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RESUMEN

Se cultivaron embriones maduros de Picea chihuahuana Martinez provenientes de
cuatro poblaciones del estado de Chihuahua: El Ranchito, Las Tinajas, Las Trojas y La
Louisiana, para establecer y comparar su capacidad regenerativa respecto a la formacion in
vitro de brotes adventicios.

Con un periodo de induccién de 30 dias en el medio Schenk y Hildebrandt (SH),
kinetina 5 mg/l y sacarosa 30 g/l, se logré la formacién de brotes adventicios generados
principalmente en los cotiledones entre los 15 a 30 dias de iniciados los cultivos.

Se encontraron diferencias significativas en el nimero de brotes formados para cada
poblacién. Los embriones mas regenerativos fueron de la poblaciéon El Ranchito, los cuales
también presentaron la mayor sobrevivencia a lo largo de 5 meses. Aunque la poblacion de La
Tinaja presenté en el cuarto mes de cultivo un niimero alto de brotes, la mayoria de éstos
murieron al quinto mes de cultivo debido a la fuerte oxidacién que se presenté en los tejidos,
por lo que se consolidé un bajo nimero de brotes.

Las poblaciones de La Louisiana y Las Trojas presentaron un bajo numero de brotes
regenerados y su sobrevivencia fue muy corta ya que desde los primeros meses de cultivo
presentaron un problema fuerte de necrosis que fue letal para los brotes de ambas poblaciones.

Se comparé la capacidad regenerativa de embriones de la poblacion El Ranchito
colectadas en diferentes afios: 1993, 1995 y 1997. Los embriones que generaron el mayor
numero de brotes adventicios fueron los del afio 1995, superando significativamente al resto de
los afios y poblaciones con un tiempo de sobrevivencia mayor a lo largo de 5 meses.

El desarrollo de los brotes adventicios fue estimulado por la dilucidon del medio de
cultivo al 50% de la concentracién de sus componentes y la reducciéon de la concentracidn de
sacarosa. En todas las poblaciones estudiadas se observo un lento crecimiento de los brotes
generados, los cuales no llegaron a medir mads de 15 mm de altura al término de 6 meses en
cultivo, por lo que la reduccion de sacarosa no favorecié la elongacion de los brotes
adventicios.

Un fuerte problema para concretar la morfogénesis en esta especie como en muchas

gimnospermas fue la oxidacion. Esta ocurri6 en gran medida al transferir los brotes del medio




de induccién.al medio de elongacion La adicién de antioxidantes a los medios de cultivo y el
continuo subcultivo no fueron suficientes para evitar la acumulaciéon de compuestos fenolicos
que provocan la oxidacién. En varios casos el subcultivo agudizé el problema.

Los brotes adventicios no desarrollaron raices de manera espontanea, por lo que se
llevaron a cabo seis tratamientos para la induccién de raiz, de los cuales s6lo 4 promovieron la
formacién de raiz. Se logrd inducir el enraizamiento con pulsos de 24 h de ANA 4 mg/l (1
brote), 5 mg/l (1 brote) y 6 mg/l (2 brotes) en medio SH al 50% con sacarosa 15 g/l. La
primera observacion del crecimiento de las raices se observo a los 4 dias en medio SH 50% y
sacarosa 30 g/l.

Mas eficiente aun fue el desarrollo de raices en 7 brotes con el método de Dumas y
Monteuris (1995), en el que se empleé el medio RIM (Medio de induccion de raiz) con 1 mg/i
de ANA durante 3 semanas. El desarrollo de las raices ocurrié en el medio REM (medio de
expresién de raiz) al término de 12 dias.

Aunque el nimero de plantulas logradas es bajo, hasta el momento es el unico trabajo in
vitro de esta especie en el que los tratamientos han generado resultados consistentes. Los
resultados aqui obtenidos son alentadores para lograr llegar al establecimiento de un protocolo

efectivo para la micropropagacion de esta especie mexicana en peligro de extincion.




1. INTRODUCCION

Meéxico tiene una alta diversidad biolégica, de las mayores en el mundo, pero a pesar de
esta gran riqueza vegetal, poco se conoce sobre sus especies, fundamentalmente en lo que a su
biologia, cultivo, manejo y conservacién se refiere, lo que repercute en gran medida en una
falta de conocimiento acerca de su importancia para los ecosistemnas y para el pais.

Generalmente es aceptado que los bosques han sido fuertemente explotados a una mayor
rapidez que su regeneracion natural o artificial, ademas, los rapidos y desastrosos efectos de
enfermedades, pestes e incendios colocan en mayor riesgo la existencia de ciertas especies de
arboles. Aunado a la problematica natural de los bosques esta Ia presién del hombre, ya que la
diversidad y extension de los bosques del mundo estdan declinando conforme aumenta la
poblacion humana. (Thorpe ef al., 1991; Gupta et a/., 1993).

En México ocurre un rapido deterioro ecoldgico en todos los ecosistemas, La reduccion
de las zonas boscosas no sélo es afectada por la explotacion legal y clandestina de madera,
también por la extensién de terrenos de cultivo y pastoreo, teniendo un impacto inmediato en
el ecosistema y la tasa de reforestacion de los bosques. La conservacion por medio del uso
sustentable de nuestros recursos, es una meta urgente para frenar el grave riesgo de extincion
gue enfrentan numerosas especies, sin embargo, es uno de los paises mas atrasados en
conservacion de recursos naturales.

Desde hace varios afios las técnicas biotecnologicas de propagacion in vitro se han
mostrado como una alternativa efectiva para la propagacion de plantas con problemas
particulares en su reproduccion, asi como, para la conservacion de recursos genéticos (Frankel
et al., 1995). El término cultivo de tejidos o cultivo in vitro se define como el proceso de
reproduccién asexual usando técnicas artificiales, en donde el tejido o explante se desarrolla
bajo condiciones asépticas y factores ambientales controlados como la luz y la temperatura, y

de balances nutricionales que promuevan la morfogénesis de los explantes, proceso basado en




el fenémeno de la totipotencialidad de las células (Aitken-Cristie et al., 1981; Villalobos y
Thorpe, 1985)

El interés de propagar in vitro especies arboreas estd basado en las ventajas en tiempo y
manejo del material biolégico, dado que estas especies generalmente presentan largos ciclos de
vida desde la siembra de las semillas hasta la floracion, los cuales disminuyen al emplearse
estas técnicas. Mas atn, estos largos periodos han hecho muy dificil la aplicacién de la
genética convencional en el mejoramiento de estas especies.

Desde hace varios afios, se han venido realizando diversas investigaciones sobre el
establecimiento y manejo de plantaciones, con el objeto de generar los conocimientos y
técnicas necesarias para el cultivo de especies forestales con interés bioldgico y econdmico.

El género Picea, se conoce actualmente solo en los estados de Nuevo Leon, Durango y
Chihuahua (Rzedowski, 1978), existen 3 especies en México, Picea mexicana Martinez, Picea
martinezii T. F. Patt. y Picea chihuahuana Martinez, esta tltima especie se encuentra en
estado relictual y sdlo en pocas localidades de la Sierra Madre de Chihuahua y de Durango, en
las cuales crece en lugares particularmente protegidos y reducidos, esto la ha llevado a ser una
especie en peligro de extincion. Actualmente en el estado de Chihuahua, la Asociacién Bosque
Modelo, A. C. lleva a cabo la germinacién de semillas de Picea chihuahuana en vivero para su
posterior reintroduccion al habitat silvestre. Sin embargo, solo han obtenido aproximadamente
el 50% de germinacion y un bajo porcentaje de sobrevivencia por lo que requiere el empleo de
otras técnicas que hagan posible su propagacion rapida y masiva en periodos cortos.

Debido a la importancia biolégica que esta especie representa, el presente trabajo
pretende aportar conocimientos en la bisqueda de otras alternativas para la conservacion de

esta especie relictual.




1.1 ANTECEDENTES

La conservaciéon bioldgica representa asegurar el mantenimiento, la sobrevivencia y
reproduccion natural de las especies. Hay dos formas bdsicas para tratar de conservar la
biodiversidad vegetal: 1) en reservas de la naturaleza (in situ): pretende la preservaciéon de la
biodiversidad de las especies vegetales en la naturaleza, de forma que puedan reproducirse
naturalmente continuando el proceso evolutivo de las plantas y asegurando la conservacion de
las complejas interacciones entre plantas, animales y su biosfera. 2) A través de colecciones
(ex situ), que comprende o agrupa la conservacion en jardines botanicos, bancos de semillas y

por cultivos de tejidos.

1.1.1 Cultivo de tejidos vegetales (CTV)

La propagacidn clonal de plantas por cultivo de tejidos se basa en el principio de que
toda célula vegetal tiene la informacion genética para regenerar un organismo completo
(totipotencialidad). Para que la célula pueda expresar este potencial in vitro, es necesario que
se le proporcionen las condiciones ambientales adecuadas, utilizando principalmente medios
nutritivos de composicion definida y condiciones asépticas en todas las etapas de cultivo.

El cultivo de tejidos vegetales ha permitido el avance tanto de la ciencia basica como la
aplicada y en los Ultimos afios ha significado una parte esencial en los logros de la
biotecnologia.

Entre los beneficios del cultivo de tejidos se encuentra la micropropagacién, mediante la
cual es posible lograr una produccion clonal, rapida, masiva y libre de patdgenos (Beversdorf,
1990). La regeneracion de plantas se puede alcanzar a través de dos vias morfogenéticas: 1)
Organogénesis y 2) Embriogénesis somatica.

1) Organogénesis: Es el proceso de iniciacion y desarrollo de una estructura, Ia cual,
muestra formacion de o6rganos y funciones naturales; la iniciacién de los cuales esta

temporalmente separada de la iniciaciéon de otros 6rganos. El nuevo brote es una estructura

10




unipolar y su tejido vascular esta fisicamente conectado al tejido de origen, cada 6rgano puede
ser adventicio o0 de novo en su origen. Las bases de la organogénesis son poco entendidas y
envuelven una variedad de factores como: crecimiento de la planta donadora, tipo y estado
fisiologico del explante, medio de cultivo, reguladores de crecimiento, condiciones
ambientales y época del afio en la que se realiza el cultivo.

La organogénesis es regulada por la relacién de auxina:citocinina (reguladores de
crecimiento), la fuente de carbohidratos suplementada y las condiciones ambientales (Tran
Thanh Van et al,, 1974; Tran Thanh Van y Trinh, 1978).

Los estudios de Skoog y Miller (1957) demostraron la importancia del balance exdgeno
auxina:citocinina. Una proporcion alta de auxina comparada con la de citocinina cominmente
favorece la formacion de raices, mientras una proporcion baja favorece la formacion de yemas.
El balance realmente efectivo debe lograrse en el interior de los tejidos (Figura 1).

Varias partes de una planta pueden tener diferentes respuestas a las mismas condiciones
de cultivo, tales diferencias reflejan el estado fisiolégico de la planta donadora (Tran Thanh
Van, 1980), asimismo la variacién en la respuesta de los explantes pertenecientes a la misma
especie vegetal puede ser considerable (Murashige, 1974).

La organogénesis puede llevarse a cabo de forma indirecta o directa:

a) Organogénesis indirecta (a partir de callo): El callo es una masa amorfa que pierde su
arreglo parenquimatico surgiendo de la proliferacién celular del explante cultivado. Una de las
caracteristicas mas importantes del callo es que es capaz de desarrollar raices, tallos y
embrioides que pueden formar plantas normales, ademas de ser usado en el cultivo de células

en suspension.
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Figura 1. Efecto del balance auxina — citocinina. Tomado de George (1993).

Auxinas Citocininas
Baja
———-—’ +r , " 4,___.._.._—
Alta Formacion de raiz en esquejes
Iniciacion de callos en
—_—) . +—
monocotiledoneas

—  »  Primerestado de embriogénesis

Formacién de raices adventicias

—_—) de callos 4+—
Formacion de callos en
> dicotiledoneas ¢
Formacién de brotes adventicios
—_— “+—
Proliferacion de brotes axilares en
- cultivo de brotes -

Alta

Baja

b) Organogénesis directa: durante muchos afios se han conocido métodos mediante los
cuales se pueden formar brotes directamente de una parte de la planta, sin la formacién de
callo. Los 6rganos o partes de plantas que contienen rudimentos de yemas o que tienen un
potencial para la produccién de meristemos adventicios llevan répidamente este proceso de
regeneracion.

2) Embriogénesis Somatica o Asexual, se refiere a la produccion de embriones a partir

de células somaticas. Los embriones somaticos no son producto de la fusion de gametos, son
estructuras bipolares, semejantes a los cigoticos, cuyos tejidos vasculares no estan unidos a los

del tejido original. La embriogénesis somatica puede ser muy util en micropropagacién y en
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algunos aspectos es mas ventajosa al compararla con la organogénesis. Las plantas formadas a
partir de embriones somaticos tienen un sistema radicular original que generalmente es
superior a las raices adventicias y evita el serio problema de inducir enraizamiento {por
ejemplo en coniferas, Mohammed y Vidaver, 1988 ).

El cultivo de tejidos vegetales ha sido empleado en el area de la conservacion y
aprovechamiento forestal y se han tentdo grandes avances en la conservacion, propagacion y
mejoramiento de las especies utilizadas por el hombre. Esto ha tenido un mayor alcance en las
angiospermas, en tanto que en las gimnospermas, caracterizadas por muy largos ciclos de
desarrollo y menor expresion de su capacidad morfogenética, los logros han sido menores o
inexistentes con aquellas especies silvestres que hasta ahora han tenido un aprovechamiento
regional y no se han estudiado o se les han dedicado estudios limitados.

Dentro de las especies mexicanas en peligro de extincidén que requieren otros métodos de
conservacion se encuentra Picea chihuahuana, esta especie endémica y relictual ha sido poco
estudiada desde su descubrimiento, a pesar de la importancia bioldgica que representa y que es

descrita en los siguientes capitulos.

