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RESUMEN )
La Micropropagacién es actualmente una herramienta muy importante
para la propagacién vegetativa de varias especies, entre las
cuales destacan las especies forestales. En la mayoria de las
investigaciones que aé llevan acabo en el género Pinus, se han
utilizado embriones como material vegetal, debido a su alta
respuesta fisioldgica a los diferentes factores que afectan el
desarrollo In vitro. Dentro de los factores importantes tenemos
la nutricién de los explantes, la cudl es de suma importancia
para un buen desarrollo de los mismos.
Pinus cembroides Zucc., es una especie forestal importante tanto
en el aspecto ecoldgico, asi como en el aspecto econdémico debido
a que se desarrolla en una forma natural en zonas semidridas, en-
donde la agricultura tradicional tiene pocas oportunidades de
desarrollo por las limitantes que presentan estAs zonas.
En base a lo anterior los objetivos planteados en la presente
investigacién son: conocer la respuesta del desarrollo in vitro
de Pinus cembroides Zucc., a partir de embriones maduros; en dos
diferentes fuentes nitrégenadas y asl generar informacién en el
campo de la Micropropagacién para futuras investigaciones.
El material vegetal empleado son embriones maduros de B__g_

cembroides Zucc. Los embriones maduros fuerén inoculados en tubos

de ensaye en medio de cultivo de Murashige y Skoog al 50|,d

+ 8U

concentraciodn original, utilizando la variable del: estado fislco:'

del medio de cultivo (sélidos y liquidos), en los cualesvs probo -
el efecto de dos fuentes nitrégenadas a 4 n1veles cada una:
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El mejor tratamiento para obtener un porcenta;e adecuado de

superv:.venc:.a asi como un mcramento en longn.ud de los embrlones_

maduros, es el tratam:.ento 14 el cuAl es un' ttatamxento de medm :
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1= INTRODUCCION

Los pxnos estan representados por diversas especxes que abundan,.

en nuestro pais, ‘entre las que destacan 1as esp c1es

De los. pifioneros, Eings cembrgides es el que ocupa'mayor .

Sin eﬁbargb poc:

piﬁonetos -en

gembroxde 8,
de conos,' )

sem1llas, también ax



tenga poca semilla en el sustrato y por lo tanto su regeneracion

natural sea pobre.
Aunado a esto, la baja vxabllldad de.su . semllla dabld"a su alto




2.- o,'n»& BT I VLO‘S';
* Conocer 1a respuesta de desarrollo\;g ‘vitro, de_Pzng§ cembrozdes

Zucc., a partir de embrxones maduros,

Nitrdgenadas en medios sdlidos: .y .liquidos

* Generar informacién en»ei campo; de’l
la especie Pipus cemgrggdgg Zucc

completas en forma masiva.

del medio- de cultivo, rrollo que.presentar&n los

embriones serén favota les en algunos tratamlentos.,




4.- REVISION DE LITERATURA,

4.1,-Generalidades del pino pifionero

4.1.1.- Origen e importancia.::

El origen devidq~pinosj

antigha; Sub-era”Paleczoic

en el pais,A
repartidas en diversas’:

(Passini,1982).

1985).

De los piﬁénéf
extensitheﬁfeleais,
Norte (Bguiluz’ '

Pinus - cembroide



Las comunidades de Pinus cembroideg han sido‘datérioradas deédg
tiempos coloniales, a consecuencia de actividades mineraé 2
agricolas, entre otras (Beltran, 1956 citado por Rebolledo, 1582;
Rzedowski, 1978). Aunado a esto destacan la corta de Arboles
jévenes y de ramas en fechas navidefias, asi como el ramoneo Yy
pisoteo de plantulas por animales domésticos (Rebolledo, 1982),
otro problema importante es que tan pronto como las semillas se
encuentran en el suelo mas del 90 % con depredadas en unos 15
dias; ademds la viabilidad y poder germinativo disminuyen por °i1,f
alto contenido de grasas (Cetina, 1984). ‘lbb .
Pinus cembroides tiene alto potencial adaptativo,fV;esista:‘i
condiciones climaticas problematigas,(Passini, : : “198¢

1982; Lépaz . 1988;

Montoya, 1990), de aqui su utilidad}pqra‘finesh
Areas forestales, principalmente dé~ionééf§ec$s
pals (Robert,1977; ya,

importancia, si se tom



aunado a su gran valor ecolégico como cubierta forestal, que
evita la erosién y regula el régimen hidroldgico por ejemplo,
representa una fuente de ingresos econdmicos para los habitantes

de esas regiones, al obtener los siguientes productos:

»

Maderas aserradas (laminadas y chapeadas para construir y

para caja de empaque),

»

Destilacién y productos extraidos de madera (resinas, .-
aceites de pino y alquitran),
* Aserrin (harina de madera y madera en polvo pafa

plasticos),

»

Pulpa de madera,

* Productos celulésiﬁos (plAQtico, rayén, celofdn),

* Manufactura de papel (absorventes, méniié;imiheoq;éfz,
sobres, etc.), R v  ;’: B :

* Articulos de papel (lijas,-bol#és,;cajﬁﬁ :dé~é§rtéh,

carpetas, etc.), R e

* Bstacas para cerco,

3

Puertas,
* Leﬂa[

* Carbbn, -

x Arbolitos de
* Semillas [

*’Instrumentos musicales,,y

V*iAdemAs el astorao que se prActxca ‘en estos llugaras

(Cuanalo 1979, Rebolledo 1982 Mondragbn .y Olayo, i985;

>2ava1a, 1987 Benavxdes, 1987)



Poca atencién se le ha dado en México a los piﬂonaros en relacién
con otras coniferas; esto se puede atribuxr a 1as caracttistlcas

propias de la especie, relativo a ba;os 1ncrementos en el volumen'

embargo,

proporciona una cantidad g:ons:.delrabl

combustible asi como, semillas para -céh'sﬁmb

marginales de poblaciones humanas (Avila, 1985). :
Bl Pinus cembroides es importante desde ei #unf

comercial por su semilla, mi&s que por su madera,” K

pifioneras analizadas, Pipus cembro:.de

cuales siete de los nueve ammo&cldos que son esenc:.ales en el

desarrollo humano ;

‘se presentan an gran cant:. ad (Ver cuadro 1) » :

(Lanner 1981)



CUADRO 1.- VALOR NUTRITIVO DE LA SEMILLA DE Potus cembroides Zuce.

ESPECIE PORCION | HUMEDAD | PROTEINAS | GRASA | cHO's | FiBRA fCENIZA
COMESTIBLE ’ CRUDA
Pinus combroides zuce. 33.2% 2.73% 18.51% |59.956% 13.8204 1.79%] 3.19%

FUENTE: Hotkin y Shires ( 1948 )

Rzedowski (1978), considerd que Pigus cembroides es la principal
especie proveedora de pifion en México, pero ha sido escasa e
inadecuadamente aprovechada.

Rl Pinus cembroides adquiere una importancia cada vez mas

relevante, como el pino pifionero cuya semilla genera una alta_

actividad comercial en ampl1as zonas rurales del pais'




comercialesﬁidé alto fendimiento..bzn el  pais, 'a 'pesar de ' 1la

gran dlversxdad




4.1.2.- Clasxfxcacibn Taxonbmlca.»

El pzoblema en Méxlco de los pinos, espec1almente da los

plﬁoneros, es que su Taxondmxa es,aﬁn poco conoc1da, 6B€0 es .

debido a’ su c' "i f‘ s rfolbgica po su frecuente

: agrupados dentro 1bdiv nospermas . cuya

leﬂosas,:conSis ol

i7(1982)

autotes

10



‘ RSINO: Vegetal

SUBREINO: Embriobionta

ISIVISION: COniferophyta

CLASE: Coniferopsidén

ORDEN: Coniferales

FAMILIA: Pinaceae

GENERO: Pinus

ESPECIE: cembroides Zucc.

NOMBRE CIENTIFICO: Pinus cembroides Zucc.

4.1.3.- Descripcién Botdnica.
4.1.3.1.- Ralz

Los pinos tiemen un sistema radicular muy desarrollado 10 que .
perm:.te fiJarse con’ solxdez a.la tl.erra Y absorber suflciente‘ X

agua a\‘m en 1ugares relativamente secos. ‘sus raices carecen de

mismos, - hongo's : qu‘

ser corto

extendiido', vert::.c:.lado y a veces d1str1bu1do .en’ forma u:regular 5

41



debido a laa masas Y. a1 grado de espesura domlnante

La corteza de 1os arholes de plﬂo ‘es‘delgada,

qgiieﬁada Y:

divzdida en’ placas ortas; e irregulares,ide color ééniio =

3y 4'h§jas,frara vez:mayor ‘numero:1o. que adqulere cierto valor

posicién de ellas son: esparc1das y colgantes..

1z~



La vaina es un‘: estuche que sostiene a las aguJas,, esta formado

por escamas o bractéas enteras que al crecer las hojas, las‘
vainas se des:.ntegran como es el caso de 1os piﬂoneros (cuanalo,

1979; Bguiluz, 1985).

4.1.3.4:- Flor ‘

En el género Lu_u,g los pnmord:.os florales tanto mascuhnos como o

anatangado, sobre las' qu

manera, v

13




permaneciendo comprimidas- unas con otras hasta la madurez y.
aprisionando en su interior 1aa sem:.llas. ' '

El cono se forma en la pnmavera pero el polen depos:.tado por el‘

viento y cuya misién es fer:ilxzatv las ‘t'lores pistiladas
contenidas en su interior, épenas ;ilrc'a‘nzai los 6vulos en la-
primavera del segundo afio y a pAatVtir" de ege‘ mofnento alcanza
rapido desarrollo madurando Bus semillas -a fines de verano y el
otofio (Ruiz-Oronoz et al., 1958; Cuénaio, 1979; Rodriguez et al.,
1985). ' s :

En términos generales,'el'pétiado‘ de tiempo transcurrido entre la

polim.zacxén y la mad racibn del ‘cono. y de las semillas es de

unos 30 a 36 mese : ecu‘, ‘se requ:.eren de dos

apro_ximadamente"’l

estacxones de crecimient

ara que tome 1ugaz la formacmn de laa i
sem;llas (Muov, 1 67 ados . por
zavala, 1987) i

fertilizados, ni todos a

a6 cm., en gru

abren en 1a madurez,'de color

pocas esc‘amas .

14



Los principales elementos de un cono son los siguientes: Escamas

las escamas

las que

apéf‘i’sis de forma
véq"no/'.' La pequefia
“umbo que es una

ifionero el umbo es dorsal y

Las semillas’'e n“c'olb;c'a'das‘en depresiones de ias.'esqamas,

presentando ias""siguiel‘n:es catécteristicas (ver Cuadro 2):

CUADRO 2.~ CARACTERISTICAS EXTERNAS DE LA SEMILLA DE

Pinus cembroides Zuce .

