7. DISCUSION

7.1 Establecimiento aséptico de los explantes

La versatilidad de los diferentes sistemas de propagacion in vitro y su aplicacion a
especies lefiosas constituye una opcion para salvaguardar los recursos genéticos por
medio de la técnica de organogénesis (Capuana 2001). Por lo que, el establecimiento
aséptico de los explantes es considerada una etapa determinante para lograr la

regeneracion exitosa de cualquier especie (Roca y Mroginski, 1991).

En la presente investigacidn, la téenica de desinfeccidn resultdé ser adecuada.
logrando 0 % de contaminacidn en todos los tratamientos. Asi mismo. se obtuvo 100%

de supervivencia en explantes.

7.2 Induccion de primordios de yemas

La induccién de yemas adventicias es uno de los sistemas de micropropagacién para
coniferas que se han desarrollado con éxito (Thorpe v Biondi. 1984; Charbonneau,
2004). En el presente trabajo, se observaron cambios iniciales desde los primeros 5 dias

-del establecumiento in vitro, se presentaron indicios de oxidacion y cambios en la

coloracion de embriones y cotiledones. Estos resultados son similares a lo consignado
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Resumen. Pinus maximartinezit (R2edowski) es una especie endémica en peligro
de extineidn, confinada a une poblacién de aproximadamente 2000 a 2500 drboles maduros
en itna superficie de 400 ha. En eston casos, es necesario estahlecer iécnicas de propagacisn

. que permitan incrementar la dispenibilidad del material vegetative.

El objetivo de este trabajo fue desarrcllar un protocolo para la mmltiplicacién in
vitro de Pinus masimartinesii por medio de organogénesis. Embriones cigdticos y catiledones
obtenidos de semillas maduras fueron colecados en loe medios de eultivo DCR vy GD
adicionadoes con 0.3 mgl-1 y 0.5mgl-I de BAP; 0.01 mgl-1 de NAA. permanecisnde por &
semanas en condiciones de 26°C £ 2°C y un fotoperiodo de 16 h luz y 8 b aseuridad.
Posteriorments los explantes fueron hansferidos & los madios de cultive (PCR v GD) sin
reguladores de crecimiento a intervalos de 15 dfas, durante 6 semanss. En la signiente
etapa {alargemiento de yemas), 1z variable svaluada fue nimero de explantes con yemas.
Por dltimo loe explantes fireron transferidos a los mismos medios de cultivo sin reguladoves
de crecimiento, adicionadas con 0.1% de carbén activade, permaneciendo por B semanns:
evaludndose ninsteriommente el mimers de brotes por embridn,

Los anélisis de vanianza mostcaron diferencia significativa en medios de cultive ¥
eemeentracidn de reguladores de crecimiento.

Abreviatvras: BAP=Bencilaminopurina; NA A=Acido Naftalenacetion; DMS=Diferencia
Ménima Significativa; DCR={Gupta y Burzan, 1985); GD={Gresshoff y Day, 1972); mgl-1= miligramos
por litro, gl-1= gramos per litro; b= hotas.

{ Institute Tecnolégico de Nuevo Ledn, Eloy Cavazos No 2001, Guadaiupe, Nusves
Leén, CP 67170.

2 nstituto de Bioteenolopfa, Facullad de Ciencias Biolégicas, Apdo Posial 38F, Pedro
de Alba, s, Cd. Universitaria, San Nicolds de los Garza, N.L. Msxico, CP. 66450,

3 Investigador del Inskitute Nacional Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias;
Campo Experimenta] Rosarie Izapa, Tuxtle Chico Chiapas, Méx. CP. 30870

* L ahnratorio de Biotecnologfa Vegetal, Facultad de Agranomfa, Carretera Zuarwa-
Marfn Km 17.5, Marfn, N.L.. CF. 66700, ¢-mail ojedacz@yahoo.com.mx

Apcadecimiento: al Consejo Nae. De Ciencia y Tecnologfa por el apoys ccondmico
brindado en la realizacidn de mis estudios Dactorales.

Recibido 24.111.2006: aceptado 31.VIIL2006



110 Ojeda-Zacarias MC et al, DYFON 75 (2006)

Palabras clave: Micropropagacién, confferas, Pifidn azul. primordins foliaves,
organogénesis

Abstract, Pinus maaimartinezii (Rzedowski) is an endemic endangered species,
confined to a single pepudation of approximarely 2000 1o 2504 mature trees. 1t covers about
400 ha in southern Zacatecas, Mexico. The success of tissue culture techniques for gamplasm
preservation depends on regeneration of cultures. The objective of this study was to achiave
an in #itro proliferation protoenl wsing organogenests technique for Pinus maximariinedi.
Mature sceds were surfaca stertlized in 6% H202 v/v. Isolated cotyledons and zygotic embiyos
were cultured on shoot induction media. DCR and GD media were supplemented with 0.3
and 0.5 mgl-1 BAP; (.01 mgl-1 ANA and vitamin solution. Explants were [ncubared at 26
£ 2°C under a 16h photoperiod. The cxplanis were transferred every 15 days 1o hormone-free
mediunt (DCR and GD} for a period of 6 wk for hud develobrient. The number of explants
forming buds was determined. After induction of buds, the explants were transferved to a
hormone-free hasal medium, to which 0.1% activated charcoal was added. After 8 wk, the
number of shoats per embryo was evaluated. Effects of either basal media or plant growth
regulator concentrations were significantly different {p<0.05).

Abbreviadons: DCR=Cupta & Durzan, 198% GD=Gresshoff y Doy, 1972
BAP=hencilaminopurine; ANA=Naflalen acetic acid.