1.1.2 Micropropagacion de coniferas

El cultivo de tejidos aplicado a especies forestales ha tenido una dificil trayectoria dados
los ciclos biologicos presentados por las coniferas. De acuerdo con Ball (1950) la
diferenciacién de yemas a partir de callos cultivados de Sequoia sempervirens (Lamb.) no fue
exitosa porque las yemas nunca formaron brotes. En la década de los 60s, el cultivo de
coniferas se beneficid con las investigaciones relacionadas con los requerimientos nutritivos de
los tejidos in vitro hechas en otras especies y con el enriquecimiento de los medios de cultivo.
La primera conifera diferenciada in vitro fue la especie Pinus palustris producida por Brown
en 1974 a partir de yemas adventicias formadas en cotiledones (Dodds y Roberts, 1999).

Huhtinen (1972), obtuvo callos al cultivar megagametofitos haploides de Picea abies (L.)
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Karst. y a partir de éstos, se logré la diferenciacién de raices; posteriormente logré la
obtencién de brotes.

Actualmente se ha logrado la micropropagacion de diferentes especies de coniferas
mediante la embriogénesis somatica, de hecho es la mejor forma de propagacién por cultivo de
tejidos ya que la formacién del embrién evita la dificil tarea del enraizamiento en brotes
adventicios o axilares. Los trabajos de cultivo in vitro de coniferas estan principalmente
enfocados a la embriogénesis somadtica aunque esta técnica aun presenta una etapa critica; la
maduracion de los embriones, la cual resulta problemdtica en general en gimnospermas.

La formacién de coniferas in vitro por organogénesis (Tabla 1) se puede dividir
convencionalmente en cuatro etapas (Villalobos ef al., 1983):

1) Iniciacién de las yemas. Tipicamente, el tejido seleccionado se siembra en un medio
de cultivo con alto contenido de sales minerales, como el de Murashige y Skoog (MS), o

también el de Schenk y Hildebrandt (SH) y se complementa con citocininas (0.5-30 puM).
2) E! paso de las yemas a brotes. En muchos casos, la formacion de brotes a partir de

primordios de yemas, requiere del trasplante a otro medio de cultivo con diferente equilibrio
nutritivo u hormonal. Cuando los brotes se han diferenciado, el trasplante permite la
individualizacién y podria facilitar el enraizamiento. La disminucién en 50% de los macro y
micronutrientes que constituyen los medios de cultivo, se ha empleado con cierto éxito
(Thorpe y Harry, 1991).

3) Enraizamiento de los brotes. Esta es la etapa mas limitante en la micropropagacion de
gimnospermas (Zel, 1993). Generalmente se intenta el enraizamiento iniciando con la
reduccién de contenido de sales en el medio de cultivo, de la sacarosa (0.5-1%), del régimen
de temperatura (aproximadamente 20°C) y del mantenimiento de los tejidos en oscuridad
durante los primeros diez dias del tratamiento. El AIB suele utilizarse en concentraciones de
0.1 2 10 mg/l o en combinacién con otras auxinas. Una vez que el primordio radical se ha
diferenciado, los brotes se deben trasplantar a un medio sin reguladores de crecimiento para

permitir que ocurra la elongacion de las raices.
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Tabla 1. Algunas especies de coniferas propagadas por cultivo de tejidos.

Especie Explante Reguladores del Respuesta Referencia
crecimiento Morfogenética
utilizados (uM)
Pinus sylvestris L. Embricnes, BA (0.5-25) B.a Travan (1979); Von
Cotiledones Amold y Erikson
Braquiblastos (1981); Zel (1993);
Apices de BA (625) B. ax. Bornman (1984)
plantulas
FPseudotsuga menziesii (Mirb.) Cotiledones BA (5)+ ANA B.a Cheng (1977)
Franco. (0.5-5)0BA
(5)+ AlA 0 AIB
Embriones (0.25-95) B. a Montes-Rivera (1993)
maduros
Pseudotsuga macrolepis Flous. | Yemas, embriones ANA /BA B.a Galindo - Flores
y (1-5/0.5-1) (1996)
megagamctoﬁtos Garcia- Campusano
(1999)
Larix olgensis Meristemos y Zeatina + B.a Ewald (1998)
tejido juvenil kinetina + A[A
Picea omorika (Planc.) Embriones MS + BA (10), B.a Kolevska-Pletikapic y
ANA (0.05), AIB Buturovic-Deric
(0.05) (1995)
Picea sitchensis (Bong.) Carr. Cotiledones MS + BA (400) B. a Drake,et al. (1997)
Picea glauca (Moench) Voss. BM + BA Em. 8. Attree ef al. (1991)
Larix leptolepis Hort. Ex End. Embriones IM+24-D+ Em. §S. Wook Kim ef al.
inmaduros BA (1999)
Pinus pinaster Sol. ex Ait. Cotiledones GMD + BA B.a Calixto y Pais (1997)
Pinus heldreichii Crist. Embriones GD + BA (4.40) B.a Stojicic er al, (1999)
Pinus banksiana Lamb. Embriones BA+K B.a Harry y Thorpe (1994)

B. a. = brotacién adventicia; B. ax. = brotes axilares; Em. S.= embriogénesis somatica.

El enraizamiento en especies de coniferas sigue siendo uno de los principales
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El enraizamiento en especies de coniferas sigue siendo uno de los principales
problemas a los que se enfrenta esta técnica, son pocos los trabajos de propagacion en
coniferas que reportan enraizamiento in vifro. Comiinmente se utiliza acido indél butirico
(AIB) para inducir enraizamiento en coniferas y en menor proporcién se utiliza 4cido o
naftalén acético (ANA), estos reguladores del crecimiento se aplican por pulsos de altas
concentraciones y lapsos cortos (24 - 48 h) en medio liquido o en dosis menores durante el
cultivo en medios gelificados.

Se ha logrado enraizar coniferas mediante diferentes tratamientos, por ejemplo Picea
sitchensis se logrd enraizar mediante pulsos con citocinina (Drake et al., 1997); con Pinus
pinaster se utilizé un medio de induccidn del enraizamiento (RIM) descrito en 1982 por
Rancillac er al. (1982) y con AIB por Calixto y Pais (1997), Picea omorika presentd
enraizamiento espontineo (Kolevska-Pletikapic y Buturovic-Deric (1995).

4) Transplante a suelo. Debe existir un equilibrio razonable entre el tallo y la raiz, la

planta debe mantenerse en una transicion gradual de humedad hasta las condiciones de
invernadero, deben eliminarse completamente los restos de agar y deben mantenerse

sombreadas especialmente durante la transicion de las condiciones de laboratorio al semillero.

1.1.3 Ubicacion taxonémica y descripcion morfologica de Picea chihuahuana Martinez
La ubicacion taxondmica (Cronquis, 1991)
Reino: Vegetal
Division: Pinophyta
Clase: Coniferopsida
Orden: Coniferales
Familia: Pinaceae
Género: Picea
Especie: Picea chihuahuana
Martinez en 1942 describi6 a esta especie como un arbol de 25-30 m de altura, por 45-60

cm de didmetro, de copa piramidal, con ramas inferiores casi horizontales y las superiores
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erguidas (Figura 2A). Ramillas asperas y opuestas. Corteza agrietada, de color grisaceo.
Yemas terminales ovoideo-obtusas, con bricteas redondeado-ovadas y ciliadas, en cuya base
se observan otras pequefias largamente acuminadas (Figura 2B).

Hojas solitarias, lineares, cuadrangulares, comtnmente de 17 a 19 mm por 1.7 mm de
ancho, rigidas, rectas o ligeramente encorvadas, articuladas sobre bases decurrentes y salientes,
de color verde claro glauco, con el extremo agudo cérneo y punzante de | a 2 mm.

Como inflorescencia masculina presenta un pequeiio cono, cilindrico u oblongo-
cilindrico, de 3 ¢m de largo, de color violaceo. Constan de numerosas anteras con dos sacos
poliniferos, colocados en espiral y su conectivo se engancha en la extremidad figurando una
escama. Los conos femeninos se presentan terminales o subterminales, colgantes, solitarios o
colocados en espirales en torno al eje por pares o en grupos de tres, rara vez cuatro, a veces
levemente encorvados, romos, de 10.5 a 12 cm de largo por 4 cm de didmetro (abiertos), de
color café amarillento, brillantes, con pedunculos de 10 mm. Escamas numerosas
(aproximadamente 150 incluyendo una veintena de pequefias e infértiles que pertenecen al
apice y a la base del cono), delgadas y persistentes, imbricadas, coridceo-lefiosas, ovoides, de
borde redondeado y entero, de 20 mm de largo por 17-19 mm de ancho y llevan una bractea
dorsal de 4 a 5 mm, irregularmente oval, de color castafio brillante, con el borde rosado,
gruesamente lacinado (Figura 2C).

Semilla pequeiia, eliptica, subangulosa, atenuada en la base, color pardo obscuro, de 4 a
5 mm con ala casi oval, de 15 a 17 mm de largo por 3.5 mm de ancho para la semilla con ala,
de color amarillento a veces ligeramente rosado, provista de ganchos que sujetan la semilla
(Figura 2D).

La albura y el duramen de la madera son de color blanco, sin brillo, olor o sabor
caracteristicos presenta una textura fina, homogénea, de grano derecho y veteado tenue. En
primavera la madera presenta coloracion mas clara y un grosor mayor que en el verano en el

cual es de color negro.
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1.1.4 Ecologia y distribucién

Picea chihuahuana esta restringida a localidades poco comunes en elevaciones que van
desde los 2,300 hasta los 3,200 msnm, en las montafias de la Sierra Madre Occidental de
Chihuahua en la region de la Alta Tarahumara (Zona Prioritaria de Conservacion No. 43) y
Durango.

Las poblaciones conocidas son pequefias y el rango va desde un 4rbol hasta 100 o mas en
algunas localidades. Las poblaciones estan separadas desde 40-320 km., y su area total cubre
solo un par de kilometros cuando en otras especies de Picea cubren 480 km. (Sanchez, 1996).

Picea chihuahuana fue aparentemente un componente regular o abundante en el
Pleistoceno. Se ha encontrado una cama de polen fosil en el Lago de Texcoco, el cual es ahora
parte de la Ciudad de México y en el lago de Chalco, lo que ha indicado que habito en estas
regiones hasta el término del Pleistoceno (Clisby y Sears, 1955 citado por Ledig, 1997),
actualmente ocupa zonas de la Sierra Madre Occidental. Su ambiente actual es frio, himedo y
no estd expuesto a vientos secos. En estas zonas la masa boscosa asociada a Picea
chihuahuana esta compuesta de Pinus arizonica Engelm, Pinus engelmannii Carr., Pinus
durangensis Martinez y Pinus ayacahuite var. brachyptera Shaw y Populus tremuloides
Michx. asi como Pseudotsuga spp., Abies spp., Cupressus spp.

La proximidad de las localidades con el Trépico de Cancer les da un clima de luz poco
comun para el género Picea, en el dia las montaiias son claras y célidas, mientras que después
de la tarde son humedas y frias. La duracion de la luz varia de 13 a 14 horas comparado con 14
a 17 horas en los bosques del norte y 15.5 a 18 horas en los bosques boreales.

No hay una variacién morfologica de poblacién a poblacton, se han sugerido dos
posibilidades para explicar la pérdida de agresividad regenerativa de Picea. chihuahuana: la
degradacion del biotipo, resultado de la restriccién geografica a lo largo del tiempo y el hecho
de que este ambiente sea actualmente un nicho especializado (Stebbins y Major 1965 en

Gordon 1968).
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Se conoce su distribucion limitada la cual se da en sé6lo 35 localidades en un rango de
800 km’ en los estados de Chihuahua y Durango, la poblacién de Picea chihuahuana mas
pequefia en el estado de Chihuahua cuenta con tan solo un individuo y la mas grande con
2241, Solamente tres tienen mds de 1000 individuos maduros y en conjunto con las

localidades de Durango no llegan a pasar los 20,000 individuos (Ledig er al., 1997).

1.1.5 Importancia y problemadtica de la especie

Su importancia radica en la cubierta vegetal que proporciona a otras especies vegetales
de importancia medicinal (por ejemplo chuchupate, matarique), ademas de crear condiciones
ideales para refugio de fauna; evita la erosion de las pendientes inclinadas en donde crece.

Para los Raramuris esta especie es importante ya que le dan usos religiosos como la
fabricacion de violines para sus actos ceremoniales y es su fuente de madera para diversas
actividades.

Actualmente Picea chihuahuana no es de interés econémico por su madera, sin embargo
en Europa y Ameérica del Norte algunas especies de este género si tienen un amplio uso
forestal. Ya que Picea es un género de mayor importancia en la industria maderera, la especie
relictual Picea chihuahuana después de haber habitado multiples regiones, debe ser una fuente
de variabilidad genética de gran valor biotecnologico.

Se ha observado su falta de regeneracién en parte por su distribucion heterogéna de
edades en las poblaciones, su situacion se agudiza ya que casi la totalidad de los arboles son
adultos y llegaran a ser seniles, perdiendo la capacidad regenerativa de la especie. Otra causa
de su falta de regeneracion es que sus conos son parasitados por larvas de Cydia phyllisi
Miller, que se alimentan de las semillas, ocasionando que no exista repoblacién de Picea y
solo existan arboles adultos en algunas poblaciones, teniendo una baja produccion de semillas
(menos del 20%), por lo que es necesario que se implementen medidas para controlar el ataque

de estos insectos (Figura 2E). También los géneros Alternaria spp. y Nigrospora spp. (hongos
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ficomicetos) ocasionan fuertes dafios en las poblaciones de Picea (Figura 2F) (Gordon 1968;
Sanchez y Narvéez, 1990).

Lamentablemente las poblaciones de Picea chihuahuana se han reducido en los Gltimos
afios por distintos factores: se han provocado incendios para distraer la atencién y extraer
madera en forma ilegal, se utilizan las puntas de los drboles como arbolitos de navidad (Figura
2G). Ademais, la extension de la ganaderia como sustento econdmico en la regién ha
perturbado gravemente sus poblaciones impidiendo el desarrollo de las plantulas. Su
reproduccion por semillas se da cada dos afios.

