacion de células proximales en la base de las
células embrionales (e) las cuales se elongan irregularmente, no forman capas y son
designadas como E,4 (Fig. 8 J).

El desarrollo subsiguiente de los embriones depende de su posicion en el dvulo.
Usualmente un embrion dominante es el que desarrolla y llega hasta le etapa
cotiledonaria, el resto de los embriones se detiene en alguna etapa y mas tarde son
absorbidos (Raven et al., 2000; Raghavan y Sharma, 1995).
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C. ETAPA COTILEDONARIA (Fig. 8 Ly M),

- Cuando los embriones entran en esta etapa, alrededor del extremo superior aparecen
los primordios cotiledonarios formando un anillo.

- Las etapas que le siguen a esta ultima, constan del incremento de la longitud del
hipocétilo y cotiledones.

Cabe sefialar, durante la embriogénesis un gran nimero de genes deben ser expresados
de una manera muy coordinada para asegurar que la célula llamada cigoto se desarrolle
en una estructura multicelular perfectamente organizada. Mas de 3X10* diferentes genes
son expresados en el embrion y en la plantula (von Arnold et al., 2002). Se ha estimado
que cerca de 3500 diferentes genes son necesarios para completar el desarrollo
embrionario, sin embargo, los estudios de la regulacién génica durante el desarrollo del
embridon es limitado debido a la poca accesibilidad al embridn, particularmente en etapas
tempranas de desarrollo.

3.2 Etapas de embriogénesis somatica.

Se ha demostrado que al igual que en todas las gimnospermas y angiospermas que
comienzan su vida a partir de una sola célula (el huevo fertilizado o cigoto), los ES
pueden originarse a partir de una sola célula (George, 1993; Raghavan y Sharma, 1995).
La embriogénesis somatica es un proceso de regeneracion que consiste de varias etapas
(Fig. 9) (von Arnold et al., 2002; Stasolla y Yeung, 2003).

1. Inkclacién

3. Premaduracion
4. Maduracién

Figura 9. Etapas de embriogénesis somatica Fuente: Dunstan et al., 1995
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A. Iniciacién del cultivo embriogénico.

La induccion de tejido embriogénico en coniferas es estrictamente dependiente del
explante que se use (Brown et al., 1995; Stasolla y Yeung, 2003), los principales
explantes utilizados para la induccion de ES son: megagametofito sin embrién;
megagametofito con embridon cigdtico; embridén cigético en etapa precotiledonaria;
embrion en etapa cotiledonaria, obtenidos de semillas de conos frescos y de semillas
almacenadas; explantes de plantulas (como cotiledones o hipocétilo de embriones de
algunos dias de germinados).

En coniferas generalmente se usan embriones cigoticos inmaduros como explantes
(Attree y Fowke, 1991; Tautorus et al., 1991; Bonga y von Aderkas, 1992; Attree y
Fowke, 1993). El éxito de la utilizacion de embriones cigdticos sugiere que la informacion
requerida para la formacion de cultivos embriogénicos esta inicialmente presente en el
explante; (Yeung, 1995). Raemakers et al. (1999) menciona que el hecho de que se usen
embriones cigéticos inmaduros puede ser explicado porque algunos genes para iniciar la
embriogénesis se encuentran expresandose en esta etapa en comparacion con embriones
cigéticos maduros; de esta forma, es posible que la llave de la manipulacion exitosa sea
inducir el explante a dividirse mientras mantiene las propiedades embriogénicas (Yeung,
1995).

Asi mismo, en el proceso de embriogénesis la redireccion del programa normal de
desarrollo esta relacionado con la adquisicion de la competencia que esta relacionada con
la capacidad de las células del explante a responder a sefiales antes de llegar a tomar una
ruta de desarrollo determinada (Brown et al., 1995; Yeung, 1995; Joy IV y Thorpe,
1999); la competencia puede ser iniciada con tratamientos antes o después de la escision
del explante (Yeung, 1995).

El cultivo embriogénico usualmente inicia colocando al explante en un medio artificial
solidificado y adicionado con RCV, principalmente auxinas, en algunas ocasiones en
combinacién con concentraciones bajas de citocininas (Attree y Fowke, 1991; Bonga y
von Aderkas, 1992; Attree y Fowke, 1993; George, 1993; Stasolla y Yeung, 2003). Con
respecto a esto, es importante mencionar que la auxina cominmente usada para la
inducciéon de ES es el acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D); sin embargo, en algunas
ocasiones el uso de este RCV asi como el prolongado mantenimiento de callo puede
ocasionar variaciones epigenéticas.
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Por otro lado, los requerimientos de auxinas del explante estéan determinados por la etapa
de desarrollo del mismo (Bonga y von Aderkas, 1992; von Arnold et al., 2002). Segun Lo
Schiavo et al. (1989 fide von Arnold et al., 2002) es posible que las auxinas adicionadas
en el medio de cultivo influyan en la metilacion del ADN de los genes del explante, de
esta forma se detiene la expresion génica del explante y es reemplazada con un
programa de expresion génica embriogénica.

Asi mismo, se ha propuesto que los RCV vy el estrés juegan un papel central en la
mediacion de la cascada de transduccion de sefiales que permite reprogramar la
expresion génica. Esto origina una serie de divisiones celulares que inducen un
crecimiento desorganizado de callo o un crecimiento polarizado permitiendo la
embriogénesis somatica. Ademas de la adicion de RCV, factores tales como pH, agente
solidificante, nivel de nitrégeno pueden afectar la generacion de tejido embriogénico
(Tautorus et al., 1991).

La etapa de induccidn finaliza después de varias semanas de cultivo en oscuridad, cuando
se presenta tejido embriogénico; el tiempo de aparicion depende de la especie y el
genotipo (Stasolla y Yeung, 2003). Una vez que las células embriogénicas han sido
formadas, continGan proliferando, formando masas proembriogénicas; las auxinas son
requeridas para la formacion de estas masas, no obstante, inhiben el desarrollo de ES. En
esta etapa, el callo embriogénico es mantenido y prolifera en un medio de cultivo igual al
usado para la inducciéon. Para obtener un alto porcentaje de proliferacion se recomienda
el uso de medios liquidos, ademads, con este tipo de cultivos el desarrollo de las células se
hace mas sincronizado (Stasolla y Yeung, 2003).

Para estimular el crecimiento de ES es necesario transferir los cultivos a un medio
nutritivo (generalmente el mismo usado desde el inicio) sin RCV y realizar subcultivos
cada 10-15 dias si se trata de medios sdlidos y cada 7 dias en medios liquidos; ademas,
se ha reportado que con periodos prolongados de cultivo la presencia de variaciones
somaclonales se incrementa, asi mismo, el potencial embriogénico baja o se pierde
eventualmente en la mayoria de los casos (Stasolla y Yeung, 2003).

B. Maduracién de los ES

Durante esta etapa los ES sufren varios cambios tanto morfolégicos como bioquimicos;
los érganos de almacenamiento que son los cotiledones se expanden simultdneamente
con la deposicion de ciertos productos. La acumulacion de materiales de almacenamiento
como proteinas, lipidos, almidén y también proteinas especificas de la embriogénesis

Guadalupe Monjards Gonzalez
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tardia (las cuales se piensa estan involucradas en la adquisicion de la tolerancia a la
desecacion), esta controlada, entre otros procesos por la acumulacion de mARNs; tal
acumulacion estd provocada por la activacion de ciertos genes que responden al acido
abscisico (ABA) (Attree y Fowkee, 1993). El ABA es comunmente usado durante esta
etapa, para estimular la maduracion; en coniferas es necesario tratar con este RCV,
usualmente en concentraciones 10-50 uM adicionadas al medio de cultivo por periodos de
aproximadamente un mes. En algunas especies, los tratamientos de maduracion son
seguidos por una desecacion parcial del medio que aumenta la frecuencia de germinacion
de los ES (Stasolla y Yeung, 2003).

C. Desarrollo de plantulas.

En esta etapa, Unicamente los ES con morfologia normal, que hayan acumulado
suficientes productos de almacenamiento y hayan adquirido la tolerancia a la desecacion
al finalizar la etapa de maduracion se desarrollan, dando origen a plantas normales,
generalmente en medios sin RCV; no obstante, en ciertos casos se requiere de la adicion
de auxinas y citocininas para estimular la geminacion (von Arnold et al., 2002; Stasolla y
Yeung, 2003).

Cabe sefialar que durante los Gltimos 15 afios los estudios del mejoramiento del proceso
de embriogénesis somdtica han estado dirigidos principalmente a las etapas de
maduracion y germinacion de embriones.

Por otro lado, es de gran importancia mencionar que recientemente en una gran cantidad
de trabajos de CTV son utilizadas técnicas histoldgicas ya que tienen como propdsito
fundamental el estudio de los eventos ontogénicos y cambios estructurales (Michaux-
Ferriere et al., 1992; Chavez, 1993; Ogita et al., 2001; Kong et al., 1999; entre otros).

Esta herramienta de suma importancia es usada para el estudio de la morfogénesis,
organizacion y cambios que se presentan dentro del sistema experimental (Yeung, 1999);
por ejemplo y refiriéndonos concretamente al proceso de embriogénesis somatica es muy
comun la falta de demostracion de meristemos bien definidos, mostrar una forma
parecida a un embrién somatico no es suficiente para asegurar que se han obtenido; para
lo cual las técnicas histoldgicas han demostrado ser eficientes y exactas (Martinez-
Palacios et al., 2003).
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4- CTV DEL GENERO Pseudotsuga.

Organogénesis:

Se han realizado diversos trabajos para la obtencion de brotes adventicios de
Pseudotsuga, utilizando diferentes medios de cultivo como MS, B5, B5 modificado por Litz
y SH y diferentes tipos de explantes, entre los que destacan embriones cigoéticos maduros

y cotiledones, ya que son con los que se han obtenidos los mejores resultados (Tabla 3).

Tabla 3. Estudios in vitro de induccién de brotes adventicios del género Pseudotsuga.

REFERENCIA TRATAMIENTO.
Cheng (1975 fide AboEI-Nil, 1987) L":Efﬂséi%“"" de AR SAIE +0.49-10 MM
Sommer (1975 fide AboEI-Nil, 1987) LS con 0.4 a 70 uM de BA.

Winton y Verhagen (1977 fide Goldfarb y

Zaer, 1989) BL modificado, con 0.1 a 0.5 mg/| de BAP.

CH (MS modificado), con 5 uM de BAP +

Cheng, 1977; Cheng y Voqui, 1977 0.52 5 nM de ANA.

SH con 1 mg/l de BAP + 0.25 mg/l de ANA

Mapes (1981 fide Goldfarb y Zaer, 1989) 6 2.4-D

i 0,
Chalupa (1977 fide AboEI-Nil, 1987) Bsorfﬁi_f}f'ﬂeafni/" con 1 mg/l de BAP +

Thompson (1982 fide Goldfarb y Zaer, MS reducido al 50%, bajo en nitrégeno con
1989) 107 M de ANA + 107° M de BAP.

Chalupa (1983 fide Goldfarb y Zaer, 1989) | h>P29 €1 hitrogen all g

Gupta y Durzan, 1985 DCR con 2 mg/l de BAP + 0.1 mg/l de ANA
MS y B5 maodificado por Litz, con mayor
respuesta morfogenética en los

Galindo Flores, 1996 tratamientos con altas concentraciones de

BA con respecto a las de ANA

B5 modificado por Litz y SH con 16
Garcia Campusano, 1999 tratamientc_;s con dif_ergntes
concentraciones reguladores de crecimiento
(ANA/BA y 2,4-D/K).

o Medio SHcon BAo K3y5mg/l+ 2,4-Do
Monjaras, 2001 ANA 0, 0.1 y 0.5 mg/!

ABREVIATURAS USADAS: MS, medio nutritivo de Murashige y Skoog; LS, medio nutritivo de
Linsmaier y Skoog; BL, medio nutritivo de Brown y Lawrence; CH, medio nutritivo de Cheng; SH,
medio nutritivo de Schenk y Hildebrandt; DCR, medio nutritivo de Gupta y Durzan. REGULADORES
DE CRECIMIENTO: AIA, acido 3 indolacético; AIB, acido 3 indolbutirico; BA, benciladenina; 2iP, 2
isopentiladenina; BAP, N-6-benzilaminopurina; ANA, dacido naftalenacético; 2,4-D, acido 2,4-
Diclorofenoxiacético.

Las concentraciones de reguladores de crecimiento utilizadas han sido diversas y muy
variadas (Tabla 3); sin embargo, en general las concentraciones de citocininas son

Guadalupe Monjaras Gonzdlez
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mayores con respecto a las de auxinas; con respecto a esto, Monjaras (2001) observé
para P. macrolepis que la adicion de auxinas (ANA y 2,4-D) en la fase de induccién de
brotes fue indistinta, el factor determinante fue el uso de las citocininas (BA y K); con las
combinaciones de 2,4-D/K se obtuvieron brotes en un periodo mas corto de tiempo con
respecto a los de ANA/BA; la mayor cantidad de brotes dutiles (disectados e
individualizados) se presenté en los tratamientos que contenian 2,4-D y K.

Ademas, se han realizado diversos experimentos de enraizamiento principalmente con la
especie P. menziesii y algunos con P. macrolepis (tabla 4).

Tabla 4. Estudios sobre el enraizamiento in vitro del género Pseudotsuga.

REFERENCIA TRATAMIENTO
Cheng, 1975y 1978; Cheng y 0.05 mg/l de ANA en el medio al 50% con 5 g/l de
Voqui, 1977 sacarosa y agar durante 4 semanas.
Cheng, 1977. 2iP (5.0-0.5 mM) y ANA (0.5-0.25mM),

solidificando el medio con agar.
2 mg/| de AIB + 2 mg/l de ANA en el medio
durante 25 dias.

Chalupa. 1983

Timms y Ritchie, 1984

0.05 mg/l de ANA en el medio, con 5 g/l de
sacarosa y agar, por 8 semanas.

Gupta y Durzan, 1985

Vastagos maduros: 3 mg/l de ANA y para vastagos
jovenes 2 mg/l de ANA.

Mapes et al., 1981

0.1 mg/l de ANA con 0.1 mg/I de 2iP.

Boulay, 1979

10-20 mg/l de AIA + 1-5 mg/l de ANA, medio
reducido al 50% con 5 g/I de sacarosa y agar

Winton y Verhagen, 1977

10 mg/l de AIB en un pulso

Boulay, 1979

10-3 - 10 mg/!l de AIA + 10-2 - 1 mg/l de ANA,
medio reducido al 50%, 5 g/I de sacarosa y
solidificado con agar.

Galindo-Flores, 1996

1mg/l de ANA, 0.1mg/l de ANA + 6mg/| de BAP, y
3 vy 5 mg/l de AIB, en el (SH) medio reducido al
50% con 3 m/g de sacarosa.

Garcia-Campusano, 1999

40mg/| de ANA pulso de 20 hrs.; 40mg/I de AIB
pulso de 20 hrs.

20mg/l de ANA + 20 mg/l de AIA pulso de 20 hrs.
Con SH reducido al 50%; 10mg/! de AIB pulso de
72 hrs. en MS

Monjaras, 2001

SH, MCM, puentes de papel, turba-verm. (1:1).
Citowin 500; Radix 10000; ANA 0.6, 0.5, 0.4, 0.2,
0.05 mg/l; 0.25 uM; 0.5 uM +2iP 5.0 yM y 0.5
mM; AIB 10 mg/l y 1mM (total 27 trat.)

Fuente: Mohammed y Vidaver, 1988, Goldfarl::wr Zaer, 1989; Aboel Nil, 1977; Cheng, 1977; Cheng
y Voqui, 1977; Thorpe y Harry, 1991; Galindo-Flores, 1996; Garcia-Campusano, 1999; Monjaras,
2001. ABREVIATURAS USADAS: MS, medio nutritivo de Murashige y Skoog; SH, medio nutritivo de
Schenk y Hildebrandt. REGULADORES DE CRECIMIENTO: AIA, acido 3 indolacético; AIB, acido 3
indolbutirico; 2iP, 2 isopentiladenina; BAP, N-6-benzilaminopurina; ANA, acido naftalenacético.
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Monjaras, (2001) observé para Pseudotsuga macrolepis que en el tratamiento que
contenia una mezcla de turba/vermiculita (1:1) se obtuvo el 100% de mortandad de los
brotes en un periodo de 2-7 meses, debido a causas tales como falta de humedad y
acidificacion del medio; el uso de ANA para la induccién de raices para esta especie fue
adecuado ya que se obtuvo la formacion de primordios radiculares en los tratamientos:
ANA 0.25uM, ANA 0.05 mg/l y ANA 0.4 mg/I; con Citowin 500® (3 y 6 %) se gener6 una
gran cantidad de callo sobre todo el brote, deformandolo e impidiendo la formacion de
raices adventicias en la mayoria de los brotes; la concentraciéon de sacarosa (5g/l), asi
como la temperatura (19°C), en los tratamientos de enraizamiento fueron determinantes
en la sobrevivencia de los brotes, ya que con concentraciones menores de sacarosa y a
mayor o0 menor de temperatura se presentaba una cantidad considerable de brotes
muertos. Con esto se comprobd que la etapa de enraizamiento es una de las mas dificiles
de todo el proceso organogenético en coniferas y en especial para P. macrolepis.

Embriogénesis somatica:

Con respecto al género Pseudotsuga, se han reportado algunos trabajos de embriogénesis
somatica con la especie P. menziesii; se han usado como explantes embriones cigdticos
inmaduros y maduros, obteniendo 25 y 0.1 % de tejido embriogénico respectivamente; la
embriogénesis fue inducida en el medio nutritivo MS reducido al 50% de sus
componentes inorganicos, adicionado con 2,4-D (50 uM); K (20 pM) y BAP (20 uM);
solidificado con 6% de bactoagar (Durzan y Gupta, 1987). También se han utilizado
segmentos de cotiledones, a partir de los cuales se han obtenido ES inducidos en el
medio MS adicionado con 5.3 uM de ANA o 4.5 uM de 2,4-D sin citocininas (Aboel-Nil,
1980 fide Aboel-Nil, 1987). Asi mismo, se ha logrado la formacion de ES a partir de
cultivos en suspension, en medios con concentraciones bajas de calcio, sin nitrégeno y
adicionados con ANA (Durzan, 1982, fide Aboel-Nil, 1987).