ESPECIE FORMA COLOR LONGITUD] ANCHO OBSERVACIONES
Pinus SUBCILINDRICA CAFE DE DE ES UNA NUED ABULTARA
cenbroides [+] 9mm Trmm EH LA PARTE SUPERIOR|
2Zuce TRIANGULAR OSCURO A A ¥ SELGADA HATIA LA

10mm 9mm BASE, SIN ALA

FUSNTE: ROBERT,1978; EGUILUZ,1978; CUANALO, 197%; EGUILUZ, 1385;
NIEMBRO,1986; MONTOYA, 1930,

15



Un corte transversal de la semilla presenta la siguiente

estructura:

* TEGUMENTOS

Tanto el embrién como el gametoilto femenlno se encuentran

firmementa rodeados por los tegumantos, los cuales apatte de

ptoteger a estas estructuras, controlan la ‘ab: rcibn de agua Y

color castaﬁo Y isel encuentra firmemente adhendo al cuerpo del"_':"'

gametoflto femen.\.no (endospermo) (Cuanalo,‘ 1979, N:.embro, 1988,

Besnxer, 1989)

‘16



* GAMETOFITO FEMENINO :
El gametofito femenino cominmente llamado endospermo, es uni'

teJido de consistencia carnosa con Buperficie completamente lxsa,

,rosgdgl(CQanﬁloy

rodea completamente a el embrién y su color,e

1979; Niembro, 1988).

-~ Lipidos (aceites, g

heterogéneas, 1nsolubles en agu

miristico, palmitico( estg&rico,

linolénico. Bstés sustanciés

endospermo. como

embrionario, bdbe

17,



nutritiva. La mayor parte de las proteinas contenidas en la
semilla son métabolicamente inactivags con excepcidén de las
enzimas y las nucleoproteinas (ADN y ARN) (Niembro,1988;
. Besnier, 1989). )
Osborne (1924) citado por Niembro (1988}, clasificéj.vlal’

proteinas contenidas en las semillas en cuatro t:.poéf

d:.ferentes conocxdos con los nombres de albﬂmxnas,

globulinas, glutelmas Y prolamxnas. )

:kt'r”avévs de 1la

. 81 citados por

siendo de color ‘rosado. blanquisco

* BHBR ION:

‘El embnén e lanta en’ mlnxatura,;’ consiste en. el ceje

embrmnano y: los cotlledones,, cuya 1nserc16n d1v1de en dos

partes al’'eje’ embrxonarlo (Besnler, 1989)

18



La parte superior .o epiq@tilo', se compone de un- corto tallito

epicotileo y de la plumula, - 1a cu&l es en si las hOJaSv

embrionanas o los cot:.ledcnes de las g.\.mnospermas, los cuales

son delgados llegando a tener e‘3 a 14 cotxledones por embrién.

Los cotiledones funcionan ‘como 6rganos e asva.m:.lac:.én de las

sustancias de reserva contenidas en-la senulla También protegen
‘al Apice vegetativo. Por lo general este txpo de cotxledones

presentan estomas y se encuentran capacxtados para llevar acabo

la fotosintesis, permaneciendo en la’ pléntul dur_ante algdn
tiempo después de su germinacién (Eames y Danigls, ‘192.5; Holman y
Robbins, 1946 citados por Niembro, 1988).

La parte inferior esta formada por la radicula, la cudl formarad
la raiz de la plAntula (Bidwell, 1979; Cuanalo, 1979; Niembro,
1988). (Ver figuras 1 y 2).

Las semillas de pPipus cembroides sirven de alimento a roedores,
pajaros y a el hombre, los cuales han desempeﬂado un importante
papel en su distribucién (Equiluz, 1978).

Aproximadamente de 1,400 a 2,500 semillas recien cosechadas
pesan 1kg. y su porcentaje de germinacién es de alrededor del

60 % el cudl puede ser mejorado si se somete- a.estratificacién

(Rebolledo, 1982; Montoya, 1990).

19



Figura 1.- Corte longitudinal de la semilla de Pinus cembroides
mostrando su anatomia. Te; tegumento externo; Ti; tegumento
interno; GF; gametofito femenino; Ce; cavidad embrional;
Em; embridn.

Figura. 2.- Corte ‘longitudinal de un embridn maduro de Pinus
mostra‘ndohsus,partes mas-importantes, su; suspensor; ra‘radicula;
hi; hipocétilo; : pl; plumula; co; cotiledones. Fuente: Niembro,
1986, S y » o ‘

20



4.2.-Distribucién geografica
El pino pifionero (juuLg cembroides) es uno de los de mayor
distribucién en México; forma masas puras dominantes de varlas

decenas de sz,

pero también se puede encontrar mezclado con

otras especies del mismo género (Bquiluz,1978).

comprendida dentro de los 19°00' a los 32° 15' de Latitud Norte yf
97°40' a los 116°15' de Longitud Oeste t
Meridiano de Greenwich (Eguiluz, 1977;. Cuanal’

1982; Passini, 1982; Zavarin y Snajberk 1986)

-México (Martinez, 1948; Mirov, 1
Robert, 1978; Rzedowski, 1978),'

Sierra Madre Occidental, Slerta

¥ mesofila (Rzedowski, 1978f,f>'

En lo que tespecta ‘a’1a altitud,"

distrxbucibn de acuerdo a varios

Repﬁbl1ca Mexicana, dentro de: los cuales hlhuahua,VDurango,~.

Coahu;;a, Nuevo tadbn, Hldalgo y Zacac cas. son- 1os de mayor

217



poblacién, sin embargo también estan presentes en Baja california
Norte, Baja California Sur, Aguascalientes, Guanajuato, Jé;iséo,

Estado de México, Puebla, Querétaro, San Luis Po;tcsi‘, ‘Sonora,

Tamaulipas, Veracruz y Tlaxcala; pero también  exi ‘tr:e “en forma

cultivada en el Distrito Pederal. Estando vausce'ht:'é n _ias', éostaé

de 1a Repiblica Mexicana con clima trOpicai‘; en:‘las "cogt“abs del

Océano Pacifico y en las costas del Go]_.fo ‘de’ Méxic

e} '.(hduiluz ,

1978; Cuanalo, 1979; Eguiluz, 1982; Passipi‘,‘

Por estd razén se puede afirmar ‘que’ se ‘trata-de una especie

mexicana (Bailey y Hawsksworth, 1979; - Passini; 1982; Zavarin -

Y Snéjberk, 1985).
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CUADRO 3.~ DISTRIBUCION ALTITUDINAL DE Pinuscembroides Zucc.

AUTOR(ES) Ao LIMITE INFERIOR LIMITE SUPERIOR |
ROBERT 1977 1,450 m.s.n.m. 2,700 m.s.n.m.
EGUILUZ 1978 1,350 m.s.n.m. 2,700 m.s.n.m.
" RZEDOWSKI 1978 1,350 m.s.n.m. 3,000 m.s.n.m.
_ CUANALO 1979 1,800 m.s.n.m. 2,600 m.s.n.m.
EGUILUZ 1982 1,350 m.s.n.m. 3,'000 m.s.n.m.
REBOLLEDOC 1982 2,400 m.s.n.m. 2,700 m.s.n.m.
HERNANDEZ 1984 1,100 m.s.n.m. 3,650 m.s.n.m.
AVILA 1985 1,200 m.s.n.m. 3,650 m.s.n.m.
SNAJBERK y ZAVARIN 1986 400 m.s.n.m. .3,750 m.s.n.m.
ZAVALA 1987 400 m.s.n.m. 3,750 m.s.n.m.

FUENTE: Robert, (1977}; Eguiluz, (1978); Rzedowski, (1978); Cuanalo, {1979); Eguiluz, (1982);
Rebolledo, {1982); Hernadndez, (1984); Avila, {(1985); Snajberk y Zavarin, (1986};

Zavala, {1887) .



Ve,

= Limite aproximado

e Distribucién

Figura 3.- Distribucién de Pinuscembroidesen México.
FUENTE: Cetina, 1984.



4 3. —Requerimxentos ambientales

4.3.1.- Cllma ‘
La cllmatologia preponderante en la zona de los pxﬂoneros segun
la clasificacién del Dr. C. W. Tornthwaite modificada por el C.

Prof. Alonso Contreras Arias, es la siguiente simbologla:

Cp B2b'
que interpretada es lo siguiente: Clima semi-seco con primavaré 1~:
seca, templado con invierno benigno, por tener una variaéioﬂ 
pluviométrica de 350 mm. a 700 mm. de altura que se d15tr1buyen;‘j

en lluvias durante cinco meses, de Junio a Octubre se dxstribuy

el 85 % y en los meses de Diciembre a Febrero de cada aﬂ& en

forma de nevadas el 15 % restante, La estacién seca abarca‘de:[ , 

Marzo a Mayo, reduciendose a veces por algunas brizas

{Bguiluz, 1978; Robert, 1978; Rzedowski,; f9ié;
Rebolledo, 1982; Cetina, 1984~ Avila,‘1985)'

Para el caso de la precipltac‘én
Pinus ce oides

con las que convi

dependieﬁdo

desde los .7
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Por esti razdédn es posible distinguiridos‘qrandes zonas en la
distribucién de esta especie, en considéfﬁcién a la variacién de
la temperatura: Una al Norte del Trépico de CAncet (desde
Coahuila y Durango hasta Baja CallfOtnia), donde la temperatura
varia mids de 10°C, y otra al Sur (Hidalgo, Veracruz, Puabla,
Querétaro y San Luis Potosi), donde 1a variaczOn anual de la
temperatura es menor de 10°C (Cuanalo, '1979; Passini, 1982).
BEcolébdgicamente, la temperatura yv la precipitaciédn son loé
factores de mayor importancia paré Pinus cembroides (Robert,
1977). o

sSin embargo, la exposxczdn del terreno también es un factor
importante en la local1zacién del pino pifionero, ya que prospera

en aquellas Areas de la Szerra que reciben vientos secos del.

desierto, razén por 1a cuAl el drea de dispersién natural de esta
especie es 1a zona c11mAt1ca semi Arida y adn con prec1pitacxones
pluviales muy escasas y tlerras demasiado secas para otros

Arboles forestales. Las exposic;ones predomlnantes de l

En la

Slerra Madre

el Oeste por 1

donde predom na 1

1979)
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4.3.2.- Suelo
Las poblaciones de Pinus cembroides no parecen tener relacién con
el pH del horizonte superficial del suelo y la naturaleza dev la

roca madre (Passini, 1982).

Robert (1977) menciona que en la Sierra Madre 0cc1denta1 estA'

hasta metamorficas.

- [
Sin embargo, los suelos forastales en’’

de coniferas,

los cuales a su ‘yez 1nf;uyen n-:la
formacién de los suelos, asi como.en la' conserv
cuencas hidrogradficas. L ]
En la mayor superficie de dlstnbucmn de 2._m_g§ gmg;_q;g S en
México, las rocas mas abundantes son de andes co >g‘1omervado
andesitico, andesita cldsico, basalto y ande‘svl ver omagneaiana,

desarrolladas estas rocas sobre material volc&m.co,~'

varias corrientes andesiticas que se pra entarén durante las
etapas de glaciacién del Pleistoceno. - : ]
Los suelos en su mayoria son complejos.: de montafia ‘o amarillo- .

rojizo forestal y los litosuelos conilas.caracteristicas. -

generales siddientes:‘ Texturas: v
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bueno y muy bueno, humus pobre y varxable de 5cm. a 10cm., PH que

va de 4 a's (Robert, ;977 vaquiluz, 1978; cuanalo, 1979;
Rebolledo, 1982). . :
La fertilidad de eston éhéiégyééta condicionada a la existencia
de Materia Orgénica (H.o;) 8h1;ah€idades medias en el horizonte A
y bajas en el horizonte B{Qﬁiﬁrbgeno (N) en cantidades medias,
Calcio (Ca) medio, Pota;iot(x)imgdio Yy Féaforo (P) medio.