Picea chihuahuana muestra actualmente un empobrecimiento genético a consecuencia
de un prolongado aislamiento originado por las barreras geogrificas existentes entre las
poblaciones, una alta especializacion de su nicho ecolégico y una baja agresividad de la
regeneracion natural con respecto a las especies con las que cohabita (Gordon, 1968; Sanchez
y Narvaez, 1983; Narvaez ef al., 1983; Rzedowski et al., 1977). La combinacién de estos
factores ha provocado que Picea chihuahuana se encuentre en peligro de extincion ( NOM-

059-ECOL-2000; IUCN, 1998).
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Figura 2. Algunos aspectos de la
condicion  actual de  Picea
chihuahuana. A: habitat. B: ramas.
terminales. C: conos femeninos. D:
semillas. E: semilla depredada por
Cydia phyllisi. F: ramas parasitadas
por hongos. G: arbol despuntado.
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1.1.6 Estudios realizados en Picea chihuahuana

Las investigaciones realizadas en torno a esta especie endémica son escasas, los trabajos
reportados son enfocados a taxonomia, ecologia, genética de poblaciones y recientemente en
regeneracion in vitro por diversos métodos.

Se pueden citar varios trabajos:

Martinez (1942) publicé la descripcion taxondmica de la especie y la reportd en esa
€poca como una nueva especie del género para México.

Gordon (1968) hizo un estudio ecoldgico de Picea chihuahuana y describié las
condiciones ambientales, fisicas y quimicas de su ecosistema, asi como las interacciones con
otras especies vegetales.

Chaparro (1992) determiné algunas condiciones para el establecimiento del cultivo in
vitro de Picea chihuahuana. Reporté la formacion de callo a partir de aciculas y utilizé el
medio MS para promover el desarrollo de plantulas a partir de embriones maduros.

Montes-Rivera (1993) realizé una guia metodologica para el cultivo in vitro de Picea
chihuahuana en el que reporta como medio de induccién de brotes el MS adicionado con una
combinacion de ANA/BA; como medio de elongacion reporté el MS al 50% de sus
componentes y libre de reguladores del crecimiento. Asimismo reporté el medio de
enraizamiento GD (Gressof y Doy) al 50% de sus componentes, adicionado con una
combinacion de AB:AIB:BA (1:1:0.5) reportd enraizamiento a las 15 semanas.

Jacob (1994) realizé estudios isoenziméticos de las poblaciones de esta especie,
determiné la variacidén genética de 11 poblaciones y estim¢ las distancias genéticas por medio
de la comparacién de la variacion intra e inter poblacional.

Sanchez (1996) publicé un folleto técnico en el que determind dreas potenciales para la
propagacion de esta especie, mediante un estudio utilizando el Sistema de Informacién
Geografica para detectar areas con habitat actual y potencial de dicha conifera. Uno de los
resultados importantes de este estudio fue la localizaciéon de una nueva poblacion de Picea.
chihuahuana, que actualmente solo cuenta con un ejemplar.

Ledig et al.(1997) realizaron estudios de evolucion y divergencia entre poblaciones de
Picea chihuahuana analizando su heterocigozidad y los efectos del cambio climatico desde el

Holoceno.
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En un reporte interno del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y
Pecuarias (INIFAP) realizado por Ortega (1997) se reporta el comportamiento de varias
poblaciones ubicadas dentro del area de influencia de Bosque Modelo A. C., el autor
basicamente realizé estudios morfolégicos de la semilla, germinacion y desarrollo de
pléntulas.

Mata (2000) describio la morfogénesis in vitro a partir de embriones inmaduros y para
las condiciones ensayadas establecié el mejor medio de induccion de brotes adventicios,
ademas realizd estudios fisiologicos de los brotes generados.

Lopez-Escamilla (2000) realizé estudios histolégicos de la formacion de brotes
adventicios a partir de embriones maduros y establecié tiempos de exposicion a los
reguladores del crecimiento requeridos para lograr la induccion de brotes.

No obstante estos logros aln falta solucionar el grave problema de la oxidacion de los
cultivos in vitro y el enraizamiento de los brotes. Una respuesta a esta problemdtica permitiria
basar la conservacion de Picea chihuahuana en una metodologia confiable para su

micropropagacion de las distintas poblaciones de esta especie mexicana.
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2. OBJETIVOS

-Inducir respuestas morfogenéticas (brotes y raices) in vitro a partir de embriones maduros de
Picea chihuahuana.
-Determinar si existen diferencias en el nimero de brotes producidos en el cultivo in vitro de
embriones maduros de Picea chihuahuana provenientes de distintas poblaciones y diferentes
tiempos de colecta.

-Promover el enraizamiento de los brotes adventicios formados.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Procedencia de las semillas

Las semillas utilizadas a lo largo de esta investigacion procedieron de poblaciones de
Picea chihuahuana ubicadas en la Sierra Tarahumara en el estado de Chihuahua, las cuales
fueron proporcionadas por Bosque Modelo Chihuahua, A. C. Las poblaciones analizadas
fueron; El Ranchito, Las Trojas, La Tinaja y La Louisiana (Figura 3), las semillas fueron
colectadas en el afio de 1997, también se usaron semillas de la poblacién El Ranchito

colectadas en los aiios de 1993, 1995 y 1997.

3.2 Desinfeccion de las semillas

Las semillas maduras se extrajeron de conos cerrados. En todos los casos las semillas
fueron tratadas de la signiente manera (Figura 4):

1) Se enjuagaron con agua destilada en agitacién 20 min. con el fin de eliminar polvo y
particulas adheridas.

2) Se mantuvieron 24 horas en una solucién de Captan (2.5 g/l) con microbicida
comercial Mycrodin (plata coloidal 0.32%) 3 gotas/100 ml. Se transfirieron a alcohol etilico al
70% por 2 minutos y se desinfectaron con blanqueador comercial (hipoclorito de sodio 6% de
cloro activo) al 30% (v/v) adicionado con Tween 80 (3 gotas/100 ml), se mantuvieron por 30
minutos en agitacion,

3) Bajo condiciones asépticas (en campana de flujo laminar) se realizaron tres enjuagues

con agua destilada esterilizada.
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Figura 3. Ubicacion de las localidades de estudio. 1: El Ranchito, 2: La Tinaja, 3: Las
Trojas, 4: La Louisiana.
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3.3 Induccién de brotes adventicios

Se utilizé la metodologié descrita por Mata (2000), para la induccion de brotes
adventicios, la cual se detalla a continuacién;

En completa asepsia se disectaron las semilias mediante la ayuda de un microscopio
estereoscopico e instrumental de diseccion. Se retird la testa; el megagametofito se cortd
longitudinalmente en dos partes y se extrajo el embrion completo.

Los embriones se sembraron en frascos Gerber de 120 ml de capacidad que contenia 20—
25 ml de medio SH (Schenk y Hildebrandt, 1972) (Apéndice 1) adicionado con Kinetina 5
mg/l, 10 embriones por frasco. El pH fue ajustado a 5.7 — 5.75 con NaOH y HC1 0.1N previo a
la adicion de agar 8 g/1, los embriones se incubaron en este medio durante 30 dias (Figura 4).

Todos los frascos de cultivo con medio nutritivo fueron esterilizados en autoclave a

120°C, 1.5 kg/cm2 psi'] durante 17 minutos previos a su utilizacién.

3.4 Elongacion de brotes adventicios

Con el fin de promover la morfogénesis, los embriones se subcultivaron en medio SH al
50% de todos sus componentes incluyendo la sacarosa (15 g/I). Estos cultivos se establecieron
en caja de Petri (10x100 mm) para facilitar el conteo y la toma de fotografias de los brotes.

Cada 7 dias se rotaron los embriones dentro de la misma caja petri en medio donde no
habia embriones previamente, para evitar la acumulacidon de substancias que pudieran causar
oxidacion de los embriones y se realizaron subcultivos quincenales para promover el
crecimiento (elongacién) de los brotes que se originaron. Después de dos subcultivos en SH
50% la sacarosa se disminuy6 a 10 g/l para promover una mayor elongacién de los brotes
(Mata, 2000) (Figura 4). Los brotes se mantuvieron en medio SH 50% sacarosa 10 g/1 durante
los meses siguientes hasta que alcanzaran una altura de 5-10 mm para ser individualizados y
someterlos posteriormente a los diferentes tratamientos para la induccion de raiz.

A los medios tanto de induccion como de elongacidn se les adicionaron acido ascérbico
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y acido citrico 250 mg/] de cada uno para disminuir lé oxidacion.

A los 60 dias de siembra se inicid el conteo individual de brotes, cada embrién fue
identificado con un numero y el conteo se realizo cada 25-30 dias. Los brotes contados fueron
s0lo los que presentaron coloracion verde, los brotes necrosados no se tomaron-en cuenta ya
que se observd que al ser necrosado el tejido, éste perdié su forma haciendo imposible
distinguir si era un brote o no, observidndose sélo como una masa obscura y amorfa. Se
llevaron a cabo cuatro contéos.

Los cultivos de induccion y elongacioén se mantuvieron a 25+ 2°C y un fotoperiodo de 16

h de luz.

3.5 Enraizamiento in vitro de brotes adventicios

Al término de 5 meses después de iniciados los cultivos, los brotes adventicios de mayor
altura (0.5 a lcm) regenerados in vitro se individualizaron realizando un corte diagonal en su
base y se sometieron a diferentes ensayos de enraizamiento.

Se realizaron 6 ensayos de enraizamiento basados en lo reportado en la bibliografia para
coniferas:

1) Pulsos de auxinas durante 24 y 48 h en medio liquido SH 50% mas 15 g/1 de sacarosa
que se mantuvo en agitacion. Los tratamientos probados fueron: ANA 5y 10 mg/l, AIB 5y 10
mg/ly AIA 5y 10 mg/l.

Por la falta de elongacion de los brotes sdlo se contd con 3 brotes por tratamiento.
Después del pulso con auxinas, los brotes tratados se transfirieron a medio SH 50% con 15 g

de sacarosa y se mantuvieron a 25+ 2°C y un fotoperiodo de 16 h de luz / 8 h de obscuridad

(Figura 5).
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Picea chihuahuana

R

La Louisiana
(409 embriones)

La Tinaja Las Trojas

(331 embriones) (212 embriones) (3 afios)

El Ranchito

]
1993 (138 embriones)
1995 (231 embriones)
1997 (288 embriones)

Diseccion del embrion

Medio de induccién
(SH + K 5 mg/l)

Medio de elongacion

Medio de elongacion (SH
50% + sacarosa 10 g/l

Individualizacion de
brotes

Enraizamiento

Lavado y desinfeccién  f-r

y subcultivos cada

(SH 50% + sacarosa 1S g/l) [

Rotacién cada 7 dias

15 dias por 30dias.

Rotacion cada 7 dias
y subcultivos cada
15 dias por 3 meses.

Figura 4. Diagrama metodolégico general empleado en este estudio para la regeneracion
in vitro de Picea chihuahuana a partir de embriones maduros de distintas poblaciones.
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2) Tres lotes de 15 brotes se sometieron a SH 50% mas sacarosa 15 g/l, pH 5.7 con 4,56
6 mg/l de ANA durante 24 h. Transcurridas las 24 horas se subcultivaron en medio SH 50%
mas sacarosa 30 g/l, libre de reguladores de crecimiento (Figura 5).

3) Se siguié la metodologia propuesta por Dumas y Monteuuris (1995) para el
enraizamiento de Pinus pinaster Ait. 19 brotes se sometieron al tratamiento y se usé el medio
de induccion de raiz (RIM) adicionado c<.)n ANA 1 mg/l, pH 5.5. Después de tres semanas se
subcultivaron en medio de expresion de raiz (REM) adicionado con sacarosa 30 g/l, carbon
activado 2 g/l y sin reguladores del crecimiento (Figura 5).

4) Método de Montes {(1993) para Picea chihuahuana, se utilizaron 15 brotes y se usé el
medio SH al 50% mas sacarosa 20 g/l, carbon activado 1 g/l, acido abscisico 0.1 mg/l, AIB 1
mg/l y BA 0.5 mg/l. Montes (1993) reportd que obtuvo enraizamiento en 15 semanas. Los
brotes que logré enraizar se sacaron de este medio y se transfirieron a una mezcla de sustrato
esterilizado de Peat Moss y Agrolita 1:1, regado con agua destilada esterilizada.

5) La metodologia de Harry ef al. (1995) para Juniperus cedrus Webb & Berth., propone
un tratamiento con una mezcla de turba:perlita:vermiculita (1:1:1), humedecida con 20-25 ml}
Y SH sacarosa 10 g/l, y ANA 0.93 mg/t pH 5.0, se sometieron al tratamiento 15 brotes en el
presente estudio durante 5 meses.

6) Otro lote de 15 brotes adventicios se sometié al tratamiento de enraizamiento para
coniferas propuesto por la Ing. Agronoma Irma Sanchez del Colegio de Posgraduados que
consiste en medio MS liquido adicionado con AIB 10 mg/l durante 72 h, al término de este
tratamiento se subcultivaron al medio SH de elongacidn, el cual consistié de medio SH con
macronutrientes y micronutrientes al 50%, vitaminas, hierro e inositol al 100% y sacarosa 20
g/l (Figura 35).

Aunque los autores de los tratamientos 4 y 5 reportaron diferentes medios para el
enraizamiento, se decidio utilizar el mismo medio en el que aqui han sido desarrollados los

brotes (SH). Dado que el numero de brotes por tratamientos no es significativo

30



estadisticamente, la evaluacion de los diferentes tratamientos se llevo a cabo por presencia o
ausencia de raiz.

Los ensayos 2 al 6 se mantuvieron a 22 + 1°C con fotoperiodo de 16 h de luz.