Guadalupe Monjards Gonzdlez
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5- JUSTIFICACION

P. macrolepis es una conifera sujeta a proteccién especial NOM-059-ECOL-2001 (DOF,
2001) debido a que sus poblaciones escasas y de pocos individuos se encuentran
gravemente afectadas principalmente por la tala inmoderada para la apertura de nuevas
zonas de cultivo, a la baja regeneracion natural, incendios forestales y la deficiente
fertilizacion (Méndez-Montiel y Zavala-Chavez 1996; Zavala-Chavez y Méndez-Montiel,
1996); aunado a esto, los procedimientos convencionales para su propagacion han
resultado poco practicos y efectivos.

Existen trabajos de regeneracion in vitro via organogénesis (Galindo-Flores, 1996;
Garcia-Campusano, 1999; Monjaras, 2001), en donde se ha reportado la induccion de
brotes adventicios a partir de embriones cigéticos maduros. Sin embargo, uno de los
problemas de estos 6rganos es su unipolaridad, que dificulta su posterior enraizamiento.
Por tal motivo se propone establecer una metodologia para la obtenciéon de ES ya que la
etapa de enraizamiento seria omitida debido a las caracteristicas de bipolaridad de los
embriones.
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6- OBJETIVOS

6.1- General:

Explorar la posibilidad de formacion de embriones somaticos a partir del cultivo in vitro de
embriones cigoéticos inmaduros y maduros de P. macrolepis con un amplio barrido de la
combinacion de 2,4-D y K.

6.2- Especificos:

e Asociar el estado de desarrollo de los conos recolectados con la presencia y estado de
desarrollo de los embriones de P. macrolepis.

e Describir y registrar las respuestas morfogenéticas de embriones cigdticos en distinto
estado de desarrollo cultivados in vitro.

e Establecer condiciones de cultivo in vitro (medios de cultivo, concentraciones de
reguladores de crecimiento, asi como condiciones de incubacién y tiempo de
inducciéon) para la obtencién de brotes adventicios y/o embriones somaticos de P.
macrolepis.

7- HIPOTESIS

Si la expresion de la totipotencialidad celular de los embriones cigéticos de P. macrolepis
depende del estado de maduracién y de la concentracidon de reguladores de crecimiento.
Entonces si se cultivan embriones en diferentes etapas de desarrollo en un amplio barrido
de reguladores de crecimiento se obtendrda la formacion de brotes adventicios o

embriones somaticos.

Guadalupe Monjarads Gonzalez
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8- MATERIALES Y METODOS.

8.1- Recoleccion de material biolégico.

Se seleccionaron 3 arboles adultos de P. macrolepis en cada una de tres localidades en el
estado de Tlaxcala, una ubicada en el municipio de Emiliano Zapata y dos en el de
Terrenate (Fig. 6); cada localidad se designé con las letras A, B y C, respectivamente. Se
consideraron arboles en buen estado, es decir, que alcanzaran una altura mayor de 15 m,
con fuste recto, robustos, sin evidencias de deshidratacion o dafio alguno. Cabe
mencionar que para la recolecciéon se utilizd equipo especial que consistié en espuelas,
arnés de seguridad y garrocha de fibra de vidrio. Cada arbol de cada localidad se designd
con los numeros 1, 2 y 3 y se recolectaron entre 5 y 6 conos de cada arbol cada 15 dias
durante 5 meses en 2001, 2002 y 2003; Los conos recolectados se llevaron al laboratorio
(CICB-UAT) en donde se extrajeron las semillas. Cabe mencionar que Unicamente se
usaron semillas que tuvieron el megagametofito en estado sdlido. Debido a la falta de

conos y semillas la metodologia para la recoleccion de material bioldgico se modifico
conforme fue necesario.

Por otro lado, con la finalidad de dar una posible explicacion a la ausencia de conos,
(principalmente en 2002), se analizaron los registros de heladas por mes (apéndice 3) vy
se realizaron diagramas ecologico-climaticas siguiendo el procedimiento indicado por
Walter (1979), en donde fue posible dilucidar las condiciones favorables o de estrés para
la produccion de semillas y otros procesos fisioldgicos vegetales (apéndice 4).

8.2- Desinfeccion de las semillas y cultivo de embriones cigéticos.

Cabe sefalar que el método de desinfeccidn aplicado fue disefiado con base en trabajos
anteriores con semillas de P. macrolepis (Galindo-Flores, 1996; Garcia-Campusano, 1999;
Monjaras, 2001). Las semillas fueron expuestas a perdxido de hidrogeno en una
concentracion de 10 % (v/v) en agitacion durante 1h, seguido por un lavado con una
Solucion antibidtica antimicética (100x) Sigma® en una concentracion de 10 ml/l por 1h,
después se uso cloro comercial a 10 % (v/v) para agitar las semillas por 50 min, por
ultimo se usé peroxido de hidrogeno a 1 % (v/v) en el que las semillas fueron dejadas en
refrigeracion por 24h; entre cada etapa de desinfeccion las semillas fueron enjuagadas
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con agua destilada estéril. Cabe mencionar que las concentraciones y tiempos de
agitacion fueron aumentando con la madurez de la semilla ya que la testa de la semilla se
hizo mas dura, las bracteas se fueron abriendo cada vez mas exponiéndolas al medio y
haciéndolas mas susceptibles a contaminacién. Después del proceso de escarificacion y
descontaminacién, en condiciones asépticas se procedié a la eliminacién de la testa. Los
megagametofitos y los embriones fueron puestos en una Solucién antibidtica antimicética
(100x) Sigma® en una concentracion de 5 ml/l hasta ser cultivados (aprox. 1h).

Para su cultivo, tanto megagametofitos intactos como megagametofitos cortados por la
mitad (con la superficie interior en contacto con el medio), y embriones, fueron colocados
horizontalmente sobre los medios nutritivos: Schenk y Hildebrandt (SH) y Murashige y
Skoog (MS); adicionados con RCV (Tabla 5). Se cultivaron 10 embriones y 10
megagametofitos en cada caja petri para facilitar su observacion y documentacion
fotografica.

8.3- Medios de cultivo

8.3.1 Induccidn.

El medio SH fue solidificado con Phytagel® (6 g/l) o con Gelrite® (3 g/l) y el medio MS
con agar bacteriolégico (6, 7 y 8 g/l) (apéndice 2); a ambos se adicioné 30g/I de
sacarosa, 0.5 mg/l de Agente Antivitrificante® vy diferentes concentraciones de los
reguladores de crecimiento Kinetina (K) y acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) haciendo
un total de 20 tratamientos (Tabla 5).

Tabla 5. Concentraciones (mg/l) de la combinaciéon 2,4-D/K probadas para el cultivo in
vitro de embriones cigoéticos de P. macrolepis.

2,4-D / K mg/| 0 0.5 1 2 3
0 . 0/0 s 0.50 |o 1/0 ;5. 2/0 - 3/0
0.5 , 0/0.5 s 0.5/0.5 |50 1/0.5 @ 2/0.5 |8 3/0.5

1 3 0/1 ;7 0.5/1 1 1/1 15 2/1 19 3/1
2 s« 0/2 g 0.5/2 12 172 16 2/2 20 3/2

Guadalupe Monjaras Gonzdlez
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En los diferentes medios de cultivo el pH se ajustd entre 5.7 y 5.8 antes de esterilizar a
15 Ib/in® durante 15 min. El tiempo de induccién de embriones somaticos tuvo una
duracion inicial de 6 semanas.

8.3.2 Mantenimiento de callos.

Al término de 6 o 8 semanas de cultivo en medios de induccién los embriones cigdticos
que presentaron alguna respuesta fueron subcultivados en el medio SH y MS
respectivamente, libres de RCV; en intervalos de 20 o 30 dias.

Para subcultivos posteriores (mas de 8 o 10 semanas de cultivo a partir de la fecha
inicial) se utilizé el medio B5 modificado por Litz adicionado con 60 g/l sacarosa (apéndice
2). Asi mismo, con la finalidad de evitar o retardar el proceso de oxidaciéon presentada en
los callos de utilizaron diferentes condiciones de cultivo que consistieron en la adicion al
medio de acido citrico y ascdrbico, carbéon activado, RCV, PVP y diferentes agentes
solidificantes (Tabla 6); también, algunos callos fueron colocados en matraces Erlenmeyer
(de 125 ml) con 50 ml de medio de cultivo liquido, en agitacion a 100 rpm.

Tabla 6. Diferentes condiciones de cultivo para disminuir la oxidacion de callos de P.

macrolepis.
P | s | we |(Segie) oaMe | ee
A P 0.250 X X -
B P 0.250 - % -
C G 0.250 - - -
D G 0.250 - - 100%
E G 0.250 = = 50%
F G 0.300 - - -
G - 0.300 - - -
H - 0.250 - - -
I - 0.250 X - -

Nota. P: phytagel 5 g/I; G: gelrite 3 g/I; PVP: polivinilpirrolidona; Acido citrico 0.300 g/I y acido
ascérbico 0.250 mg/I; Carbdn activado 1 g/I; RCV: al 100 % (a la misma concentracién utilizada al
principio de la induccién) y 50 % (a la mitad de la concentracién inicial de reguladores de
crecimiento).
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Es importante sefialar que los cultivos fueron incubados en oscuridad a 22°C durante todo

el proceso. Se realizaron observaciones y reportes fotograficos periddicos.

8.4 Analisis histolégico.

Se seleccionaron callos que presentaron una respuesta similar a lo reportado para

embiogénesis somatica en coniferas para estudiar los cambios estructurales que

presentaron. Se utilizaron dos técnicas de fijacion e inclusién, que fueron FAA-Parafina y
Para-Glutaformaldehido-LRWhite (Fig. 10) (Lépez-Curto et al., 1998; Ruzin, 1999). Los
explantes incluidos en parafina fueron cortados con un microtomo manual con un grosor

de 8 micras vy los incluidos en LR-White fueron cortados con un ultramicrotomo con un

grosor entre 1 y 2 micras.

Figura 10. Técnicas histolégicas utilizadas para fijar callos de P. macrolepis obtenidos a

partir del cultivo de embriones cigéticos.
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9- RESULTADOS Y DISCUSIONES

9.1- Resultados recoleccion de material biologico.
9.1.1 Recoleccion.

Se realizaron 17 recolectas de semilla de P. macrolepis (Fig. 11 A, B, C y D) entre mayo y
octubre de 2001 al 2003 (Tabla 7); cabe sefalar que al principio se consider6 realizar dos
recolectas por mes, a partir de junio y hasta septiembre de cada afio, ya que segun Allen
y Owens (1972) el desarrollo de embriones de P. menziesii se lleva a cabo durante estos
meses. Sin embargo, las recolectas se realizaron de acuerdo a la disponibilidad de

material bioldgico, equipo y transporte.

Tabla 7. Fechas de recoleccion de conos de P. macrolepis realizadas en diferentes
localidades del estado de Tlaxcala, Méx., en 2001, 2002 y 2003.

N
MES o
2001 | 2002 | 2003
MAYO 17
6
JUNIO
29
23
LI 21 1
JULIO 28 3
9 4
AGOSTO 20
24 18
7
SEPTIEMBRE 30
14
OCTUBRE 5 5

Durante las recolectas se encontraron semillas con embriones en diferentes estados de
desarrollo, ademas de renuevos, y yemas de conos y brotes de acuerdo a lo reportado
por Allen y Owens (1972) para P. menziesii (Fig. 12); no obstante, se observo entre
medio y un mes de retraso en el ciclo de P. macrolepis en comparacion a lo reportado

para P. menziesii en el norte de Estados Unidos.

A lo largo de las disecciones se realizaron diversas observaciones con respecto a la
estructura de las semillas; a continuacion se describen detalladamente. Para facilitar la

descripcion se separd en: conos, testas, megagametofitos y embriones.



Figura 11- Recoleccion de material bioldgico y estados de maduracion de conos de P.
macrolepis. (A) Vista general de un bosque de P. macrolepis en el estado de Tlaxcala, México. (B)
Recoleccion de conos de P. macrolepis, utilizando equipo especial que consiste en garrocha de fibra
de vidrio, espuelas y arnés de seguridad. (C) Obtencion de semillas de P. macrolepis en laboratorio
(CICB-UAT). (D) Semilla de P. macrolepis. (E) Cono de P. macrolepis muy inmaduro. (F) Cono de P.
macrolepis inmaduro. (G) Cono de P. macrolepis maduro.
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Figura 12. Relacion entre las fases del ciclo reproductivo de P. macrolepis con los periodos
de recolectas realizadas entre 2001 y 2003.
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Nota: (A y B) Iniciacidén y crecimiento de la yema lateral; rompimiento de la yema vegetativa; (C)
Elongacién del renuevo y alargamiento del primordio de la yema lateral; (D) El primordio
determinado; iniciacidon de hojas, bracteas y microsporofilo; (E y e) Meiosis y desarrollo del polen;
entre (E y F) Rompimiento de las yemas de los conos polinizacién, germinaciéon del polen y
fertilizaciéon; (F) Alargamiento de conos; (G) Desarrollo de embriones y semillas; (H) Conos
maduros y abiertos, desprendimiento de semilla.

Conos.

Los conos recolectados, al igual que lo reportado en la literatura (Martinez, 1953; Acosta-
Pérez, 1992; Mapula et al., 1996), fueron largamente ovoides, encontrando conos desde
3.5 hasta 8 cm de largo por 2 a 3 cm de didmetro, generalmente con 25 a 30 bracteas.
Se observéd que el color varié segin el estado de desarrollo, siendo morado en sus etapas
muy inmaduras (Fig. 11 E), pasando por varios tonos de verde E (Fig. 11 F), hasta
adquirir una coloracién café-rojiza oscura en sus etapas maduras (Fig. 11 G).

Se encontraron dos semillas en cada bractea, ademas se observé que las semillas
ubicadas en las partes superior e inferior de los conos no se desarrollaron. El nimero de
semillas por cono fue muy variable encontrando entre 21 y 40 y en algunos casos hasta
50 semillas en cada cono, sin embargo en promedio se encontraron 26 semillas (Tabla 8).
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Tabla 8. Total de conos recolectados, semillas desarrolladas y vanas por cono de P.

macrolepis.
Afio Conos recolectados Nimero de semillas Numero de semillas vanas
3757
2001 136 _ , el
X 27.6 semillas por cono (58.71 %)
2002 399 . 8§30 it
% 22.1 semillas por cono (54.75 %)
2003 160 _ 5.938 128
% 37 semillas por cono (21.7 %)
18,52
TOTAL 695 ) 8‘f5 ) 8330
% 26.6 semillas por cono (44.96 %)

En la tabla 8 se observa que el mayor nimero de conos recolectados fue en 2002, no
obstante, en este afo se encuentra el menor numero de semillas por cono, lo que indica
un bajo indice de reproduccién. También, es posible observar que durante 2003 se
recolecté un menor nimero de conos y la cantidad de semillas por cono fue mayor; al
mismo tiempo, se encontrd una cantidad reducida de semillas vana.

Testa

Se observd que en etapas inmaduras (primera recoleccion 2003) ésta es de coloracion
verde y se encuentra fuertemente adherida a la bractea; es suave por lo que es posible
retirar facilmente el megagametofito y por tal motivo no requiere un proceso agresivo de
escarificacion. También tiene un grosor considerable (0.5-0.8 mm); se desinfecta
facilmente debido a que las bracteas estdn mas pegadas al eje del cono y no permiten
que entren patdgenos.

Con la madurez la coloraciéon de la testa cambia rapidamente de verde a amarillo claro
(casi hialino), amarillo mas intenso hasta café, al mismo tiempo, la consistencia de ésta

se hace mads dura, por lo que son necesarios procesos de escarificacion mas agresivos.
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Megagametofitos.

En general se observé que al eliminar la testa, el megagametofito tenia una longitud de 4
mm aprox., una coloracién blanquecina-amarillenta, una consistencia compacta, textura
lisa, apariencia himeda y el canal del embrion bien definido; cabe mencionar que el
megagametofito no vari6 mucho de tamaifio entre los primeros estados de desarrollo
recolectados y los posteriores (Fig. 13 C). Es importante senalar que durante las
primeras colectas realizadas durante 2002 se encontraron megagametofitos hialinos
cubiertos por restos de la nucela que al ser cortados por la mitad tenian una consistencia
suave y no se observé el canal del embrién, ni el embrién (Fig. 13 B).

La recoleccion de los megagametofitos mas inmaduros se realizé en mayo de 2003 en la
localidad de San Juan Terrenate, observando megagametofitos hialinos de consistencia
suave pero firme, recubiertos por la nucela (himeda, hialina que al deshidratarse adquiria
una coloracidon blanquecina opaca) y en donde era posible reconocer facilmente los
arquegonios (Fig. 13 A).

Embriones.

Se recolectaron embriones en diferentes etapas de desarrollo encontrando las etapas mas
inmaduras a mediados de junio y principios de julio y las maduras entre septiembre y
noviembre. Para facilitar la descripcion del estado de madurez en el que se encontraron
los embriones recolectados en las diferentes localidades se realizé una clasificacion de
éstos, agrupandolos en: I) embriones en etapa precotiledonaria y 1I) embriones en etapa
cotiledonaria. Se consideré la fecha de recoleccion simplemente para tener una vision
general de cuando pueden ser encontrados estos estados de desarrollo, no obstante, no
es conveniente relacionar la fecha de recoleccion con el estado de desarrollo de los
embriones, ya que el estado de desarrollo del embrion varia dependiendo del clima,
localizacion del arbol donador, la posicion del cono en el arbol y de la semilla en el cono
(Nagmani et al., 1995).

I) Embriones en etapa precotiledonaria.
Se agruparon en éste estado embriones con una longitud de 1.5 mm a 3.8 mm,

incluyendo la longitud del cuerpo del embrion mas la de su suspensor. Los embriones
mas inmaduros de este grupo eran completamente hialinos, el cuerpo del embrion era
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cilindrico, alargado, de apariencia himeda, consistencia compacta y los mas pequerfios de
todo el muestreo (Fig. 13 D). En etapas mas avanzadas el cuerpo del embrién era mas
grueso y en algunos casos tenia forma globular, en donde no se distinguian cotiledones ni
hipocétilo, con longitudes de 0.4 y 0.7 mm y hialino (Fig. 13 E); en algunas ocasiones en
la porcion superior del cuerpo del embrion se presentd una coloraciéon blanquecina,
textura lisa, consistencia compacta y apariencia hiumeda (Fig. 13 F); en general
presentaron un suspensor hialino largo (1.9 - 3.1 mm) en relaciéon con el tamafio del
cuerpo del embridn. Esta etapa se observd entre junio y agosto.