La deficiencia en los.sﬁélss‘de N y P limita el crecimiento
adecuado de la ralz y dellézéopa de los Arboles.

La humedad disponible de ios suelos donde prospera Pinus
cembroides es baja y media en 1as laderas de las cimas Y buena en

los valles de los arroyos (cuanalo 1979,‘Rebolledo, 1982)

En términos generales un’ suelo que contenga:'n 4079 de humedad es

adecuado para que qermxnen normalment ayoria: dg las semillas
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de la germinacién se encuentren proporciones del tejido nutritivo

sin ser utilizado (Niembro, 1986).

Las caracteristicas del suelo donde se depositan las semillas
ejercen notable influencia tanto en la germinacién como en el

posterior crecimiento y desarrollo de las plantulas. Lo

anteriormente dicho bAsicamente se debe a las diferencias de

temperatura, disponibilidad de agua y nutrientes, asl como las

facilidades que el suelo le brinde a la radicula para penetrar en

su interior (Kozlowski, 1971 citado por Niembro, 1986), losa

suelos duros reducen la oportunidad para que la jéven radicula -
encuentre una fisura por donde introducirse, motivo por el cual

la mortalidad de las plAntulas es mayor en estos suelos
(Niembro, 1966). R ' '
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4.4.- Propagacién

La necesidad de investigar sobre los pinos mexicanos de valor
ecoldgico y comercial es de alta prioridad. Conocer la
regeneracién natural para lograr un mayor entendimiento de los
problemas presentados durante estd etapa, puede ser un punto
bAsico para un manejo mAs adecuado de estas especies (Musalem,
1984 citado por Gonzaléz, 1990).

En el ciclo bioldgico de la regeneracién, el momento mAs critico
ha sido definido desde la germinacién de la semilla hasta e;L
establecimiento de las plantulas, debido a que en esta ot.ap'a '
ocurre el mayor porcentaje de mortalidad. (Ver figura 4).. Poi vlov

anterior, Bi se quiere incrementar la cantidad de la regeneracxén :

del bosque, deben comprenderse las caracterist'cas ba.icas del

crecimiento de las pldntulas, sobre todo ‘en::las: espec:.as de x
coniferas donde los indices de mortalxdadz son altos -
(Daniel et a})., 1982).
La regeneracidn de 105 piﬂoneros e8 ‘J.mportante ya que son de

interés econémico por el alto:valor de su semlila y de la leﬁa

bAs:.cas y la respuesta ante estimulos amblentales (Garcia y
Gbmez, 1987) ' g : :




-- — =p Btapa critica

s

Figura 4.~ Ciclo bioldgico de la regeneracién en el género Pi
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Bxisten varias limitax-:tes para la regeneracién natural de Pinus

cembroides, empezando por los Arboles, que por lo general, no

producen una cosecha abundante de semillas cada afio, sino que ]
existe una cierta periodicidad ciclica en la produccién de las

semillas, lo cudl se manifiesta como una cosecha muy abundante en

un afio seguida de un periodo variable con baja produccidn, debido

bAsicamente al carActer errAtico en la produccién de conos

{Daniel et al., 1982; Garcla et al., 1987; Zavala, 1987).

Ahora bien, el ciclo reproductivo de pipus cembroides es largo y

s8i se cuenta a partir del inicio y desarrollo de los primordios

foliares hasta la madurac:.én de las semillas en el cono, se

requieren de 30 a 36 mese . Patlﬂo, 1975 citado por Niembro,

1986; Zavala, 1987) Pot lo que el ciclo reproductivo se prolonga_

casi dos afios mas que- en cualquie: otro género .de- coniferas,: ’

(Stanley, 1957 citado por’ Nxembro, g

sustantivo.

Son relativamente poco

yemas reproductivas y los co

Conopthorus cembroides, afectando a

al., 1986 citado por Garcla et al.;’ 1987‘)Al 2
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El tipo mAs comin de dafio a la semilla es el que resulta de la
alimentacién de las larvas de palomilla y gusanos en el interior
de los conos y semillas (Daniel et al., 1982).

Otra cuestién limitante es la depredacién. Cetina (1984) y Zavala
(1987), determinaron con respecto a la depredacitén, que el agente
que actda con mayor actividad son los roedores, después de las
aves y por ultimo las cabras. Bn los tres casos la semilla vana
no fué consumida. En general se observé que el consumo de la
semilla de Pinus cembrojdes es muy rdpido por cualquiera de los
agentes depredadores., Si ademds se considerd a otro depredador,
el hombre, se entenderA por qué existe muy poca semilla ‘en el
sustrato (o en el banco de semillas) y escasa regeﬂeracibn .
natural.

También la viabilidad de la semilla ‘limita la tegenefacibn
natural de pPipus cembroides, las Bemillas recxén caidas del’

960), pero‘ -
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El pifion almacenado en 1uqares‘apropiados, frescos, ventilados Y
secos, conserva su vitalidad hasta varios afios (Cuanalo, 1979).

Se considerd que la semilla de Pipnus cembroides no tiene

problemas de germinacién por efecto de su-latencia (Cuanalo,

1979; Cetina, 1984), sino que los problemas de germinacién soﬁz
debidos a factores como su alto contenido de grasas (60 %), ia’
falta de humedad durante la maduracién parece provocar letargo en’
algunas ocasiones, durante la maduracién, las temperaturas

extremas pueden provocar letargo (Cetina, 1984; Basniér, 1989),

asil como la luz, el oxigeno y las cafacteristicas del suelo donde

se encuentre la semilla (Waizel, ;970; Krugman et al., 1974

citados por Niembro, 1986; Basnier, 1989).

Ahora bien, el establecxmxantovde las plantulas es otra etapa

critica en la naturaleza de gzngs cemggg des. Su diseminacién 8@

efectia prlnc;palmente po gravedad (Hontoya, 1990), una vezf"

colocada la semilla en el suelo, 1a qerminacién se‘lleva a. cabo

1nvert1da,

radicula,f formacxén de pléntula ‘albinas;.

mucilaqlnosas, ruptura de 1a testa sin- la emerg nc1a del embrlbn.
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Por 1lo general astos txpos de germ1 acién producen plAntulas que

morirdn al poco txemp" 1
i97277

1971; Pollock ¥ Ross, Wang’,

1986)

del procambium. Una vez. constituido el:

células del cambium, para pro cir

floema hacia el eiter;or

1: hlpocotilo ‘adquiere: una:5

analizando as

desecaclbn,

de pajaros e insectos y‘pasto;éo. o
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La mortalidad de las plantulas durante los primeros afios de su
vida, es el factor mAs importante que limita su establecimiento
dentro de la comunidad (Niembro, 1986}.

Sparhawk (1918) citado por Niembre (1986), demostré que
aproximadamente el 80 % del total de las plantulas producidas
muerén por diferentes causas en el curso del primer afio de su
v,i‘da‘ purante el segundo afio el 50 %8 del remanente del afio
anterior es eliminado. Al tercer afio el 25 % de las plAntulas que
logra sobrevivir durante el segundo afio perecen. En el transcurso
del cuarto afio las pérdidas llegan a ser de un 16 &,
permaneciendo con vida aproximadamente el 6 % del total de las
plantulas originalmente producidas.

La Busceptibilidad de las plantulas a los: camb os, bruscoa de

temperatux‘a, desecacién, ataque de plagas'y enfermedades,
competencxa por espacio, luz y nutnmentcs ;
actividadés de tala y extraccién . de

prmc:.pales que or:.ginan su m rt 114
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planta por via agAmica son superiores s8i se comparan con los
medios convencionales de propagacién por semillas actualmente
utilizados. BAsicamente las técnicas de reproduccién asexual en
los pinos estdn dirigidas hacia la propagacién de fenotipos
superiores destinados al establecimiento de huertos semilleros,
cuya funcidén es la de producir semillas genéticamente mejoradas,
las cuales se utilizan para el establecimiento de plantaciones
comerciales de alto rendimiento (Paulkner, 1975 citado por

Niembro, 1986).
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4.5.- Micropropagacién en coniferas

La micropropagacién es una técnica Ezué'consistg en el cultivo de
células individuales o agregados ceiularaé'pequeﬁos, tejidos,
érganos aislados, embriones, polen, ant'ei'as y cultivo de
plantulas enteras en un medio nutritivo con la finalidad de
producir plantas en forma masiva (Bonga y Durzan, 1982; yuller y
Krikorian, 1985 citades por Deysi, 1987; Go et al., 1993). ‘
Los fundamentos que establecierén la micropropagac.iOn, fueron
establecidos en 1838 por Schwann y Schleiden; al lanzar la teorla
denominada de la Totipotencia, la cual establece que las céluias
son autosuficientes y que en principio son capaces de regenerar’
una planta completa (Margara, 1988; Pierik,_ 1990). .
La micropropagacién se aplico inicialmente en plantas horticolas

y agricolas, posteriormente 8@’ “han" empleado en espec:.es

£orestales con fines de preservacién y regeneracibn (Bonga, 1974, o

Konar y Nagmani, 1974; .

caraibaea (Robledo vy v‘:\’iil‘lalob'

involucra dos mecanlsmos, la organogénesis y 1a embrmgénesls

(Deysi, 1987). B T s
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El uso de la micropropagacién es Justxflcada cuando la

multiplicaciin sexual de una especie - no s’ satlsfactoria (no se

forman pemillas, o se forman muy pogas,'1as emlllas pierden

frutifléé. Comparativamente

vallosa para 1a propagaclén clonal de Arboles "éllté" asi‘como
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un modelo experimental para estudios morfogéneticos, fisiolégicos
y bioquimicos (Villalobos, 1984; Robledo et al., 1985 citadqs pot
Orea y Villalobos,1985).

El cyltivo de tejidos vegetales abarca un grupo de técnicas que
consisten en el cultivo bajo condiciones asépticas de las
diferentes partes de la planta. )

Los aspectos fundamentales del cultivo de tejidos vegetales son:

A).-El aislamiento de fragmentos de tejidos u drganos
(explantes) de una planta completa, excluyendo todos los
micro-organismos (hongos, bacterias y virus), asl como
también laé plagas (insectos y nematodos).

B).-Proveer a estos explantes de un medio ambiente apropiado
al optimizarse las condiciones ambientales, en lo que se
refiere a los factores flsicos, nutricionales y hormonales
que permitan expresar su capacidad morfogenética_.

C).-Ocurren a micro-escala, sobre una superficie relativamente
pequefia (Lépez, 1985a; Pierik, 1990).