Eey words: Micropropagation., conifers, Pifion Andl, foliar primordial. organegénesis

La importancia econdmica de los bosques de confferas en México es muy grande; el
género Pinus constituye la mayor parte de la riqueza forestal por su amplio rango de distribucién
(Martinez, 1953). El pifién azul o maxi pinon (Pinus maximartinezi (Rzedowski), ha sobrevivido
& una restriccidn genélica extrema ya que esté confinado a una sola poblacién de aproximadaments
2000 a 2500 &rboles madures en el sur del estado de Zacatecas, México y se encuentra en la
lista de las especies en peligro de extincién (Ledig et al., 1999; Norma Oficial Mexicana, 1994).

En estos cazos la propagacién in vitro ha demostrado ser un métode exitoso para la
conservacién ¥ mantenimiento de especies en peligro de extincién (Mata et al., 2001). Sin
embargo, s¢ han observado diferentes respuestas con la utilizacidn de medios de cultivo y regula-
dores de crecimiento (Ojeda, 1992). Por lo que, es necesario ajustar el protocelo de regeneracién
para cada una de las espacies (Go et al., 1993; Saravitz, 1990). Diversos invesligadores, utilizando
cotiledones de embriones maduros encontraron que concentraciones distintas de benciladening
favorecen el desarrollo de brotes in vitro {Go et al., 1993; Hargreaves et al., 2004; Patel y Torphe,
1994). Asf mismo, Niella y Rocha (2001} utilizando cotiledones provistos de hipocotilos obtuvieron
una mayor respuesta con la utilizacién de BA. El objetive de este trabajo fue desarrollar un
protocolo para la multiplicacién in zitre de Pinus maximartinezit, estudiando la variable mimero
de brotes por explante.

MATERIALES Y METODOS

Desinfeccidn de la semilla.- Se obtuvieron semillag intactas de canos madures de
Pinus maximartinezii, Para su desinfeccién se coloearon en una solucién de hipoclorito de sodio
comercial (6% ingrediente activo) y detergente durante  min; esias fueron cepilladas y lavadas
con agua. Se seleccionaron semillas de aprox. 2.5 em y se eliminaron las cubienas.
Posteriormente las semillas seleccionadas se levaron a una campana de {lujo laminar colocdn-
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dose en una solueién de H202 de 12.5 vol durante 45 min; se enjuagaron con agua bidestilada
esterilizada y se transfirieron a etanol 70% por ur minuto; a continuacién se colocaron en una
solucion de hipoclorita de sodio comercial (6% ing. activo) adicionado de 0.5ce de Tween-20
(poliexietileno sorbitan meonovalente) durante 5 mir. Finalmente se enjuagaron por 5 min con
agua bidestilada esterilizada.

Se utilizaron los medios de cultive DCR y GD (Gressholf y Doy, 1972; Gupta y Durzan,
1985). Adicionados con 0.3melL y 0.5mgl"lde BAP, respectivamente; 0.0lmgl™l de NAA;
Sacarosa 30gi'}L para DCR y 2051'1 para GI); SgI'l de agar gel y ajustdndose el pH a 5.7, Se

esterilizaron a 121°C y 1 atm. de presién durante 15 min. Los tratamientos se muestran en la
Tabla 1.

Tabia 1. Tratamientos  los que se expusieron cotiledones y embrionas cigé-
ticos maduros de Pinus moximartinezil pora estudiar su respuesta in vitro.
Factor A Foctor B Factor C Nimero de
Explante Medio |Concentracion de| tratamiento
Cultivo de
- 1

DCR 0.3 1

0.5 2

Cofifedones GD 03 3

0.5 4

DCR 0.3 5

Embrién 05 6

GD 0.3 7

0.5 B

Disefio del experimento.- Se utilizé un disefio totalmente 2l azar y con arreglo factorial
23 factor A: explantes; facior B: medios de cultivo; factor C: concentracién de los reguladores
de crecimienta donde la variable dependiente a evaluar fue nimero de brotes por embri6e.

Induccién de yemas.- Cotiledones de embriones maduros y embriones cigdticos
completos fueron colocados en los tratamientos sefialados, inenbdndose durante seis semanas
por 16/8 h-luz, a 2000 lux y 26°C £ 2°C para la induccidn de yemas.

Alargamiento de yemas.- Los cotiledones y embriones fueron transferidos a fraseos
con medio DCR 6 GD sin reguladores de erecimiento y disminuyendo la sacarosa a la mitad de
su concentracign. Fn estas condicionas permanecieron por seis semanas. Al final de esta etapa
se evalud el mimero de yemas que presentaban al menos 2 primordios foliares bien desarrollados.

Formacion de bhrotes.- Los explantes con yemas desarroliadas se transfirieron a los
mismos medios de cultive pero adicionados con 0.1% de carbén activado manteniéndose estos
durante & semanas. Para esla etapa se evalué la variable ndmero de brotes por embrién,
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RESULTADOS Y DISCUSION

Induccién de yemas. En la primera semana de iniciado el cultivo los cotiletlones
presentaron la formacién de estructuras nedulares semejantes a eallos. Al transcurrir seis
semanas en ¢l medio se hicleron evidentes primordios de yemas.

Sin embargo no se presentaron diferencias significativas (p>0,05) para ningtn factor.
Los resultades se muestran en la Tabla 2. El tiempo requeride para esta respuesta coincide con
lo observado en otras especies de pino (Ojeda, 1992; Patel y Thorpe, 1994; Sen et al., 1994).

Tabla 2. Promedios obtenidos a los seis semanas en lo efapa de alargamiento
de yemaos, evaluandose el nimero de primordios de yemas en Pinus maximartinezii.

Concentracion de
Explante Medio de Cultivo reguladares de
crecimiento mg['l

Cotiledones Embrién DCR GD 0.3 0.5
1.093¢ 1.375a 1.312a 1.156a 1.281a 1.187a

Formacién de brotes.- Para la evaluacién del nimero de broles se tomaran en cuenta
solamente las yemas que mostraban al menos dos primordios foliares bien desarrollados.