Otra observacién importante fue que en algunas semillas recolectadas principalmente de
la localidad Rancho San Juan Terrenate (2) se presentaron dos embriones
(poliembriogénesis simple) (Fig. 13 K); ambos embriones se encontraron en etapa
precotiledonaria, sin embargo, uno siempre fue mas grande que el otro.

IT) Embriones en etapa cotiledonaria.

Inmaduros:

En este grupo se incluyeron, todos los embriones en los que se comenzaron a definir los
cotiledones, que presentaron una coloracion blanquecina-amarillenta, su longitud
variando entre 3 y 4 mm, el cuerpo del embrién tenia longitudes desde 1.2 hasta 2.5
mm, con suspensores hialinos mas enrollados que los de los embriones muy inmaduros.
En los embriones mas inmaduros de este grupo se observaron pequefias protuberancias
en la parte superior del cuerpo del embriéon semejando una corona o anillo (Fig. 13 Gy
H), dichas protuberancias se fueron alargando hasta dar lugar a los cotiledones. Los
embriones de este grupo fueron recolectados entre finales de agosto y principios de
octubre.

Maduros:

Estos embriones presentaron un color blanco amarillento, con una longitud de 3.6 a 3.8
mm (sin considerar el suspensor) y un suspensor muy enrollado (2-3 mm aprox. de
longitud). La parte de los cotiledones era ligeramente mas ancha que la radicula, con
textura lisa, consistencia compacta y apariencia humeda (Fig. 13 I y ]). Generalmente se
presentaron de 6 a 7 cotiledones bien definidos cerrados. Esta etapa se observé en las

semillas recolectadas entre finales de septiembre y noviembre.
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Figura 13- Estado de desarrollo de megagametofitos y embriones de P. marcolepis. (A)
Megagametofito inmaduro con arquegonios (arque.) (estado mas inmaduro de recoleccion). (B)
Megagametofito inmaduro, hialino, suave. (C) Megagametofito maduro. (D) Embrién inmaduro,
hialino, notese la forma cilindrica del cuerpo del embrion (etapa precotiledonaria). (E) Embrion
inmaduro, hialino (etapa precotiledonaria). (F) Embrion inmaduro, coloracion blanquecina en la
parte superior, nétese la longitud del suspensor (etapa precotiledonaria). (G) Embrion inmaduro,
con coloracién blanquecina en la parte superior e hipocétilo hialino, néotese la aparicion de las
protuberancias que daran lugar a los cotiledones (p.cot.) (etapa cotiledonaria). (H e I) Embridnes
en etapa cotiledonaria en diferentes grados de maduracion, con hipocotilo blanquecino, vy
cotiledones en desarrollo. (J) Embrion maduro de P. macrolepis, ndétese que el suspensor se
observa mas corto que en etapas precotiledonarias debido a que se enrolla sobre si mismo y que
los cotiledones (cot.) se encuentran bien desarrollados y cerrados. (K) Poliembrionia simple en P.
macrolepis.
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9.1.2 Localidades.

Se recolecto en tres localidades, una ubicada en el municipio de Emiliano Zapata y dos en
el de Terrenate en el estado de Tlaxcala (Fig. 14). Se eligieron estas localidades debido a
que son las menos perturbadas en el estado de Tlaxcala en donde se distribuye P.
macrolepis, y en donde se obtuvo el permiso de los propietarios, ademas son de facil
acceso lo que hizo mas sencillo realizar las recolectas. La eleccion de estas localidades se
realizo en julio de 2001, seleccionando arboles en buen estado y que presentaran una
cantidad considerable de conos, sin tomar en cuenta la produccion de conos de los afios
subsiguientes de recoleccion; ésto ultimo con la finalidad de tener suficientes conos para
recolectar sin retirar todos del arbol.

Debido a la ausencia de conos en 2002 y 2003 en las localidades designadas en 2001,
surgio la necesidad de recolectar en donde hubiera arboles de P. macrolepis con conos en
aparente buen estado, afortunadamente estos se encontraron en una localidad cercana a
San Juan Terrenate (1); esta localidad fue designada como San Juan Terrenate (2). De
esta forma, en total se recolectdo en 4 localidades (Fig. 14); todas se encontraron en
laderas con exposicion norte, en donde Pseudotsuga se relaciona principalmente con
Abies.

A) Emiliano Zapata (vivero ejidal).

Esta localidad se encuentra a 3 Km de la poblacion de Emiliano Zapata ubicada a 2900
msnm. Es un area ejidal en donde las personas de la localidad pretendieron establecer
un vivero de P. macrolepis sin tener éxito.; los arboles en esta localidad miden
aproximadamente 30 (+ 10) m de alto y 60 cm de diametro (diametro a la altura del
pecho); ésta es una de las localidades menos perturbadas y en donde se encontro
regeneracion natural de Pseudotsuga y Abies. En esta localidad se realizaron un total de 6
recolectas, 4 durante 2001 y 2 en el 2002.

B) Villarreal.

Esta localidad se ubica a 500 metros de la poblaciéon de Villarreal en el municipio de
Terrenate, Tlax., a 3080 msnm; en donde es posible encontrar arboles de P. macrolepis
entre 15 y 30 metros de altura. Solo se realizd una recoleccion en septiembre de 2001.
Cabe mencionar que debido a que ésta localidad se encuentra muy cercana a la poblacion
es frecuentemente utilizada para pastoreo y en algunas zonas como basurero por lo que

esta muy perturbada.
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Figura 14. Ubicacién de 4reas de recolecta de conos de Pseudotsuga macrolepis en el estado de Tlaxcala.
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C) Rancho San Juan Terrenate (1)

Localidad ubicada a 3000 msnm, en el camino entre Terrenate y Villarreal, Tlax.,
colindando con el estado de Puebla. Es una localidad pequefia, con arboles de P.
macrolepis de no mas de 20-25 metros de alto; cercana a zonas de cultivo (1-3 metros)
principalmente de papa, avena y haba. En ésta, sdlo se realizaron 3 recolectas en 2001.

D) Rancho San Juan Terrenate (2)

En esta localidad se realizaron 9 recolectas (4 en 2002 y 5 en 2003) a partir de 6 arboles.
Se recolectaron un total de 322 conos de los cuales se obtuvieron 13,855 semillas, lo cual
representa el 46% y el 75 % respectivamente, del total de conos y semillas recolectados
a lo largo de esta investigacion (Tabla 9). El 81.6 % del total de embriones y
megagametofitos cultivados en este trabajo pertenecieron a esta localidad (Tabla 9)
observando con esto que a pesar de que es una de las poblaciones mas pequefas y
expuesta a factores externos como tala, ataque por plagas e incendios, es posible que sus
condiciones internas se encuentren en buenas condiciones, al menos las de la mayoria de
los drboles muestreados.

Tabla 9. Valores totales de recolectas de la localidad San Juan Terrenate (2) respecto al
porcentaje total de las recolectas realizadas.

; Num. Conos . Semillas Embriones
Recoleccién Arboles recolectados No. de semillas vanas cultivados
TOTAL 9 6 322 13855 5537 8318
Localidad D RECOLECTAS ARBOLES CONOS 43 sem. cono 40 % 60 %
% respecto al
total de 52 % 40 % 46% 75% 66.5% 81.6 %
recolectas

9.1.3 Aiios de recoleccion.

ANO 2001

Primer afio de recoleccién para esta investigacion; en este afio se seleccionaron las
localidades y drboles para las subsecuentes recolectas, considerando principalmente su
estado fisico y la disponibilidad de conos. Durante 2001 se realizaron 6 recolectas en las
localidades A, B y C (Tabla 10).
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En la localidad A, en la primera y segunda recoleccion se observé una gran cantidad de
conos inmaduros, con embriones en etapa precotiledonaria mientras que en la tercera y
cuarta se observaron conos maduros con coloracién verde, con embriones inmaduros y
maduros en etapa cotiledonaria; observando que los embriones se desarrollaron
rapidamente en el cono.

Tabla 10. Recolectas de conos de P. macrolepis durante 2001.

— Fecha de l\'lum. Conos No. de Semillas | Embriones
recoleccion | Arbol | recolectados | semillas vanas cultivados

21/07 varios 15 502 262 240

09/08 1 5 175 85 90

09/08 2 5 193 128 65

A 09/08 varios 7 241 181 60
24/08 varios 12 351 247 104

14/09 varios 7 223 138 85

‘ Total 51 G o4 o4

X 33 61.8 % 38.2 %

07/09 1 14 295 290 5

B 07/09 2 10 170 157 13
07/09 3 11 182 142 40

Total 35 o4 i v
X 18.4 91 % 9 %

09/08 1 6 95 5 20
C 07/09 varios 8 291 101 190
05/10 2 20 495 245 250
05/10 3 16 544 155 389
Total 50 ety _78 SAR

X 28.5 40.4 % 59.6 %

Localidades: A) Emiliano Zapata; B) Villarreal; C) San Juan Terrenate (1)

Por otra parte en la localidad B, en septiembre se recolectaron 35 conos, de los cuales se
obtuvieron 647 semillas, en promedio 18 semillas por cono (Tabla 10), siendo este valor
bajo en comparacion al total de semillas por cono recolectados en este trabajo que fue de
26.65 (Tabla 8); ademas, del total de semillas solo el 9% tenian embrién y el 91% fueron
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semillas vanas y plagadas (Tabla 10). Por esta razén no se realizaron recolectas
consecutivas en este afio. Cabe mencionar que en 2002 se presentaron pocos conos y
todos danados (Fig. 15 A y E) (principalmente por insectos y aves), todos fueron
recolectados pero no fue posible obtener semillas por lo cual esta localidad no se
consider6 para recolectas consecutivas.

Asi mismo, en la mayoria de las semillas recolectadas en esta localidad se observé un
orificio en la testa, en la parte que se encuentra en contacto con la escama del cono; es
muy probable que este dafio haya sido originado por Megastigmus sp. (Fig. 15 B) ya que
al emerger en primavera el adulto hace un pequefio orificio en la semilla para poder salir
(Coulson y Witter, 1998; www.forestry.ubc.ca). Ademds, en algunos conos recolectados
se presentaron larvas blanquecinas probablemente pertenecientes a individuos del los
géneros Diorictria o Barbara sp. (Fig. 15 C) (www.forestry.ubc.ca).

En la localidad C se realizaron 3 recolectas (Tabla 10); encontrando embriones inmaduros
y maduros en etapa cotiledonaria. En contraste de lo observado en afios consecutivos, en
2001 se obtuvieron 1425 semillas; el 59.6 % tuvo embriones que fueron cultivados y sélo
el 40.4 % de las semillas fueron vanas.

ANO 2002

En este afio las revisiones a las localidades se comenzaron a partir de mayo, no obstante,
hasta el mes de julio se encontraron algunos conos en la localidad A por esta razén, en
agosto de este afio se seleccioné una localidad mas, en donde se observaron arboles con
una gran cantidad de conos y se denomind “localidad D”. De esta forma, se realizaron 6
recolectas; 2 en la localidad Ay 4 en la D (tabla 11).

En la localidad A, se encontraron algunos conos en los arboles marcados, los cuales se
recolectaron y se llevaron a laboratorio (CICB-UAT). Con base en las revisiones se
observo que el 88 % de ellos se encontraban plagados (con larvas del género Barbara sp.

(www.forestry.ubc.ca) (Fig. 15 C)). Al disectar las semillas, se encontraron embriones
tanto en etapa precotiledonaria como en la cotiledonaria, en contraste a la recoleccion
realizada un afio antes en la que en las mismas fechas los embriones se encontraban
Unicamente en etapa precotiledonaria. Se realizaron revisiones posteriores en estos
arboles, pero no se encontraron conos.
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Figura 15- Dafios en conos de P. macrolepis. (A) Cono en mal estado, ocasionado por parasitos
(tamafo real). (B) Larva de Megastigmus sp. en una semilla de P. macrolepis. (C) Larva de Barbara
sp. en un cono de de P. macrolepis. (D) Larvas de Asinapta sp. en una escama con semillas de P.
macrolepis. (E) Conos de de P. macrolepis atacados por aves, ndtese las bracteas abiertas por los
picos de aves. (F-G) Conos y yemas (yem) de P. macrolepis sin desarrollar que paulatinamente se
secan. Nota: B, C y D fuente: www.forestry.ubc.ca.
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Se realizaron varias revisiones en los a'rbolés seleccionados de la localidad C, encontrando
en total 10 conos pequenos (no mas de 3 cm), de color verde opaco, en algunos casos
secos y en otros sin haber desarrollado (Fig. 15 F y G). Por otro lado, se observo un alto
porcentaje de brotes vegetativos y de yemas alargandose (Fig. 15 F). Esta localidad no
aparece en la tabla 11 debido a que no se obtuvieron semillas de los conos recolectados

por su mal estado.

Tabla 11. Recolectas de conos de P. macrolepis durante 2002.

iocaifiad Fecha de I'tlﬂm. Conos No. de Semillas | Embriones
recolecciéon | Arbol | recolectados | semillas vanas cultivados
23/07 1 8 125 64 61
A 23/07 2 9 173 64 109
28/07 3 28 615 459 156
------ _Total 45 _913 °%7 320
X 20 64.3 % 35.7 %
04/08 1 192 * 4280 1590 2690
04/08 2 15 236 134 102
18/08 1 19 351 143 208
18/08 2 35 692 412 280
30/09 1 18 319 119 200
D 30/09 3 15 370 | 370 (100%) -
05/10 3 17 537 536 (99.8%) 1
05/10 4 25 487 e 3
(99.4%)
05/10 5 18 645 e 185
(71.4%)
TOtaI a5 7917 4248 3669
X 22.3 53.7 % 46.3 %

Localidades: A) Emiliano Zapata; D) San Juan Terrenate (2)

En la localidad D, la primera recoleccion se realizdé en un arbol que se encontraba
liberando sus conos (arbol 1), probablemente influenciado por algin cambio fisiologico o
meteoroldgico, encontrando en el suelo que lo circundaba 192 conos inmaduros en buen
estado sin ninguna evidencia de deshidratacion o ataque por insectos. De estos conos se

logré obtener 2690 embriones (que fueron cultivados), la gran mayoria en etapa
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precotiledonaria. En la siguiente recoleccion en este mismo arbol se encontraron algunos
embriones en etapa precotiledonaria, no obstante, la mayoria fueron embriones
inmaduros en etapa cotiledonaria; confirmando que los embriones se desarrollan
rdpidamente cuando aun se encuentran en el cono; en las subsiguientes recolectas se
encontraron embriones inmaduros y maduros en etapa cotiledonaria.

Por otro lado, se observd que a pesar de que los arboles 3, 4 y 5 tuvieron una cantidad
considerable de conos, (se recolectaron en total 75), éstos tuvieron entre el 71 y el 100
% de semillas vanas (Tabla 11); aunado a esto, estos 3 arboles se encontraron plagados
con larvas, probablemente del género Asynapta sp. (Fig. 15 D) (www.forestry.ubc.ca);
larvas muy pequefias (1 mm aprox.), de color amarillo que se encontraban en las
escamas de los conos entre las alas de las semillas, cercanas al eje del cono, que se
alimentan de la resina del cono matandolo y por consiguiente a las semillas. Ademas, en
toda la localidad se encontraron conos tirados atacados por roedores y aves (Fig. 15 E).

ANO 2003

Todos los conos de 5 recolectas realizadas durante este afio provienen de la localidad D
(Tabla 11); la primera recoleccion realizada fue a mediados del mes de mayo y a
diferencia de 2002 se encontraron conos en estado muy inmaduro. Cabe sefialar que se
realizaron revisiones el las localidades A y C; sin embargo, no se encontraron conos en
ninguno de ellos. Ademas, en esta Gltima zona de recoleccion se observé una gran
cantidad de brotes laterales en desarrollo (al igual que lo observado en 2002) (Fig. 15 G)
y una cantidad considerable de yemas; sin embargo, a pesar de que lo mismo fue
observado en 2002 las yemas que eran susceptibles a formar conos conillos o primordios
no presentaron ningun cambio.

En la localidad D, en este afio se observ6 una gran cantidad de conos en el arbol 1, no
obstante, no fue tan prolifico como en 2002. Con esto es posible afirmar que la
produccion de conos no es la misma cada afio, sin embargo, cada afio hay produccion
de semilla. En la primera recoleccion (17 de mayo), se encontraron megagametofitos
muy inmaduros y no se observaron los embriones. A finales de junio (recoleccion de 29
de junio) se recolectaron los primeros embriones muy inmaduros en etapa
precotiledonaria. En la siguiente recoleccion (13 de julio) se encontraron embriones aun
en etapa precotiledonaria y en la dltima recoleccion (20 de agosto) la mayoria fueron
embriones inmaduros en etapa cotiledonaria. Cabe sefalar que debido al tiempo
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dispuesto para este trabajo de investigacion no se realizaron mas recolectas durante este
ano.

Por otro lado, durante 2003, en la primera recoleccion, se encontraron cantidades bajas
de semillas vanas, especialmente en el arbol 6 de la localidad D; arbol joven, vigoroso,
de aprox. 6 m de alto, en donde sélo hubo 10 semillas vanas de 570 recolectadas lo que
representa tan solo el 1.75 % de semillas vanas, ademas, los conos no presentaron
ningun tipo de plaga (Tabla 12). Asi mismo en los arboles 1 y 2 en la segunda
recoleccion se encontrd el 8.3 y el 5.6 % (respectivamente) de semillas vanas (datos no
mostrados). Lo cual representa una cantidad minima en comparacién con el arbol 3 que
tuvo el 94 % de semillas vanas recolectadas en 20 de agosto. Cabe mencionar que
durante la diseccidon de las semillas se encontraron larvas de Megastigmus sp. (Fig. 15 B)
que aunque en un bajo porcentaje (1% aprox.) podria representar un gran problema si
esta plaga se disemina.

Tabla 12. Recolectas de conos de P. macrolepis durante 2003.