3.6 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizo el analisis de varianza (ANOVA) mediante la ayuda
del paquete estadistico SYSTAT 7.0 para comparar las respuestas morfogenéticas de las
diferentes poblaciones de Picea chihuahuana estudiadas. Se trabajo con un nivel significativo
del 95%, el rechazo o la aceptacion de la hipdtesis nula (no existe diferencia significativa) se
determiné mediante la probabilidad de p, es decir, si la p>0.05 no hay diferencia significativa.
En donde se establecieron diferencias significativas se realizd la prueba de rango miltiple de
Tukey.

Como variable se tomd el niimero de brotes formados por embrién en el cultivo. Dado
que se tratd de datos de conteo y con valores de cero, se realizé la transformacion de datos
mediante la suma de 0.5 a cada valor y se aplicd raiz cuadrada a cada uno para correr el
analisis estadistico y se tomoé en cuenta el valor de cero (Sokal y Rohilf, 1995). Los datos
reportados son la reconversion de los valores analizados, elevando el valor al cuadrado y
restando 0.5, por lo que no son valores aritméticos.

Se llevaron a cabo dos ANOVA con dos factores el primero fue de 4 poblaciones y el
segundo tres tiempos de colecta en una misma poblacion. El primer disefio (poblaciones)
contenia un alto numero de repeticiones de cultivo, siendo 2555 el nimero total de datos
analizados. En el segundo ANOVA se analizaron 1268 datos. En ambos ANOVAS el niimero
de repeticiones no fue completamente balanceado, esto debido a que el comportamiento de los
embriones no fue homogéneo Posteriormente se llevo a cabo una comparacion no planeada de
los promedios en pares con el método de Tukey, usando una vez mas SYSTAT 7.0. (Sokal y

Rohlf, 1995).
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(1) Pulsos de auxinas
durante 24 y 48h.

ANASy10 || ABB5y10 |{ AIASy 10
mg/| Gllimgl G Hmgn @

brotes ) brotes) brotes).

l l

Medio de (2) Pulsos con ANA
elongacién

(SH 24 h (SH 50% +
sacarosa 15 g/l).

50%+15g

sacarosa)

| |
4 mg/l (15 5 mg/l (15 6 mg/1 (15
brotes). brotes). brotes).

Medio de
elongacion (SH
50%+ sacarcsa
30 g1

(3) Medio de induccidn
RIM por 3 semanas (19
brotes)

Medio de expresion
REM + sacarosa 30g/l
y 2g/1 carbon
activado.

Figura 5. Ensayos de enraizamiento empleados en este estudio. Los brotes utilizados
tenian 5 meses y su talla era de entre 0.5-15 mm. Condiciones de cultivo; (1): 25+ 2°C. (2):
22+ 1°CpHS55y N (3): 22+ 1°CpH 5.7.



(4) Medio SH 50% +
sacarosa 20 g/l + Carbon
activado 1 g/l, ABA 0.1
mg/t vy BA 0.5 mg/l
durante 15 semanas

Mezcla de Peat
Moss y agrolita 1:1
regados con agua
destilada esterilizada

5 Mezcla de
turba:perlita:vermiculita

(1:1:1) con 25 ml de SH Y4 +
sacarosa 10 g/l y ANA
0.93mg/l1 pH 5 (15 brotes)

durante 5 meses

(6) Medio de induccion MS
liguido + AIB 10 mg/l
durante 72 h + sacarosa 20 g/l
(15 brotes)

Medio de elongacion
SH + sacarosa 20 g/l

Figura 5 (continuacion).Condiciones de cultivo: (4), (5) y (6). 22 + 1°C.
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4. RESULTADOS

Es bien conocido que la capacidad morfogenética de los explantes, en este caso
embriones, se encuentra fuertemente ligada a factores intrinsecos de los mismos, como la edad
y el estado fisioldgico de la planta madre. Con el objetivo de establecer si hay diferencias
significativas en la respuesta morfogenética entre las poblaciones estudiadas, los embriones de
cada poblacidn se mantuvieron separados y se observaron diferentes respuestas al medio de
induccion y formacion de brotes, asi como en su desarrollo en el medio de elongacién y su
posterior enraizamiento.

Las primeras observaciones hechas en este estudio fueron las caracteristicas fisicas de las
semillas de las diferentes poblaciones, en las que se observaron diferencias en tamaiio
principalmente y caracteristicas fisicas del embridn, las cuales son descritas a continuacion:

Las semillas provenientes de la poblacidén de Las Trojas (Figura 6), tenian un tamafio de
1 a 3 mm, inferior al resto de las poblaciones, por lo que tuvieron que ser tamizadas,
seleccionandose las de mayor tamario. Estas semillas al ser sometidas al tratamiento de
desinfeccion por 24 h, muchas de ellas quedaron suspendidas en el agua y al ser disectadas se
encontraron vanas, disminuyendo considerablemente la disponibilidad de material bioldgico.
Los embriones que se lograron disectar tuvieron una buena respuesta al medio de induccidn,
estos embriones tenian un color blanco-crema y consistencia firme.

En la poblacién de La Louisiana, las semillas se observaron sanas y presentaron un
tamafio de 5-6 mm (Figura 6) pero al ser disectadas, el embrion se observd muy pequefio y en
algunos casos con una consistencia suave y de color amarillento.

Las semillas de El Ranchito y La Tinaja, ambas con tamaiios de semilla de entre 5-6 mm
(Figura 6) se observaron en su mayoria sanas con el embridon de color blanco-crema, de
consistencia dura y compacta al ser disectado. Esta condicién se vio reflejada en el numero de
embriones que respondieron al tratamiento, ya que fueron los que mejor respondieron al medio

de induccidn.

34



Las Trojas

| =vn'Y

Ta Tinaja

El Ranchito | |

Figura 6. Diferencia en el tamafio de las semillas de cada poblacion. La escala presentada
equivale a 1 ¢cm y la cuadriculacién equivale a Imm.

4.1 Induccién de brotes adventicios

En términos generales se logré la induccion de brotes adventicios a partir de embriones
maduros de Picea chihuahuana con el medio SH adicionado con kinetina 5 mg/l y sacarosa 30
g/l durante un periodo de induccién de 30 dias. Entre las poblaciones se encontraron
diferencias en la respuesta al medio de induccion que son mostradas en la tabla 2. Los
embriones de todas las localidades en estudio respondieron de forma favorable al medio de
induccion, en esta etapa la oxidacidon no se presentd en la mayoria de los embriones atin

cuando no fueron tratados con antioxidantes antes de la siembra.



Tabla 2. Porcentaje de respuesta al medio SH asociada a 4 poblaciones y diferentes afios de colecta,

después de un mes de incubacion a 25+2°C en medio de induccion.

Localidad # Embriones # Embriones con % De respuesta
Sembrados Respuesta
El Ranchito 1993 138 51 36.95
El Ranchito 1995 231 154 66.6
El Ranchito 1997 288 225 78.12
La Louisiana 1997 409 137 334
Las Trojas 1997 212 149 70.2
La Tinaja 1997 331 294 88.82

La induccion de los brotes adventicios a partir de embriones maduros en el medio de
induccion es descrita a continuacidn:

La formacion de los brotes adventicios fue por organogénesis directa; en la superficie de
los cotiledones y escasamente sobre el hipocétilo. En la primera semana de induccion, el
hipocétilo se torné de un color rojizo, seguido por el hinchamiento de los cotiledones y la
curvatura concava del embrién respecto a la superficie del medio (Figura 7 A-B). Entre los 15
y 30 dias se dio la aparicion de meristemoides, los cuales dieron apariencia nodular al tejido y
derivaron en primordios de brote (dpices meristematicos con primordios foliares);
posteriormente se incrementaron y se consolidaron en la etapa de proliferacion (Figura 7 C-E).

A los 60 dias esos nodulos se habian diferenciado en primordios de brotes (Figura 7 D-E).

36



— e ———
—_— -

Figura 7. Desarrolle morfogenético in vitro
de embriones maduros de  Picea
chihuahuana. A: embrién con 8 dias en
medio de induccién. B: embrién con 15 dias
de induccion. C: embrién con 30 dias de
induccién. D: embrion con 40 dias de
cultivo. E: embrion a los 60 dias de cultivo
(medio de elongacion). F: brotes adventicios
a los 4 meses de cultivo. G: brote
individualizado a los 6 meses de cultivo.
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La consolidacion de la‘mayon'a de los brotes se dio entre 50-80 dias. El hipocétilo no
presentd crecimiento ni cambios notables salvo algunas excepciones cuando se tormnd café
obscuro pero sin crecimiento, a los 30 dias se observo oscurecimiento de esta zona.

Dentro de los embriones de una misma poblacién se observaron diferentes formas de
respuesta en las que los embriones sélo presentaron hinchamiento sin apariencia nodular
(Figura 8 A-E). También se observé que en algunos embriones no todos los cotiledones
respondieron de la misma forma, en algunos casos sélo respondié la mitad del embrién y la
otra mitad se hinchd y posteriormente se necrosé. En otros casos algunos cotiledones

aumentaron su longitud y posteriormente se necrosaron sin formacién de brotes.
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Figura 8. Diferentes formas de respuesta de algunos embriones de Picea chihuahuana. A 'y
B: hinchamiento de los cotiledones sin formacion de brotes. C: brotacién adventicia a partir
del hipocétilo. D y E: elongacién de cotiledones sin brotacion adventicia.
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4.2 Elongacion de brotes adventicios

Para la elongacion de brotes adventicios de Picea chihuahuana se utilizo la dilucion del
medio y la reduccion de la concentracién de sacarosa a 15 g/l durante 30 dias y posteriormente
se redujo nuevamente a 10 g/l. Se observé sin embargo, un lento crecimiento de los brotes
generados, los cuales no llegaron a medir mas de 15 mm de altura al cabo de 5 meses de
cultivo (Figura 7 F-G).

Uno de los principales problemas para concretar la morfogénesis a partir de los
embriones de Picea chihuahuana fue la oxidacion, que resultd letal a lo largo de todo el
desarrollo. Se adiciono al medio de cultivo una solucion antioxidante, y los embriones fueron
rotados en el medio y subcultivados cada 15 dias para evitar la acumulacién de compuestos
toxicos que pudieran ser causantes de la oxidacion del tejido. Sin embargo, esto no fue
suficiente para evitar la oxidacién. Los subcultivos continuos fueron un factor estresante para
los explantes ya que se observd que los brotes con una altura mayor de 10 mm, al ser
subcultivados, presentaron marchitez en los apices y su color se torné verde palido o
amarillento, cuando los brotes se mantuvieron en el mismo medio de cultivo después de 45-60
dias se desarrollaron nuevas hojas y su color fue verde brillante sin rastros de oxidacién.

Se observé que la oxidacion afectd a todas las poblaciones y aumentd a lo largo del
tiempo (Tabla 3). A su vez la consolidaciéon de los brotes disminuy6é y no se observaron

cambios notables en su crecimiento después del tercer mes de cultivo.

Tabla 3. Porcentaje de oxidacion in vifro del namero total de embriones de las diferentes

localidades y afios de colecta a lo largo del tiempo.

MES
1 2 3 4 5

LOCALIDAD
La Louisiana 1997 | 13.19 43.05 66.66 70.83 75.69
Las Trojas 1997 11.11 2592 43.7 45.18 74.81
La Tinaja 1997 0 3.57 15.25 22.07 25.64
El Ranchito 1997 13.3 23.64 33.99 50.24 57.63
El Ranchito 1995 8.64 24.07 395 51.23 56.17
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La oxidécién se presenté en forma muy extensa en los embriones de la mayoria de las
poblaciones a partir de la transferencia de los embriones al medio de elongacion, acentuandose
entre el tercer y cuarto mes de cultivo. En los casos de La Louisiana y Las Trojas se acentud
entre el segundo y tercer mes de cultivo alcanzando hasta un 67% (Figura 9), el desarrollo de
brotes ceso y los brotes formados empezaron a morir a partir del tercer mes de cultivo en las
poblaciones mas afectadas. En la poblacién de El Ranchito en general se observé un patrén
similar de oxidacion tanto en la semilla colectada en el afio 1995 como en la colectada el afio
1997 aunque no fue tan grave, ésta se presenté en la mitad de los embriones en cultivo sin
embargo no fue letal para estos lotes. La poblacién de La Tinaja present6 un porcentaje menor
de oxidacidn con mayor sobrevivencia de los brotes generados sin un aumento considerable

después de 5 meses en cultivo.

Figura 9. Porcentaje de oxidacion de los embriones cultivados in vitro asociada a la
localidad de procedencia y al tiempo de colecta
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4.3 Comparacion de la formacion de brotes en embriones con diferentes afios de colecta
Para determinar si la respuesta morfogenética variaba en semillas de una poblacién

colectadas en diferentes afios, se utilizaron semillas de El Ranchito de los afios 1993, 1995 ¥



1997 utilizando la metodologia antes descrita para induccion y elongacién de brotes. Los
resultados obtenidos fueron los siguientes:

Las semillas colectadas en el afio 1993 parecieron perder su capacidad de respuesta en
un periodo relativamente corto. En un ensayo preliminar, con una metodologia diferente a la
presentada en este trabajo con estas semillas, se observd una respuesta favorable a la induccién
de brotes, pero al llevarse a cabo el experimento para la comparacion de respuesta de los
diferentes afios con la metodologia modificada, las semillas tuvieron una respuesta muy baja a
la induccion y al subcultivarse al medio de elongacién presentaron necrosis en su mayoria,
impidiendo la consolidacion de los brotes y causando la muerte de los embriones con
respuesta, esto hizo imposible el conteo y seguimiento del desarrollo. La falta de material
biologico para establecer nuevos ensayos impidié un nuevo establecimiento de lotes que
hubiera permitido esclarecer si esa falta de respuesta fue debida a la edad de las semillas o al
cambio de condiciones de cultivo.

Las semillas de los afios 1995 y 1997 respondieron de forma favorable al tratamiento y
se observaron diferencias en el desarrollo de sus brotes.

Los resultados del analisis de varianza mostrados en la tabla 4 corroboraron una
diferencia significativa en el numero de brotes ademas de observarse diferencias en el

desarrollo de estos.