Tabla 3. Nimera de brotes promedio de Pinus maximartinezii
obtenidos a las 8 semanas en o etapa de formacién de brotes.

Medio de cultivo Concentracion de regulufores
de crecimiente mgl”
DCR GD 0.3 0.5
4031a 2.844b 2.96%a 3.906b

En general el medio de eultive DCR mostré mayores resultados (p<0.05) que el medio
GD (Tabla 3). Asf mismo, al analizar la concentracién de los reguladores de crecimiento se
enconiré mayor respuesta (p<0,05) con O‘Stmgl'1 BAF en comparacién con 0.3mgl'1 (Tabla 3).

Aunque no es f4eil definir 1a causa por la cual cotiledones provenientes de un mismo
embrién presentan diferencias en su respuesta, es necesario ajustar el protocolo de regeneracion
para, cada especie de pino (Pérez-Bermidez y Sommer, 1987). Algunas especies responden
exitosamente a dosis bajas de BA y otras responden mejor a dosis mayores de citocininas
{Saravitz, 1990). La respuesta observada del presente trabajo coincide con lo reportado por
Niella y Rocha (2001). Estos Autores obtuvieron una mejor respuesta con altas concentracicnes
de BA utilizando cotiledones provistos de hipocotilos. Asf mismo Ojeda (1992) y Lambardi et
al. (1993) encontraron en Pinus halepensis que conforme se incrementd la concentracién de BA,
la respuesta de los explantes fue mayor.
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La mayoria de las regeneraciones in witro del género Pinus ha sido el resultado de la
utilizacién de embriones maduros asf como de la concentracién de los regutadores de crecimiento
(Martinez-Pulido et al., 1992; Patel y Thorpe, 1994). En general la mayor respuesta se obtuvo a
partir de embriones cigéticos complelos en el medio DCR utilizando O.Smgl'l de BAP.
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Resumen. Con el objetivo de seleccionuy lineas celulares de zacate huiTe)
(Clenchrus ellteris) para tolerancia a salinidad, se establecieron suspensiones celula-
reg a partir de cultivo de callo, las cuales fueron sometidas a concentraciones de
NaCl a razdn de {1, 60, 120 y 180 M durante un periode de 3G dias.

Las sugpensiones resultuntes fueron sometidas posteriormente a una concen-
Lracion de 180mM de NaCl. En subeullivo posterior se encontrd que las suspensia-
nes pravenientes de fos tratanuientos con G0 y 1200 de NaCl, presentaron mayo-
res valores en el pavdmelro de peso fresco, comparado con el testigo.

Palabras elaves: Zacale bulfel, variacion somaclonal, lerancia a salinidad,
seleccion i vitro

Abveviaturas: NaCl= Clorure de Sodio; ppm= partes por milldn; 2,4-13= 2 4-
Diclorotenoxiacético; AlA= Acido Indelacétice; MM S= ihifevencia Minnnea Significati-
va, MS= Murashige y Skoog 1962, mbl= mili Molar; rpm= revolucienes por ininute;
meaq=wmiliequivalente.

La “variacién somaclonal”, que se manifiesta en los individues pro-
ducto del cultivo de células somaticas de una planta, ha sido aprovecha-
do para la seleccion de lincas eslulares y mejoramiento de algunas espe-
cles cullivadas con caracteristicas de resistencia tanto a factores de estrés
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bigtico como ahidtico (7). Se han obtenido selecciones celulares con tole-
rancia a salinidad en: alfalfa y arroz (1); tabaco (10} ¥ trigo (6}

El zacate buffel es una especie gue ha mostrade un amplio rango de
adaptacién a diferentes ambientes ecoldgices, incluyendo las zonas
semidesérticas, en las que representa una alternativa de produceidn agri-
cola forrajera viable por su tolerancia a 1a sequia, ademds de una opcion
de interés para la cobertura de grandes extensiones de suclo subutilizadas.
Sin embargo, dicha especie es considerada sensible a las condiciones de
salinidad del suelo {2, 9, 5). En un estudio realizado por Gutiérraz et «!.
{3) distintos genotipos de zacate buffel fueron fuertemente afectadoes en
sus porcentajes de germinacién en concentraciones superiores a 6000 ppm
de NaCl. Por otra parte, Graham y [Humplireys (2) observaron una re-
duccién del rendimiento potencial de las variedades American,
Tarewinnabar, Gayndah, Biloela y Molopo en una preporcién inversa al
incremento de sal, con Lralamientos de 28, 44, 66, 110 v 125 meql? de
NaCi, eon lo que concluyeron que el zacate buffel es poco tolerante 4 este
factor, considerando que los cultivos sensibles son aquellos gue prospe-
ran en niveles salinos cuya conductividad eléctrica es menor de 4 mmbhos
em ', equivalentes a 40 megl? de NaCl

£l objetivo de este estudjo fue caracterizar y seleccionan lincas celu-
lares de zacate bulfel en medios salinos, como una posible aliernativa de
mejorainiento genético de la especie por variacion somaclonal.

MATERIALES Y METODOS

Los experimentos se realizaron en c¢l laboratoriv de Biotecnologia
Vegelal de la Facultad de Agronomia de la UANL, donde a partir de callo
frialle de la accesion P’I-240170 de zacale buffel se establecieron suspen-
siones celulares en el medio de cultivo “IMS” (8) adicionado con 1.0 mgl!’
de deido Diclorofenoxiacélics (2,4-13), 0.3 mgl? de Acido Indaolacético {ATA),
100 mglt de mioinoesitol, solucién de vitaminas y 30 gl de sacarosa. Para
lo anterior, se transfirieron 0.5 g de callo A matraces de 125 ml con 25 ml
de medio. Los matraces fueron colocados en un agitador volatoro a 130
rpm en ¢l cuarto de incubacién bajo condiciones controladas de Lempera-
tura {25 £ 2° C) y luz (16/8 h).