D).-Ahorro de tiempo en la propagacién. Si propagaramos el
material seleccionado via cultive de tejidos, el tiempo se
disminuiria dradsticamente a 2 o 3 afios, obteniendo plantulas
para establecerse en tierré, adeni&s seria sumamente dtil

para la propagacién vegetativa -de Arboles »‘difici‘les de - o

obtener por los:métodos:convencionales e

reforestacién o pl

y Huhtinen, 1976



s;n embargo, ‘la fuente inicial de material vegetal puede sér
determinante para el éxito en el establecimiento de los cultivos
in vitro; por ejemplo, los tejidos de gimnospermas “son’ mAsﬁ
dificiles de cultivar que los de angiospermas (Ochoa, 1985) Ty

también las especies herbAceas son mds ficiles de clonar _n _LLLQ:

que las especies lefiosas. (Pierik, 1990).
Aln cuando es dificil determinar un punto de part1da en e1 orxgen‘
del cultivo de tejidos, importantes antecedentes’ :se ]

1860-1861, afios en que Sacko (1860) y Knops (1861) des ubrier

gametofito (Villalobos, 1985).

maderables y logra~mantener algunos de ell
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sefiala el crecimiento de yemas a partir de tejido cambial de
Ulmus campegtris cultivado en medio aséptico. Morel en 1948
indica el cultivo de varlas especies de angiospermas, asl como de
Pinus strobus en estudios de Patologia (Sommer y Brown, 1979
citados por Vargas, 1982).

A pesar del relativo fracaso de los primeros intentos de cultivar
in vitro tejidos de especies lefiosas, estos esfuerzos fueron el
inicie del cultivo de tejidos de Arboles en forma gxtenaiyi;“:
tratando de mostrar las potencialidades que esta cécniéavdfreéet‘
(Vargas, 1982). ' ‘ w

Después de estos trabajos, el cultivo de tejidos y drganos se han

utilizado de manera mAs generalizada de tal forma que a la fecha

se reconoce a esta técnica como una herramienta de gran potencial

para preservar y regenerar bajo condiciones asépticas el

componente génetico de aquellas especies forestaleg que producen

semillas de viabilidad corta, o bien que presentan problemas para

propagarlas por los métodos y técnicas convencionales (Ola-Adams,

1978 citado por Deysi,1987). ‘

Hasta 1977 mads de 95 espgcies de gimnospermas pertenecientes a 9

familias y 25 géneros, se han colocﬁdo“en cultivos estériles; de -

estds, 87 son miembros de las coniferas y‘casi’;a mitad "

corresponden: al género Pinus - (Durzan, 1980 citado' por .Vargas,

1982; Barrientos, 1983),
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4.6.~ Embriogénesis :
La embriovgénesis es un proceso por el cudl. un'embridn’ se

desarrolla a partir de una célula huevo, o asex‘v.ia‘lm_e‘n’t{é_ ‘-a‘jparci:, i

de una o un grupo de c¢élulas, hasta la formacién pipql’af “de- “" ~"

embrién (Winton, 1978 citado por Deysi, 1987; Pierik, 1990)

Existen dos tipos de embriogénesis:

A).- Bmbriogénesis sexual o cigética.

La embriogénesis cigética, o normél; tiene como‘punto de ’

partida el cigoto {con 2n cromosomas) r‘ ultante de la fusmn i

de los gametos masculinos y femeni os .(ccn n cromoscm s)-ﬂf
procedentes de la meiosis (Margara, 1988)

Se ha considerado que el embridn cigétlco se origina‘a- partir- o

célula préxima al micrbpnd se
distal puede div:.du'se

longitudinalmente, variando

el cuerpo principal oiembridn’ propiamente dicho, y suspensor, -
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que es un agregado celular en forma de pedﬁnculo que mantiene
"unido al embrién y al' saco embrionario en la zona micropxlar,
aunque no todas las especies presentan la formacién ‘del
suspensor.

La segunda divisién que ocurre en el cuerpo del embridn, es
la de los polos distal, mds lejano de la regién micropilar, y
la prox;mal mAs cercano a la regién mxcropilar (Hardlaw,
1955 citado por Esau, 1972). Antes de 1la aparicidn de losl;

cotiledones hay un engrosamiento de la parte’ diatal deI

embrién , dado por las divisiones periclxnales que ocutren en‘NJ:

é1 (Norstog, 1961 citado por Esau, 1972).
La organizacién del sistema de meri

{procambium, protodermis y meristem



los codones de proteina de tres genomas: el del padte, el de
la madre y el del cigético, difiriendo de los sistemas

somaticos en loe que interviene un sélo genoma.

Una vez que el embrién ha llegado a su estado maduro, se le

considera como una estructura bipolar, por presentar
meristemos que crecen en sentido opuesto (meristemo apical de J'
ralz y meristemo apical del vAstago). En su mayor parte, las

células estdn poco diferenciadas, aunque en su parte centréif
del eje hay tejido vascular, o procambium, que une a 1os ao;:.A
meristamoa. El meristemo apical de raiz esti protegido porj

una capa celular denominada caliptra (Esau, 1972).

B).~ Embriogénesis somAtica

La embriogénesis asexual o somAtica es un bgodéso morfqgénicd» -

citado por Carbajal, 1986; Wi

cultivo ip yi ;g se realxza a pattlr de célula

somAt1cas'J
{diploides); tiene su orxgen B pues,ien la mltosis (Margata, .
1988). '
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Se considera embriogénesis somAtica jin vitro a aquel proceso
regenerativo que presenta una estructura primaria bipolar, o

.sea, que presenta cotiledén y radicula, Yy que no esta
conectado por medio de tejido vascular con el explante o
agregado célular (callo) en cultivo (Winton, 1978 citado por
vargas, 1982; Street, 1976 citado por Carbajal, 1986; Pierik,
1990). Para que se consideré embriogénesis somdtica, también
debe de pasar por los estadios globular, corazén, torpedo y
cotiledonar (Street, 1976 citado por Carbajal, 1986).

Se pueden distinguir dos tipos ﬁife:entes de embriogénesis
somAtica:

A').~ DIREBCTA: En este caso el embridén se origina
directamente, a partir de una célula o tejido, sin que se
produzca una formacidn previa del callo.

B').~ INDIRECTA: En este tipo de embtiogénesis, primero se

forma un callo, a partir del cuAl Fe:forman después los

embriones (Sharp et al., 1982; Ahhif Eo,iléaa;yzvans et al.,

1981; Kohlenbach, 1985; 1986 c;tados por Pierik,

1990; Winton, 1978; Hartman y" ester, 1983 citados por Deysi,

1987). El embrién crece‘51emp del-agregado de células hacia
la atmésfera (Carbajal; ) Ce

En la actualidad

feflciente‘i'

forma de multiplxcac16n clonal,'porque as’ capaz de producir
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un gran némero de plantas uniformes. en ‘un tiempo
relativamente corto (Lozoya, 1985; Rao"_a;t .‘1‘.,' 1985 citados
por Deysi, 1987}. ‘_ : 5 P

La embriogénesis ofrece mayores pos:.biluiades que la
organogénesis como un método Ppractico para la propagacién
masiva de plantas por cultivo ip vitro {(Durzan, 1980; Herman,
1984 citados por Deysi, 1987). Debido a esto, Becwar et al.,
(1987) han 1llevado a cabo trabajos sobre embriogénesis’
somAtica para caracterizar sistemas ip vitro para varias
especies de ‘coniferas.

Sin embargo, el némero de éxitos en embriogénesis somAtica de
especies arbdreas es limitado, en comparacién con las plantas
herbAceas (Deysi, 1987). Un ejemplo muy claro es la 5btenc}i.¢n

de estructuras somdticas muy parecidas. .a embrlonea

provenientes de células, utilizando protoplastos"

Pseudotsuga
Barrientos, 1983.

la embriogén’evsis‘_ig',‘xiti:c')

Ahora bien,

decir, los que forman

Vargas, 1982),:

Pierik, 1990)
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Las plantas. juveniles regeneran va_itagos adventicios con

relativa facilidad. Por ejemplo, en el caso de las

gimnospermas, la formacién de vAstagos adventicios

generalmente sélo es posible con embriones, plantulas: o

porciones de plaAntulas y no con plantas adultas (David, 198_2; .
Anénimo, 1984 citados por Pierik, 1990). ‘

4.6.1.- Tipos de émbriones
Existen dos tipos de embriones:

A).- Bmbriones cigéticos
Bl embrién proviene del desarrollo del cigoto, quién resulta
de la fecundacidén de la oosfera en el saco ambrionario por
uno de los nicleos espermAticos procedentes del grano de
polen, representando el principio de una nueva generacién
esporofitica de las plantas (Raghavan, 1977 citado por Manzo,
1991; Beuley y Black, 1978 citados por Niembro, 1988;
Margara, 1988; Niembro, 1988}.

Bl cigoto presenta tres caracteristicas principales:

1}.~ Proviene de . la-fusién de dos:gametos, macho ‘y:hembra

(con n cromosomas)

2).-.Es. una célula libre (quje presenta;un ;‘desarirollo

1ndependx.ente no estando’ somet:.da interacciones de las
células integradas en un,tejldo.; : : S
3).- Bl medio del jéven embridn pt_b‘véniianrt.e del cigoto estd
constituido —por -el.albumen,: que puede apottar ‘sustancias
tréficas y también reguladores dél cbi-‘ec'iri'hvj.e'nto {Margara,
1988). Bk
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El embrién normal salido del desarrollo del cigoto esta
caracterizado ademis de por su origen, por su morfologla y su
desarrollo.

Asi, una vez que el embridén ha completado su desarrollo, lo
cuAl toma lugar aproximadamente de 7 a 8 meses después de la
fertilizacién, este es un eje polarizado, estando formado por
un verticilio de cotiledones u hojas embrionarias, cuyo
nimero varia notablemente entre y dentro de la especie. Los
cotiledones rodean a una estructura cénica formada por
tejido meristemaAtico la cudl recibe el nombre de plumula o
epicétilo. Esta estructura da origen tanto al tallo de la
plantula como a sus hojas primarias. Debajo de los

cotiled se tra el hipocdtilo, el cudl es una regién

de transicién entre el tallo y la raiz. En la regién inferior
al hipocétilo se localiza la radicula, la cudl estA formada -

por tejido meristemtico. La radicila 'dard lugar a la raiz

primaria de la plantula

En el extremo radicular del ",is‘eniivilas,es’

guspensor, las cuales se bresentan,
filamento enrollado (Niem‘brbﬁ

Bn Pinus cembroides, el embriér

constituido se encuentra’ inmerso
femenino, el cual’a &
tegumentos del évulo, .

leflosos ,(AN_‘iénvlb'ro .i1986)

49



B).~ Embriones somAticos

En la literatura, los embriones somAticos son denominados de
diferentes formas; estructuras de tipo embrionario, embriones
vegetativos o adventicios, embrioides,Vseudo—embrionas; y al
proceso de su formacién se le denomina embriogénesis
adventicia, asexual o somAtica (Sharp et al., 1982 citados
por Pierik, 1990; Margara, 1988).

Los embriones somAticos se originan a partir de células
somAticas (con 2n cromosomas), las cuales pueden producir
estructuras comparables a los embriones.

Los embriones somAticos poseen una estructura bipolar de la
que los dos polos meristemAticos desarrollan, respectivamente
el hipocédtilo o plimula, el culdl dard origen al tallo, y la
radicula 1a cudl formarA la raiz (Raghavan, 1977 citado por
Manzo, 1991; Margara, 1988).