Fecha de , , Conos No. de | Semillas Embriones
Localidad , | Num. Arbol
recoleccion recolectados | semillas vanas cultivados
17/05 6 17 570 10 560 (mega)
06/06 1 21 722 60 662 (mega)
06/06 2 18 691 39 652 (mega)
292 (emb)
29/06 1 22 846 229
325 (mega)
213 (emb)
29/06 2 17 577 65
D 299(mega)
29/06 3 15 592 248 344 (mega)
13/07 1 8 322 109 213 (emb)
243 (emb)
13/07 2 8 344 96
5 (mega)
20/08 2 10 400 71 329 (emb)
20/08 3 10 327 309 18 (emb)
20/08 6 14 547 53 494 (emb)
5938 1289 4649
Tes 1a0 %3711 | 21.7% | 783 %

Localidades: D) San Juan Terrenate (2); mega- megagametofitos; emb- embriones.
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FENOMEN LOGI

Los datos para la realizacion de los diagramas ecoldgico-climaticas (considerando
distribuciéon de temperatura y precipitacion) (apéndice 4) fueron tomados de las
estaciones meteoroldgicas mas cercanos a las localidades seleccionadas, siendo: El
Epazote (cercana a la localidad A) y Terrenate (cercana a las localidades B, C y D)

En la estacion meteorolégica El Epazote no se presentaron condiciones desfavorables
(apéndice 4) durante ninguna etapa del ciclo fenoldgico de P. macrolepis (Fig. 3). No
obstante, es probable que independientemente de las condiciones meteoroldgicas y mas
bien refiriéndonos a las condiciones fisiologicas como edad, vigor, etc. de la especie la
escasez de semillas solo se deba a que no fueron un afos semilleros.

También se consideraron los registros de heladas observando que se presentaron heladas
primaverales durante el afio 2000 (apéndice 3); estas heladas pueden eliminar las yemas
reproductivas recién formadas o dafar los frutos inmaduros (Yafiez, 1991) y de esta
forma tal vez se pudo afectar la produccion de conos de 2001.

Terrenate, en esta estacion meteorolégica tampoco se presentaron condiciones de
estrés, excepto en julio del 2000. Sin embargo, es muy probable que no haya afectado la
produccion semillera debido a que durante este periodo los conos y semillas ya se
encentraban formados y estaban en la etapa de alargamiento.
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9.2- Discusion de la recoleccion de material biolégico.

El género Pseudotsuga en México, ha sido poco estudiado a pesar de que enfrenta una
fuerte problematica de sobrevivencia, que lo ha llevado a estar bajo proteccién especial
(DOF, 2001). Recientemente se han realizado algunos trabajos principalmente de caracter
comparativo-morfolégico y ecoldgico (Yafiez, 1991; Méndez-Montiel y Zavala-Chavez,
1996; Zavala-Chavez y Méndez-Montiel, 1996; Guerra-De la Cruz, 2001; Reyes et al.,
2003; Mapula-Larreta et al., 2004); Sin embargo, se carece de estudios del ciclo
fenoldgico de este género en México y principalmente en las poblaciones mas surefas de
su distribucion, en donde se encuentra en pequefas poblaciones aisladas y las
condiciones climaticas son agresivas (temperaturas altas por el dia y muy bajas por la
noche; sequias durante invierno y primavera) en comparacion a las del norte de América.

A pesar de que la finalidad de este trabajo no fue estudiar la fenologia de P. macrolepis,
con base en las recolectas realizadas durante tres afios se pudieron observar algunos
aspectos de su ciclo fenoldgico en una de las zonas mas surefias de su distribucion, el
estado de Tlaxcala (tabla 13).

Tabla 13. Ciclo fenoldgico de Pseudotsuga; comparacion entre Norte América (Allen y
Owens, 1972) y Tlaxcala, Méx. definido en los resultados de este estudio.

Ciclo fenoldgico de Pseudotsuga Norte América | Tlaxcala, Méx.

e Iniciacion y crecimiento de la yema lateral; ) e

germinacion de la yema vegetativa. BUT» sy il
e Elongacion del renuevo vy alargamiento del .

primordio de la yema lateral. abr. - jul. may. — ago.
¢ El primordio llega a ser determinado; iniciacion de Z »

hojas, bracteas y microsporofilos. jul. - nov. 00 = HaYs
e Meiosis y desarrollo del polen. feb. - mar feb.* - abr.*
e Crecimiento de las yemas de los conos “floracion” . B il

polinizacién, germinacion del polen y fertilizacion. AT, = Jum. abr. = Jul,
¢ Alargamiento de conos. may. - jun. may. - jul.
e Maduracion de embriones y semillas. jun. - sep. jul. — oct.
. ggr:?t?a maduros y abiertos, desprendimiento de sep. - oct. 5ck. ~dic,

*Eventos no registrados.
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Allen y Owens en 1972, reportaron de manera general el ciclo fenoldgico del género
Pseudotsuga; en comparacion a este trabajo, en las poblaciones estudiadas en esta
investigacion de P. macrolepis se observé entre 1 y 2 meses retraso en algunas fases del
ciclo, principalmente en cuanto a la maduracion y liberacion de la semilla.

Se observé que la maduracion de las semillas de las poblaciones estudiadas de P.
macrolepis ocurrié entre julio y octubre (Tabla 13), probablemente debido a las
condiciones climaticas y geogréaficas en donde se encuentran. Con respecto a la
maduracion de semillas en las poblaciones mexicanas del género Pseudotsuga. Niembro
(1979) menciondé que se realiza en los meses de octubre, noviembre y diciembre;
mientras que Yanez (1972 fide Pérez-Sanchez, 1996) establecié para el municipio de
Tlaxco, Tlax. los meses de septiembre y octubre, lo cual concuerda con lo observado;
mientras que para P. menziesii var. menziesii a elevaciones medias o bajas como las
encontradas en Oregon, los conos maduran a mediados de agosto y a mediados de
septiembre en el norte de Washington y sur de la Columbia Britanica (Hermann y
Lavender, 1999).

En cuanto a la liberacion de la semilla se encontré que se realiza entre octubre y
diciembre (Tabla 13), mientras que Allen y Owens (1972) y Hermann y Lavender (1999)
reportaron que la liberaciéon de dos terceras partes de la produccion de semillas de P.
menziesii en Oregon y Washington ocurre a entre septiembre y finales de octubre,
mientras que en la Columbia Britanica la mitad de la produccién se libera a finales de
octubre y el resto después de marzo.

Se ha observado que los factores ambientales se encuentran relacionados con la latitud,
longitud y altitud de cada region (Hermann y Lavender, 1999; Rzedowski, 1978 fide
Reyes et al., 2003), y estos factores, en conjunto influyen en el ciclo fenoldgico de las
especies distribuidas en tal regidon. Esto nos puede sugerir una respuesta en cuanto a las
diferencias, que existen entre las poblaciones de Norte América con las del centro de
México en donde se encuentran mas expuestas a sequias y a altas temperaturas.

Estas diferencias son mas visibles cuando se comparan caracteres morfolégicos y
anatémicos entre las poblaciones. En esta investigacion no se registraron las diferencias
anatémicas y morfoldgicas de los arboles y poblaciones muestreadas; sin embargo, se ha
observado una gran diferencia de estos caracteres entre poblaciones y aun entre
individuos de Pseudotsuga en localidades de la Sierra Madre Oriental y occidental y el
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centro del pais, atribuidas principalmente a adaptaciones fisiolégicas a los ambientes
particulares de cada poblaciéon (Reyes et al., 2003)

Por otro lado, se sabe que el caracter vano de las semillas de Pseudotsuga representa una
de las principales problematicas, en este trabajo se encontré que el 44.96 % del total de
semillas recolectadas fueron semillas vanas; estos datos se encuentran por debajo con lo
que encontraron Mapula-Larreta et al. (2004), Zavala-Chavez y Méndez-Montiel (1996) y
Yanez (1991), quienes reportaron valores entre 55 y 62 % de semillas vanas de conos de
Pseudotsuga en poblaciones de Hidalgo, Méx. No obstante, estos porcentajes se
encuentran dentro de los intervalos de semillas vanas (44 y 58 %) que han sido
reportados para poblaciones de P. menziesii en Norte América (Schwalter et al., 1985 fide
Zavala-Chavez y Méndez-Montiel, 1996; Dombroski y Schwalter, 1988 fide Zavala-Chavez
y Méndez-Montiel, 1996).

A pesar de que en un estudio de la capacidad reproductiva realizado recientemente en
algunas poblaciones mexicanas de Pseudotsuga se observé que las del centro del pais
muestran indices de reproduccion menores en comparacion a las poblaciones del norte
(mavyor cantidad de semillas vanas y menor cantidad con embridon) (Mapula-Larreta et al.,
2004); parece ser que la presencia de semillas vanas en Pseudotsuga es un problema
importante y comun, pero aun no hay claridad sobre las causas que lo originan.

Algunos autores mencionan como posibles causantes a la escasez de polen, la poca
variabilidad, la autopolinizacién y como consecuencia, el aborto. No obstante, en un
estudio realizado en el Estado de Hidalgo se encontré que la falta de una diferencia
significativa respecto al nimero de semillas vanas entre conos autopolinizados y los
polinizados libremente podrian indicar que la autopolinizacion no ocasiona la produccion
de semillas vanas de esta especie, al menos en el area estudiada (Zavala-Chavez y
Méndez-Montiel, 1996). Otras posibles causas podrian ser la competencia  por
nutrimentos entre semillas y 6vulos durante el desarrollo en el cono, o también al hecho
de que la produccion de semillas vacias sea un fenomeno adaptativo (Willson, 1983 fide
Zavala-Chavez y Méndez-Montiel, 1996). Por otro lado, el caracter vano también se-ha
adjudicado a la depredaciéon por insectos principalmente del género Megastigmus en el
caso de Pseudotsuga (Zavala-Chavez y Méndez-Montiel, 1996; Coulson y Witter, 1998;
Cibrian-Tovar et al., 1995 fide Mapula-Larreta et al., 2004).
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El ataque de roedores, aves y principalmente insectos es otro problema que afecta la
produccién anual de semillas de Pseudotsuga; en un estudio realizado en el estado de
Hidalgo se identificaron varias especies del complejo trips, Contarinia sp. y Megastigmus
spermotrophus que atacan conillos, conos y semillas de P. macrolepis; siendo que los
insectos del complejo trips y las larvas de Contarinia ocasionan el mayor dano (Méndez-
Montiel y Zavala-Chdvez, 1996). No obstante, estudios previos reportan que
Megastigmus, que es una las principales plagas que atacan Pseudotsuga en Norte
América (Coulson y Witter, 1998; www.forestry.ubc.ca), en México podria reducir la
produccion de semillas hasta en un 19% (Cibrian-Tovar et al., 1995 fide Mapula-Larreta
et al., 2004). Sin embargo, en trabajos realizados recientemente, incluyendo esta
investigacion, se ha reportado que el dafio por insectos es aproximadamente del 1%
(Mapula-Larreta et al., 2004), aunque, el ataque por insectos debe ser monitoreado en
varios ciclos para verificar estos datos y de ser necesario establecer medidas de control
apropiadas para que no represente un problema grave y ponga en riesgo la permanencia
de esta especie.

El clima es uno de los factores que afectan la producciéon de semillas, se ha reportado que
aun en afos semilleros si las condiciones climaticas no lo permiten la produccion de
semillas es baja (Pérez-Sanchez, 1996). Con respecto a esto Hutchinson y Bramlett (1964
fide Zavala-Chavez y Méndez-Montiel, 1996) encontraron que a bajas temperaturas es
comun el aborto de conos femeninos de pinos después de la polinizacion; asi mismo,
algunos autores consignan que la mortandad de conos de pinos esta relacionada con un
déficit de humedad (Zavala-Chavez y Méndez-Montiel, 1996). Sin embargo, la relacién
mas directa entre las condiciones atmosféricas y la produccion de semillas se presenta en
la época de formacién y apertura de yemas, ya que las heladas primaverales pueden
eliminar las yemas reproductivas recién formadas o danar los frutos inmaduros; mientras
que, las sequias o temperaturas demasiado altas pueden provocar el aborto de conos o
una marcada reduccion en el tamafio de la semilla (Yafiez, 1991).

Se realizaron diagramas ecoldgico-climaticas siguiendo el procedimiento indicado por
Walter (1979). Con éstas fue posible dilucidar las condiciones favorables o de estrés para
la produccion de semillas y otros procesos fisiologicos vegetales; ademas se analiz6 la
presencia de heladas. Se observé que no se presentaron condiciones desfavorables para
la produccion de semillas en las poblaciones estudiadas durante los afios de recoleccidon

(2001, 2002 y 2003); de esta forma, fue posible sefialar que las condiciones climaticas no
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estuvieron influyendo de manera importante en la produccién de semilla durante los afios
de recoleccion.

El hecho de que no se encontraran semillas en Emiliano Zapata, Villarreal y San Juan
Terrenate (1), entre 2002 y 2003, pudo resultar de un fendmeno que se presenta en
arboles forestales por el agotamiento de las reservas de carbohidratos durante la
produccion de semilla y la necesidad de acumular reservas frescas en el afio siguiente,
denominado afio semillero, que se presenta cada 2 a 7 anos (Franco, 1990; Hermann y
Lavender, 1999), aunado a condiciones desfavorables que pudieron existir en afios
anteriores. Es posible que para la localidad San Juan Terrenate (2), 2003 haya sido un
afo semillero y/o que las condiciones ambientales fueron adecuadas para una mayor
producciéon de semillas, ya que el 75% del total de semillas recolectadas provinieron solo
de esta localidad.

Se ha reportado que en general las poblaciones mexicanas tienen indices reproductivos
mucho mas bajos en comparacion con las poblaciones de Norte América (Mapula-Larreta
et al., 2004) ya que se ha observado que las poblaciones de Pseudotsuga que se
encuentran en los limites de su distribucién natural estdan expuestas a condiciones
inadecuadas de clima y suelo por lo que sus indices de reproducciéon son bajos.

Ya que las poblaciones estudiadas durante esta investigacion estan expuestas a grandes
presiones de seleccion representan un importante recurso genético, que podria ser
utilizado para las grandes poblaciones de Norte América cuando el cambio climatico sea
mas severo (Reyes et al., 2003; Mapula-Larreta et al., 2004); por esta causa es necesario
continuar con los estudios para establecer protocolos para su propagacion conservacion y
manejo.
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9.3- Resultados cultivo de embriones cigoticos.

Las diversas recolectas de material bioldgico a diferentes tiempos se realizaron con la
finalidad de cultivar embriones en diferentes etapas de desarrollo y observar su respuesta
in vitro bajo tratamientos con RCV.

En general se obtuvieron 3 tipos de respuesta: a) germinacion; b) organogénesis y c)
formacion de callo blanquecino, parecido al reportado para embriogénesis somatica
(Tautorus et al., 1991; Bonga y von Aderkas, 1992; Attree y Fowke, 1993; von Arnold et
al., 2002); en la tabla 5a se sefialan las concentraciones de RCV y en cuales se
presentaron estos tipos de respuesta.

Tabla 5a. Combinaciones y concentraciones (mg/l) de reguladores de crecimiento para la
induccién de embriones somaticos de P. macrolepis.

2,4-D/K 0 0.5 1 2 3

NG

N ;q\s»«z\\

. = Testigo

= Tratamientos con respuesta organogénética.

= Tratamientos que formaron callo parecido al reportado para embriogénesis somética

rmi i

Este tipo de respuesta fue mostrado por los embriones cultivados en el tratamiento 1 (sin
RCV). Después de 5 dias de cultivo los embriones en etapa cotiledonar empezaron a
alargarse, principalmente la porcidn del hipocétilo, poco después (10-15 dias) los
cotiledones se separaron y comenzaron a adquirir una coloracion verde-amarillenta;
después de 35 dias de cultivo esta coloracién no cambid, a consecuencia de la falta de
iluminacion.
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Por otro lado, el eje hipocétilo radicular se desarrolld como en cualquier planta normal,
hasta presentar una raiz primaria bien definida. En total, entre el cuerpo del embrién y la
raiz, los embriones alcanzaron en promedio una longitud de 1.5 a 2.5 cm (sin considerar
la raiz) y no se observé la formacién de primordios foliares (Fig. 16 A).

Al cabo de 50- 70 dias de cultivo se oxidaron y finalmente murieron; asi mismo los
embriones en etapa precotiledonaria, los cuales durante los primeros 10 a 20 dias de
cultivo se hincharon y no presentaron ningun otro cambio; al cabo de 4 semanas de
haber sido cultivados también se oxidaron. Cabe sefialar que después de 35 o 40 dias de
cultivo, algunos embriones testigo fueron expuestos a un fotoperiodo de 16 luz, sin
embargo, al igual que el resto de los embriones iniciaron un proceso de oxidacién y
murieron.

Es importante sefialar que los embriones recolectados durante 2001 y 2002 fueron
cultivados unicamente en el medio nutritivo SH (adicionado con RCV). En 2001 se
utilizaron los 20 tratamientos de RCV mencionados en la tabla 5; en 11 de estos
tratamientos se observé la formacion de brotes adventicios, generalmente en los
tratamientos que contenian una concentracién alta de citocininas con respecto a la de
auxinas (Tabla 5a); el proceso organogenético observado se describe a continuacion:

- Embriones en etapa precotiledonaria:

No se formaron brotes adventicios durante el cultivo de embriones en esta etapa de
desarrollo.