A partir de las suspensiones celulares sc establecid un experimento
con distintas concentraciones salinas, [.os tratamientos consistieron en
someter subenllivos de las suspensiones ceiulares a 4, 60, 120 y 180 mM
de NaCl en matraces de 125 ml con 30 m] de inedio de culiivo. IE procedi-
miento consistio en transferir bajo condiciones asépticas 0.5 g de células
de la suspension madre a los matraces tralados. Los malraces con las
suspensiones celulares fueron colocados en condiciones de incubacidn a
lemperatura de 25 = 2° C y luz de 16/8 ki, en constante agitacion a 130
Ipm en un agitador rotatorio (Termolyne Orbital Shaker modelo M49235).



Suspensiones celulares de Cenchrus cilrares, tolerencia a salinudad 89

Se utilizd un diseiio experimental complctamente al azar con cualro
repeticiones y se levaron a cabe muestreos cada 8 dias por un periodo de 368
dias. En cada mueslireo se tomd aleatoriamente un matlraz por tratamiento
y repeticién y se evalué el peso firesco de las células, separandolas del medio
liguido mediante filtracién por vacio, sobre papet (ltro Whatman N° 1,

La seleccidn para tolerancia a NaCl se llevé a cabo al subcuitivar lag
suspensiones provenientes de los distinlos tratamientos de NaCl a medio
de cultivo fresco adicionado con 180 mM de NaCl. En este caso, Lambién
se Incluyd una suspension testigo cultivada en medio fresco libre de sal.
[.as cinco suspensiones se denowminaron: 0/0, /180, G0/180, 120/180 y 180/
180. Los subcultivos se mantuvieron en ohservacidén por siele semanas
con muesireos iniciales a7, 14 y 21 dias. Una vez que éstos alecanzaron la
fase estacionaria a los 49 dias, se obluvo su peso fresco final, asi como el
porcentsje de viabilidad celular,

El disefio experimental utilizado fue un completamentie al azar con
cinco rvepeticiones, quedando representada la unidad experimental por
unmatraz de 125 ml con 30 ml de suspensién celular. Se analizé lavarianza
de los datos y se compararon las medias de tratamientos con la prueba de
Tukey (P< 0.05),

RESULTADOS Y DISCUSION

IEnla Fig. 1 se aprecian las tendencias de crecimiento de las suspen-
siones celulares en los distintos tratamienios de sal. Los valores mas al-
los de peso [resco de células se observaron z los 30 dias para las suspen-
siones testigo y de 80 m© de NaCl, con 9784 y 9320 mg 30ml!, respect:-
vamente. En cambio para las suspensiones trat adas con 120 y 180 mM de
NaCl, el maximo peso fresco se presento a los 36 y 30 dias con valores de
5615 y 4493 mg 30ml?, respectivamente.

12000
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8 8000 3 ARG
8 sl on /
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£ 3000 ¢ [Fig. 1.- Crecimiento en
3 2060 B peso flesco observado
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bl : (T '?2—'— M —2'4_'__3'0_ 6 lares de C. ci!iar-uf L
Dlas despuds de fa iransfergneia f:s:‘zgu]\;ll:(?ltrﬂtﬁlmen-
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Iin el ensayo en que las suspensiones celulares se subcultivaron en
medio salinizado con 180 mM de NaCl, se detectaron diferencias signifi-
cativas entre niveles de NaCl. Al considerar el peso fresco acumulacdo g
los 49 dias, en el Cuadro 1 se puede apreciar que la suspensidn 60/180
presentd el valor méds alto de peso fresco, con 4059 mg  30ml 3, el cusl fue
diferente al testigo, con 1786 mg 30ml!. La diferencia fue de 2273 g
30mll, 1a cual fue estadisticamente significativa, asi como la diferencia
de 2183 mg 30ml' de peso [resco cbtenida gl comparar la suspensién
celular de 120/180 con cl testigo a los 49 dias después del subcultivo,

Los resultados presentarcn tendencias similares a los encaontrados
por Croughan et af. (1), quienes observaron en lineas celulares de allalla
y arroz seleccionadas por tolerancia a salinidad, pobre crecimiento en
ausencia de sal ¥y mejor erecimiento en presencia de ésta. Por su parte,
Watad et l. (10) también encontraron en tabaco, que lineas adaptadas a
la salinidad (NaCl) cultivadas gradualmente en medlios menos salinos
tuvieron mejor crecimiento y rendimiento que lineas originales no selec-
cionadas.

En observaciones realizadas al microscopio, fue notorie el predoni-
nic de células de forma esférica y tamafio relativamente pequeno para las
suspensiones celulares cultivadas en medios con las mayores concentra-
ciones de NaCl, en contraste con células de forma alargada y mayor ta-
mano en las suspensiones del testigo no tratadas con sal. Al respecto,
Hasegawa et al., (4) consideraron que la presencia de células de menor
tamaiio bajo condiciones salinas, puede representar una contribucidn para
la tolerancia a la salinidad, ya que éstas podrian tener menor demanda
de encrgia que las cétulas de mayer tamano,

Cuadro 1.— Peso freseo de células (mg 30 ml-1) de C.erfioris L. en una
concentracion de NuCl (180 mM), pretratadas previamente con NaCl en
distintas concentraciones

Tratamiento Dias después del suheultivo
NaCl (mbI} B
7 14 21 49 X
0/0 730 G790 1012 1986 h 1052.0 e
0/180 811 348 739 166G b
891.2 ¢
GO/180 674 G513 1282 459
1632 4ab
120/18D 098 1052 1920 3924a 1973.6a
180180 b3 450 426 B78 L 5464 ¢
% 736.0b 62971 1087.6b 2429 8a 1219.1

Valores con letras dustintas son estadisticamente diferentes (Tukey. 0 05}
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Tomando en consideracion los patrones de crecimiento observados
en los cultivos celulares sometidos & distintas concentraciones de NaCl,
se deduce que (1), la accesion 240170 de zacate buffel no presentd sensibi-
lidad al efecto de NaCl a una concentracitn de 60 mM y (2), que las sus-
pensiones celulares cultivadas en medio con 60 ¥ 120 mM en un primer
ciclo de crecimiento, mostraron mejor comnporlamiento en crecimientn
durante el subcultivo en una concentracion de 180 mM de NaCl.
Subcultivos obtenidos de éstas Tueron considerados selscciones celulares
para fines de mejoramiento genélico.