Tabla 4. Resultados del ANOVA realizado para la poblacién de El Ranchito en semillas

colectadas en diferentes afios. Datos analizados después de 6 meses en cultivo.

Factor Suma de Grados de Varianza F P
cuadrados libertad
Aiio 2.60396E+02 1 2.60396E+02 | 1.65881E+02 | 0.000000000
Mes 6.97195E+01 3 2.32398E+01 | 1.48045E+01 | 0.000000002
Afo x mes 2.783969785 3 0.927989928 | 0.591159499 | 0.620842325
Error 1.97792E+03 1260 1.569779272

Los embriones de las semillas colectadas en el afio 1995 tuvieron una mayor respuesta a

la induccidn de brotes al cuarto mes de cultivo (Figura 10), originando un promedio maximo
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de 7.93 brotes por embrion a los 4 meses de cultivo contra 3.54 brotes por embrién de las

semillas colectadas en el afio 1997 (Tabla 5).

Figura 10. Respuesta morfogenética in vitro de semillas colectadas en diferentes afios dentro
de una misma poblacién después de 5 meses en cultivo. (promedio + un error estandar).

El Ranchito

7 ——————

Prom. de brotes por embrién

1995 Afio 1997

Tabla 5. Promedio de brotes generados por embrion de la poblacion El Ranchito en dos

diferentes aiios durante 5 meses en cultivo en medio SH.

Evaluacion Mensual
1 2 3 4 5
Afio de
colecta
1995 0 5.17 7.51 7.93 6.48
1997 0 1.11 3.24 3.54 2.65

Los brotes generados por embriones de 1995 tuvieron un buen desarrollo mostrando un

color verde cenizo y numerosas aciculas ademas de alcanzar mayor talla (1-2 cm), ademas se
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observd menor oxidacion en comparacidn con las semillas del afio 1997 (Figura 9).
Los brotes generados por las semillas colectadas en el afto 1997 presentaron un buen
desarrollo pero inferior al de las semillas del afio 1995 ademas de una menor elongacion, su

aspecto verde cenizo y su consistencia rigida.

4.4 Cultivo de embriones de cuatro poblaciones
Al cultivar in vitro embriones de distintas poblaciones de Picea chihuahuana de semillas
colectadas en el afio 1997, se observé una respuesta diferencial.

Los resultados del ANOVA son mostrados en la tabla 6.

Tabla 6. Resultados del ANOVA de las diferentes poblaciones estudiadas realizado con el
programa estadistico SYSTAT 7.0.

Variables Suma de Grados de Varianza F P
cuadrados libertad
Localidad 4.53092E+01 3 1.51031E+01 | 1.41935E+01 | 0.000000004
Mes 1.181169E+02 3 3.93897E+01 | 3.70176E+01 | 0.000000000
Mes x 1.27977E+02 9 1.42197E+01 | 1.33633E+01 | 0.000000000
localidad. ‘
Error 2.70170E+03 2539 1.064081063

El analisis estadistico muestra que hay diferencias significativas entre las poblaciones de
La Tinaja, El Ranchito, La Louisiana y Las Trojas (Figura 11).

Las poblaciones reflejaron diferencias en el numero de brotes formados. Segin el
analisis de Tukey la poblacion de El Ranchito tiene diferencias altamente significativas con la
Louisiana, La Tinaja y Las Trojas y la poblacion de La Louisiana tiene diferencias

significativas solo con La Tinaja.

Las poblaciones presentaron una respuesta diferente al mismo tratamiento, reflejandose

esto en el namero de brotes producidos por embridon (Tabla 7). No se observaron diferencias
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significativas en los tiempos de respuesta inicial cumpliendo los tiempos descritos en el

apartado 4.1,

Figura 11. Respuesta morfogenética in vitro de 4 poblaciones de Picea chihuahuana
después de 5 meses en cultivo. Semillas colectadas en 1997. (Promedio + un error estandar).
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Tabla 7. Promedio de brotes por embrién de las cuatro poblaciones de Picea chihuahuana

cultivados en medio SH durante 5 meses a 25+2°C 16 h luz.

MES
1 2 3 4 5
LOCALIDAD
El Ranchito 0 1.13 3.24 3.53 2.65
La Tinaja 0 1.45 2.78 4.17 0.14
Las Trojas 0 1.69 2.48 2.01 1.26
La Louisiana 0 1.50 1.71 1.46 0.75

Como resultado, se obtuvo que los embriones mas regenerativos fueron de la poblacion
El Ranchito, en los cuales se presenté un mayor nimero de brotes y mejor sobrevivencia a lo

largo del tiempo, los brotes de esta localidad legaron a una talla de (5-7 mm).

Figura 12. Comportamiento del desarrollo morfogenético in vitro de la poblacién El
Ranchito durante 5 meses de cultivo. Semillas colectadas en 1997. (Promedio + un error
estandar),
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Como se muestra en la figura 12 el comportamiento morfogenético de la poblacion El
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Ranchito incrementé notablemente del segundo al tercer mes de cultivo mostrando su méxima
formacién de brotes al cuarto mes, a partir del cual, desciende la formacioén de brotes en esta
poblacion. En este mes también ocurre un alto porcentaje de oxidacién (Tabla 3 y Figura 9).
Los embricnes de La Tinaja mostraron inicialmente un buen desarrollo y el nimero de
brotes que no fue superado notoriamente por la pdblacién de El Ranchito, sin embargo, solo en
el cuarto mes de cultivo La Tinaja super6 el nimero de brotes producidos por El Ranchito
(Tabla 7) y posteriormente ya no se observaron nuevos brotes consolidados, en el quinto mes
de cultivo en esta poblacion se observé un descenso critico en la formacién de brotes, que
llegé incluso, a la formacidén nula de brotes, La Tinaja al quinto mes de cultivo tuvo la

produccion mas baja de brotes que el resto de las poblaciones (Figura 13).

Figura 13. Comportamiento morfogenético de Picea chihuahuana en la poblacion La
Tinaja a lo largo de 5 meses en cultivo. (Promedio + un error estiandar).
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Los embriones de la poblacidon de Las Trojas tuvieron una formacién de brotes inferior a

La Tinaja pero sin diferencias significativas entre ellas, su maxima produccién de brotes fue
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entre el segundo y tercer mes de cultivo (Figura 14) disminuyendo en el cuarto y quinto mes de

cultivo en este ultimo mes la oxidacién incrementoé de forma notoria (Figura 9).

Figura 14. Comportamiento morfogenético de Picea chihuahuana en la poblacion Las
Trojas durante 5 meses en cultivo. (Promedio + un error estandar).
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La poblacion de La Louisiana mostré una respuesta muy inferior al resto de las
poblaciones, el porcentaje de respuesta fue él mas bajo de todos, ademas de presentar mayores
casos de oxidacion desde los primeros meses de cultivo, su pico maximo de formacion de
brotes fue al tercer mes y posteriormente disminuyo. Presentd al quinto mes de cultivo un

promedio de brotes por embrion inferior a uno (Figura 15).
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Figura 15. Comportamiento motfogenético de Picea chihuahuana en la poblacién de La
Louisiana
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4.5 Enraizamiento de brotes adventicios.

Los brotes adventicios de Picea chihuahuana generados no desarrollaron raices de
manera espontanea, por lo que fue necesario someter los brotes a diferentes tratamientos para
la induccidn de raiz.

De los diferentes tratamientos realizados para inducir enraizamiento solamente en 4 se
logré la induccion de raices (Tabla 8).

No se logré inducir el enraizamiento en medio SH con AIB y AIA en concentraciones de
5y 10 mg con pulsos de 24 y 48 h, en ninguna de las 8 combinaciones hormonales se observé
el desarrollo de raices, tampoco se observé ningiin cambio morfolégico o fisico en los brotes

tratados durante los 2 meses siguientes al pulso de auxinas.
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Tabla 8. Resultados de los tratamientos para inducir enraizamiento de brotes adventicios

formados a partir de embriones maduros de Picea chihuahuana {22+ 1°C fotoperiodo 16h

luz).
No. De brotes Tratamiento No. De brotes | Porcentaje de
con raiz enraizamiento

3 Pulso de 24 h con ANA 5 mg/l + sacarosa 15 g/l 0 0

3 Puiso de 48 h con ANA 5 mg/l + sacarosa 15 g/l 0 0

3 Pulso de 24 h con ANA 10 mg/l + sacarosa 15 g/l 0 0

3 Pulso de 48 h con ANA 10 mg/] + sacarosa 15 g/l 0 0

3 Pulso de 24 h con AIB 5 mg/] + sacarosa 15 g/l 0 0

3 Pulso de 48 h con AIB 5 mg/l + sacarosa 15 g/l 0 0

3 Pulso de 24 h con AIB 10 mg/l + sacarosa 15 g/l 0 0

3 Pulso de 48 h con AIB 10 mg/l + sacarosa 15 g/l 0 0

3 Pulso de 24 h con AIA 5 mg/] + sacarosa 15 g/l 0 0

3 Pulso de 48 h con AIA 5 mg/l + sacarosa 15 g/l 0 0

3 Pulso de 24 h con AIA 10 mg/l + sacaros;a 15 g/l 0 0

3 Pulso de 48 h con AIA 10 mg/l + sacarosa 15 g/l 0 0
15 Pulso de 24 h con ANA 4 mg/l + sacarosa 15 g/l 1 6.6
15 Pulso de 24 h con ANA 5 mg/l + sacarosa 15 g/l 1 6.6
15 Pulso de 24 h con ANA 6 mg/l + sacarosa 15 g/l 2 13.33
19 Medio de induccion RIM + ANA | mg/l + 7 36.84

sacarosa 30 g/l
15 SH50% + sacarosa 20 g/l + Ac. Abscisico 0.1 0 0
mg/l, AIB 1 mg/l, BA 0.5 mg/I
15 Turba: perlita: vermiculita humedecida con SH % 0 0
+ sacarosa 10 g/l + ANA 0.93105 mg/l
15 Pulso de 72 h con AIB 10 mg/l en medio MS 0 0

liquido

50




En los brotes tratados en medio SH con ANA 4, 5 y 6 mg con pulsos de 24 h se observd

después de 40 dias el desarrollo de raices, los brotes continuaron fisicamente sanos, se observé
un engrosamiento en la base del tallo y una separacién de aciculas en ciimuios aparentando
varios brotes unidos en la base, la cual desarrollé varias raices, en algunos casos estas raices se
manifestaron sélo como pequeilas protuberancias sin elongarse posteriormente.
Con el pulso de ANA 4 mg/l las aciculas de los brotes permanecieron verdes, sin aumentar de
tamafio, solo un brote desarrollé raiz. La base del brote se engrosé consolidandose
posteriormente una raiz. Aunque previo al tratamiento se removié el tejido superficial y se
realizé un corte transversal, después del tratamiento se observé la formacion de aciculas en la
base, aparentemente, formando otro brote. La raiz obtenida mostré un color amarillento en la
base aclarandose hacia el dpice (Figura 16 A). Después de un mes de la formacién de la raiz no
se observo una elongacion notable, después de 2 subcultivos (60 dias) los apices de las hojas
empezaron a marchitarse y la raiz empezo a tornarse obscura sin crecimiento aparente.

Cuando los brotes se sometieron a un pulso de ANA 5 mg/l las aciculas de los brotes se
observaron en algunos casos con los apices ligeramente marchitados, las aciculas un poco
separadas en cumulos y la base engrosada con un color amarillento de la que sobresalen
pequefias protuberancias de color claro, sélo una de éstas se observd de mayor tamaiio y de
color claro (Figura 16 B-C), no se observd un crecimiento de estas protuberancias, las cuales al
igual que el caso anterior s¢ obscurecieron al cabo de aproximadamente 60 dias de su
desarrollo y las aciculas se marchitaron sin crecimiento aparente.

El pulso de ANA 6 mg/l al igual que en los casos anteriores promovi6 el desarrollo de
raices en un brote y pequefias protuberancias en otro brote. Las numerosas aciculas se
separaron en cumulos, su color se mantuvo verde durante el tratamiento y la expresién de la
raiz, la base se engrosé y de ésta se hicieron visibles 2 raices y 2 protuberancias claras. Al
igual que en los casos anteriores no se observé la elongaciéon de ninguna de estas raices, su
color en la base fue amarillento aclarandose hacia el apice (Figura 16 D-E). En el otro caso
solo se observd la formacién de pequefias protuberancias de color claro sin su posterior
elongacion. Ninguna de las raices desarrolladas y descritas anteriormente sobrepasaron los 10

mm de longitud.
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Por otro lado, la técnica propuesta por Dumas y Monteuris (1995) para Pinus pinaster
con medio RIM adicionado con ANA 1 mg/l fue exitoso también para brotes de Picea
chihuahuana, la cual permitio obtener 7 brotes con raiz (36.84%) al cabo de 12 dias del
subcultivo en el medio de expresion (REM).

Durante ¢] tratamiento en el medio de induccién no se observaron cambios notables en
los brotes, sin embargo, al ser subcultivados al medio de expresion de raiz (REM) se observo
que las puntas de las aciculas se empezaron a marchitar, ademas, las aciculas de separaron
entre si abriéndose hacia los lados mientras que el centro se ensancho hacia fuera y no presento
aciculas, perdiendo un poco su arreglo inicial. En la base del brote se observo el desarrollo de
tejido calloso en todos los casos, cada brote desarrollé mas de una raiz. El crecimiento de las
diferentes raices fue de la base del brote a partir del centro del tejido calloso, en algunos casos
aparentando raices laterales y no una raiz central como es caracterizado en coniferas (Figura 17
A-D) En otros casos ¢l brote perdio su arreglo original y del centro meristematico del brote
emergié una raiz con crecimiento inicialmente lateral que posteriormente se internd en el
medio de cultivo, su aspecto era robusto y la base obscura aclarandose hacia el apice (Figura
17 E-F). Sin embargo, la sobrevivencia de estos brotes fue corta ya que a los dos meses de la
expresion de las raices las aciculas se empezaron a marchitar y la raiz no crecié ain cuando se
subcultivo a medio liquido para evitar que el agar impidiera su elongacion.