Los embriones en etapa precotiledonaria cultivados en los tratamientos organogenéticos
(Tabla 5a) iniciaron un proceso de proliferaciéon celular que los llevdo a aumentar su
tamafio entre un 200% y un 300% en un lapso de 12 semanas, originando un callo verde
tenue. No obstante, después del primer subcultivo en un medio libre de RCV, a las 12 y
16 semanas (consideradas desde el primer dia de cultivo) de cultivo iniciaron un proceso
de oxidacion que los llevé a morir después de aproximadamente 20 semanas de haber
sido cultivados.
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Figura 16- Respuesta de embriones P. macrolepis a los RCV en diferentes etapas de
desarrollo. (A) Embricnes testigos, alargados y cloroticos. (B) Embriones en tratamientos
organogéneticos (mayores concentraciones de Kin con respecto a las de 2,4-D). (C) Embriones
oxidados en tratamientos organogéneticos. (D) Embrion de P. macrolepis con primordios faliares.
(E) Embrion de P. macrolepis blanquecino-verdoso con rosetas (rose). (F) Embrion oxidado de P.
macrolepis con rosetas, en tratamientos organogéneticos. (G, H e I) Respuesta de embriones en
etapa precotiledonaria a tratamientos que inducen callo blanquecino (mayores concentraciones de
2,4-D con respecto a las de Kin), notese que la respuesta inicia con una proliferacion celular
generalizada en todo el embrion. (J) Respuesta de embriones en etapa cotiledonaria a tratamientos
qgue inducen callo blanquecino, notese que la respuesta inicio en algunos casos con la proliferacion
celular en hipocotilo y los cotiledones adquirieron un color verde que mas tarde se volvié blanco por
la ausencia de luz; en otros casos inicié con la proliferacion celular en los cotiledones (K); y en
muchos casos la proliferacion fue generalizada en todo el embrion (L).
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- Embriones en etapa cotiledonar:

- Semanas de cultivo 1 a 4:

Durante la primera semana de cultivo, los embriones (de 2 y 3 mm) alcanzaron
longitudes de 5.0 a 5.5 mm, y en algunos casos los cotiledones se separaron por la
presion que ejercen los tejidos al hincharse. Aparecieron tonos verde tenues, haciéndose
mas evidentes en los cotiledones y la parte superior del hipocétilo, el resto present6é un
color amarillo palido; el tejido en estas estructuras fue compacto (Fig. 16 B)

La radicula mostré una apariencia hialina amarillenta. Ademas, en algunos casos se veia
hinchada y ligeramente granulosa mientras que el resto del embrion fue de textura lisa.

En general, la radicula comenz6 a oxidarse, presentando colores café claros.

- Semanas 5 a 20.

Durante la semana 5 o 6 de cultivo, la mayoria de los embriones que respondieron
durante las primeras semanas se oxidaron (Fig. 16 C), aunque sobre algunos de ellos
aparecieron unas pequenas protuberancias denominadas nddulos, que se iniciaron sobre
el tejido verdoso y compacto. A partir de estas protuberancias, se diferenciaron
primordios foliares, los cuales fueron alargandose paulatinamente dando lugar a
agrupaciones de hojas en forma de roseta (Fig. 16 D y E), siendo las hojas externas de
mayor longitud (entre 3 y 7 mm) que las internas (entre 1 y 3 mm). Estas agrupaciones
posteriormente dieron lugar a brotes, que llegaron a tener una altura maxima de 0.5 cm,
sin embargo tuvieron una coloracion amarillenta causada por la ausencia de luz.

Los embriones con este tipo de respuesta se dividieron en dos grupos, uno se conservo
en oscuridad y el otro después de la 4 semana de cultivo en oscuridad se paso a
condiciones de iluminaciéon (con un fotoperiodo de 16h luz) con la finalidad de observar si
presentaban alguna otra respuesta morfogenética; sin embargo, todos los embriones se
oxidaron y murieron (Fig. 16 F), observando con esto que cuando se ha iniciado un

proceso de organogénesis, la luz es de vital importancia en los cultivos in vitro.

Algunos de estos embriones se mantuvieron en cultivo por mas de 20 semanas, sin
embargo, desde el primer subcultivo, (después de 8 semanas de cultivo) el proceso de
oxidacion se inicié y en todos los casos este fue el origen de la muerte de los explantes y

la causa por la cual se desecharon.
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Los embriones recolectados en 2002 y los de 2003 fueron cultivados en los medios
nutritivos SH y MS respectivamente, adicionados unicamente con 8 tratamientos de RCV
(Tabla 5a); esto debido a que en el cultivo de los embriones de 2001 se observé que con
estos 8 tratamientos se origind un callo blanquecino parecido al reportado para
embriogénesis somatica, por lo que se eliminaron 11 tratamientos restantes y solo se

contemplaron los tratamientos de la tabla 14.

Tabla 14. Combinaciones y concentraciones (mg/l) de reguladores de crecimiento para la

inducciéon de callo blanquecino a partir de embriones cigéticos de P. macrolepis cultivados

in vitro.
2,4-D/K 2,4-D
mg/I 2 3 \
- 0 I 2/0 v 3/0 |
05 [II  2/0.5 VI 3/0.5 'f
: 1 I 2/1 VII 3/1 1
2 v  2/2 viii’ 3/2 |

Durante las primeras semanas de cultivo se presentaron diferentes tipos de respuesta;
que estuvieron en funcion de los medios nutritivos utilizados, de los tratamientos con RCV
y de la etapa de maduracion del embridn, observando lo siguiente:

- Embriones en etapa precotiledonaria:

Los embriones en etapa precotiledonaria, recolectados en mayo y junio de 2003
correspondieron a la etapa mas inmadura observada en esta investigacion (Fig. 13 D) y
no presentaron ningun cambio morfogenético cuando fueron cultivados. Por otro lado,
unicamente el 3% de los embriones recolectados en la segunda quincena de julio (13 de
julio) de 2003 (Fig. 13 E) y entre el 40 y 60 % del resto de los embriones en esta etapa
de desarrollo (Fig. 13 F) se hincharon, se alargaron e iniciaron un proceso de proliferacion
celular (Fig. 16 G-I), que dio origen a un callo transltcido a blanquecino en un periodo de
aproximadamente 3-5 semanas (Fig. 17 A). La consistencia fue variable pudiendo ser
mucilaginosa, friable o compacta (Fig. 17 B, C y D). Cabe senalar que no se logré
relacionar la consistencia con algin tratamiento en particular.
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Figura 17- Respuesta de embriones de P. macrolepis a los tratamientos con RCV y
recipientes de cultivo utilizados. (A) Callo blanquecino obtenido a partir de embriones en ambas
etapas de desarrollo (precotiledonara y cotiledonaria). (B) Callo traslucido de consistencia
mucilaginosa. (C) Callo blanquecino de consistencia friable. (D) Callo blanquecino de consistencia
compacta. (E) Callo verdoso de consistencia compacta. (F) Callos oxidados. (G) Callo con filamentos
hialinos. (H e I) Filamentos hialinos parecidos a embriones somaticos reportados para otras
especies de coniferas. (1) Cultivo de callos en medios liquidos; en cajas de Petri (K) y en frascos
Gerber® (L).
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Los callos blanquecinos obtenidos alcanzaron un didmetro de entre 0.5 y 1 cm, sin
embargo, después de 10 semanas de cultivo iniciaron un proceso de oxidacién que se
acentud después del primer subcultivo en un medio libre de RCV (12 y 16 semanas
después de cultivo) (Fig. 17 F).

- Embriones en etapa cotiledonaria:

Los embriones de esta etapa mostraron una respuesta similar a la de los embriones en
etapa precotiledonaria recolectados después de la segunda quincena de julio; se
hincharon y se alargaron, con la diferencia de que adquirieron una coloracion rosada en la
porcién superior del hipocétilo después de 5 dias. La radicula adquirié una coloracion café
clara que mas tarde se oxidd; en general esta estructura se desprendié del resto del
embrién en el primer subcultivo.

Después de aproximadamente 15 dias de cultivo, iniciaron un proceso de proliferacion
celular, comenzando en el hipocétilo, que dio origen a la formaciéon de un callo
blanquecino (Fig. 16 J-L; Fig. 17 A); de consistencia friable en la mayoria de los casos,
ademas, mucilaginosa, esponjosa y compacta. El callo blanquecino originado a partir de
embriones en esta etapa de desarrollo alcanzé diametros hasta de 2 cm en un periodo de
20 semanas aproximadamente. Algunos de estos callos fueron cortados por la mitad,
observando que contenian una gran cantidad de liquido.

Cabe sefialar que algunos callos blanquecinos, después de 12 y 16 semanas de cultivo se
pasaron a condiciones de iluminaciéon (con un fotoperiodo de 16h luz), observando que
adquirieron una coloraciéon verde intensa aproximadamente en cuatro semanas (Fig. 17
E) (se ha reportado que este tipo de callos no es embriogénico); ninguno de estos callos
dio origen a brotes adventicios u otra estructura.

Al igual que los callos obtenidos a partir de embriones en etapa precotiledonaria, estos
iniciaron un proceso de oxidacion que se acentudé después del primer subcultivo a un
medio libre de RCV.
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9.3.1 Analisis histoldgico.

Debido a que morfolégicamente no se observaron embriones somaticos y con el propdsito
de verificar si existian estructuras proembriogénicas y/o embriogénicas en los callos
obtenidos, se realizaron cortes histoldgicos en callos de los tratamientos que exhibieron
algunas respuestas, tales como: tejido mucilaginoso y compacto, callo verde vy
blanquecino, con y sin tricomas.

Con el estudio histolégico se observaron diferentes tipos celulares entre los que
destacaron (en orden de abundancia): A) Células de callo, que se distinguieron por ser
células grandes, dpticamente vacias debido a la presencia de una gran vacuola en su
interior que relega el ntcleo a la periferia, a veces con espacios intercelulares, con y sin
inclusiones (probablemente taninos); este tipo de células con y sin inclusiones se
encontraron en todos los callos estudiados de todos los tratamientos (Tabla 15). B)
Células meristematicas, claramente formadas con paredes primarias, pequefias, con
nucleo conspicuo que ocupa la parte central de la célula y sin espacios intercelulares; este
tipo de células se observaron Unicamente en los tratamientos I, III, V y VII (Tabla 15). C)
Traqueidas formandose de novo, estos se observaron en callos de los tratamientos V y
VIII (Tabla 15).

Tabla 15. Observaciones histoldgicas realizadas a callos de P. macrolepis.

OBSERVACIONES OBSERVACIONES (RESULTADOS)
TRATAM. CELULAS CELULAS
INCLUSION TRICOMAS DE TANINOS MERISTEMATICAS TRAQUEIDAS
CALLO

I PA-LRW X X X X

II PA-LRW X X

111 PA-LRW X X X

v PA-LRW X X

Vv PA-LRW X X X X
VI

VII PA-LRW X X X
VIII PA-LRW X X X X

Nota: PRECOT - precotiledonaria; COT - cotiledonaria; PA — parafina; LRW - LRWhite.
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Figura 18. Analisis histologico de callos de P. macrolepis. (A) Células de callo constituyendo
tejido compacto. (B) Células de callo distribuidas en tejido laxo. (C) Células con inclusiones
probablemente taninos condensados. (D) Formacion de traqueidas de novo. (E) Formacion de
traqueidas de novo (traqueidas), nétese la forma espiralada de la pared secundaria. (F) Filamentos
hialinos en la superficie del callo. (G) Acercamiento de filamentos hialinos, ndtese la grande
vacuola (va) que ocupa toda la célula relegando el nucleo (nu) a la periferia. (H) Conjunto de
células alargadas, probablemente tricomas.
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A) Células de callo: La disposicion de estas células varié dependiendo de su ubicaciéon en
el explante; se observé que las células que se encontraron en la superficie en contacto
con el medio de cultivo y en el centro del explante presentaron un aglutinamiento mayor
con escasos espacios intercelulares. (Figura 18 A). Por otro lado, en la superficie alejada
del medio de cultivo las células se encontraron mas laxamente dispuestas, con grandes
espacios intercelulares (Figura 18 B). Asi mismo, se observd que hacia las regiones
superficiales del callo, las células contenian una gran cantidad de inclusiones,
probablemente taninos (Figura 18 C). También se observaron nddulos de células
parenquimaticas que recuerda a la formaciéon de centros meristematicos (Fig. 19 G). Los
callos presentaron grandes cantidades de liquido en su interior y la mayoria fueron de
consistencia friable.

B) Células meristematicas: En callos provenientes de los tratamientos I, III, V y VII se
observé la formacion de células de apariencia meristamaticas aisladas o formando grupos
de hasta cinco células entre células parenquimaticas y ubicadas en hacia el interior del
explante (Tratamientos III, V y VIII) (Fig. 19 B, C, D y E). Cabe sefialar que en algunos
casos estas células meristematicas se encontraban en intenso proceso de division celular;
en la figura 19 B claramente se observa que una de las células esta en anafase y otra en
profase, es notable lo delgado que son las paredes celulares. Es posible que estas células
de apariencia meristematicas se encontraran en proceso de formacion de estructuras
tales como embriones somaticos; no obstante, no es posible asegurar que se tratara de
las primeras etapas de embriogénesis somatica debido a la ausencia de estructuras como
cabezas embrionales y suspensores. Este tipo de células se observd en callos de entre 3 y
5 meses de cultivo, sin embargo no se determind una relacion temporal con la presencia
de células meristematicas debido a que no se realizd un seguimiento continuo de los

embriones cultivados.

Asi mismo se observaron centros meristematicos delimitados por células parenquimaticas
con una gran cantidad de inclusiones (Tratamiento I) (Fig. 19 A y F). Entre los centros
meristematicos observados llama la atencion uno de forma globular que aparentemente
surge de la parte interna del explante (Fig. 19 F); se encontr6 rodeado por células
parenquimaticas con inclusiones. Este centro meristematico que pudo haber estado en
proceso de formacion de un brote fue observado a partir del corte histoldgico de un callo
obtenido del cultivo de un embrién en etapa cotiledonaria en el tratamiento I.
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Figura 19. Observaciones histolégicas obtenidas a partir de cortes de callos de P.
macrolepis en diferentes estados de desarrollo cultivados en distintos tratamientos con
RCV. (A) Centros meristematicos rodeados por células con inclusiones. (B) Células
meristematicas en division, nétese que una célula se encuentra en anafase (ana) y otra en profese
(pro). (C, D y E) Grupos de células meristematicas. (F) Centro meristmatico en forma globular que
rompe la superficie de callo para surgir. (G) Nodulos de células parenquimaticas. (H e I) Explantes
con intensa actividad celular en donde se observan células meristematicas y parenquimaticas.

[iT): interior del explante. @superﬁcie del explante
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Es importante sefialar que en callos que se mantuvieron en cultivo entre 3 y 5 meses en
los tratamientos III y V, obtenidos a partir de embriones en las ultimas fases de la etapa
precotiledonaria, se observd intensa actividad celular presentando células de
parenquimaticas y células mersitematicas, la superficie del los explantes se encontrd
rodeada por células con inclusiones diversas que pudieron ser taninos condensados (Fig.
19 H e I); no se observd alguna estructura determinada.

C) Traqueidas: Entre las células parenquimaticas de explante de los tratamientos V y VIII
se dio la rediferenciacion de estas en elementos de haces conductores (traqueidas) con

deposicion de pared secundaria en forma espiralada (Figura 18 D y E).

Con respecto a las estructuras filamentosas, alargadas, hialinas, parenquimatosas con
grandes vacuolas que relegan el nucleo hacia la periferia haciéndolas dpticamente vacias
(Figura 18 F, G y H) que se presentaron después de 4 y 5 meses de cultivo en embriones
(en etapa cotiledonaria) de los tratamientos I y VIII, se observo que estas finas y
delicadas estructuras no se conservaron a lo largo del procedimiento de deshidratacion e
inclusion, por lo que se realizé una preparacion in vivo (18 F y G) y se determind qué se
trataba de tricomas. No obstante, morfoldgicamente tenian el aspecto de lo que se ha
reportado como embriones somaticos en las primeras etapas de su formacion; filamentos

delgados, entrelazados, de aspecto hialino y himedo (Fig. 17 E y F).

9.3.2 Otras respuestas del cultivo in vitro.

-M m i

En el presente estudio se cultivaron megagametofitos intactos (con embrién) y cortados a
la mitad (sin embridon) en estado inmaduro y maduro, con la parte interior en contacto
con el medio de cultivo. Se observé que los megagametofitos cultivados en el medio SH
se colapsaron en contraste con los megagametofitos cultivados en el medio MS, en donde
lucian hinchados, no obstante, al paso del tiempo en cultivo estas estructuras se oxidaron

y murieron.
- Protocolos establecidos para la obtencion de embriogénesis somatica de
Pseudotsuga.

Se establecieron las mismas condiciones experimentadas por algunos investigadores para
la obtencion de ES de P. menziesii. Embriones se cultivaron en etapa cotiledonaria y

precotiledonaria en el medio MS reducido al 50% de sus componentes inorganicos
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adicionado con: L-glutamina, hidrolizado de caseina, 2,4-D (50 uM); K (20 uM) y BAP
(20 uM); solidificado con 6% de agar bacterioldgico; observando la formacion de callo
blanquecino mucilaginoso, después de 4 semanas de cultivo, no tan proliferativo en
comparacion al obtenido con los tratamientos con SH utilizados en este trabajo, que se

oxido6 rapidamente.

Por otro lado, cotiledones obtenidos a partir del cultivo in vitro de embriones maduros
también se cultivaron sobre el medio SH al 100%, libre de RCV, con un fotoperiodo de
16h luz; los cotiledones fueron cortados después de 10 y 15 dias de germinacién y
cultivados en el medio MS adicionado con 5.3 uM de ANA o 4.5 uM de 2,4-D sin
citocininas y mantenidos en oscuridad. En este caso se observé que los cotiledones se
oxidaron después de 8 semanas de cultivo sin presentar alguna respuesta.

- ! i il

Es importante recordar que los embriones recolectados durante el afio 2003 fueron mas
inmaduros que los recolectados durante 2001 y 2002, y que todos fueron recolectados en
diferentes arboles y localidades (Tablas 10, 11 y 12).

Se observd que los embriones en etapa precotiledonaria, recolectados en 2002 y
cultivados en los tratamientos I (2/0 mg/l 2,4-D/K) y V (3/0 mg/l 2,4-D/K) (Tabla 13)
no respondieron, en contraste con los embriones en la misma etapa recolectados en 2001
y 2003 que llegaron a formar callos blanquecinos; en algunos casos los embriones de
2001 se hincharon y alargaron el doble o triple de su tamafio y finalmente todos se
oxidaron. Asi mismo, se observd que los embriones en etapa cotiledonaria de los 3 afios
de recoleccion respondieron de igual forma, indistintamente de la procedencia.

- R v 1 i iti MS).

Los embriones cultivados sobre el medio SH formaron un callo blanquecino de
consistencia friable y en algunas ocasiones se observd la formacion de tejido de
consistencia mucilaginoso que poco después se hizo friable. También, algunos callos
obtenidos en el medio SH crecieron mas de 2 cm de didmetro lo cual demuestra una
abundante proliferacion celular.

Se observo que los embriones cultivados sobre el medio MS formaron un callo
blanquecino mucilaginoso, este tipo de tejido se hizo evidente después de 15 dias de
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cultivo; cabe mencionar que fue menos prolifico y el proceso de oxidacion fue mas rapido
con respecto al callo friable obtenido con SH.