Para la viabilidad celular, en 1a Fig. 2 se aprecia que en todos los
tratamientos se presentdé una tendencia inicial de meremento hasta los
14 dias. Los tratamientos testigo, G0/180 ¥ 120/180, preseniaron una dis-
minucién a partir de esta fecha de muestreo hasta los 21 dias, Posterior-
mente se incrementaron los valores a los 49 dias, mientras que en los
tralamientos 0/180 y 180/180 el incremento inicial de viabilidad se pro-
longé a 21 dias, a partir del cual el primero permanecid sin canibio hasta
¢l término del periodo considerado y el segundo tendié a disminuir, Esto
explica en parle las diferencias del comportamiento en crecimiente de las
suspensiones celulares ya mencionadas,
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La importancia econémica de los bosques de coniferas en México es
muy grande; el género Pinus constituye la mayor parte de la riqueza
forestal de México por su amplia distribucién (11). El pino pifionero P.
cembroides ocupa una amplia superficie en las zonas Aridas y semidridas
de México (12) ¥ es uno de los pocos recursos naturales de estas zonas
pues sus semillas tienen valor en la indusiria de dulces y reposterfa. P.
halepensis es importante por su adaptacién a suelos pobres y resistencia
a sequfa {9) en la mayoria de las zonas a reforestar de México.

La propagacién in vitro de las coniferas se ha desarrollado en los
ultimos anos llevandose a cabo por diversos métodos (4); la respuesta de
los explantes varia aun dentro de una misma especie segin la tecnologia
de trabajo. Tanto citocininas como auxinas son necesarias para el cultivo
in vitro de coniferas (1), pero Sen et al. (18) utilizando cotiledones de
embriones maduros de P. eldarica encontraron que concentraciones su-
periores a 44 pM de BA eran perjudiciales para el desarrollo de brotes in
vitro. También es importante el tiempo de exposicion a los reguladores
de crecimiento (4,15). Los objetivos de este trabajo fueron desarrollar un
protocolo para la regeneracidn in vitro de Pinus cembroides y de Pinus
halepensis estudiando las variables: a) especie b) medio de cultive y ¢)
tiempo de exposicion a fitorreguladores.

MATERIALES Y METODOS

Obtencién y desinfeccion de la semilla. Se obtuvieron semillas
intactas de conos maduros de Pinus cembroides y P. halepensis se
predesinfectaron con hipoclorito de sodio comercial (6% ingrediente acti-
vo) v detergente sumergiendo las semillas durante 5 min.; luego fueron
cepilladas y lavadas con agua. Se seleccionaron semillas de aprox. 1.5
cm en P. cembrotdes y aprox. 0.5 cm. en P. halepensis y se eliminaron las
cublertas.

Las semillas predesinfectadas se llevaron a una campana de flujo
laminar colocandose en una solucién de H,O, de 12.5 vol. durante 45
min.; se enjuagaron con agua bidestilada y se transfirieron a etanol 70%
por un min. A continuacién se inmergieron en una solucién de hipoclorito
de sodio comercial (6% ing. activo) y agua al 15% v/v adicionado de 0.5¢ce
de Tween-20 (poliexietileno sorbitan monovalente} durante 5 min. Fi-
nalmente se dieron 3 enjuagues por 5 min. con agua bidestilada esteril.

Medios de cultivo. Se utilizaron los medios DCR y GD {6,5). Se
ajusté el pH a 5.7, se aforé a 1000 cc, se agregd agar gel 0.5% y se llevd a
un horno de microondas durante 5 min. Se vacié en frascos poniendo 25
cc / frasco v se esterilizaron a 121 °C y 1 atm de presién durante 15 min;
ya esterilizados se anadié glutamina 50.0 mgl a los frascos con medio
DCR bajo una campana de flujo laminar,



Induccién de organogénesis en Pinus cembroides v Pirus halepensis 159

Diseiio del experimento. Se utilizé un disefio totalmente al azar
y con arreglo factorial 2% factor A: especies; factor B: medios de cultivo;
factor C: tiempo de exposicién a los fitorreguladores. Se tuvieron asi 8
tratamientos con 6 repeticiones / tratamiento con un total de 48 unida-
des experimentales (1 embrién/ frasco) (Cuadro 1). Los valores obtenidos
fueron transformados calculando la raiz euadrada para los analisis de
varianza y para asegurar una distribucion normal (19).

Manipulacion de los explantes. En general se siguié el protoco-
lo de Patel & Thorpe (15). En los frascos habia un namero variable de
cotiledones pero todos eran provenientes de un solo embrion; como éstos
eran las unidades experimentales los andlisis se hicieron por embrién.

Induccién de yemas, Se disectaron los cotiledones de embriones
maduros y se sembraron en DCR o GD adicionado con BAP 0.3 mgl' y
con NAA 0.01 mgl!. Se incubaron con fotoperiodo de 16/8 h-luz a 2000
lux ¥ 26 °C para la induccién de yemas. En cada frasco los cotiledones
permanecierch de 4 o 6 semanas.

Alargamiento de yemas. Los cotiledones con primordios de ye-
mas fueron transferidos a frascos con medio DCR o GD sin fitorre-
puladores permaneciendo en ellos durante 6 semanas. Al final de esta
etapa se contd el nimero de yemas con, al menos, 2 primordios foliares
bien desarrollados.