En condiciones in vitro, el endospermo es sustituido por el
callo y el medio de cnltivo (Carbajal, 1986).

Las diferentes estfgcturas del embrién realizan funciones
especificas que siqﬁen un modo de desarrollo predeterminado,
el cual, en las-inQestigaciones in vitro dependen de la
interaccién entre las diferentes partes del embrién durante
su germinacién, y los potenciales morfogenéticos de las

diferentes partes del mismo (Bhojwami y Razdan, 1983).
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4.6.2.~- Fases de los embriones
Dentro del desarrollo embrionario, ya sea cigdtico o somatico,-el -

embrién debe pasar por los siguientes estadios principales:

A).~ ESTADIO GLOBULAR: Se le denomina asi por la forma de globo,
la cudl se origina por una acelerada divisién célular.

B).~ ESTADIO DE CORAZON: Los dos lébulos del estadio de corazén

forman los cotiledones dando la apariencia acorazonada.

C).- ESTADIO DE TORPEDO; EBn este estadio el embridén tiene una
forma bipolar mAs definida.

D).- ESTADIO COTILEDONAR; En estd forma se observa claramente la
pldimula con sus respectivos cotiledones y la radicula, el
desarrollo del embrién ha finalizado en esta etapa (Ver
Fig.5). (Pietsop et al., 1983 citado por Carbajal, 1986;
[Esau, 1972; Bidwell, 1979; Lépez, 1985c; Deysi, 1987).

D

FIGURA 5.- Estadios en el desarrollo del embrién.-
PURNTR: Deysi, 1987; Bidwell, 1979.
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4,6,3.~- Factdres que afectan el desarrollo de‘los'embribqesv;n

!1tro

que destacan:

A).- GENOTIPO: La constitucidén génetica de la: plant

importante, porque en algunas especies’vegetales.’ 1os o

embriones son dificiles de cultivar, mlentta
resulta facil. : Clemd

B).- ESTADO DE DESARROLLO DEL EMBRION EN BL Mpné'n'ro 'DEL’
AISLAMIENTO. ' : '

C).~ LAS CONDICIONES DE CRECIMIENTO DE LA PLANTA MADRE.

D).- COMPOSICION DEL MEDIO NUTRITIVO: Los embriones inmaduros
tienen’ unas necesidades mucho mAs criticas, en cuanto a la
composicién del medioc nutritivo, que loﬁ embriones. maduros.
Sin embargo, tanto los embriones madﬁros como'los inmaduros
necesitan nutrientes, de 1os cuales la 1n£1uencia de la

aportacién de Nitrégeno Y- la £

la embriogénesis en'

Nitrato. Tambxén se- ha’

componente importante es. el agar, . ya que se~ha detectado una'ni

cond1c16n fzsxologlca llamada vxtr1f1cac16n, esta aparece' i
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‘potencial osmético.en:

Litz,.1991).

especialmente en las plantas que disponen de una gran
cantidad de agua, como ocurre en los medios liquidos o con

baja concentracién de agar. Tradicionalmente la vitrificacién

'ha sido definida por la sintomatologia visual que presenta el

explante tal como: apariencia suculenta, vidriosa y remojada,
asi como el crecimiento irregular del mismo. La vitrificacién
es el resultado de un incremento de agua en el protoplasma
célular; ocasionando de acuerdo a estudios histoquimicos, una
baja produccidén de cutinas, pectinas y celulosas, esto da
como resultado que las células no se lignifiquen normalmente.
Esto ocasiona que el tejido entre en una etapa de tensién por
la falta de aeracién, lo cual ocasiona una produccién de
niveles altos de etileno, dando una formacién de plantas
vidriosas y en algunos casos la necrosis del tejido.
También es importante la aplicacidn de sustancias orgadnicas

como vitaminas, reguladores dei"é:eciﬁienio;;entre otras.

{Raghavan, 1966 citado por nan;di

citados por Carbajal,-198
Vargas, 1982; Anénimo,f1978a;
Bhojwani y R
Margara, . 1988;
Litz, 1991):
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B).- OXIGENO: Se trata de un factor. importante, siendo en
algunas ocasiones, las necesidades de oxigenc de los cultives
de embriones, superior a las concentraciones que normalmente
8e encuentran en el aire (Minnier, 1980 citado por Pierik,
1990).

F).- LUZ: La luz tiene una mayor influencia sobre 1la
regulacién y mantenimiento de muchos desarrolios y procesos
morfogéneticos (Vargas, 1982; Lozoya, 1985; Pierik, 1990;
Bllis y Webb, 1993). )

Por ejemplo, Guptan y Durzan (1986) encontrarén que en la
oscuridad 1los embriones se alargan y forman ntmerosos
cotiledones en un repetido y exacto proceso poliembrionario.
En cambio Bronson y Dixon (1988) tuvieron éxito al aumentar
el fotoperiodo, logrando obtener vAstagos adventicios en
cotiledones de Pinus elljottii Engelm. )

Haiséig (1965) citado por Vargas (1982), indica que lav
presencia de la luz permite una utilizacidén mAs efectiva del
aziicar por parte del embridn,

Vargas (1982) sefiala que para la formacidn de embriones
somAticos, por su parte, requieren de intensidades luminosas
muy elevadas (10,000 a 15,000 1lux). Aunq‘ue algunos autores
(Winton y Hohtinen, 1976 citados por Vargas, 1982; Ellis y
Webb, 1993), han logrado obteﬁar formacién de embrioides a
intensidades luminicas de"soo a 6,000 lux en especies de

coniferas. Ldl
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En lo que. respacta a el fotopetiodo,_ s‘e're’comi'endan

fotoperiodos 1argos de 16 a 18 horas e: inclusive da 24 horas

(cheng, 1975; Sommer et al., 1975,‘ w:mt:o
citados por vargas, 1982; Hartman Y Kester'
1990; 'Bllis y Webb, 1993), :

A, veces los embriones aislados neces:.f.an set cult:.va‘ 8:en - la

oscuridad, durante 7 a 14 dlas, pudiendo luego'ser‘
transferidos a la luz, para permitir la formac:.bn de_i.
clorofila (Smaal, 1980 citado por Pierik, 1990) : i
G).- TEMPERATURA: La temperatura depende de la especie vegetal. ’
que se usa. Normalmente se utiliza unar;tempetatura?
relativamente alta (22°C a 28°C) para el c;ec‘:imiehto'delr
explante (Narayanaswamy y Norstog, 1964 citadds por Han'zo,‘
1991; Pirik, 1990; Bllis y Webb, 1993). 8in embargov en
algunos embriones especificos se suele ‘utilizar un
tratamiento de frio (4°C) el cudl puede ser necesario péra
romper l1la dormancia (shabde-Hoseé y Murashige, 1979 citados:
,,1990) R 7
H).- CONTAMINACION: Otro factor limitante para el desa rono”i'

por Manzo, 1991; Plerik,

dos fuentes, ambas ,sop po

los cuales existen:tant

tejidos del exrplraiprte" (Campbell’,’

1985 c:.tado por Debergh _t:_
al., 1991). -
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Bs dificil obtener informacidn de las pérdidas que ocasiona‘
la contaminacién en la Micropropagacién, debido a razones
comerciales; aunque se persiguen porcentajes bajos de
contaminacién (menos del 10%), ya que, entre mids alto sea el
porcentaje, mAs sBe eleva el costo por planta obtenida
(Wright, 1986; Long et al., 1988; Leifert et al., 198%a
citados por Debergh et al., 1991).

Todos los factores sefialados anteriormente no actdan de manera

aislada, sino en interaccién, lo cudl manifiesta diferentes

requerimientos externos que pueden ser aplicados a la

embriogenesis in vitre (Carbajal, 1986).

Bl factor mids importante varia con las especies a propagarse (Van

den, 1991).

Se requiere maAs informacién acerca de los factores que

influencian el crecimiento de los'embriohes (Orea Y Vvillalobos,

1985), Esto ha~ originado que ”“91 c nppimien;ordevcémo se

: g_"—o

empirico, por 1q‘qu§'1$ manipulacidn dé:iasE

induce la regeneracidn de plantasi:in sea altamente

ondiciones

fisiolégicas del explanta,: del medio:de cultivo f}liswgondiciones

~regeneracién ,

idmpr6951éﬁ (Leung, 1985).
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4.6.4.- Técnicas de rescate‘en embriones maduros

Bl cultiw)o de embriones maduros consiste en el Aislamiento y
crecimiento ip vitro, en condiciones estér11e5 de un: embr:.bn
maduro, fuera del resto de los tejidos de la semx;la, con el finv .
de obtener una planta viable (Pierik, 1990).

El origen se remonta a los experimentos de Hannig en 1904 quién
trabajd con embriones en diferentes estados de desarrollo de
Cruciferas, utilizando medios de cultivo bastante simples a base
de sales minerales y sacarosa, concluyendo que la germinacién de
los embriones ocurria normalmente adn cuando estos estuvieran
inmaduros (Shabde-Moses y Murashige, 1979; Bhojwani y Razdan,
1983; Lépez, 1985c; Hu y Wang, 1986; Pierik, 1990; Ramming,
1990). ‘ _
Después prosiguierdn mds intentos; en 1924 Schmidt utilizé
embriones de coniferas; el fisidlogo americano P. White en 1930

desarrclld medios en los cuales 1os ambrionea en el estadxo de )

V:Lllalobos, 1985 P erzk 1990
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El cultivo de embriones ha permitido rescatar embriones en vid
{Ramming y Bmershad, 1984 citados pqri nénzo, 1991; Ramming,
1990), embriones de orquideas (Rao, 1971)§_éﬁbrioﬁes‘de Musa

bisiana (Cox et al., 1960 c1tados p X asi como

embriones hibridos de gramineas (Hu % Wang, 1986) entre otros.‘
El cultivo de embriones ha permitido acortarllos c;cl_o; :
generacionales en los programas de mejoramien.to (‘Nickell,, 1951‘
citado por Manzo, 1991). .

Bl cultivo de embriones esta déstacando actualmente (Hesi‘!,r 1952 )k, z ,‘
inclusive las investigaciones mAs recienias en pinos, se llevan
a cabo con el uso de embriones como explante (Ver cuadro 4)..

La naturaleza juvenil del embrién ofrece un alto potencial:
regenerativo que ofrece una especial espectativa para la
propagacién clonal de las coniferas (Hu y Wang, 1986; Margara,
1988; Pierik, 1990). ' .

La razén para que esto ocurra es explicable, ya que con pocas
excepciones el embridén que se encuentra en las semillas estéi

totalmente desarrollado en una estructura bipolar, lo cuAl

contiene un meristemo en cada polo y ademis los cotiledonas. 'Por’f :

consiguiente, al momento de cultivar el embrién ésce contiene.