- e Iti i i

Se intentd establecer cultivos liquidos de P. macrolepis utilizando el medio de cultivo SH
con diferentes condiciones descritas en la tabla 6 (tratamientos G, H e I). Se utilizaron
callos blanquecinos de consistencia mucilaginosa y friable, obtenidos a partir del cultivo
de embriones cigéticos en diferentes etapas de desarrollo que fueron colocados en medio
liquido en agitacion; sin embargo, no se observo que los callos se disgregaran, al
contrario, adquirieron una consistencia compacta y después de 20 dias (aprox.) de cultivo
comenzaron a oxidarse (Fig. 17 J)

- Oxi ion ji i

El proceso de oxidacion se presentd en todos los embriones y callos de este trabajo,
iniciando con la presencia de un tono amarillento que se tornd café claro, hasta llegar a
ser café oscuro en la superficie de los explantes; este proceso tardé alrededor de 8
semanas. Para intentar retardar y evitar la oxidacion se realizaron diferentes ensayos:
basicamente consistieron en probar diferentes condiciones en el medio de cultivo. Estas
condiciones estuvieron en funcién de la adicion de agentes antioxidantes como:
polivinilpirrolidona (PVP), acido citrico y ascérbico, carbon activado y RCV (Tabla 6).

PVP.

La concentracion inicial de PVP utilizada en los medios nutritivos fue de 0.250 g/I; esta
concentracion se aumentd a 0.300 g/l (tratamientos F y G; tabla 6), observando que los
callos se oxidaron mas rapido.

Acido citrico, ascérbico y carbén activado.
Con la adicién de estos agentes (tratamiento A; Tabla 6), el proceso oxidativo de los
explantes se retras6 de 2 a 3 semanas, aunque no se logré detener.

RCV.

Los embriones se mantuvieron en oscuridad durante 12 y hasta 16 meses en los medios
nutritivos adicionados con reguladores de crecimiento. Cuando los callos (obtenidos a
partir de los embriones cigdticos en cultivo) fueron subcultivados en medios libres de RCV
se oxidaron velozmente; por tal motivo los subcultivos se realizaron en medios nutritivos
adicionados con 50% y 100% de la concentracidn original de cada tratamiento de RCV
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(tratamientos D y E; Tabla 6), observando que, al igual que con la adicion de acido
citrico, ascorbico y carbon activado el proceso de oxidacion se retardd de 3 a 4 semanas,
principalmente con la concentracion al 100%, aunque no se detuvo. Conjuntamente, se
usaron recipientes mas grandes que las cajas de Petri normales (Fig. 17 K), tales como
frascos Gerber® (Fig. 17 L) y cajas Magenta®, no obstante, no se presento ninguna
diferencia entre el uso de estos recipientes.

Sobre algunos callos cultivados en el medio SH (Fig. 17 G), después de 5 o 6 meses
comenzaron a formarse unas finas estructuras alargadas y translucidas (Fig. 17 H e 1),
que recuerdan la formacion de ES de algunas especies. En esta investigacion los callos
que presentaron estas estructuras fueron originados a partir de embriones en etapa
cotiledonaria, en los tratamientos I y VIII (Tabla 14). Callos que presentaron estas
estructuras fueron sometidos a un proceso histoldgico para verificar con exactitud de que
se trataba.



72

9.4- Discusion cultivo de embriones cigéticos.

Se sabe que la respuesta morfogenética de un explante en cultivo estd determinada por
un sin fin de factores entre los que destacan su estado fisiol6gico, la época en que ha sido
recolectado, el estado fisioldgico de la planta madre, la informacion genética y las
condiciones de cultivo. Entre estas Ultimas destacan el medio de cultivo, RCV
(concentracion, tipo, combinacién), agentes solidificante, temperatura, pH, humedad e
iluminacion. Si alguno de estos factores no es considerado, es posible que el explante
muera, o que no se obtenga la respuesta deseada (Murashige, 1974; Thorpe y Patel
1984; Pierik, 1987; Tautorus et al., 1991; Thorpe et al., 1991; George, 1993; Monnier,
1995). Los tipos de respuesta observados en esta investigacion estuvieron en funcion de
la combinacion de varios de estos factores.

- Testigo.

A pesar de la falta de iluminacion los embriones cigdticos testigo germinaron como una
planta normal, pero se oxidaron y murieron antes de formar primordios foliares. Esta
misma respuesta se ha observado en investigaciones anteriores en donde se cultivaron
embriones cigéticos maduros, no obstante, debido a las condiciones de iluminacion estos
germinaban originando una plantula completa normal (Monjaras, 2001). La luz es un
factor fisico del medio ambiente del cultivo, ésta tiene un efecto sobre el desarrollo
organizado de un tejido in vitro (Thorpe y Patel, 1984).

Es importante considerar la intensidad, calidad y la duracion del fotoperiodo, los cuales
dependen de las necesidades de cada especie (Binding y Krumblegel-Schroeren, 1984;
Murashige, 1974). Para el caso de P. menziesii, se ha reportado que los vastagos crecen
mejor si son expuestos a un fotoperiodo de 16 h luz (Bonga y von Aderkas, 1992),
utilizando generalmente luz blanca, fria.

Por otro lado, la falta de luz ocasion6 un rapido crecimiento en los embriones (alcanzando
una longitud de 2 cm); estos fueron mas largos en comparacién -a lo observado por
Monjaras (2001). Jagannathan y Marcotrigiano (1986, fide George, 1993), reportaron que
colocar, en oscuridad durante 2 o 3 dias a brotes adventicios antes de ser disectados
ayuda a alargar hipocoétilo y cotiledones.
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- _Protocolos establecidos para la obtencidn de embriogénesis somatica del género
Pse t a.

A pesar de haber repetido las condiciones sefialadas para la obtencion de ES de P.
menziesii (Aboel-Nil, 1987; Durzan y Gupta, 1987), los explantes de P. macrolepis no
respondieron de ninguna forma.

Es importante mencionar que existen gran cantidad de protocolos para la obtenciéon de
plantulas completas mediante micropropagacion in vitro, algunos de ellos varian en
muchos aspectos tales como condiciones de iluminacion, temperatura, medios nutritivos,
concentraciones de RCV, agente solidificante, etc.; sin embargo, se ha reportado que las
condiciones necesarias de cultivo son distintas para cada especie y en muchos casos para
cada explante (aun de la misma especie) (Thorpe y Harry, 1991; George, 1993); por tal
motivo, no es posible generalizarlos. Aunque, es conveniente considerar ciertas
recomendaciones dependiendo de la especie con la que se trabaje.

- Megagametofitos.

En este trabajo no se observé alguna respuesta de este explante, a pesar de que fueron
cultivados tanto megagametofitos sin embrion, embriones en contacto con
megagametofitos, como megagametofitos intactos; esto pudo deberse a las condiciones
de cultivo, probablemente las condiciones a las que fueron sometidos no fueron
favorables para la proliferacion de tejido embriogénico.

Con respecto a esto, Mapes y Zaerr (1981) demostraron que en P. menziesii el
megagametofito juega un papel importante en el crecimiento de los embriones cultivados
in vitro; también, se ha observado que la induccion de ES de algunas especies de Pinus
ha sido exitosa cuando los megagametofitos intactos son cultivados. Asi mismo, Becwar
et al. (1990) reportaron la formacion de ES a partir del cultivo de megagametofitos
intactos de Pinus tadea que se originaron a partir del embrién cigético y comenzaron a
ser empujados, hasta salir del megagametofito. Asi mismo, Percy et al. (2000) cultivaron
megagametofitos inmaduros intactos para la inducciéon de ES de Pinus monticola Dougl.;
por otro lado, Durzan y Gupta (1987) cultivaron embriones inmaduros de P. menziesii
unidos al megagametofito mediante el suspensor observando un alto porcentaje de
masas de embriones y suspensores.
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Es posible que al probar otras concentraciones y combinaciones de RCV y otras
formulaciones de sales minerales se observe la formacion de tejido embriogénico a partir
de megagametofitos de P. macrolepis, ya que se ha reportado la induccién de ES a partir
del cultivo de megagametofitos intactos de Larix decidua (Nagmani y Bonga, 1985 fide
Attree y Fowke, 1993; Lelu et al., 1993; Gupta y Grob, 1995), Abies alba (Schuller et al.,
1989 fide Gupta y Grob, 1995), entre otras coniferas y de otras gimnospermas como
Ceratozamia mexicana, C. hildae, Zamia fischeri, Z. furfuracea, Z. pumila y Encephalartos
dyerianus (Chavez et al., 1992a; 1992b; 1992c; Jager y van Staden, 1996).

- Respuestas segtin la procedencia de la semilla.

Es posible que la diferencia en la respuesta en los tratamientos I y V, entre los afios 2001
y 2002-2003 de recoleccion estén influenciados por informacion genética de la planta; se
ha reportado que el crecimiento y desarrollo de 6rganos in vitro estan mas influenciados
por el genotipo que por cualquier otro factor, ya que éste determina que forma tendrd la
planta, a qué temperatura Optima va a crecer, etc. (Pierik, 1987). En general, se sabe
que los fenotipos son dependientes de los efectos causados por la interaccion del medio
ambiente y la carga genética. Los efectos de este factor pueden representar, una de las
mayores restricciones en la utilizacion de las técnicas de cultivo de tejidos vegetales
(George, 1993).

- Respuesta segun el medio nutritivo (SH y MS).

La eleccion del medio de cultivo es de gran importancia ya que tanto la respuesta
morfogenética como el crecimiento y la sobrevivencia del explante son afectadas por la
composicion de éste. En este trabajo se observd que le medio de cultivo no influyo de
manera determinante en la respuesta de los embriones cultivados.

Se ha reportado que la embriogénesis somatica en coniferas es iniciada exitosamente en
el mismo medio nutritivo utilizado para inducir organogénesis, siempre y cuando se trate
de la misma especie (Bonga y von Aderkas, 1992), por esta razén durante los cultivos de
2001 y 2002 se usé el medio nutritivo SH, que se habia utilizado exitosamente en
trabajos anteriores (Galindo-Flores, 1996; Garcia-Campusano 1999; Monjaras, 2001;
Garcia-Campusano, 2003). No obstante, debido a que sélo se observé la formaciéon de
algunos centros de apariencia meristematica en el cultivo de 2003 se utilizé6 el medio SH y
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el MS, con el propdsito de verificar si se presentaba algin tipo de respuesta en el medio
MS diferente al que se habia presentado con el medio SH.

Al igual que Durzan y Gupta (1987) el medio MS utilizado en 2003 fue adicionado con
hidrolizado de caseina (100 mg/l) y glutamina (400 mg/l) (cabe sefnalar que dichos
autores no mencionan las concentraciones que utilizaron, por lo cual, para este trabajo se
tomaron las concentraciones usadas en el medio B5 modificado por Litz; apéndice 2). El
hidrolizado de caseina y la glutamina han sido utilizados, adicionados a los medios
nutritivos para la iniciacion y mantenimiento de callo embriogénico, y para el crecimiento
de ES para coniferas tales como P. menziesii (Durzan y Gupta, 1987).

Simola y Santanen (1990 fide Feirer, 1995) reportaron que la omision de hidrolizado de
caseina (100 mg/l), glutamina (0.5 mM) y arginina (0.25 mM) disminuye el desarrollo de
callo blanquecino, embriogénico de Picea abies. Contrario a esto, en esta investigacion se
observd que los embriones cultivados en medios que contenian hidrolizado de caseina y
glutamina crecieron menos con respecto a los que fueron cultivados en medios que no lo
contenian. Es necesario realizar mas investigaciones al respecto.

Es importante mencionara que los callos que fueron subcultivados en medio Litz no
presentaron ningun cambio importante en comparacién a los callos mantenidos en los
medio SH y MS; el medio Litz se utiliz6 debido a que contiene una concentraciéon mayor
de nitr6geno en comparacion al los medio SH y MS y se ha observado que la adicién de
estas fuentes de nitrogeno estimula el crecimiento del callo blanquecino, embriogénico
(Feirer, 1995), no obstante este evento no se presentd en los callos de P. macrolepsi
cultivados en este trabajo, no obstante es recomendable realizar mas estudios utilizando
diferentes medios de cultivo que contengan diversas concentraciones de nitrégeno.

- Respuestas de cultivos en medio liquidos.

Este tipo de cultivos es de gran importancia en embriogénesis somatica, ya que se ha
reportado que con cultivos liquidos el desarrollo de células se hace mas sincronizado; asi
mismo, para estimular el crecimiento de ES en muchos casos es necesario transferir los
cultivos a un medio nutritivo liquido y realizar subcultivos cada 7 dias (Durzan y Gupta,
1987; Stasolla y Yeung, 2003). Entre las alternativas para disminuir el proceso de
oxidacion en los tejidos cultivados in vitro se encuentra el establecimiento de cultivos en
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medios liquidos que ademds de aumentar la sobrevivencia, disminuyen
considerablemente este proceso (Dalal et al., 1992; Taber et al., 1998).

En este trabajo se cultivaron algunos callos obtenidos en medio SH liquidos,
lamentablemente los callos no se disgregaron y se oxidaron por lo cual fueron eliminados.
Se ha reportado que para obtener un alto porcentaje de proliferacion de masas tejido
embriogénico se recomienda el uso de medios liquidos; con este propdsito Durzan y
Gupta (1987) cultivaron callos mucilaginosos de P. menziesii en el medio de cultivo DCR
adicionado con 2,4-D (5 uM), K (2 uM) y BAP (2 uM), observando el desarrollo de
proembriones; sin embargo no describen el proceso mediante el cual se originaron estas
estructuras embriogénicas.

- Oxidacion de los tejidos.

Laukkanen, (1999) menciona que la oxidacion de los tejidos ha sido el mayor
impedimento para el cultivo in vitro de plantas, la adicion de los cultivos con carbén
activado, acido «citrico y ascorbico y de agentes antioxidantes tales como
polivinilpirrolidona (PVP) no han logrado disminuir la incidencia de este problema.

En este trabajo se incrementé la concentracion de PVP de 250 mg/l a 300 mg/l y se
realizaron subcultivos en menores periodos de tiempo (cada 15-20 dias) sin observar
ninguna disminucion. Se observé que con cada subcultivo los callos se oxidaban mas
rapido, probablemente a causa del estrés que este proceso les ocasionaba, aunado a
esto, se ha reportado que cuando los subcultivos tardan mas de 15 dias el callo
embriogénico se convierte en no embriogénico (Durzan y Gupta, 1987).

La oxidacion es causada por altas cantidades de peroxidasa (POD) y polifenoloxidasa
(PPO), enzimas que intervienen en el desarrollo de la planta (en bajas cantidades). El
incremento de cantidades de estas dos enzimas estd ocasionada por dafio celular,
desérdenes nutricionales, exposicion a ozono, contaminacion, radiacidn, infecciones y
salinidad alta. Las PODs con las PPO oxidan fenoles primarios a quinoles, después a
taninos condensados y por ultimo a polimeros cafés (Laukkanen et al., 1999). Este
fendmeno se observé en los callos de P. macrolepis siendo esta una probable causa de la
presencia de cantidades considerables de taninos condensados en las células de callo
observadas en los cortes histologicos. También se ha observado que las altas
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concentraciones de PODs y PPO reducen el desarrollo y detienen el crecimiento de ES
(Laukkanen et al., 1999).

Por otra parte, se ha reportado que los recipientes de cultivo pueden influir en la
oxidacion debido al tamafio y la concentracion de oxigeno y otros gases que pueden
contener (George, 1993), por tal motivo se usaron ademas de cajas de Petri, frasco
Gerber® y cajas magenta® observando los mismos ritmos de oxidacion en comparacion
a las cajas de Petri.

- Aparicion de tricomas.

Los tricomas son prolongaciones formadas a partir de la epidermis, en algunos casos
funcionan como glandulas y son denominados pelos (Burguess, 1985). En algunos callos
cultivados en este trabajo se observd la formacion de tricomas (estructuras alargadas y
translucidas) parecidos a los reportados en algunas investigaciones de embriogénesis
somatica tales como: Picea mariana (von Arnold y Hakman, 1988 fide Tautorus et al.,
1991), Picea glauca (Attree y Fowke, 1993), P. menziesii (Gupta el al., 1995); no
obstante, en dichos trabajos estas estructuras adquirieron una coloracién crema por la
acumulacion de sustancias, principalmente almidones, en donde se origina el cuerpo del
embrién evento que no fue observando en los filamentos hialinos presentados en callos
cultivados de este trabajo. Cabe senalar que los callos de P. macrolepis que presentaron
estas estructuras fueron analizados histolégicamente para comprobar que se trataba de
tricomas (Fig. 18 F-H), sin embargo, al parecer estas finas estructuras se perdieron
durante el proceso ya que al realizar los cortes no se observaron; por esta razon se
realizaron preparaciones in vivo observando que se trataba de células cuyas divisiones

fueron en 2do. plano formando estructuras alargadas.
- Radicula.

En general se observd que la radicula se oxid6é y desprendié del embridn, esto mismo ha
sido observado anteriormente (Laurain et al., 1996; Garcia-Campusano, 1999, 2003;
Monjaras, 2001); Garcia-Campusano (2003) observd para embriones maduros de P.
macrolepis, que se forman regiones meristematicas en la zona del cdértex que rodea al
meristemo radicular, sin embargo la porcion de la cofia degenera. Una posible explicacion
a esto puede ser que al no originarse una radicula no se generan células destinadas a
formar la cofia y por ello degenera (Garcia-Campusano, 2003).
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RCV

Entre los factores mas importantes en el cultivo in vitro se encuentra la presencia de RCV,
estos determinan en gran medida el tipo de respuesta morfogenética del explante y son
sustancias que actian como sefales en la promocion de la expresion de genes que
resultan en una respuesta bioquimica y/o fisiolégica (Davies, 1990; Arteca, 1996). De
éstos, las auxinas y las citocininas han sido los mas estudiados debido a que se
encuentran involucrados en la division y diferenciacion celular de los cultivos vegetales
(Hall, 1976; George, 1993). Se ha observado que la division celular parece estar regulada
por la acciéon conjunta de los dos, aparentemente cada uno parece estar influenciando
diferentes fases del ciclo (George, 1993).