La mezcla hormonal propuesta por Montes (1993) para Picea chihuahuana no mostr6 en
este ensayo efecto alguno para la formacidn de raiz, los brotes continuaron verdes y se observo
elongacién en todos ellos después de 2 meses pero nunca desarrollaron raiz, aun después de 4

meses de cultivo.



Figura 16. Enraizamiento de
brotes adventicios con pulsos de
ANA durante 24 h con diferentes
concentraciones. A: tratamiento
con 4 mg/l de ANA. B y C:
tratamiento con 5 mg/l de ANA. D
y E: tratamiento con 6 mg/l de
ANA.
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Figura 17. Enraizamiento de brotes adventicios siguiendo la metodologia propuesta
por Dumas et al. (1995). A y B: brote con 2 raices. C y D: brote con tres raices
laterales. E y F: brote con una raiz central.
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La técnica propuesta por Harry et al. (1995) para Juniperus cedrus no presentd ningin
brote con desarrollo de raiz, ademds de presentar los dpices de las aciculas marchitos en la
segunda semana de tratamiento y un color verde palido en todos los explantes. El indice de
contaminacion fue de 33.33%. Los brotes no contaminados se marchitaron rapidamente sin ia
expresion de raiz ni el mejoramiento de su aspecto durante los siguientes dos meses.

La técnica propuesta por Sanchez para el enraizamiento de coniferas, tampoco presentd
efecto alguno en la formacion de raiz, ain después de 4 meses, los brotes no mostraron
cambios morfoldgicos ni ningln tipo de desarrollo después del tratamiento, sdlo se

mantuvieron verdes y de buen aspecto.
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5 DISCUSION

Es bien conocido que la capacidad morfogenética de los explantes, en este caso
embriones, se encuentra fuertemente ligada a factores intrinsecos de los mismos, como la edad
y el estado fisiolégico de la planta madre. El ambiente es selectivo y determina los genotipos
que sobreviven a la expresion fenotipica de los individuos. La adaptaciéon a ambientes
especificos esta dada por las fuerzas de seleccion, lo que crea poblaciones que difieren de un
sitio a otro. La diferencia entre sitios o procedencias va desde caracteristicas de crecimiento,
longitud de aciculas, calidad de la madera, conos, semillas, etc. Dentro de las caracteristicas
importantes en coniferas, se encuentra el peso y tamaiio de las semillas, las cuales varian de un
sitio a otro y por lo tanto son susceptibles de reflejar caracteristicas distintas entre si y éstas
pueden tener algiin valor tanto adaptativo como comercial (Alba et al.1996).

En este trabajo se pudieron observar diferencias en el tamafio de las semillas en las
diferentes poblaciones estudiadas. Con respecto a estas diferencias entre las semillas de cada
poblacién Ortega (1997) reporté diferencias significativas entre las semillas de 6 poblaciones
de Picea chihughuana en cuanto a variables como longitud, ancho, grosor y peso. En el
presente estudio la diferencia en los tamafios fue evidente pero no se analizo el peso de las
semillas. Tres poblaciones (La Louisiana, La Tinaja y El Ranchito) no presentaron entre si
diferencias notables en el tamario de su semilla, sin embargo, la poblacién de Las Trojas tenia
en su mayoria semillas de tamafios inferiores al resto de las poblaciones.

Con estas diferencias en tamafios puede inferirse que el héabitat y las condiciones
ambientales de estas poblaciones no son iguales. Estas variaciones por mintsculas que sean,
afectan el estado fisico y fisioldgico de la planta madre que pueden afectar incluso su genotipo,
el cual se sabe es variable de individuo a individuo en la naturaleza. Las mismas variaciones
pueden intervenir en el ciclo de vida de cada poblacion. Se conoce el ciclo general de la
especie pero no se han hecho estudios comparativos en el tiempo del ciclo de cada poblacién,
el cual puede variar en dias o nieses. Un ejemplo de estas variaciones ambientales de
poblacién a poblacion es el grado de humedad de cada sitio. Gordon (1968) encontré

diferencias en el crecimiento y asociaciones de Picea chihuahuana, cuando se encuentra en
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sitios con alta humedad. En estos sitios se da mayor competencia con herbaceas, lo cual afecta
el desarrollo de los arboles de esta especie y el establecimiento de plantulas en estos sitios
principalmente durante los primeros 10 afios, el tiempo que tardan los 4rboles de estos sitios
hasta su tamafio adulto toma 26 aiios. En sitios con un grado de humedad mads bajo y un clima
fresco los arboles de esta especie crecen con mayor rapidez y el establecimiento de las
plantulas y su desarrollo hasta su talla adulta toma sélo 16 afios.

Sin embargo, no existen datos exactos en el tiempo de desarrollo de la semilla desde la
polinizacién, pero no puede descartarse la posibilidad de que estas variaciones de sitios
fisiograficos influyan en la polinizacién y desarrollo de la semilla, sin estos datos puede
estarse cometiendo el error al colectar las semillas cuando se encuentran en etapas tempranas
de su desarrollo, ya que para la colecta de la semilla se toman los conos cerrados del arbol y se
induce su apertura mediante aire caliente, por lo que la diferencia en tamario y el hecho de que
resulten vanas en algunas poblaciones, puede deberse a diferencias en los tiempos de
desarrollo de cada poblacion, lo cual significa que las semillas se hayan colectado antes de su
total desarrollo o incluso sean los remanentes de la produccion de semilla de ese afio. Este
error pudo llevarse a cabo la colecta de semillas de la poblacion de Las Trojas ya que el
tamaiio de estas semillas era muy pequefio (1-3 mm) y el ntimero de semillas vanas fue muy

alto.

5.1 Induccién de brotes adventicios

La induccion de brotes adventicios se llevo a cabo en el medio SH adicionado con
kinetina 5 mg/l. Mata (2000), report6é que en esta especie la proliferacion de brotes ocurrié en
una amplia gama de combinaciones hormonales, pero mas comunmente cuando la
concentracion de citocininas fue alta con relacion a una baja o nula concentraciéon de auxinas.
Thorpe et al. (1991) indicé que para el desarrollo de brotes adventicios la aplicacion exégena
de citocinina es necesaria, asi mismo embriones de Pinus pinea L. desarrollaron brotes
adventicios en medio GD y SH con una concentracién alta de citocininas, sin embargo, se
observd una mejor respuesta con kinetina (sola o en combinacion con auxinas, en donde la
concentracién de kinetina fue mayor), esto se ha presentado también en especies como Abies

alba Mull. (Schuller et al., 1989); Abies nordmanniana (Norgaard y Krogstrup, 1991),
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Ceratozamia euryphyllidia (Chavez et al., 1998) y Picea omorika Planc. (Kolevska-Pletikapic
y Buturovic-Deric, 1995), ademas de que la baja concentracién de sales, principalmente
nitrogenadas contenidas en el medio SH, favorecié esta respuesta (Mata, 2000).

El medio SH ha favorecido el crecimiento in vitro de especies de coniferas como
Pseudotsuga macrolepis Flous. (Garcia-Campusano, 1999), Pinus strobus L. (Goldfarb et al.,
1996), Pinus sylvestris L. (Sul y Schuyler, 1998) y Pinus ponderosa (Ellis y Bilderback, 1989).

Las diferencias en el porcentaje de respuesta al medio de induccién entre las poblaciones
reflejan diferencias fisiologicas en las semillas de cada poblacion, esto puede ser indicativo de
las condiciones hormonales endodgenas del tejido que junto con los reguladores exégenos
estimulan la proliferacion del tejido para formar brotes adventicios. La poblacion que presento
el mayor porcentaje de respuesta al medio de induccién fue La Tinaja (88.82%), seguida por El
Ranchito (78.12%), estas poblaciones también presentaron el mayor numerc de brotes
adventicios que se discutird posteriormente (Tabla 2). En la poblacién de Las Trojas se
observd que a pesar del tamafio inferior de la semilla, los embriones de éstas respondieron en
un porcentaje alto (70.2%), la poblacién con menor porcentaje de respuesta fue La Louisiana
(33%) en estas semillas se observaron embriones pequefios ain cuando las semillas en tamafio
no tenian diferencias respecto a las poblaciones de El Ranchito y La Tinaja. En la poblacion de
La Louisiana el tamaiio de la semilla no refleja las condiciones del embridn, el cual pudo no
presentar las concentraciones hormonales endogenas ideales para promover junto con los
reguladores exdgenos respuesta alguna al medio de induccidn, estos embriones permanecieron
sin cambio alguno desde su extraccion de la semilla.

El desarrollo de los embriones maduros en el medio SH, fue muy similar al reportado
por Mata (2000) para embriones inmaduros de esta especie, en los que se observo el
hinchamiento de los cotiledones con superficie nodular a los 30 dias de cultivo, y el desarrollo
de los brotes se dio principalmente en los cotiledones y no se observd desarrollo de brotes en
el hipocétilo, el cual se torné de un color oscuro igual que los resultados observados en este
estudio. Thorpe y Biondi (1984) reportaron que la formacion de brotes adventicios ocurre en la
periferia del explante a partir del desarrollo de células meristematicas, la proliferacion de estas
células resulta en el hinchamiento del explante y la formacion de tejido 1lamado “centros

meristematicos de brotes”, la formacién de brotes en embriones maduros de Picea
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chihuahuana tienen un comportamiento similar al ser inducida la formacion de brotes en
medio SH con kinetina 5 mg/l, en la que los cotiledones se hincharon y la superficie del
explante se torno rugosa con apariencia nodular (Figura 7 A-D).

Un comportamiento similar en la formacidén de brotes adventicios se observod en el
cultivo de embriones de Pseudotsuga macrolepis (Garcia-Campusano, 1999) en medio SH con
sacarosa 30 g/l y diferentes combinaciones de reguladores de crecimiento ANA, 2,4-D, BA y
K (0.1-5 mg/l), en ia que observo la formacién de las primeras protuberancias nodulares y
primordios foliares, en los apices, costados y base de los cotiledones entre los 15-30 dias,
consolidindose en el medio de elongacién entre los 30-40 dias tomando una forma de roseta
bien definida. En cultivos de embriones de Pinus ponderosa (Ellis y Bilderback, 1989) en
medio SH con BA 5 mg/l, se observo la proliferacion de brotes entre los 7-28 dias
incrementandose entre los 14-28 dias sin elongacion del epicdtilo ni desarrollo de raiz. Una
respuesta similar a las anteriores se observd en Pinus contorta (von Amold y Eriksson, 1981,
Patel y Thorpe, 1984) y Pinus sylvestris (Tranvan, 1979).

Sin embargo, en el presente estudio también se observaron embriones que sélo
presentaron hinchamiento sin apariencia nodular. Ellis y Bilderback (1989) observaron este
comportamiento en embriones de Pinus ponderosa cuando fueron colocados de forma
horizontal sobre el medio de cuitivo, los cotiledones inferiores, en contacto con el medio,
formaron meristemoides y brotes de novo, pero aquellos que no estuvieron en contacto con el
medio no formaron brotes. También mencionan que la pérdida en la capacidad de formar
brotes durante la maduracién, puede deberse a su estado epigenético o fisiologico, los bajos
niveles hormonales internos del explante probablemente retardan la capacidad en la formacion
de brotes.

En Picea chihuahuana se observo esta respuesta en algunos casos (Figura 7), sin
embargo, en la mayor parte de los embriones excisados, hubo respuesta tanto en los
cotiledones en contacto con el medio como en los superiores, un hecho notable de mencionar
es que no se observo la germinacion en ninguno de los embriones cultivados, estas formas de
respuesta reflejan que hay embriones con poca capacidad de respuesta y con dif:erentes estados
fisiologicos al resto de las semillas, sin embargo la mayoria de estos embriones se encuentran

en condiciones idéneas para responder al estimulo dado (la formacién de brotes) en todos los
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cotiledones sin que afecte la posicion del explante con relacién al medio de cultivo.

5.2 Elongacién de brotes adventicios

Como en otras coniferas, la consolidacion de los brotes adventicios fue estimulada por
la dilucién del medio de cuitivo a la mitad de la concentracion de sus componenfes y la
reduccidn de la concentracion de sacarosa (Bonga, 1982). Kolevska-Pletikapic y Buturovic-
Deric, (1995) estimularon la elongacién de Picea omorika con diluciones del 33.33% de
medio MS; Sul ef al. t1998) llevaron a cabo la elongacion de brotes de Pinus syfvestris en
medio GD al 50% de sus componentes mas 2% de sacarosa; de igual manera se llevé a cabo la
elongacion de brotes adventicios de Pinus heldreichii (Stojicic et al., 1999). Garcia-
Campusano (1999) diluyoé el medio SH al 50% para estimular la elongacion de los brotes
adventicios conservando la sacarosa al 3% inicial.

Mata (2000) reporté que la disminucién en las concentraciones de sacarosa favorecid y
acelerd la elongacion en esta especie, con 15 y posteriormente 10 g/l de sacarosa logrd a partir
de embriones inmaduros el desarrollo de brotes con alturas de 10 a 12 mm en sé6lo dos meses
de cultivo. Sin embargo en el presente estudio esta disminucion de sacarosa a los embriones
maduros en cultivo favorecié la consolidacion pero no la elongacion de los brotes. Se ha
reportado que en algunas especies de coniferas la disminucion de sacarosa por debajo del 2%
decrece la elongacion y sobreviviencia de los brotes formados, esto se ha dado en especies
como Picea abies (von Amold y Eriksson, 1978) y Pinus pinaster (Calixto y Pais, 1997).