(Lépez, 1985c) Sm embargo se'~
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El tamafio relativamente grande de estos embrxones, Y 1a facxlldad

con que pueden axslarse han contribuido en gran parte a.

utilizarlos en aplicaciones practicas tales como,

A).- Eliminar la inhibicién (absoluta) de Jé;

iﬁéciényde 1as

semillas de especies lefiosas.
B).- Germxnacibn de semillas de par&sitos obligados.
C).- Acortar el ciclo de mejora. Bxisten muchas especies que
presentan‘dormicibn seminal, 1la cual frecuentemente se
local;za en la cubierta de la semilla y/o ‘en el endospermo.
D).- Utilizacién en fitomejoramiento.
B).- Bstudioh de los factores que rigen la morfogénesis ;g
' vitro. Estos conocimientos son ntilea'para mejorar los
' resultados cuando se use otro tipo de explante.
P).- Germinacién rdpida de especies lefiosas. .
G).- Aumentar la viabilidad en especies con problemas. de :
viabilidad debido a diversas causas. A

H).- Propagacién vegetativa.

(Flemion, 1948; Yeung et al., 1981 cxtados por Manzo, 1991'

Vargas, 1982; prez, 1985(:, Pierik, 1990 Ramming '1990)




con explantes de cotiledones de Pinus radjata en un perlodo
de 3 meses y arriba de 1,300, 8i el cultivo se mantiene por 6
meses.
En algunas ocasiones, en lugar de usar directamente el
embrién completo para el cultivo jin vitro, es posible
utilizar sdélo parte de él, sin que s8e alteren
significativamente los resultados.
E8 necesario tener presente que el valor genético de las
plantas en los clones establecidos por el procedimiento del
cultivo de embriones no puede asegurarse hasta que ellas se
desarrollen, pues es dificil de especificar el potencial
genético de las semillas en las cruzas naturales ( Durzan,
1980 citado por Vargas, 1982); debido a este hecho, el
cultivo de embriones tiene grandes limitantes en los
programas de mejoramiento genético donde el objetivo es
propagar Arboles "élite" y no su progenie (Vargas, 1982}.
Una de las ventajas de los embriones para trabajar en condiciones
in vitro es que estin alojados en un ambiente aséptico, por lo
que no es necesario una desinfeccién superficial., En la prActica,
el embrién es removido del tejido que lo contiene (Torrey, 1973

citado por Lépez, 1985c).

4.6.4.1.~ Bxplante

Un explante:es una parte de la planta (apice, érgano, fragmento

de Organo o ftagmento de}_ separada y preparada para e1'

cultlvo'asépgxcpngnl

qpe:flclal,
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para ser colocada posteriormente en un medio‘nuttitivo (Vargas,

1982; Margara, 1988; Pierik, 1990).

Lo explantes mAs cominmente utilizados en'la Micropropagacién’

son:

- Cultivo de tejidos soﬁaticos ] vegetativps/
~ Meristemos secundarios,

- Meristemos primarios,

- Embriones maduros e inmaduros,

- Cultivo de tejidos gametofiticos,

~ Cultivo de callos (Vargas, 1982).

La propagacién masiva requiere que los explantes cultxvados in
vitro, proliferen de modo tal que existan muchas unldades capaces~

de regenerar plantas completas. Bl explante puede producir

directamente brotes miltiples en su superficie o alt

: ;eﬁoéﬁs,tlengnupna,capac;dad";eqaneratiya:débil‘
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(limitado potencial_morfogenético), si se comparan con
las especiés herbAceas. La baja ocurrencla de
embriogénesis somAtica ‘en especies leﬂosas.i La alta
incidencia de érganos 'y plantas~aberrantes en alguhég"
especies. La ekcresibn de sustancias téxicas en 1Bs7
medios nutritivos. Las especies lefiogsas son muy
propensas a este tipo de factor limitante. o
B).- ESTADO DE MADURACION DEL EXPLANTE Y DEL DONADOR.
Conforme una planta envejece, su Eapacidad
regenerativa suele disminuir.
C).- LA POSICION DEL EXPLANTE EN EL DONADOR.
D).~ TIPOS DR BXPLANTE.
B).- CONDICION FISIOLOGICA, INCLUYENDO BL BSTADO
NUTRICIONAL DEL EXPLANTE.
F).~ BL PREACONDICIONAMIENTO DEL EXPLANTE.
G) .~ TIBMPO DE RECOLECCION DEL EXPLANTE.
(Alden, @t al., 1977; Kramer et al., 1979; Rauter, R. M., 1982;
1983 citados por van den D., 1991; David, 1982 citado por Pierik,

1990; Bhojwani y Razdan, 1983; Ochoa, 1985; Orea y V111alobos,

1985; Pierik, 1990).

Los tejidos jévenes han mostrado mejores resultados ;n vitgo que

los adultos (Villalobos 1983,

Margara,,

1990; Guptarynkreitipgd
Diversaé invéstxgacxone

lograr léfdiféréﬁéiééion,
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mayo’riq de‘las_ especies forestales, espeéiglmente eh las
conife“x"as‘ (Bﬁhqa, 1977 citado por Vargas, 1932). Inclusive Gupta
Yy Kreitinger (1993) mencionan que no hay reportes de
embriogé{:esis somAtica en tejidos maduros de Arboles forestales.
Sin embargo, los tejidos maduros tieneﬁ la ventaja sobre los
tejidos jévenes de que provienen de Arboles que  han mostrado su
potencial genético. Bn general, mientras mas j6ven es el tejido Y
g6 encuentre en crecimiento activo, mejores resultados se. '

obtienen en el proceso de diferenciacién de 6rganos (Vxllalobos

et al., 1983; Margara, 1988; Pierik, 1990;'G pta‘ ¥

1993).

realizados en el género _gymg, se han utilizado

embriones para su cultivo (Hlnton, 1978 c1tado por

1983).

Por regla general, . son 1os ’tejldos provem.entes del embrlbnylos '»

que expresan mAs ‘frecuentemente, de una forma clara y‘w

reproducible la.- aptztud para la regeneracidn ;Ln vit I0.

Los embriones responden muy ‘bien, debido a. qu ;

embargo, el enfoque més importante dadol al cultw de;‘ émﬁfibaés,' )
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es su empleo sobre todo en la propagacién de especies lefiosas
(Loo y Wang, 1943; Brown y Gifford, 1958; Berlyin y Miksche,
1965; Bonga, 1977; Winton, 1978; Sommer y.Brown, 1979 citados
por Vargas, 1982; Margara, 1988; Pierik, 1990; Becwar et al.,
1991; Chesick et al., 1991).

Actualmente en el género Pjinug es8 mAs comin la utilizacién de

embriones como explante (Ver cuadro 4).
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CUADRO 4.- UTILIZACION DE EXPLANTES EN INVESTIGACIONES in vitro EN EL GENERO Pinus.

AUTOR ( ES) Ao RIPECIE EXPLANTO _|TEJIDO INDUCIDO/ ORGANO
FLINN - etal. (1) 1986 Pinus strobus L. EMBRION YEMAS ADVENTICIAS
GUPTA Y DURZAN 1986 |Pinus ambertiana CALLO EMBRIONES SOMATICOS
MUDGE, K.W. (1) 1986  |Pinus mugo EMBRION YEMAS ADVENTICIAS
PATEL etal. (1) 1986 |Pinus rigida EMBRION YEMAS ADVENTICIAS
BECHAR etal. 1987 |Pinus spp EMBRION EMBRIONES SOMATICOS
BERLYN etal, (1) 1967 |%Pinus cariaea Morelet. EMBRION YEMAS ADVENTICIAS
GLADFELTER Y PHILLIPS (1) 1987 |Pinus eldarica Medw. EMBRION CALLO
GLADFELTER Y PHILLIPS 1987 |Pinus eldarica Medu. CALLO VASTAGOS ADVENTICIOS
KAUL, K. (1) 1987 |Pinus strobus L. EMBRION YEMAS ADVENTICIAS
PEREZ-BERMUDEZ Y SOMMER (1) 1987 |Bnus efliottii Engelm. EMBRION YEMAS ADVENTICIAS
AMERSON  etal. 1986 [Pisus taeda L. EMBRION VASTAGOS ADVENTICIOS
BRONSON y DIXON 1988 |Pinus elliottii Engelm. COTILEDON VASTAGOS ADVENTICIOS
FLINN etal (1) 1988 |Pinus strobus L. EMBRION YEMAS ADVENTICIAS
LAINE etal. (1) 1988 |Pinus oocarpa PROTOPLASTO . CALLO .
LESNEY etal. 1988 |Pinus elliotti Engelm. PROTOPLASTO CALLO
STIEF etal, (1) 1988 |Pinus strobus L. FASCICULOS | - ELONGACION DEL EXPLANTE
THORPE, T.A. 1988  |Pinus radiata COTILEDON YEMAS ADVENTICIAS
BAXTER etal. (1) 1989  |Pinus caribaea Morelet. EMBRION YEMAS AXILARES
BAXTER etal. (1) 1989 - |Pinus oocarpa EMBRION YEMAS AXILARES
JAIN etal. 1989 |Pinus elliottii Engelm. EMBRION EMBRIONES SOMATICOS
DpIMATOGLOU stal. 1990 |Pinuspinea L. EMBRION CALLO. Y YEMAS ADVENTICIAS
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CUADRO 4.- UTILIZACION DE EXPLANTES EN INVESTIGACIONES in yitrc EN EL GENERO Pinus.

CONTINUACION. . .

AUTOR ( ES) ARO ESPECIE EXPLANTO _ [TREJIDO IMDUCIDO/ ORGANO
LAINE Y DAVID 1990 |Pinus caribaed Morelet. [peaton ¥ ssororasto EMBRIONES SOMATICOS
BECWAR etal. 1991 |Pinus taeda L. EMBRION EMBRIONES SOMATICOS
CAROLE etal. 1991 |Pinus siygitiana Mill. COTILEDON VASTAGOS ADVENTICIOS
CHANG etal. 1991 |Pinus virginiana Mill. COTILEDON VASTAGOS ADVENTICIOS
CHENG-XIOAFEI y LI WENDIAN 1991 |Pinus spp. VASTACS  KVENTICICS RIZOGENESIS
CHESICK etal. 1991 |Pinus strofus L. EMBRION VASTAGDS ADVENTIC10S Y PIZ0GENESIS
GATES Y GREENWOOD 1991 |Pinus resinosa EMBRION EMBRIONES SOMATICOS
HIATT y ALLEN 1931 |Pinus palustris EMBRION CALLO
HIATT y ALLEN 1091 (Pinus elliottii Engelm. EMBRION CALLO
HIATT y ALLEN 1991 {Pinus tgeda L. XILEMA SECUNDARIO CALLO
HIATT y ALLEN 1991 |Pinus echinata XILEMA SECUNDARIO CALLO
MARTINEZ etal. 1992 |Pinus canariensis COTILEDON YEMAS ADVENTICIAS
MARTINEZ, P.C. 1992 | Pénus canariensis COTILEDON EMBRIONES SOMATICOS
NEUMAN etal. . | 1992 |Pinus taeda L. COTILEDON VASTAGOS ADVENTICIOS
GO etal. 1993 |Pinus caribaca Morelet. EMBRION CALLO
HALOS Y GO 1993 |{Pnus caribaea Morelet. EMBRION VASTAGOS ADVENTICIOS
GUPTA y KREITINGER 1993 |Pinus lombertiang EMBRION EMBRIONES SOMATICOS
JANA ZEL 1993 |Pinus taeda L. EMBRION VASTAGOS ADVENTICIOS

FUENTE: (1} ELLIS Y WERB (1993), . TODOS LOS DEMAS AUTORES VER BIHLIOGRAFIA



4.6.4.2.~ Medio de cultlvo

El' éxito del cult1vo de teJldOB de plantas, esca muy iniluenciado

por factores externos qu ’atectan el proceso morfogénico, sxendor»

los factotes iis os ykqu1m1cos los de‘mayor 1mportanc1al

'del medlo, son los que 8

Sin embargo, los factor

concentracxbn d1£u516n o por gra lente flsxolbglco
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Los nutrlentes orgénlcos e 1norgén1cos del medlo de cu1t1vo son

pues Bon 1os que van a; proporczonar los elementos

fundamentalesi

allmentlclos que'uecesitan los’ explantes para 1n1c1ar Bu

desarrollo

balanceada de
cloruros, n_tra os,
(ca), Hagnesio (Mg),}é&ﬁé;;qr(k))::b "t
Manganeso (M), Zinc (Zn) § ﬁotoffaj,:y éqmpues C)
(vitaminas, aminoAcidos. y, Carbohidratos)’

1985b).

problema dado se hace en forma empirica.