Formacion de brotes.- Los explantes con yemas desarrolladas se
transfirieron a frascos cor medio DCR o GD sin fitorreguladores pero
suplementados con 0.1% de carbén activado permaneciendo en ellos du-
rante 8 semanas. Si bien algunos se hecrosaron otros prosiguieron su
desarrollo. Al final de esta etapa se evaluaron las varidbles siguientes:
a) ndmero de cotiledones con brotes; b) niimero de brotes por embridn;
c) nomero de brotes de 5 mm o mayores.

Cuadro 1.~ Tratamientos a

Factor A Factor B Factor C (semanas Nuimere de los que se sometieron

Especie medio de de exposicién a tratamiento ... 00008 de dos especies
cuitivo fitorreguladores) de Pinus para estudiar su
respuesta in vitro.
DCR 6 1
o 4 2
P. cembroides GD 6 3
4 4
DCR 6 5
P halepensis 4 6
[210] 6 7
4 8




200 Cardenas-Cerda E, ¢t af, ®YTON 2003

RESULTADOS Y DISCUSION

Cambios iniciales. Los cotiledones mostraron cambios desde la
primera semana en el cultivo pasando de color crema inicial a color ver-
de con pigmentacién pirpura. A las 4 semanas se hizo evidente la forma-
cién de estructuras nodulares semejantes a callos asi como primordios de
yemas. El tiempo requeride para esta propuesta coincide con lo observa-
do en otras especies de pino (15, 18)

Induceion de primordios de yemas. El Cuadro 2 muestra los
resultados obtenides respecto al niimero de cotiledones que mostraron
callos o primordios de yemas. Existe DMS entre especies siendo mejor la
respuesta en P. cembroides que en P. halepensis; también se tuvo DMS
para el tiempo de exposicion a BAP + NAA teniéndose mejores resulta-
dos con 4 semanas respecto a 6 semanas. La interaccion entre ambos
factores, especie y tiempo de exposicién es significativa. En P. cembroides
¢l niimero de cotiledones con callos y primordios de yemas disminuyé al
incrementarse el tiempo de exposicién, sin embargo P. halepensis la res-
puesta no fue afectada. Minocha (14) asienta que hay diferencias en la
produccién de callos y brotes entre las especies de pinos; esto puede de-
berse a factores propios de la especie o bien propios del establecimiento
in vitro (2, 13, 17). La diferencia en brotacién se debié al incrementar el
tiempo de exposicién a los fitorreguladores. Esto pudo deberse a una
excesiva asimilacién de BAF alcanzando niveles téxicos; sin embargo Flinn
et al {3} encontraron incrementos en la produccion de callos al prolongar
la exposicién a BAP durante 8 semanas en FPinus strobus.

Nuamero de brotes por embrion. En la evaluacién del nimero de
brotes se tomaron en cuenta solamente las yemas que se habfan desarro-
llado y mostraban al menos dos primordios foliares bien desarrollados.
Las respuestas de los cotiledones a las condiciones in vitro son variables
aunque provengan de un mismo embrién.

Cuadro 2.- Nimero de

Especies Exposicién (semanas) cotiledones con callos y
- . primordios de yemas en dos
g.oc“;'ubrmdes g’s{;ﬁie‘o ensis ; 19 g 5 especies de Pinus sujetos a
X . .19a 4da

dos tiempos de exposicion a
BAP + NAA. Cifras promedio

Interaccion especie-tiempo de repeticiones por
tratemiento.
Especies Semanas
4 6
P. cembroides 7.39a 3.16b
P. halepensis 3.38a 3.72a

Literales diferentes indican DMS.
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Los datos que siguen se refieren a la respuesta por embri6én experi-
mental. En la induccién y desarrollo de brotes in vitro P. cembroides
respondid mejor que P. halepensis al protocolo de Patel y Thorpe (15).

Con respecto al tiempo de exposicidén en general el medio de cultivo
DCR dto mejores resultados que el medio GD. Sin embargo a! analizar la
interaccién especie-tiempo de exposicién a los fitorreguladores se encon-
tré que P. cembroides responde mejor con 4 semanas de exposicién a
BAP + NAA. En P. halepensis la mejor respuesta se tuvo con 6 semanas
{Cuadro 3).

No es facil definir la causa por la cual cotiledones provenientes de
un mismo embrién difieren en el nimero de cotiledones con brotes y
numero de brotes por cotiledon. Jana y Tainter(8) afirmaron que un mis-
mo protocolo sirve para cualguier tipo de pino. Sin embargo, Pérez-
Bermidez y Sommer (16) sugieren que la capacidad de regeneracién se
regula por los macronuirientes y que las vitaminas no son importantes
al respecto; en P. radiate (14) los medios con alta relacién NO, NH, favo-
recieron la caulogénesis. Se ha mostrado {4) que una larga exposicién a
BAP determina la formacién de un menor niimero de yemas en diversas
concentraciones del producte en P. coribege. Igualmente la exposicién a

Cuadre 3.- Numero de

Especies Medio de cultivo brates por embrién en 2
P. cembroides P. halepensis  DCR GD especies de I:":r:os en 2
10 24a 4.6% 10.11a 4.70b medios de cultivo y sujetos

a 2 vempos de exposicion
previa a BAP - NAA
Cifras promecio de 6

Interaccién especie-tiempo

Semanas P. cembroides P. halepensis ~ repeticiénitraizmiento.
4 15.28a 3.24b
6 6.25b 6.20a

Literales diferentes indican DMS

Cuadro 4 - Nvimero de
brotes de 5 mm o mayores
Medio de cultive Exposicién (semanas en embriones de 2 especies

pos ( ) de Pinos en 2 medios de

Repeticiones y tratamiento

DCR GD 4 6 cultivo y 2 tiempos de
8.12a 449 7.39a 5.06b exposicidén previa a BAP +
NAA. Cifras promedio de 6
Interaccién especie-tiempo repelicionfiratamienio.
Semanas p- cembroides  p. halepengis
4 14.36a 2.72b
6 4.75b 5.38a

Literales diferentes indican DMS.
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BAP por més de 28 dias fue benéfica en la induccién pero puede perjudi-
car posteriormente, en el desarrollo de brotes (9).