Otra posible respuesta a esta diferencia de resultados puede deberse al estado
fisiologico del explante, ya que Mata trabajé con semillas inmaduras de la poblacién de La
Louisiana, colectada en el afio de 1995, aunque en este estudio se incluye a esta poblacion, no
se observo una respuesta similar ya que también se observaron brotes de menor talla a la
reportada por Mata. Estos resultados reafirman la variacion de respuestas dependiendo del tipo
de explante utilizado, en este caso el estado fisiolégico de la semilla (madura) afecta
directamente en la respuesta al cultivo in vifro aunado a esto, esta la variacion genética que

representa el trabajar con semillas, incluso entre individuos dentro de una misma poblacién.
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5.2.1 Oxidacion

El principal problema para concretar la morfogénesis a partir de embriones maduros de
Picea chihuahuana fue la oxidacidon que se presento en los embriones de todas la poblaciones
evaluadas resultando letal para los embriones (Tabla 3).

Phillips y Gamborg (1995) definen a la necrosis o obscurecimiento del tejido como el
resultado de la oxidacion de compuestos fendlicos secretados por el tejido. Fagerstedet er al.
{1998) relaciond la actividad de las peroxidasas y polifenoloxidasas con la lignificacion de las
células ya que fue encontrada en madera suave y madera dura de Pinus sylvestris.

El fenomeno de la oxidacion es comiinmente observado en el caso de tejido maduro pero
también se ha observado el oscurecimiento del tejido proveniente de embriones o plantulas
(Laukkanen ez al. 1999).

Las poblaciones mas afectadas por la oxidacion fueron La Louisiana y Las Trojas, de las
cuales anteriormente se discutieron sus variactones en tamaiios de semilla y respuesta al medio
de induccion, ambas poblaciones presentaron los mayores indices de oxidacion y a mayor
velocidad desde los primeros meses del cultivo (Figura 9), lo cual puede representar que en el
embrién las cantidades enddgenas de auxina no eran adecuadas para la formacion de brotes
adventicios, la oxidacidn resulté letal para ambas poblaciones al quinto mes de cultivo.

La Tinaja fue la poblacion menos afectada por la oxidacidn de sus embriones,
presentando un bajo porcentaje de oxidacion aun después de 5 meses de cultivo. La semilla de
la poblacién El Ranchito tanto del afio 1995 como 1997 presentaron un indice similar de
oxidacion de sus embriones, sin embargo ésta no resulté letal permitiendo que se diera una
mayor elongacién en los brotes consolidados, incluso la semilla con mayor edad y tiempo de
almacenamiento (desde 1995) presenté mayor elongacion en sus brotes adventicios (15-18
mm).

En un estudio de la oxidacion en Pinus sylvestris se observd que la actividad de las
peroxidasas y polifenol oxidasas a partir de explantes tomados de arboles maduros, esta muy
relacionada con la edad del donador ya que a mayor edad de la planta madre, esta actividad se
incrementa. El oscurecimiento observado en el tejido de Pinus sylvestris se mostrd muy
relacionado con el tiempo de cultivo pero en cultivos derivados de embriones inmaduros, este

oscurecimiento fue mas relacionado a la transferencia del tejido, del medio de proliferacion al
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medio de maduracién (Laukkanen et al., 1999). En Picea chihuahuana la oxidaciéon parece
estar relacionada con la transferencia del medio de induccién al medio de elongacion ya que
durante los 30 dias de induccion no hubo signos evidentes de oxidacidn y al ser transferidos al
medio de elongacidn se hizo presente la necrosis en algunos de los embriones, aumentando
considerablemente en los meses siguientes. Una respuesta similar a la obtenida se ha
presentado en embriones de Pseudotsuga menziesii (Bonga y von Aderkas, 1992) y
Pseudotsuga macrolepis (Garcia-Campusano, 1999} en donde la oxidacidn también se
presentd en los embriones después del primer subcultivo, en el caso de Pseudotsuga menziesii
se relaciono a la oxidacién con los altos niveles de sacarosa contenidos en el medio (60 mg/i),
en ¢l caso de Picea chihuahuana un alto nivel de sacarosa podria no ser el factor promotor de
la oxidécic’m dado que la sacarosa se disminuyd a 15 g/l en el medio de elongacién.

En el presente estudio se encontrd una relacion inversa entre la oxidacién de los cultivos
y la formacion y desarrollo de los brotes adventicios. Varios factores enzimaticos como las
peroxidasas y polifenol oxidasas pueden producir efectos indirectos en la capacidad de
regeneracion, se ha sugerido que la alta actividad de éstas reduce el crecimiento y detiene el
desarrollo embriogénico, ya que la oxidaciéon de compuestos fendlicos pueden inhibir la
actividad enzimatica resultando en el oscurecimiento del tejido en cultivo y posteriormente la
muerte de los explantes (Laukkanen et al., 1999).

Aungue Mata (2000) reporta que la oxidacion puede ser evitada cuando los embriones
son sumergidos en una solucion de acidos ascérbico y 4acido citrico (250 mg/l de cada una)
durante 30 minutos en cada subcultivo, George (1993) reporta que la adicion de antioxidantes
al tejido o al medio de cultivo puede inhibir el enraizamiento por lo que se decidié llevar a
cabo el experimento, sin la aplicacion de bafios con antioxidantes y buscar la disminucion de
la oxidacion por la rotacion de embriones y subcultivos periddicos. Laukkanen et al. (1999)
mencionan que la actividad de las peroxidasas incrementan rapidamente al principio del
cultivo y posteriormente decrece con la edad del cultivo por lo que la rotacién y subcultivos
constantes podrian ser efectivos para evitar oxidacion de los brotes de mayor talla y edad, pero
en las etapas tempranas de cultivo es necesario tratar al explante con bafios antioxidantes como

fue propuesto por Mata (2000).
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5.2.2 Comparacién de la respuesta morfogenética de semillas de una misma poblacién
colectadas en diferentes aiios.

Se observé que las semillas de una misma poblacién colectadas en diferentes afios
tuvieron diferencias significativas en el nimero de brotes formados por embrion (Tabla 4). Las
semillas colectadas el afio 1993 no respondieron de forma favorable a la induccion de brotes
adventicios por lo que no se pudo comparar con las semillas colectadas en otros afios. Las
semillas que formaron un mayor nimero de brotes por embridn después de 5 meses de cultivo
fueron las colectadas el afio 1995, superando notablemente el niimero de brotes formado por
los embriones del aiio 1997.

Se ha mencionado que la viabilidad de las semillas se vuelve mas variable a lo largo del
tiempo de almacenamiento y usualmente disminuye (Grijomo et a/, 1984). En las especies del
género Picea se han observado caracteristicas de longevidéd y almacenamiento similares. Se
ha reportado que las semillas de este género pueden ser almacenadas por periodos de 5 a 17
afios sin que pierdan viabilidad, sin embargo la longevidad de las semillas esta determinada
genéticamente y varia segln la especie.

Las semillas colectadas en el afio 1995, tenian aproximadamente 3 afios y 4 meses de
almacenamiento desde su colecta, las semillas colectadas el afio 1997 tenian 1 afio 5 meses y
las semillas colectadas en el afio 1993 tenian 5 afios 3 meses de almacenamiento cuando se
llevo a cabo el experimento. En un estudio hecho con Pseudotsuga macrolepis (Garcia-
Campusano, 1999) se observé que la capacidad de respuesta (formacién de brotes adventicios)
disminuy6 en semillas con mayor tiempo de almacenamiento.

Se desconoce el tiempo de viabilidad y de latencia de las semillas de Picea chihuahuana,
poco se sabe de su ecologia y desarrollo, sin embargo los resultados obtenidos nos hacen
pensar, que la respuesta diferencial entre las semillas colectadas en diferentes afios se debe a su
estado fisiologico, cambiante a lo largo del tiempo y tipo de almacenamiento, se sabe en
general que las semillas requieren de un periodo de maduracién posterior a su dispersién para
lograr su germinacion, si la semilla no ha superado esta etapa, la germinacién no se da, ain
cuando las condiciones ambientales lo favorecen, por lo que podemos decir que en este estudio
observamos diferentes estadios fisiologicos del embridn, que son mantenidos y reflejados en el

cultivo in vitro, alin cuando se proporcionaron condiciones para lograr su respuesta.
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Otro factor importante en la variacion de estas semillas puede deberse a las condiciones
climatolégicas del afio en que fueron formadas que influyen directamente en la calidad de la
semilla, desafortunadamente no existen datos exactos sobre las condiciones climaticas en cada
localidad que pudieran aclarar la intervencién de estos factores. Sin embargo comparando el
trabajo de Mata (2000), en el que se trabajé con el mismo lote de semillas de la poblacién de
El Ranchito del afio 1995 utilizadas también en este estudio, obtuvo promedios similares en la
formacion de brotes por embrién (3.9) con tallas de 5 a 25 mm. En el presente estudio el
numero de brotes por embrién para el mismo [ote de semillas fue de 6.48 después de 6 meses
de cultivo y las tallas alcanzadas por los brotes fue de 5-15 mm. Este lote de semillas
(colectadas en 1995) fue el de mejor respuesta y desarrollo morfogenético, incluso al
compararse con semillas de otras poblaciones de afios mas recientes en este estudio. Lo
anterior podria reflejar que las semillas de esta poblacion formada en el afio 1995 tuvo un
mejor desarrollo y posiblemente mejor genotipo comparado con las semillas colectadas en

1997, el cual posiblemente fue reflejado en su desarrollo in vitro.

5.2.3 Respuesta morfogenética de diferentes poblaciones

El promedio de brotes generados por embrioén, muestra que estan dentro de lo reportado
para otras coniferas (3-11 brotes/embrion), sin embargo estan mas cercanos a los valores bajos,
Pinus banksiana 14 brotes/embrion (Harry y Thorpe, 1994); Juniperus cedrus 6-7
brotes/embrion (Harry, et al., 1995); Pinus silvestris 10-20 brotes/embrién (Sul y Korban,
1998); Pinus pinea, 10-20 brotes/embrioén (Sul y Korban, 1998); Pinus heldreichii Christ., 16
brotes/embrion (Stojicic ef al., 1999) Picea sitchensis (Bong.) 1.5-18.3 brotes/embrién (Drake
et al., 1997); Picea omorika 4.2-9.4 brotes/embrion (Kolevska-Pletikapic y Buturovic-Deric,
1995).

La poblacién de El Ranchito fue Ja de mayor capacidad morfogenética teniendo
diferencias significativas con La Louisiana, Las Trojas y La Tinaja. La curva de crecimiento de
El Ranchito se present6 mas lenta y mas estable que el resto de las poblaciones (Figural2).

La poblacién de menor respuesta y mayores problemas en la consolidacién de los brotes

adventicios durante todo el tiempo de cultivo fue La Louisiana, el niimero de brotes
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producidos fue muy bajo y la oxidacion letal desde el primer subcultivo al medio de
elongacion. Las poblaciones de Las Trojas y La Louisiana no presentaron diferencias
significativas entre ellas, ambas poblaciones presentaron severa oxidaciéon a lo largo del
cultivo (Tabla 7) y presentaron valores bajos en la formacion de brotes.

Todas las poblaciones presentaron un incremento en la formacién de brotes desde el
segundo mes de cultivo llegando a su pico maximo entre el tercero y cuarto mes, en el quinto
mes se observo una caida dréstica en todas las poblaciones, en gran parte debido a la oxidacion
del tejido.

En el caso de Las Tinajas (Figura 13), el nimero inicial de brotes es mayor al de El
Ranchito, y aumento6 considerablemente hasta el cuarto mes en donde se observé la produccion
maxima de brotes, superando en este mes a El Ranchito. Sin embargo en los brotes de Las
Tinajas aunque no se observaron necrosados, los de mayor tamafio perdieron su coloracion
verde torndndose blancos, presumiblemente por la pérdida de clorofila en el tejido. En muchas
especies cultivadas se ha observado la pérdida de su capacidad morfogenética rapidamente en
un par de subcultives. Street (1979) postulé que la capacidad inicial morfogenética, depende
sobretodo de los reguladores del crecimiento y metabolitos acarreados a partir del explante
inicial, los cuales son rapidamente diluidos o degradados en el cultivo.

Se sabe que la respuesta al cultivo de tejidos estd mediada principalmente por el
genotipo (Bergmann y Stomp, 1994) y el estado fisiologico del explante (Bonga y Durzan,
1982). Existen diversos estudios que demuestran que diferentes genotipos de la misma especie
responden de manera distinta al cultivo in vitro. Garcia-Campusano (1999) reporté diferencias
en la respuesta morfogenética de Pseudotsuga macrolepis cuando la semilla proviene de
diferentes arboles y diferentes poblaciones. Esta misma respuesta se ha observado en especies
como Pinus contorta (von Amold y Eriksson, 1981), Pinus populus, Pinus radiata y Picea
abies (Bergmann y Stomp, 1994) y Pinus caribaea (Litz et al., 1998).

Se observd ademas que las poblaciones de La Louisisana y Las Tinajas presentaron
diferencias significativas en el nimero de brotes formados. Esta particular diferencia puede ser
el producto de una adaptacion ya que Ortega (1997) reporta que hay una variacién en el
numero de cotiledones en las poblaciones de Picea chihuahuana, mostrando una reduccion de

los mismos en algunas poblaciones, entre ellas encontramos a La Louisiana, que presenta
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menor numero de cotiledones que Las Tinajas. Si esto es asi, esta variacion influye
directamente en ¢l nimero de brotes formados por embrion, ya que los nédulos meristematicos
se forman principalmente en los cotiledones, si el nimero de cotiledones es mayor, el nimero
de brotes formados por embrion sera mayor, por lo tanto la diferencia en respuesta entre estas
dos poblaciones puede acreditarse en parte a esta variacion, ya que Las Tinajas super6 en la
formacion de brotes a la poblacion de La Loutsiana.

Por otro lado estas diferencias entre poblaciones pueden deberse a la heterogeneidad en
edades de los drboles de cada poblacién. En un estudio hecho por Sanchez-Martinez (1997), se
registraron diferentes edades de arboles en 3 poblaciones de esta especie (La Tinaja, Las
Trojas y El Cuervo), todas ellas se encuentran dentro del ejido El Ranchito en el que también
se incluye a la poblacion El Ranchito. La poblacién de Las Trojas es mas grande y contiene un
mayor numero de drboles jévenes (1-10 afios) en 1000 m’, la poblacién La Tinaja es mas
reducida con menor arbolado y estructurado por arboles jévenes y maduros (51-90 afios). Esta
heterogeneidad estructural podria ser un factor importante en las diferentes respuestas entre
poblaciones.