Los progresos constantes da la aplxcacié

engafiarnos, pues

limitado de conocimientos) :es c
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Inclusive se’ sigue ten1endo como problema esenc1a1 la compos1c16n

del medlo de cultivo. Lcs estudlos xndependlentes de cada

elemento pe:mxtzrian determlnar la concentraclén bptlmm requer1day s

de cada uno de los explantes utxlizados de un
partlculat.,Aunque es muy importante llevar.‘
sisteﬁéﬁ;;os de este tipo, son poco numerosos ios queis
actualmente. :

Cualquisera que sea el método utilizado[

ricos,

Vargas,ulsaz, Gupta

contlenen los sxguxentes compon ntes..
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4.6.4.2.1.~ SalésvinorgAnicaS

A).- MACRONUTRIEZNTES:'Los tejidos en cultivo requieren de una

fuente continua’ de compuestosflnorgAnicos. AdamAs de

Hidrégeno -, oxigeno

tos mAs ‘usados

‘inci§51¢ente, por un

&/#;ﬁp}oximadamente)

alcaldi&ps;'AEidoé nucleicos,;

Tazawn et g_.,

197
1985; Kyte, 1987; ‘

rlzogénesis,
(Bonga, 1974
Raqhavan, 1"
'Reinert, 1973,

Lépez, 1985b, Plerzk, 1990);
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La mayor parte ds las plantas ptefleren el NO 3 al Nt 4,

aunque ‘en’ algunos- asoa puede ocurr r :la- contrarxo (Pxerlk

1990). Esto‘se'debe ‘a que«cuaq’q se,\lene'una alta

sucesivos (Ma;gata

De hecho, 1o qde oéﬁrre en el:medio

siguiente. como se ‘tiene. Nxttbge o' en’-las’'dos forma
en el medio de cultivo, el explant
bajo, disminuye la absorcién. de -ione;
entonces los iones NO™3 (Pierik, iQQQ)ﬁ
Para algunos autores (Halperin;

citados por Deysi, 1987; Jensen,

por Pierik, 1990; Pierik, 1990),},'

en forma amoniacal es

Margara, 1988 G>

,medlo de cultlvo MS es’ de 40'mH de concentrac16n (Gambotg et

al.,. 1976)
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Estudios llevados -acabo bor‘wétheiéli‘y Doﬁgali {1976}
citados por Cagbajal (1956); al utlllzar Nitrato de Potaslo
(KN03) como ﬁn1ca fuente de Nltrbgeno (N), dio por resultado
la baja formacxbn de embrxoides, esto .es debido a ' que el
Potasio (K) a altas concentracxones por lo general inhibe la
embriogénesis somAtica (Bonga, 1974 citado por vargas, 1982).
otros autores (Gupta y Kreitinger, 1993) han evaluado el uso
de Nitrato de Calcio Ca (NO); a 0.1M como fuente de
Nitrégeno (N) en el medio de cultivo MS, obteniendc buenos
resultados en la embriogénesis somAtica de Arboles
forestales.

Todo lo anterior deja ver que es necesario encontrar la
mejor proporcién y fuente nitrogenada de No‘3/NH*4, para
conseguir un crecimiento y desarrollo &ptimos in vitro
(Margara, 1988; Pierik, 1990). g

B) - MICRONUTRIENTES: Para una adecuada actxvidad metabblica,;

(),

Cobre (éu),

cobalto:(Co

-son requerldas en:pequeﬁ;s'
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cant:.dades. Las i/ii:almviynas ni#s empleadas en’ el’ medio ‘de: cultivo

son:

TIAMINA® (Vitamina’ BL): . ‘Se’  aflade. como’ Tiamina-HCL, “en .

(Bonga, 1980 ‘citado ipor‘:Var as,
P:.enk ¢

Plenk 1990)

Reguladores del crec1m1ento

Las’ hormonas‘son compuestos rganicos sincetlzados por 1as‘
plantas, que mfluyen sobre el crec:.rn:.ento y desarrcllo, act\'.lan

generalmente en lugares d:.ferentes en donde son producldas 'y se

73 :




encuentran p;esentbs Y'aéfiyas"én muy. pedueﬂaé,éahtidades‘

También‘otros:de5tipb éintétiéo,lal conJunto de estos productos

se denom xan reguladores del“'

sintétiéos, Junto’con ias hormonas

et al., 1990;

La fuente de‘ arbohldratos’mas comﬂnmente empleada‘en el cultlvo

de embr1ones maduros e 1nmaduros,:ha Sldo la sacarosa, azﬁcar

S
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empleada‘univérsalmente.'La concentracibn a la cuai se utiliza la

sacarosa es de 20 ‘a” 45 g/l (Narayanaswami y Norstog, 1964;

Monnzer, 1978 Yeung et al., 1981,rBh03wan1 y Razdan 1983, Hu y

Wang, 19861c1tados.por‘nanzo,

explante,

pot lo que se consxdera que 1os explantes‘no son autétrofos ipor
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lo tanto no son capaces de foat catbono de la atmoefera como .

se

cumﬁnmente,

(Bho:wanz y Razdan,f

1993),

Pinus resi , promovia -incr

peso seco del embrién.

"s leﬁosas

por: LOpez, 1965pr”

Pierik, 1990; Gupta{:y Kreitinger, 1993)

4.6.4.2.5,- Agua’

El ‘agua es uno de los componentes més 1mportantes va quef

constltuye el 95 I dev_medlo de cult1vo
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Sin embargo,;. el agua, aunque sea ralatlvamente pura, . puede

contrlbuir con mAs impurezas al medloide cultlvo que el materlal

. de crlstaleria,”“b ; agar o teactzvos quimlcos.yzl agua

disueltaﬁ.{Paiéfliberaf‘el a

comtinmente ‘usado ‘s
1990). o

De hecho, el agua utlllzada para’l

debe ser bidestilada, trxd
1985b)

Vargas, 1982)
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Bn el uso de med:.os de cult;vo sélidos, se'emplea el agar o

gelosa que petmxte gel).ficar el medio y formar. un complejo

gar forma geles que se derriten a 100'C'§“

secuencxa J.nhlbe :

el creclmiento_de' 'a]‘.dunosr _tejidos.‘ La composxclén del agar es,‘
B : ’ _“ﬂ'

18 V



por otra parte, var:.able y mal deflm.da. Ademés as’ posxble que el

agar ) pueda apor‘ ar elementos orgénlcos mJ.neral 's,

particularmente ollgoelementos, que actﬁan favorablemente sobre

el crecxmj.ent

ha hecho bastan;e lhabit;u‘a’l;_se ktra'f.a' de una fase sdélida y otra

ESTA TESS WD OO
" SR BE LA DiSLIMECA



liquida, en l'as cuales se corﬁbinan una “alta .tasa. de

mult:lpllcacmn con’ una més baJa sensl.b:.l:.dad .a la vltrxfxcac:ubn
(Pxer:.k, 1990)
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5.- MATERIALES Y METODOS
5.1.- Aspectos generales
5.1.1.- becacibn dal exper1msnto

La pzesente 1nvest19a016n se reallzé en el Laboratorlo de’

chropropagacibn de’ 1a Carrera de Ingenlerla Agricola de 1ag

Facultad de ‘Estudios - Superiores Cuaut1t1én, Estado de Méxzco.
5.1 2.- Material vegetal empleado
Se utilizarén semillas de Pinus cemg;ojdg Zucc‘

nivel de'signifiéa

5. 1 4.— Fecha de siembr

La presente 1nvestlgac16n se. establec1o el 31 de’; Mayo de 1993 y

se terminé de evaluar el 15 de dullo de 1993
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CUADRO 5.- DISENO EXPERINENTAL UTILIZADG EM LA PRESENTE INVESTIGACION.

NEDIOS LIQUIDOS NEDIOS  SOLIDOS g
l ] 1 E

wl 5 16 i1
3 [ K [

4 (] 13 9
5 3 5 ¥
t |7 | 14]15 J
7 I 7 ir

3 6 10 { 12

# UNIDAD EXPERINENTAL
¢ TRATANIENTO

TRATAMIENTOS MEDIOS LIQUIDOS |

TESTIGO de NH4NO4
5mM de NH,NOj
10mM de NH4NO3
20mM de NH NO3

TESTIGO de Ca(Nojz),
SmM de Ca(NOj3),
10mM de Ca(NO3)y
20mM de Ca(NO3);

N AWNR

TRATAMIBNTOS MEDIOS SOLIDOS

9 TESTIGO de NH,NO3
10 5mM de NH4NO

11 10mM de NH4N03

12 20mM de NH,‘NOa

13 TESTIGO de Ca(NO3)2
14 5mM de Ca(NO3)

15 10mM de Ca(NO3),
16 20mM de Ca(NOj),
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5.1.5.- Variébles,p,gya;ﬂar

Las varlables a evaluar son las s1guientes'

a). —Porcenta;e-d

contam1nac16n (!) Los datos para obtener el

ultlvo (sledos;

tabié}'a ‘finalizar
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CUADRD 6.~ CONPOSICION DEL MEDID OE CULTIVD DE MURASHIGE ¥ SKDOG (1962).
SALES INORGANICAS

NACROELENENTOS (mg/1) MICROELENENTOS (ma/1)
Ko 918 st Hel 16,9
Nilah03 1630 1803 6.
el;.?“:ﬂ a2 20804, 7Ha0 8.5
"ﬂ i Raalols. 2020 83
uai-: N 74,58 AP T S X

OTINICO 8.5 mg/|
.8 mg/l
INR 8.5 mg/!

5.2. 2.- Fuentes nitrégenadas

El med1o de cultivo MS contiene dos fuentes pr1nc1pales queﬁyyw,

proveen .del’ nitrégeno a los explantes, 1 Nitrato d},

Amonio (Nn4noa)‘

y Nltrato de Potasio (KN

s propuesta

de comunlcacibn personal por el Ing Agr.