En este trabajo se probaron diferentes concentraciones de la combinacion de acido 2,4-
Diclorofenoxiacético y Kinetina en diferentes concentraciones observando dos tipos
diferentes de respuesta: organogénesis y formacion de callo blanquecino. Se ha reportado
que la interaccion de estos RCV en el cultivo in vitro, morfogenéticamente induce
diferentes tipos de respuesta dependiendo de la relacion en que se encuentren. Se ha
observado que la formacion de érganos adventicios generalmente requiere de la adicién
de auxinas mas citocininas; la concentracion de cada uno difiere de acuerdo con el tipo de
planta y el érgano u 6rganos que se pretendan obtener. De esta forma, para obtener
raices, en la induccion de callo en monocotiledoneas y para la primera etapa de
embriogénesis somatica, se requiere una mayor adicion de auxinas con relaciéon a la de
citocininas. En cambio, para inducir la formacion de brotes adventicios (organogénesis) e
iniciacién de callo en dicotiledoneas y para la iniciacion y proliferacion de brotes axilares
en cultivo, se requiere una mayor adicion de citocininas con relacion a la de auxinas
(George, 1993).

9.4.1- Organogénesis.

Para P. macrolepis se han realizado diversos trabajos de micropropagacion para la
obtencién de brotes adventicios via organogénesis, utilizando diferentes combinaciones y
concentraciones de RCV, principalmente ANA, 2,4-D, BA y Kinetina, la condicion general
es la concentracion de citocininas considerablemente mas alta en comparacién a la de
auxinas (Galindo-Flores, 1996; Garcia-Campusano 1999; Monjardas, 2001; Garcia-
Campusano, 2003); esto mismo se observa en la mayoria de los trabajos reportados para
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la obtencién de brotes adventicios en otras especies de coniferas (Thorpe y Harry, 1991;
Thorpe et al., 1991; Bonga y von Aderkas, 1992; George, 1993).

En este trabajo se observd que a concentraciones entre 0.5 y 1 mg/l de 2,4-D en
combinacién con 0, 0.5, 1 y 2 mg/! de kinetina (Tabla 5a) se dio un proceso de formacién
de brotes adventicios, via organogénesis directa. Se ha reportado que la adicion de
auxinas en algunos casos incrementan el proceso organogenético, tal es el caso de P.
menziesii (Cheng, 1977). No obstante, en trabajos como el realizado con P. macrolepis se
ha observado un resultado indistinto, entre la adicion Unicamente de citocininas o la
combinacidén citocininas-auxinas ya que con un tratamiento que no contenia auxinas (2,4-
D/K 0/5 mg/l) se obtuvo la misma respuesta que los que si contenian este regulador; en
este caso, el factor determinante para la obtencion de brotes adventicios fueron las
citocininas (Monjards, 2001).

A diferencia de lo observado durante la segunda semana de cultivo en trabajos previos
(Monjaras, 2001), con respecto al aumento de la longitud de los embriones de P.
macrolepis que fue de 4.5 a 7.0 mm, en este trabajo el crecimiento de los embriones fue
mas lento, esto probablemente debido a la ausencia de luz y a la diferencia en la
concentracion de RCV. ESTA

I Wal W U
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De la misma manera, la formacién de brotes en este caso fue enti'e dos‘y cuatro semanas
mas lenta, y la cantidad de protuberancias nodulares formadas fue menor que en trabajos
antes realizados, probablemente debido a la diferencia en las concentraciones de los
reguladores de crecimiento, principalmente citocininas, ya que anteriormente se utilizaron
concentraciones entre 3 y 5 mg/l y la fotoperiodo (Monjaras, 2001), concentraciones que
en trabajos previos se habian determinado como dptimas para la obtencion de brotes
adventicios de P. macrolepis (Galindo-Flores, 1996; Garcia-Campusano, 1999), y en el
presente trabajo se usaron concentraciones entre 0.5 y 2 mg/l de citocininas. Cabe
sefialar que a pesar de que ya se habia “optimizado” la técnica de obtencién de brotes
adventicios (Galindo-Flores, 1996; Garcia-Campusano, 1999; Monjaras, 2001) se decidid
comprobar si se podrian utilizar concentraciones menores a las ya probadas.

Ademads de la escasa y lenta formacion de protuberancias nodulares y brotes, otro de los
problemas presentados por los embriones cultivados fue que no desarrollaron los brotes,
quizads debido a que los embriones fueron mantenidos en condiciones de oscuridad por
mads de 8 semanas, al cabo de las cuales los embriones se encontraban cloréticos; y a
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pesar de que posteriormente fueron pasados a condiciones de iluminacién, murieron. Es
posible que las condiciones de luz a las cuales los embriones fueron expuestos no hayan
sido adecuadas ya que se ha observado que la calidad de la luz es muy importante para
el desarrollo de hojas y del aparato fotosintético, (Seebg et al., 1995). Se ha observado
en algunos casos que la oscuridad en las primeras etapas de induccién de brotes de
algunas especies es favorable (George, 1993). Al parecer para P. macrolepis no lo fue, o
el tiempo de oscuridad fue demasiado prolongado.

Esto también pudo ser el resultado de una exposicion a los RCV, puesto que se ha
observado que después de un largo periodo de exposicion a las citocininas la
acumulacion de polipéptidos fotosintéticos y clorofila disminuye, lo cual coincide con una
alteracion del desarrollo de la membrana de los tilacoides en los plastidios de las células
que se encuentran en contacto con el medio de cultivo que contiene citocininas (Mazari y
Camm, 1993).

Al parecer, un factor importante y determinante para la formacion de brotes adventicios
de P. macrolepis es la presencia de luz durante el proceso, situacidn que puede ser
constatada con los trabajos realizados anteriormente en donde este proceso
morfogenético se ha realizado con un fotoperiodo de 16 horas luz (Galindo-Flores, 1996;
Garcia-Campusano, 1999; Monjaras, 2001; Garcia-Campusano, 2003).

- El problema, enraizamiento.

Se sabe que la organogénesis es la técnica preferida para la micropropagacion de arboles
maderables ya que con ella se han obtenido resultados satisfactorios. La etapa de
enraizamiento representa una de las principales limitantes para la micropropagacion de
algunas especies, principalmente de coniferas. En el caso de P. macrolepis, a pesar de la
optimizacién del proceso de obtencion de brotes adventicios, el enraizamiento sigue

representando una de las principales limitantes para su micropropagacion.

Garcia-Campusano (1999), Monjards (2001) realizaron trabajos de enraizamiento para P.
macrolepis, utilizando diferente concentraciones de RCV, principalmente auxinas como
ANA, AIB, Citowin 500® y Radix 10000®; diferentes sustratos como puentes de papel
filtro, mezcla de turba-vermiculita, Phytagel®, agar; diferentes condiciones de incubacion
(19°C, 22°C y 24°C); sin embargo, a pesar de los esfuerzos realizados solo se obtuvieron
3 raices de manera espontanea y no se ha logrado establecer un protocolo adecuado para
la obtencion de raices adventicias in vitro en esta conifera.
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Haissig et al. (1992), mencionan que esta problematica puede ser resuelta si se
encuentran los controles del enraizamiento a través de estudios genético-moleculares ya
que este proceso es de gran importancia y no existe mucha informacion del
enraizamiento in vitro de plantulas obtenidas mediante organogénesis. No obstante es
posible realizar otros estudios, modificando concentraciones y combinaciones de RCV,
sustratos, medios nutritivos, etc.

- Solucién: éembriogénesi Atica?

Mientras se dilucidan los controles que dirigen el proceso de enraizamiento in vitro, una
de las posibles soluciones a esta problematica es la embriogénesis somatica ya que con
esta técnica es posible obtener embriones bipolares; ademas, ofrece ventajas
significativas para la produccidon de plantas a gran escala en la silvicultura, principalmente
debido al potencial de velocidad de multiplicacion y a los bajos costos por planta (Aboel-
Nil, 1987; Atrree y Fowke, 1991; Thorpe y Harry, 1991). Sin embargo, se obtiene con
poca frecuencia en comparacion con otros métodos de regeneracion, particularmente en
especies maderables (Thorpe y Harry, 1991), ya que su éxito depende muchas veces del
uso de embriones cigdticos inmaduros como explantes (Dunstan, 1988 fide Thorpe vy
Harry, 1991). Para P. macrolepis esta técnica ofrece una alternativa de gran importancia
ya que los métodos convencionales de propagacion (como la siembra de semillas en
vivero) no han tenido buenos resultados y a que no se ha logrado su enraizamiento in
vitro.

9.4.2- Formacion de callo blanquecino.

Varios autores han reportado la aparicion previa a la formacion de ES de un “callo”
blanquecino, de consistencia mucilaginosa y/o friable (Tautorus et al., 1991; Bonga y von
Aderkas, 1992; Attree y Fowke, 1993; von Arnold et al., 2002), que no es mas que una
masa de tejido embriogénico con masas de embriones y suspensores. Debido a que la
formacion de callo embriogénico en coniferas se ha reportado a partir de
megagametofitos y embriones en etapa precotiledonaria y cotiledonaria, en esta
investigacion se intent6 la obtencién de ES con estos explantes.
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Embriones.

- Embriones r il naria:

En los ultimos afios, se han realizado diversos trabajos de embriogénesis somatica con
gimnospermas usando como explantes principalmente embriones cigéticos inmaduros,
debido a que se ha observado que mientras mas joven sea el explante mas facil resulta
inducir la embriogénesis somatica (Bonga y von Aderkas, 1992). A este respecto, se ha
reportado que la mayoria de los trabajos para la obtencion de ES de P. menziesii y
especies de Pinus han sido obtenidos con embriones en etapa precotiledonaria (Durzan y
Gupta, 1987).

En este trabajo se cultivaron embriones en las primeras fases de esta etapa, recolectados
durante el 2003 en la localidad de San Juan Terrenote, sin embargo, no presentaron
cambio alguno, esto pudo deberse a que hayan muerto poco después de haber sido
disectados y cultivados.

Con respecto a esto, Monnier (1995) menciona que al romperse o danarse el suspensor
del embrion es posible que ciertas sustancias indispensables para el desarrollo del
embridon se filtren al medio de cultivo o que exista una rdpida penetracion de sales
minerales ocasionado necrosis, la cual comienza por el suspensor y la radicula y mas
tarde se da la muerte completa del embrion. Es posible que el suspensor en los
embriones cultivados en este trabajo haya sido dafado debido a que fue usado para
sujetar al embridn durante el proceso de diseccion y cultivo.

También, se ha reportado que embriones demasiado jovenes mueren horas después de
haber sido cultivados, a causa de que en un principio el megagametofito proporciona
proteccidn y substancias especiales que probablemente no se encuentran en el medio de
cultivo (Monnier, 1995).

Los embriones que formaron callo fueron recolectados durante la segunda quincena del
mes de julio; sin embargo, hay que considerar que no es conveniente relacionar la fecha
de recoleccion con el estado de desarrollo de los embriones ya que el estado de desarrollo
del embridn varia dependiendo del clima, localizacion del arbol donador, la posicion del
cono en el arbol y de la semilla en el cono (Nagmani et al., 1995); por esto es acertado
mencionar que los primeros embriones cultivados en este trabajo que respondieron se
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encontraban en etapa precotiledonaria; tenian forma globular a ovalada, en donde no se
distinguian cotiledones ni hipocétilo, con longitudes de 0.4 y 0.7 mm; la porcién superior
del cuerpo del embrion con una coloraciéon blanquecina, textura lisa, consistencia
compacta y apariencia himeda; suspensor hialino largo.

La formacion de callo blanquecino en embriones en etapa precotiledonaria, empezé6 a
aparecer después de 15-20 dias de cultivo. Durzan y Gupta (1987) reportaron la
aparicion de callo embriogénico después de 12 o 15 dias de cultivo a partir de embriones
en esta misma etapa. Sin embargo, no fue posible detectar la presencia de tejido
embriogénico en los callos cultivados de P. macrolepis; es posible que el potencial
embriogénico se haya perdido debido a los periodos largos de subcultivo. Ya que los
embriones pasaban 3 0 4 meses en el mismo medio antes de ser transferido a un medio
sin RCV.

Cabe mencionar que la mayoria de los callos obtenidos en este trabajo fueron de color
blanco. Poco se ha reportado con respecto a la coloracion de los callos embriogénicos, sin
embargo, se ha observado que los callos de color blanco no son embriogénicos en
contraste a los de color amarillento (Tautorus et al., 1991; Attree y Fowke, 1993; Mauri y
Manzanera 2003). Esta observacion es un indicativo de que el callo blanquecino obtenido
a partir del cultivo de la mayoria de los embriones de P. macrolepis en este trabajo no
fueron embriogénicos. También es posible que esta caracteristica se perdiera en algin
momento del cultivo, ya que se observaron algunas estructuras que recordaban las
primeras etapas de la formacion de ES; tales como filamentos hialinos alargados y
muchas veces ramificados.

- Embriones en a il naria:

Pocos han sido los reportes de embriogénesis somatica utilizando como explantes para
induccion embriones en etapa cotiledonaria; en coniferas existen reportes solo en
especies de los géneros Abies, Picea y Pinus (Attree y Fowke, 1993; Gupta y Grob, 1995).

En este trabajo se logr6 observar la formacion de centros meristematicos en callos
obtenidos a partir de embriones cigdticos en etapa cotiledonaria; es probable que esto
mismo haya sido observado por Durzan y Gupta (1987), quienes obtuvieron 0.1% de
tejido embriogénico a partir del cultivo de embriones de P. menziesii en esta misma
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etapa; sin embargo, estos autores no describen en cuanto tiempo o como se desarrolla
este tipo de tejido.

No obstante, el proceso embriogénico probablemente se detuvo; este mismo hecho se
observé en Cryptomeria japonica (Ogita et al., 2001).

- Anadlisis Histoldgico:

Muchos has sido los reportes de embriogénesis somatica en gimnospermas (Chavez et.
al., 1992 a, b y c; Norstog y Rhamstine, 1967 fide Attree y Fowke, 1993; Attree y Fowke,
1991; Tautorus et al., 1991; Raemakers et al., 1999), sin embargo, ninguno ha sido
respaldado con estudios histolégicos detallados. La gran mayoria de estos reportes
presentan estudios histoldgicos (en algunas ocasiones poco confiables) de los ES para
comprobar que realmente los obtuvieron; tal es el caso de Pseudotsuga menziesii (Durzan
y Gupta, 1987), Picea omorika (Budimir y Vujiéié, 1992), Ceratozamia mexicana var.
robusta (Chavez, 1993) y Cryptomeria japonica (Ogita et al., 2001). Filonova et al.
(2000) demostraron que los ES de Picea abies se desarrollan a partir de masas
proembriogénicas que pasan a través de una serie de etapas que se distinguen por tener
cierta organizacion y namero de células, siendo este el unico trabajo que intenta dar una

posible explicacion del proceso embriogénico, al menos para coniferas.

A causa de la escasez de informacién, se sabe muy poco del origen y desarrollo de ES,
por lo que es dificil saber si se esta siguiendo el camino correcto cuando se realizan
estudios histoldgicos de callos blanquecinos parecidos a los reportados en embriogénesis
somatica; este es el caso de Pseudotsuga macrolepis.

Al examinar los cortes histologicos realizados a partir de callos de P. macrolepis se
observd que en todos los callos analizados habia grandes células parenquimaticas, con
grandes vacuolas (que en algunos casos contenian compuestos fenélicos) que relegan al
nucleo a la periferia, sin un arreglo y grandes espacios intracelulares; al parecer este tipo
celular es comun en callos sometidos a tratamientos embriogénicos. Este tipo de células
ha sido observado en tejido no embriogénicos y frecuentemente relacionado con tejido
embriogénico de muchas especies entre las que se encuentran Pseudotsuga menziesii
(Durzan y Gupta, 1987); Ceratozamia mexicana var. robusta (Chavez, 1993) y
Cryptomeria japonica (Ogita et al., 2001). Algunas ocasiones estas células
parenquimaticas se encontraban formando grupos parecidos a los centros meristematico;
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Pelletier y Laliberté (2000 fide Garcia-Campusano, 2003), describieron la formacién de

nddulos parenquimaticos, sin embargo no mencionan su potencial morfogenético.

Asi mismo, se observé una cantidad considerable de células parenquimaticas con
inclusiones, probablemente taninos, esto principalmente en las superficies del explante y
rodeando centros meristematicos; esto mismo fue observado por Garcia-Campusano
(2003) en cultivos de embriones maduros de P. macrolepis. Aparentemente la presencia
de taninos en células parenquimaticas es comin en el cultivo de coniferas (Cheah y
Cheng, 1978; Harry y Thorpe, 1994; Lopez-Escamilla, 2000) y puede estar relacionada a
diferentes procesos del cultivo in vitro (como oxidacién) asi como a una respuesta al
ambiente proporcionado.

Por otro lado, en callos de consistencia compacta y sin espacios intercelulares fue posible
observar algunas células meristematicas, algunas en division, dispersas en la mayoria de
los casos y algunos centros meristematicos (constituidos por tres o mas células) que
pudieran ser el origen de ES. Williams y Maheswaran (1986) mencionan que todos los
proembriones son derivados de células meristematicas en division, pequefias, con
citoplasma denso, nucleo prominente y pequenas vacuolas. No obstante, en este trabajo
no se puede asegurar que se tratara de las primeras etapas de embriogénesis somatica,
si no mas bien, al igual que para Cryptomeria japonica (Ogita et al., 2001), podria ser
sefial de que un proceso de embriogénesis se inicié y luego se perdié esa capacidad en
estas células para formar ES.

Para el caso de embriogénesis somatica de especies como Larix decidua y Cryptomeria
japonica, se describieron grupos de células meristematicas (cuerpo del embridn)
subtendidas por células alargadas que dan origen al suspensor, estructura comun en
coniferas, que en este caso no se observaron. Por otro lado, a pesar de que se
encontraron células citoplasmicas en mitosis, no se observé el desarrollo de cabezas
embrionales y suspensores, evento reportado para Cryptomeria japonica (Ogita et al.,
2001). No obstante, morfolégicamente se encontraron estructuras semejantes a las
reportadas para las primeras etapas de embriogénesis somatica que por ser demasiado
fragiles se perdieron durante el proceso histolagico.