Tamano de los brotes, A las § semanas de la altima transferen-
cia a medios de cultivo sin fitorreguladores (después de 20 semanas de
iniciado el cultive in vitro) se midieron los brotes y se cuantificé ¥ analizé
el nimero de brotes de 5Smm o mayores. El medio DCR mostré ser mas
favorable para el desarrolle de los brotes. La exposicidn a BAP + NAA
durante 4 semanas favorecié al desarrollo de los brotes mas que la expo-
sicién durante 6 semanas. En la interaccién especie-tiempo de exposi-
cifn, al prolongarse el tiempo huvo efectos negativos en P. Cembroides; v
positivos en P. Halepensis. Esto es importante ya que en organogénesis
un aspecto determinante es la calidad de los brotes formados, siendo la
longitud una de las caracteristicas que mas influye para su éxito poste-
rior en el transplante a suelo. Estudios recientes han mostrado que la
supervivencia de las plantulas en el campo depende de su altura (17)
(Cuadro 4) en ambos pinos.

Bl protocolo de cultivo de Patel v Trope (15) dio buenos resultados
para la brotacién de explantes provenientes de cotiledones tanto en pinus
cembroides como en pinus halepensis,

En general el medic cultivo DCR fue mas eficiente para inducir
organogénesis que el medio GD en ambas especies.

En general pinus cembroides mostré mayor capacidad de respuesta
en numero y desarrollo de brotes.

La respuesta de P. cembroides al tiempo de exposicién BAP + NAA
fue mejor con 4 semanas; en P. halepensis la respuesta mejor fue con 6
semanas.

El mayor niimero de brotes se tuvo en pinus cembroides expuesto 4
semanas a BAP + NAA y en meadio de cultivo DCR.
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MICROPROPAGATION OF
ASTROPHYTUM CAPRICORNE
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Abstract

Astrophytum capricorne was propagated in vitro
by culturing explants from asepfically
germinated seedlings. Culfures were initiated on
Murashige and Skoog (MS) medium (1962) +
3.0 mg/l BAP, 1.0mg/l NAA, 100mg/l myo-
inositol, 0.5% agar and 3% sucrose. Shoot
proliferation was observed on MS with various
growth regulators; 0.1 mg/l kinetin + 0.2 mg/l
BAP gave best shoot proliferation from areoles.

Introduction

The cactus Astrophyrum capricorne is included in
the list of rare, threatened and endangered species
of Mexico (Vovides, 1981).

Although habitat preservation will always be the
most critical compooent in maintaining the
greatest level of plant diversity, in vitro techniques
can be used for propagation and preservation of
tissues of particularly endangered plant species
(Pence 1991).

The purpose of this work was to achieve in vitro
shoot protiferation of 4. capricorne.

Materials and Methods

The explants were sterile epicotyls excised from
as«:ptically=le germinated seeds after two months
growth. These were initially placed on Murashige
and Skoog (1962) basal medium (MS)
supplemented with 0.1 mg/l nicotinic acid, 0.1
mg/l pyridoxine.HCl, 1.0 mg/l thiamine.HCI, 2
mg/l glycine, 100 mg/i myo-inositol, 3.0 mg/l
benzy] aminopurine (BAP), 1.0 mg/l naphthalena
acetic acid (NAA), 30 mg/l sucrose and 5.0 g/l
agar.

Explants with axillary buds were subcultured after
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4 weeks onto the same medium but with varying
growth regulators: 0.1mg/l kipetin + 0.2 mg/l
BAP (2 CK'S) or 3.0 mg/l BAP <+ 0.1 mg/
NAA {1 CK). Shoots were c¢ounted after 12
weeks.

Results and Discussion

Primary explants (epicotyls) showed callus
formation and axillary bud growth after six weeks
(Plate 1). Explants with axillary buds which were
subcultured onto fresh 2 CK'S medium showed
greatest shoot proliferation from areoles.

Plate 1. Callus and axillary bud growth after 6
weeks

2 CK'S and 1 CK gave mean shoot numbers of
29.5 and 8.75, respectivedy (Plates 2 & 3). This
demonstrates that the response of the tissues
depends predominantly on the growth regulators
included in the medium (Fay and Gratton, 1992).
These play an important role in micropropagation
success causing and eokhancing axillary shoot
production (Clayton, 1987). Shoots were rooted
on basal ¥AMS (Plate 4).

The results show that it js possible to achieve large
scale clonal multiplication of this cactus from buds
in vizro (Vyskot and Jara, 1984).



Plate 3, Shoot proliferation on 1CK medium

Plate 4. Rooting of in vitro propagated shoots
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RESUMEN

Meéxico cuenta con una gran cantidad de especics endémicas, entre las cuales se encuentra Pimus
maximartinezii (Rzedowski) ya que estd catalogada como una especie en peligro de extincion, confinada a
una poblacién de aproximadamente 2000 a 2500 arboles maduros en una superficie de 400 ha. En estos casos,
es necesario establecer técnicas de propagacidn que permitan incrementar la disponibilidad del material
vegetativo. Por lo que, el objetivo de este trabajo fue desarrollar un protocolo para el establecimiento in vitre
de Pinus maximartinezii por medio de organogénesis. Embriones cigdticos y cotiledones obtenidos de
semillas maduras fueron colocados en los medios de cultivo DCR y GD adicionados con 0.3 mgl” y 0.5Smgl”
de BAP; 0.01 mgl" de NAA, permancciendo por 6 semanas en condiciones de 26°C + 2°C y un fotoperiodo
de 16 h. luz y 8 h. oscuridad. Posteriormente los explantes fueron transferidos a los medios de cultivo (DCR y
GD) sin reguladores de crecimiento a intervalos de 15 dias, durante 6 semanas, la variable evaluada fue
numere de explantes con yemas. Por 1iltimo los explantes fueron transferidos a los mismos medios de cultivo
sin reguladores de crecimiento, adicionados con 0.1% de carbon activado, permaneciendo por 8 semanas;
evaluindose el nimero de brotes por embrion. Los anilisis de varianza mostraron diferencia significativa en
medios de cultivo y concentracion de reguladores de crecimiento.