Francxsco Cruz Plzarro,

en 1993,~C0n515tlend

,en el s1gu1ente_pro eso.'
84
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a).,- Deslnfecr:J.bn de la sem:.lla Las semlllas de PJ aus

"f eré

cembro.zdes Zucc., lavadas con(agua corrlente y. un

detergente cpmercial. .pespués SjE',ptOVCSdJiQ a. esca ificacmn_

mecdnica de las. é'e‘r’/n{llas‘.

flamear tanto ‘el material de cristaleria 'Acomo,ael b:.strurii‘:y’las‘

p:l.nzas .
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5.4.- Condiciones de incubacién

Unaivez téfmiﬁada la fnoculacién, se identificarén los tubos de
’énsaye, cblocandolos en una cAmara de cultivo con ambiente
cqntrolado. Las condiciones de incubacién fuerdn las siguientes:
Températura de 27+#1°C, con un fotoperifodo de 16 horas 1luz
proporcionado por lamparas fluorescentes a una intensidad

luminica de aproximadamente 3,000 luxes,.
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6.—- ANALISIS DE RESULTADOS

6.1.- Porcentaje de contaminacién
Uno de los factores que mAs limita a la Micropropagacién, es la
contaminacién, ya que nos afecta el crecimiento y desarrollo del
explante (Campbell, 1985 citado por Debergh et al., 1991}).
La contaminacién también surte efecto en la elevacién de nueétros
costos por cada planta obtenida (Wright, 1986; Long et al., 1988;
Leifeft et al., 1989a citados por Debergh et al., 1991}, esto da
como resultado que inclusive en algunas especies forestales,
resulte mas barato producirlas por semilla que producirlas en
condiciones in vitro (Faulkner, 1975 citado por Niembro, 1986)

De aqul se desprende la necesidad de obtener un método efxczente ‘”

de esterilizacién para la especie Pinus cembroides Zucc., el cuall  A,1

nos permita bajar los costos por planta obtenida en un futuro.

El método utilizado en la presente investigacién’ nos, arro:a

108) (Wright, 1986; Long et al., 1988; Lezfart et al

buenos.
L J

Sin embargo, estos resultados pueden meJorarse
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MEDIO SOUCO

PORCENTAIE OE CONTAMINACION (%)

MEDIO LQUIDO

8 TR
pigura 6. wonn,onﬂmuo nm ..no:«mawsunwos en los tratamientos
T estudiados.

mm



alojados en un ambiente aséptico (Torrey, 1973 mu.,nmno por Lépez,
1985¢). Lo anterior, nos da pauta a que - debemos o,«mu.:mn el método
de esterilizacién, probando otras no:no:nnmo..b:mw,:nm. Hipoclorito
de sodio, asi como de alcohol e inclusive sw,zm,umn también otros
n.....o:iom de esterilizacién, y porque no, omnmn:Awnmn la semilla

antes de iniciar el proceso de eacarificacidn.

6.2.- Porcentaje de sobrevivencia
"Bn pm.azon parte de las investigaciones en Micropropagacién en
el género Pinus, se utilizan embriones como explantes (Winton,
1978 citado por Barrientos, 1983; Margara, 1988; Pierik, 1990;
Ellis y Webb, 1993; Gupta y Kreitinger, 1993), debido a que:
expresan de una forma clara y reproducible su aptitud -para la

regeneracién ip vitro.

Sin embargo, existen factores que limitan: ow nnmnpsponﬁo w“”

desarrollo de los embriones, 1los n:mwow mnon

porcentaje final de sobrevivencia Axmnnmnm\,,
Litz, 1991). Dentro de estos mmnnou..cm noﬂc._.om

1985;

medio de cultivo (Lozoya, nmnum.._mw

suministrado :.ono<m. nmnmmwmw

Homu.
Pierik, 1990).

Margara, 1988; mcunm < =nmwnp=amn~ puouv no:mnaon» .._.o o nnmnpo..
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En lo que respecta a la presente investigacion, podemos obsgervar
que la mayor sobrevivencia en los embriones, se dio con el
tratamiento 14 (ver figura 7), en el cual, la forma en que 8e
suministro el Nitrdgeno fué como Nitrato de Calcio Ca(NO3),
arrojandonos un 60% de sobrevivencia. Aunque debemos estar
conscientes que los resultados obtenidos estdn influenciados por
otro factor: la vitrificacién. Uno de los problemas graves que se
presenta en el crecimiento y desarrollo de los embriones en
condiciones in vitro es 1la vitrificacién, debido a que por
regla general, los tejidos jévenes y tiernos suelen presentar
indices de vitrificacién (Pierik, 1990).

En la figura 8 podemos observar como se presentd la vitrificacién
en ambos medios (liquidos y sdélidos), sin embargo, fuerén los
medios liquidos los que presentarén una mayor disposicién'a ia

vitrificacidn; ya que de acuerdo con Pierik (1990) y Litz’ (1991),‘

con Pierik, (1990) es el que se absof e

una disminucibn de: pH en

sea mis ficil que se de la vitrificacién
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Figura 7.~

MEDIO SOLIDO

PORCENTAJE DE SOBREVIVENCIA (%)

vonno:ano no sobrevivencia en los nnmnnawcnnom
. estudiados.
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£ MEDIO LIQUIDO

MEDIO SOLIDO

PORCENTAJE DE VITRIFICACION (%)

w»o:nm m.. wo_..nonnmuc nm<wnnwmwnmnpo=m= Hom nnnnma»osnom
. omncn»maom :
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6.3.~ Desarrollo embrionarm ‘en.peso

El anAlisis de van' esta vauable (ver cuadro 7); nos

da como resultado en  la’ uente . de varlacxé

_tratamientos, una

dlferencia altamente signlficatlva, m:.ent_.ras ‘que upa'ra ila ‘fuente -

mayor incremento en peso, son los: tratamientos

(841ido), los cuales presentan alf»N

Amonio, teniendo el mAs alto nivel  de
20mM.

Esto afirma que al menos para'ia'

menos, para el desarroll

por lo antencrmen
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CUADRC 7.- ANALISIS DE VARIANZA DEL
DESARROLLO EMBRIONARIO EN PESO.

FV GL SC CM Fc Ft
TRATAMIENTOS] 15 [ 0.5317]0.0354]6.6792 f1.75++
A (EDO.FISICO) | 1 }0.0066]0.0066]1.2452[3.92Ns
B (NIVELES) 3 10.1922)0.064112.094 [2.68%*
C (FUENTES) 1 10.1812]0.1812[34.188[3.92+4+
[AB 3 ]0.0025]0.0008]0.1509 [2.68NS
AC 1 [0.00460.0046 J0.8679]3.92NS
BC 3 ]0.1223[0.0408[7.6981[2.68%*
[ABC 3 J0.1517]0.0506]9.5471 J2.68%+
[errOR 129]0.6817 | 0.0053
ITTTAL 159]1.8745

CV = 53.72%

CUADRO 8.~ COMPARACION DE MEDIAS DEL DESARROLLO
EMBRIONARIO EN PESO MEDIANTE LA PRUEBA DE TUKEY.

T 4.~ 0.2738 a T 7.- 0.0966 b
T12.- 0.2378 a T 8.~ 0.0939 b
Til.- 0.2076 b T15.- 0.0931 b
T 3.~ 0.1656 b T 9.- 0.0915 b
T 2.- 0.1526 b T13.~ 0.0815 b
T10.- 0.1431 b T 6.- 0.0893 c
T1l4.- 0.1401 b T 1.- 0.0808% e
T16.- 0.1292 b T 5.- 0.0809 e
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MEDIO SOLIDO

MEDIO LIQUIDOD

DESARROLLO EMBRIONARIO EN PESO '(g)
i
7

TRATAMIENTOS

\

S U N

PRI

mwn:nmo.uUomnnno:ooau;o:mnwogvomonm.._bm nnmnm::..o.znom
: P estudiados. : .

95



Sin embargo, la 1nteracc16n nlveleslfuentes nltroqenadas

presentan una dlferancxa altamente sanlficati a ‘eato nos'

explica porque la interacc16n estado fis1co/ni‘ele /fuentes

nitrégenadas nos da como resultado una’ dlfere ci altamente.

signlflcativa.
La comparac16n de medias con Tukey conh un n1ve
del 5%, nos da como resultado que los tratamlgpt

4 y 12 son estadisticamente iguales entre

:8i peroidiferentes a

los . tratamientos del grupe c: 6,1-¥ 5;

tratamientos del gtupo a son estad;stxcamen

del grupo b ¥y c. (Ver cuadro 8).

6.4.- Deaatrollo embrlonarlo en longltud

Bl andlisis de varianza para esta

gignificativa, Esto nos ayué'

tiene el estado fislco del

incrementos de longltud

de longxtud,‘fué en el cratamlento‘14 (SmM de Ca(NOS)z




En lo que respecta a las 1nteracc1ones estado fis1co del

medio/niveles, asi’ como “a’ la’ interacclén estado fia:.co del

medio/fuentes Nxtrégenadas, la’ dlfarancia)que nos

andlisis de varianza es signincat;‘.vp,”

8in embargo, la interaccién nivelea/fuentes

una diferencia no significati‘v

siendo superiores los tratamientos del grupo va (Verv'c‘uadr’d 10).
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CUADRO 9.~ ANALISIS DE VARIANZA DEL
DESARROLLO EMBRIONARIO EN LONGITUD.

FV GL sSC cM Fe Ft
TRATAMIENTOS| 15 {84.214] 5.614[ 2.602 [1.75%*
A (EDO.FISICO) | 1 |46.225]46.225]21,430 J3.92%*
B (NIVELES) 3 | 7.314] 2.438] 1.438[2.66NsS
C (FUENTES) 1 | 0.324] 0.324[ 0.150[3.92Ns
AB 3 J13.153] 4.384] 2.032]2.68*
AC 1.1 7.056] 7.056 [ 3.271[3.92*
BC 3 | 3.084f 1.028[ 0.476[2.68Ns
RBC 3 §7.058 | 2.353] 1.091[2.68NS
[errOR 129]278.31] 2.157
lTOTAL 159[446.74

CV = 94.14%

CUADRO 10.- COMPARACION DE MEDIAS DEL DESARROLLO
EMBRIONARIO EN LONGITUD MEDIANTE LA PRUEBA DE TUKEY,

’i‘ld-- 3.71 a T 4.- 1.47 b
T16.~ 2.21 a T 3.- 1.26 b
T10.- 2.03 b T 8.- 1.14 b
T12.- 1.96 b T 2,-1.09 b
T13.- 1.76 b T 1.~ 0.93 b
T 9.~ 1,76 b T 5.~ 0.93 b
T15.- 1.73 b T 7.~ 0.83 b
Tll.- 1.62 b T 6.~ 0.53 b
98
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MEDIO SOLIDO

MEDIO LIQUIDO

{cm) .

DESARROLLO EMBRIONARIO EN LONGITUD

Figura 10.- Desarrollo embrionario o:. longitud de' los nmmnma,u..osﬂom
: estudiados, : s :
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7.- CONCLUSIONES

* Bl método de . esterilizacién. utillzado en: la'presente._'
investigééiéﬂ,

contaminaclén

que’. respe

incremento en longltud de los embrlones de Plu cemgroldes Zucc{q,

* La emis16n de

”aices se observb en todo\

‘t atamientos, slnf

embargo los' medlos 1iqu1dos presentarén més desarrollo.
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