Se sabe que las poblaciones pequefias pueden perder variabilidad genética con mayor
rapidez que las de mayor tamaifio y si a esto agregamos la fragmentacién de poblaciones, los
efectos seran alin mas drasticos. El estudio hecho por Ledig et al. (1997) demostré que los
valores de heterocigocidad de Picea chihuahuana son mas bajos que los reportados para
muchas especies de Picea, sin embargo se observan dentro del rango esperado para el género.
Ledig y colaboradores concluyeron que las poblaciones de Picea chihuahuana tienen un rango
aceptable de diversidad genética alin en areas pequefias, sin embargo las estimaciones hechas
en cuanto a la migracién son muy bajas, resaltando esto la importancia de la deriva y el
entrecruzamieto de sus poblaciones para la evolucion de esta especie, dadas estas condiciones
es de esperarse que las poblaciones de esta especie muestren diferencias en su desarrollo in
vitro reflejo de sus condiciones naturales. Se observé en el presente estudio que en
condiciones homogéneas de cultivo para todas las poblaciones, se presentaron diferencias
dentro de las mismas poblaciones en el nimero de brotes por embrion, ademas se observé que
aunque la poblacion en general no mostré una buena respuesta, algunos brotes lograban un

mejor desarrollo con tiempos més cortos de elongacién y fisicamente mas vigor el cual pudo
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estar determinado por el genotipo de la semilla.

5.3 Enraizamiento

El enraizamiento espontaneo in vitro en coniferas es muy raro y es dificil comparado con
las angiospermas. Se ha reportado que menos de 5% en coniferas regeneradas in vitro
desarrollaron espontaneamente raices (Mohammed y Vidaver, 1988). Sdlo se ha observado en
algunas especies como Picea omorika (Kolevska-Pletikapic y Buturovic-Deric, 1995) de la
que se obtuvo 12% de enraizamiento esponténeo y en Pinus pinaster (Calixto y Pais, 1997) en
la que se presentd enraizamiento espontineo después de 5 a 6 meses de cultivo en el medio de
elongacion sin reguladores de crecimiento. Sin embargo en la mayoria de las coniferas
propagadas in vitro se han tenido fuertes problemas para lograr plantulas completas a partir de
brotes adventicios ya que el enraizamiento es la fase mas critica del cultivo.

Muchos factores pueden influir en el proceso de enraizamiento, pero se ha sugerido que
este proceso es regulado principalmente por el balance hormonal, sin embargo sélo un niimero
limitado de estudios bioquimicos que controlan el proceso de enraizamiento ha sido reportado
en especies lefiosas (Blazkova et al., 1997). El enraizamiento en coniferas se ha logrado con
diferentes auxinas, las mas utilizada y con mejores resultados es el AIB, sin embargo algunos
trabajos reportan enraizamiento con ANA en especies como Pinus pinaster (Dumas y
Moteuuis, 1995), Juniperus cedrus (Harry et al., 1995) y Pseudotsuga menziesii (Chalupa,
1977). Blazkova y colaboradores (1997) demostraron que el nivel interno de AIA puede ser
meodificado por la aplicacion de auxinas exogenas, esta modificacién dependerd de la cantidad
y tipo de auxina suministrada.

En el presente estudio se logrd la induccién de raices con pulsos de ANA en diferentes
tiempos, el tratamiento con ANA 5 mg/l, ya habia mostrado resultados en investigaciones
anteriores. Mata (2000) report6 la formacién de raices robustas y sanas en dos casos con
pulsos de ANA 3 y 5 mg/l, en el tltimo caso se logré mayor nimero de brotes con raiz, asi
como mayor elongacidén de éstas. En el presente estudio. se realizaron ensayos con pulsos de 24
hcon 4,5y 6 mg de ANA; en los dos primeros respectivamente se formé una raiz en un brote
y en el ultimo se formaron raices en dos brotes, sin embargo estas raices fueron muy pequefias

y no se observé mayor elongacion. La concentracién de sacarosa usada en este estudio para la
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expresidn de la raiz fue mayor a la utilizada por Mata (2000). Se ha reportado que en la etapa
de induccién de raiz .en coniferas, es necesario disminuir las concentraciones de sacarosa, solo
ocasionalmente se ha aumentado posteriormente en el medio de expresién. El papel de la
sacarosa en la induccion de raiz no ha sido aclarado y los protocolos obtenidos se han logrado
después de multiples ensayos. En el caso de Picea chihuahuana las concentraciones de
sacarosa pueden tener un papel importante en la induccion y desarrollo de raices dado que a lo
largo, de este trabajo se ha observado que una baja concetracién de sacarosa no favorece el
cultivo de esta especie, en ¢l caso del enraizamiento es posible que bajos niveles no sean
suficientes para la formacién de raices ya que, se ha observado que en cultivos in vitro los
carbohidratos son utilizados por la planta para la sintesis de la pared celular y diversas rutas
biosintéticas y metabolicas como la respiracién (Thorpe, 1982).

Se ha observado en el cultivo in vifro que en concentraciones constantes de auxina y
bajas concentraciones de sacarosa favorecen la formacién de xilema en callo mientras que
altas concentraciones dan lugar a |a formacion de floema (Thorpe, 1982) por lo que es posible
que durante la etapa de enraizamiento de esta especie se necesiten periodos de bajas y altas
concentraciones de sacarosa para lograr la formacion de raices funcionales.

Las raices expresadas en el ensayo con pulsos de 24 h no mostraron la formacion de
callo en el tejido. El hecho de que el tratamiento con auxina no promueva la formacion de
callo es una ventaja para el enraizamiento, ya que de acuerdo con Rancillac er ol (1982) Ia
formacion de callo durante el enraizamiento puede provocar disturbios en la formacion de las
conexiones vasculares entre tallo y raiz, creando desérdenes nutricionales y falta o nulo
desarrollo en suelo.

Durante el periodo de enraizamiento se observo que los apices de algunos brotes se
necrosaron, Vietiez et al. (1989) postulan que durante un periodo de enraizamiento prolongado
la necrosis de los apices es comun debido a la ausencia de citocininas en el medio de
enraizamiento sin embargo también se sabe que aun los niveles mas bajos de citocininas
pueden tener un efecto inhibitorio en el enraizamiento.

En el ensayo 3 con medio RIM adicionado con 1 mg/l de ANA presentd un mayor
nimero de brotes con raiz, en esta técnica también se aumento la concentracién de sacarosa en

la fase de expresion, las raices desarrolladas sin embargo fueron cortas y con el desarrollo de
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un poco de callo, después de la expresion no se observo crecimiento de estas raices, ademas de
que la formaciéon de éstas fue un tanto anormal. Se ha reportado que particularmente el
enraizamiento con ANA ha promovido en algunas especies la formacién de callo, y esta
relacionado con altas concentraciones y tiempos de exposicion prolongados, aunque Dumas y
Monteuuis (1995) no reportan la formaciéon de callo durante el enraizamiento de Pinus
pinaster, en el caso de Picea chihuahuana se observd la formacion de tejido laxo y amarillento
alrededor de la base del brote por lo que tal vez para esta especie, se evite la formacidon de ese
tejido con una ligera disminucidn de la concentracion o menor tiempo en el medio RIM. Los
brotes enraizados por este método sin embargo se observaron necrosados de su dpice en un
periodo corto posterior a la expresion de la raiz, esto pudo atribuirse a la falta de citocinina en
el medio, pero también es probable que sea a causa de desordenes nutricionales provocados
por interrupciones en la conexion vascular debido a la formacién de tejido calloso. Se ha
reportado sin embargo que la formacién de raiz en medio solidificado con agar se da de forma
mds sincrénica porque los brotes estan en contacto uniforme con el medio, sin embargo las
raices producidas en medio con agar son usualmente muy chicas y sin pelos radiculares
(Thorpe et al., 1991).

Los ensayos 1, 4, 5 y 6 no reportaron resultados positivos para el enraizamiento, debido
tal vez a que las técnicas originales proponen diferentes medios de enraizamiento y en este
estudio se utilizo SH. La combinacion de auxinas reportadas en la técnica descrita por Montes
(1993) para el enraizamiento de esta especie (Ensayo 4) no fue efectivo en este estudio, sin
embargo los brotes se mantuvieron verdes y presentaron mas elongacién y vigor durante el
tratamiento.

La técnica propuesta por Harry (1995) para Juniperus cedrus tampoco logré la induccion
de raiz en Picea chihuahuana, ademas el sustrato representd un problema ya que se registré
contaminacién ain después de ser esterilizado durante 20 minutos. También se observo que
los brotes en este tratamiento se marchitaron rapidamente, la necrosis comenz6 en las puntas
de las aciculas hacia la base, los brotes murieron antes de observarse algiin cambio que
indicara la formacion de raiz. Esta respuesta en los brotes pudo estar relacionada con los
nutrientes del medio ya que en este caso, la concentraciéon del medio se redujo a % y la

concentracion de sacarosa fue de 10 g/l, estas concentraciones pudieron estar por debajo del
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limite minimo necesario para la sobrevivencia del explante y por lo tanto ser insuficientes para
lograr respuesta alguna en la formacién de raiz.

Las raices logradas en los ensayos 2 y 3 (Figura 5) son un avance significativo en el
desarrollo de las investigaciones con esta especie, aunque el porcentaje logrado no es
estadisticamente significativo, hay que recordar que sélo se habia logrado la induccion de 3
brotes con raices reportado por Mata (2000) y uno reportado por Lopez-Escamilla (2000). Por
lo que el presente trabajo aporta informacion de gran utilidad para lograr en un futuro el éxito
en la propagacion de esta especie.

Una ruta a continuar en los esfuerzos para tratar de evitar la extincion de esta especie
mexicana seria la intensificacion de las investigaciones fisioldgicas y estructurales en torno a
ella. El cultivo de tejidos, ofreceria una ruta viable para la produccién masiva de esta especie,
una vez establecida la técnica de micropropagacion, ademas estas técnicas permiten que se
realicen estudios fisioldgicos y bioquimicos para mejorar el protocolo de propagacion e
incluso pueden ayudar a comprender el estado actual de las poblaciones y evaluar la mejor
estrategia para la conservacion de la especie.

El estado actual de las investigaciones con cultivo de tejidos vistumbran un panorama
optimista para lograr plantas completas a corto plazo. Una vez logrado el enraizamiento el
establecimiento en suelo y posterior aclimatizacion podrian llevarse a cabo con mds facilidad.

La continuacion de los estudios sobre la regeneracion in vitro de Picea chihuahuana
permitiria aumentar el conocimiento en esta especie para lograr su conservacion a menor

plazo, antes de que ocurra su extincién total.
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6. CONCLUSIONES

- El medio de cultivo SH adicionado con kinetina 5 mg/l favorece la induccion de brotes

adventicios a partir de embriones maduros.

- La oxidacién del tejido en Picea chihuahuana, se encuentra relacionado al cambio del medio
de induccion al medio de elongacion, por lo que puede ser una etapa critica para el éxito en el

cultivo de esta especie.

- La oxidacién no se vio controlada con la adicién de antioxidantes al medio de cultivo,
tampoco con la rotacion y continuo subcultivo de los embriones. Para lograr el control de este
fendmeno es necesario la adicion de antioxidantes directamente al explante, principalmente
cuando se da el traspaso a medio de elongacion. Este factor es un fuerte impedimento para el

desarrollo y elongacién de los brotes adventicios.

- Se encontrd que existe una diferencia significativa en la produccion de brotes adventicios por

embrion, en funcidn de la localidad de procedencia de las semillas.

- La méxima consolidacion de brotes adventicios se da en el segundo y tercer mes de cultivo

en todas las poblaciones de Picea chihuahuana estudiadas
- El namero de brotes por embrion varia significativamente cuando existe una diferencia en
edad de la semilla Se observé favorecido en semillas con 3 afios de almacenamiento y la

respuesta fue muy escasa en embriones de semillas con 5 afios de almacenaje.

- El regulador de crecimiento que logrd inducir el enraizamiento fue ANA en concentraciones

que van desde 1 hasta 6 mg/l.

- El medio de induccién de raiz (RIM) y el de elongacién (REM) propuesto por Dumas y

Moteuris (1995), resulté ser el tratamiento mas efectivo de los empleados para inducir el
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enraizamiento de esta especie.
- La induccién de raices en los brotes sigue siendo una etapa critica para concretar la

micropropagacién de Picea chihuahuana sin embargo se vislumbran mayores posibilidades

para cumplir este objetivo en futuras investigaciones.
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APENDICES

1) Medio Shenck y Hildebrandt (SH)*

Macronutrientes

mg/1
KNO, 2500
MgSO, TH,0 400
NH4H,PQ, 300
CaCl, 2H,0 200
Micronutrientes
Mn S§O4 H,O 20
H;BO; 5
Zn8S0; 7TH,O 1
K1 1
CuS0O4 5H,0 0.2
Na;MoQ,4 2H,O 0.2
CoCl; 6H;0 0.2
FeSO, 7H;O 15
Na; EDTA 20
Compuestos organicos
Vitaminas
Tiamina HCI 5
Ac. Nicotinico 5
Piridoxina HCI 0.5
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Myo-inocitol 50
Sacarosa 30000

El medio SH 50% (elongacion) corresponden los componentes anteriores a la mitad de su

concentracion.

2) Medio de Induccién de Raiz (RIM)

Macronutrientes del medio Risser y White (1964)

mg/l
KNO; 80
(CaNos); 4H,0 300
MgSO, TH,0 740
KCl1 65
NaH,PO4 H;O 165
Na;S0O, 200
Micronutrientes de MS al 50%,
Compuestos organicos
Myoinositol 50
Glicina 2
Tiamina 1
Piridoxina-HCl, 1
Acido nicotinico 1
Sacarosa 10000
ANA 1
Agar 8000
pH 55-56
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