Finalmente es conveniente hacer notar que el proceso celular que se observé en este
trabajo fue totalmente diferente al obtenido por Garcia-Campusano (2003) para P.
macrolepis bajo condiciones organogéneticas, quien reporta que a los 90 dias de cultivo
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de embriones maduros la protodermis seguia intacta, con inclusiones y que la forma
general del embrién seguia manteniéndose; en este caso, a los 90 dias de cultivo los
callos obtenidos no recuerdan en nada al explante original, lo cual nos da un indicativo de
que el proceso que se esta dando es diferente al de organogénesis.

- Aparicion de traqueidas.

Las traqueidas son estructuras que sirven a la planta para el transporte de agua y sales
minerales y se encuentran localizadas conformando al xilema; su diferenciacion es
estimulada principalmente por auxinas y se ha reportado que estas estructuras se forman
en cultivos in vitro como respuesta a tratamientos para retardar el crecimiento y en

medios con altas concentraciones de sacarosa (Burgess, 1985).

Al igual que en los cultivos obtenidos para Cryptomeria japonica (Ogita et al., 2001) en
algunos callos blanquecinos mantenidos en oscuridad asi como en algunos callos verdes
mantenidos en penumbra, se formaron traqueidas de novo.

Cabe sefalar que en embriones maduros de P. macrolepis cultivados en un medio
nutritivo para inducir organogénesis directa, se encontraron traqueidas diferenciadas de
novo (Garcia-Campusano, 2003), en dicho trabajo se menciona que pudieron formarse
como respuesta al tratamiento con auxinas y que su formacion pudo ser consecuencia de
la formacién de meristemos apicales. Asi mismo, en cultivo de callos de Pelargonium, se
asoci6 a las etapas tempranas del desarrollo de yemas apicales (George, 1993). En este
caso, no se supo si la formacion de traqueidas pudo haber sido el antecedente de la
formacion de alguna estructura debido a que los callos se oxidaron y murieron, ademas,
no se observd su asociacion a ninguna estructura en particular.

Recapitulando

Lamentablemente, durante los Ultimos 15 afios los estudios del mejoramiento del proceso
de embriogénesis somatica han estado dirigidos principalmente a las etapas de
maduracion y germinacion de embriones; razén por la cual no existen muchas
investigaciones que reporten las etapas de induccién, lo que hace dificil establecer las
condiciones de cultivo y en que etapas de desarrollo se debe trabajar para obtener
resultados exitosos.
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Fehér et al. (2003) proponen que condiciones de estrés, tales como la exposicion de los
tejidos a condiciones sub-6ptimas de RCV y/o nutrimentos pueden ser usadas para
inducir la formacion de ES; también sefala que la exposicion a las condiciones
“apropiadas” de estrés provocan un proceso de adaptacion del explante al medio de
cultivo que incluye una reprogramacion de la expresion génica asi como cambios
fisioldgicos y metabdlicos que pueden iniciar un proceso embriogénico. No obstante, si las
condiciones de estrés exceden el nivel de tolerancia celular, el explante muere.

Es posible que la etapa de maduracion de los embriones cultivados en este trabajo, en
interaccion con factores tales como: proceso de recoleccion, desinfeccion y escarificacion
de la semilla; combinacién y concentracion de los componentes de los medios nutritivos,
periodos largos entre cada subcultivo; concentracion, tiempo de exposicion y tipo de RCV;
temperatura; humedad; tipo de recipiente utilizado para cultivo; condiciones nulas de
iluminacién; hayan causado condiciones extremas de estrés en algin punto del cultivo,
razén por la cual, iniciaron un proceso de oxidacion que los llevd a la muerte.

Probablemente, en algunos tratamientos (tales como el I, III, V y VII), las condiciones de
estrés no fueron tan severas antes del primer subcultivo, lo cual permitio la formacion de
algunos centros meristematicos, sin embargo, es posible que después del primer
subcultivo el proceso se interrumpiera debido a las nuevas condiciones a las que fueron
expuestos los explantes lo que ocasiond que se iniciara un proceso de oxidacion y la
muerte de los callos.
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10- CONCLUSIONES

10.1 Recoleccion de material bioldgico.

Se encontraron conos, megagametofitos y embriones en diferentes etapas de
desarrollo y aunque no es conveniente relacionar la fecha de recolecciéon con la etapa
en la que es encontrado el embridn, es importante decir que los primeros embriones
recogidos se presentaron en el mes de julio.

Existe un alto porcentaje de semillas vanas (44.96 %), plagadas (1 %) y atacadas por
roedores, aves e insectos, que disminuyen considerablemente la produccién anual,
aunque este porcentajes es parecido al sefialado para poblaciones de Norte América.
La produccion de conos es variable aun dentro de una misma poblacién, observando
que en una misma localidad hay arboles con buena produccion de semillas (1.7% de
semillas vanas) y otros que tienen hasta el 100% de semillas vanas.

Las condiciones climaticas, al menos durante la duracién de este trabajo, no
influyeron en la producciéon de semilla; atribuyendo la poca produccién de semilla en
algunos arboles a condiciones internas de la planta (como la edad, informacién

genética, etc.) aunado a que no fueron afios semilleros.

10.2 Cultivo de embriones cigéticos.

Los megagametofitos en cultivo no mostraron ninguna respuesta, por lo cual se
recomienda no considerarlos como explante para la inducciéon de embriones somaticos
de P. macrolepis bajo las condiciones de cultivo usadas.

Los primeros embriones de P. macrolepis que respondieron bajo las condiciones de
cultivo a las que fueron expuestas se encontraban en etapa precotiledonaria,
embriones que presentaron coloracidon blanquecina en la porcidn superior y suspensor
largo hialino.

Con concentraciones de 2 y 3 mg/l de acido 2,4-Diclorofenoxiacético se formé callo
blanquecino, parecido al reportado para embriogénesis somatica, independientemente
de las concentraciones de citocininas usadas en esta investigacion.

No se lograron establecer las condiciones adecuadas para la embriogénesis somatica;
sin embargo, se observé que en tratamientos I (2/0 mg/I de 2,4-D/K), III (2/1 mg/I
de 2,4-D/K), V (3/0 mg/l de 2,4-D/K) y VII (3/1 mg/l de 2,4-D/K), se formaron
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células de apariencia meristemdtica que pudieron haber estado en proceso de
formacion de embriones.

# Los subcultivos son de gran importancia, tal vez acortando los periodos entre ellos
seria posible la obtencion de embriones somaticos.

% La oxidacion representa una limitante muy importante en el cultivo in vitro de callos
de P. macrolepis; a pesar de los intentos no se logré establecer un medio adecuado
para controlarla y evitarla.

% Se ha establecido al menos un protocolo para la obtencion de embriones somaticos
para P. menziesii (Durzan y Gupta, 1987); este protocolo se repiti6 para P.
macrolepis, sin obtener los mismos resultados; lo cual corrobora que las condiciones
requeridas para la micropropagacion son distintas para cada especie, cada individuo
de la misma especie y aun para cada explante de la misma especie.

10.3 Conclusion general.

% No se logré obtener embriones somaticos a partir del cultivo de embriones cigéticos
de P. macrolepis bajo las condiciones propuestas, sin embargo, se considera que el
CTV ofrece grandes ventajas para la micropropagacion de especies amenazadas y
dificiles de propagar mediante métodos convencionales tales como esta,
desafortunadamente y a pesar de los grandes avances tecnoldgicos y cientificos estas
técnicas siguen siendo en muchos casos “azarosas” debido a que intervienen muchos
factores que interactian (RCV, luz, medio nutritivo, pH, temperatura, informacion
genética de la planta madre, del explante, etc.), ademas, poco se conoce acerca de
los mecanismos bioquimicos y moleculares asociados con el proceso de induccion de
embriogénesis somatica.

Ademas, es importante considerar que P. macrolepis ha resultado ser muy dificil de
tratar, debido a las condiciones genéticas y de estrés bajo las cuales se encuentran las
poblaciones naturales, las cuales repercuten en su respuesta. Con trabajos como este
se han logrado avances considerables para su propagacion in vitro y es necesario
continuar con estudios que permitan conocer mas acerca de esta especie y
finalmente lograr establecer una técnica para su propagacion que conduzcan a su
recuperacion.
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11- PERSPECTIVAS

El CTV es una herramienta de gran importancia para la recuperacion de especies que se
encuentran amenazadas, lamentablemente en el caso de coniferas (uno de los grupos de
plantas mds antiguo) y en algunas especies como P. macrolepis Flous ha sido dificil su
aplicacion debido, principalmente, a la falta de estudios relacionados al estado fisioldgicos
de la planta madre y del explante, genéticos relacionados con la expresidon de genes en
diferentes etapas de desarrollo de los explantes, expresion de genes relacionados con los
RCV, etc.

La embriogénesis somatica, es de gran importancia por las ventajas que ofrece, una de
las mas importantes es la obtencion de embriones bipolares. No obstante, ha resultado
ser una técnica dificil de dominar ya que cada especie tiene requerimientos especificos y
las condiciones de cultivo son diferentes para cada una de ellas y a veces aun para cada
individuo.

En el caso de P. macrolepis se han obtenido avances considerables en el cultivo de
embriones para la obtencién de embriogénesis somatica, sin embargo, aun existen
muchos aspectos por considerar para el establecimiento de esta técnica tales como:
reducir la cantidad de embriones cultivados para facilitar su seguimiento y manejo,
acortar los periodos de subcultivo, probar otros medios de cultivo, concentraciones y
combinaciones de RCV, realizar revisiones histoldgicas a lo largo de todo el proceso, a
partir al menos del 5to dia de cultivo, entre muchas otras opciones.
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12- APENDICES:

1- Especies de coniferas encontradas en la lista de la NORMA Oficial Mexicana NOM-059-
ECOL-2001 (Proteccion ambiental-Especies nativas de México de flora y fauna silvestres -
Categorias de riesgo y especificaciones para su inclusién, exclusion o cambio - Lista de
especies en riesgo).

FAMILIA
Cupressaceae

Cupressaceae
Cupressaceae

Cupressaceae
Cupressaceae

Cupressaceae
Pinaceae

Pinaceae

Pinaceae

Pinaceae
Pinaceae

Pinaceae

Pinaceae

Pinaceae

Pinaceae
Pinaceae
Pinaceae
Pinaceae
Pinaceae

Pinaceae

GENERO
Cupressus

Cupressus
Cupressus

Cupressus
Juniperus

Juniperus
Calocedrus

Picea

Picea

Picea
Pinus

Pinus

Pinus

Pinus

Pinus
Pinus
Pinus
Pinus
Pinus

Pinus

ESPECIE SUBESPECIE
forbesii

guadalupensis
lusitanica

montana

californica

monticola
decurrens

chihuahuana

martinezii

mexicana
atennuata

caribaea hondurensis

catarinae

contorta murrayana

coulteri

culminicola

chiapensis

edulis

flexilis

jaliscana

NOMBRE
COMUN
ciprés
negro
ciprés
brillante

ciprés
rugoso

enebro de
california

enebro
azul

pinabete
espinoso

pinabete
de Nuevo
Ledn
pinabete
mexicana

pino de
Honduras

pifién de
Catarina
pino de
San Pedro
Martir
pino de
brea
pifion de
octubre
pino de
Chiapas
pifién de
Colorado
pino
torcido

pino de
Jalisco

CATEGORIA DISTRIBUCION

Pr

Pr

Pr

Pr

Pr

Pr

Pr

Pr

Pr

Pr

Pr

Pr

Pr

Pr

no endémica

endémica
no endémica

no endémica

no endémica

no endémica
no endémica

no endémica

no endémica

no endémica
no endémica

no endémica

endémica

no endémica

no endémica

endémica

no endémica

no endémica

no endémica

no endémica
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FAMILIA
Pinaceae

Pinaceae

Pinaceae

Pinaceae
Pinaceae

Pinaceae

Pinaceae

Pinaceae

Pinaceae

Pinaceae
Pinaceae
Pinaceae
Pinaceae
Pinaceae
Pinaceae

Pinaceae

GENERO
Pinus

Pinus
Pinus

Pinus
Pinus

Pinus
Pinus

Pinus

Pinus

Pinus

Pinus

Pinus
Pseudotsuga

Pseudotsuga

ESPECIE
jeffreyi

johannis
lagunae

martinezii
maximartinezii

monophylla
muricata

nelsonii

pinceana

quadrifolia
reflexa

rzedowskii
flahaulti

guinieri

Pseudotsuga macrolepis

Pseudotsuga

Podocarpaceae Podocarpus

Taxaceae

Taxus

rehderi

matudai
globosa

NOMBRE
COMUN

pino negro
pifién
enano

pifidon de
la Laguna

pino
tarasco
pino azul
pifion
simple
pino
peninsular

pifién de
Nelson

SUBESPECIE

pino
pifionero-
llorén

pifién de
California

pino de
Coalcoman

payarin
tepehuano
hayarin
colorado
hayarin
espinoso
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Pr

Pr

Pr

Pr
P

Pr

Pr

Pr

Pr

Pr

Pr

Pr

Pr

Pr

Pr

Pr
Pr

CATEGORIA DISTRIBUCION

no endémica

endémica

endémica

endémica
endémica

no endémica

no endémica

endémica

endémica

no endémica

no endémica
endémica
endémica
endémica
endémica

endémica

no endémica
no endémica
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2- Medios nutritivos

SCHENK Y HILDEBRANDT (Gamborg y Phillips, 1995; Hurtado y Merino, 1991)

(Modificado)

¢« MACRONUTRIMENTOS

KNO;
MgS0,.7H,0
NH4H;PO4
CaCl;.2H,0

e MICRONUTRIMENTOS

KI

H3BO3
MnSO0,.H,0
ZnS04.7H0
Na;Mo004.2H,0
CuS0,4.2H,0
CoCl,.6H,0

e FeEDTA
Na,.EDTA
FeS0,4.7H,0

e VITAMINAS
Piridoxina HCI
Acido nicotinico
Tiamina HCI
Mio-inositol

e OTROS
Polivinilpirrolidona
Agente antivitrificante
Sacarosa

Phytagel®

pH

mg/I

2500
400
300
200

1.0
5.0
20

1.0
0.2
0.2
0.2

20
15

0.5
5.0
5.0
1000

250

1000
30000
5500
5.7-=5.8
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MURASHIGE Y SKOOG (Gamborg y Phillips, 1995) (Modificado)

e MACRONUTRIMENTOS

NH4NO;
KNO3
MgS0,4.7H;0
KH,PO4
CaCl,.2H,0

e MICRONUTRIMENTOS

KI

H3BO3
MnSQ0,4.H,0
ZnS04.7H,0
Na;M004.2H,0
CuS04.2H,0
CoCl;.6H,0

* FeEDTA
Na,.EDTA
FeS04.7H,0

e VITAMINAS
Mio-inositol

Acido nicotinico
Piridoxina HCI
Tiamina HCI

Glicina

L-Glutamina
Hidrolizado de caseina

e« OTROS
Polivinilpirrolidona
Agente antivitrificante
Sacarosa

Agar

pH
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mag/I

1650
1900
370
170
440

0.83
6.2
22.3
8.6
0.25
0.025
0.025

37.3
27.8

100
0.5
0.5
0.1
2.0
400 (Medio Litz)
100 (Medio Litz)

250
1000
30000
7000

5.7 = 5.8
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B5 modificado por LITZ (Modificado)

mag/|
¢« MACRONUTRIMENTOS
(NH4),S04 134
KNO3 2500
MgS04.7H;0 400
KH2PO4 170
NaH,PO4H,0 400
CaC|2.2H20 200
e MICRONUTRIMENTOS
KI 0.83
H3BO3 6.2
MnS04.H,0 22.3
ZnS04.7H,0 8.6
Na;Mo00,.2H,0 0.25
CuS04.2H,0 0.025
CoCl;.6H,0 0.025
e FeEDTA
Na,.EDTA.2H,0 37.3
FeS04.7H,0 27.8
« VITAMINAS
Tiamina HCI 0.1
Acido nicotinico 0.5
Piridoxina HCI 0.5
Glicina 2
Mio-inositol 100
L-Glutamina 400
L-Arginina 100
L-Asparagina 100
Hidrolizado de caseina 100
e OTROS
Polivinilpirrolidona 250
Agente antivitrificante ) 1000
Sacarosa 60000
Phytagel® 5500

pH 5.7 - 5.8
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3- Registro de heladas.

Estacion El Epazote.

Heladas registradas durante el afio 2000

Estacion: El Epazote
45

35

25

1.5 —

fid— =
0 T T T T T T

ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT NOV

Heladas registradas durante el afio 2001
Estacion: El Epazote

16 —— =

o N B O
TR Sy SR

ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT NOV DIC

Heladas registradas durante el afio 2002
Estacion: el Epazote

8 ——

A ' ] ¥ ) ' T T T T

ENE FEB MAR ABR MAY JUN JU AGO SEP OCT NOV DIC
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Estacion Terrenate.

30

Heladas registradas durante el afio 2000
Estacion: Terrenate

25 4
20

10 4

15 {—

_T_—_,.- : : e . : -
FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT NOV DIC

ENE

10

Heladas registradas durante el afio 2001
Estacién: Terrenate

o N A OO
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S
Heladas registradas durante el afio 2002

Estacion: Terreanate

O =2 MNWsEOID

T B —

I s — —_ |
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4- Gréficas de distribucién de precipitacion y temperatura

Estacion Terrenate:

mm

+180

Estacion: Terrenate |
Afio: 2000

ENE FEB MAR ABR MAY JUN JuL AGOD SEP ocT NOV Dic

+ 180

Estacion: Terrenate

+ 160
Afio: 2001

ENE FEB MAR ABR MAY JUN JuL AGO SEP ocT NOV DIic

Estacidn: Terrenate

L 160
Afo: 2002

140

ENE FEB MAR ABR MAY JUN JuL AGD SEP ocT NOV Dic
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Estacion: El Epazote.

Estacidn: El Epazote
Afio: 2000

Estacidon: El Epazote
Afio: 2001

Estacion: El Epazote
Afio: 2002
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Este trabajo fue impreso a doble cara para evitar el gasto innecesario de papel que se
acostumbra en la impresion de tesis, pretendiendo contribuir de esta forma con un
pequeiisimo granito, tal vez insignificante, a reducir el fuerte impacto que estan
sufriendo los bosques para la elaboracion de mas y mas papel y frenar la desaparicion de
especies forestales tales como Pseudotsuga.

Guadalupe Monjaras Gonzalez
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