1.  INTRODUCCION

La importancia econdémica de los bosques de coniferas en México es muy grande; el género Pinus constituye
la mayor parte de la riqueza forestal por su amplio rango de distribucidn (5). El pifion azul o maxi pifidn
(Pinus maximartinezii (Rzedowski), ha sobrevivido a una restriccion genética extrema ya que esta confinado
a una sola poblacidn de aproximadamente 2000 a 2500 arboles maduros en el sur del estade de Zacatecas,
México y se encuentra en lz lista de las especies en peligro de extincion (4 y 9).

En estos casos la propagacidn in vitre ha demostrado ser un método exitoso para la conservacién y
mantenimiento de especies en peligro de extincién (7). Sin embargo, se han observado diferentes respuestas
con la utilizacion de medios de cultivo y reguladores de crecimiento Ojeda (10). Por lo que, es necesario
ajustar el protocolo de regeneracion para cada una de las especies (1 y 12). Diversos investigadores,
utilizando cotiledones de embriones maduros encontraron que concentraciones distintas de benciladenina
favorecen el desarrollo de brotes in vitre. (1,11). Asi mismo, Niella y Rocha (8) utilizando cotiledones



provistos de hipd cotilos obtuvieron una mayor respuesta con la utilizacién de BA. El objetivo de este trabajo
fue desarrollar un protocolo para el esteblecimiento in virro de Pinus maximartinezii, estudiandoe la variable
nimero de brotes por explante.

2.  MATERIALES Y METODOS

Desimfeccion de la semilla.- Se obtuvieron semillas intactas de conos maduros de Pinus maximartinezii. Para
su desinfeccién se colocaron en una solucién de hipoclorito de sodio comercial (6% ingrediente active) y
detergente durante 5 in.; estas fueron cepilladas y lavadas con agua. Se seleccionaron semillas de aprox. 2.5
cm. y se eliminaron las cubiertas. Posteriormente las semillas seleccionadas se llevaron a una campana de
flujo laminar colocdndose en upa solucidn de HyO; de 12.5 vol. durante 45 min.; s¢ enjuagaron con agua
bidestilada esterilizada y se transfirieron a etanol 70% por un minuto; a continuacién se colocaron en una
solucién de hipoclorite de sodie comercial (6% ing. activo) adicionado de 0.5cc de Tween-20 (poliexietileno
sorbitan monovalente) durante 5 min. Finalmente se enjuagaron por 5 min. con agua bidestilada esterilizada.
Se utilizaron los medios de cultivo DCR y GD (2,3). Adicionados con 0.3mgl” y 0.5mgl de BAP; 0.0imgl”
de NAA; Sacarosa 30gl'" para DCR y 20gl™ para GD; 5gI"! de agar gel y ajustandose el pHa 5.7 £ 0.1. Se
esterilizaron a 121°C y 1 atra. de presién durante 15 min, En este caso fueron evaluados ocho tratamientos
con ocho repeticiones.

Disefio del experimento.- Se utilizé un diseflo totalmente al azar y con arreglo factorial 2° factor A: explantes;
factor B: medios de cultivo; factor C: concentracion a los reguladores de crecimiente donde la variable
dependiente a evaluar fue numero de brotes por embrién.

Induccién de yemas.- Cotiledones de embriones maduros y embriones cigéticos cormpietos fieron colocados
en los tratamientos sefialados, incubdndose durante seis semanas por 16/8 h-luz, 2 2000 lux y 26°C  + 2°C
para la induccidn de yemas.

Alargamiento de yemas,- Los cotiledones v embriones fueron transferidos a frascos con medio DCR 6 GD
sin reguladores de crecimiento y disminuyendo la sacarosa a la mitad de su concentracién, en estas
condiciones permanecieron por seis semanas. Al final de esta etapa se evalué el nimero de yemas que
presentaban al menos 2 primordios foliares bien desarrollados.

Formacién de brotes.- Los explantes con yemas desarrolladas se transfirieron a los mismos medios de cultivo
pero adicionados con 0.1% de carbon activado manteniéndose estos durante 8 semanas. Para esta etapa se
evalud la variable niimero de brotes por embrién.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Induccidén de yemas .- Desde las primeras semanas de iniciado el cultivo los cotiledones y embriones
presentaron la formacion de estructuras nodulares semejantes a callos, al transcurrir seis semanas en el
medio.

Alargamiento de yemas.- Se hicieron evidentes primordios de yemas después de seis semarnas en los medios
de cultivo. Sin embargo no se presentarcn diferencias significativas para ninguno factor, los resultados se
muestran en el cuadro 1. El tiempo requerido para esta respuesta coincide con lo observado en otras especies
de pino (10 y 11).

Cuadro 1. Promedios obtenidos a [as seis semanas en la etapa de alargamiento de yemas evaludndose el
numero de primordios de yemas en Pinus maximartinezii,

Explante Medio de Cultivo Concentracion de
reguladores de
crecimiento mg]”

Cotiledones Embrién DCR GD 0.3 0.5

1.093a 1.375a 1.312a 1.156a | 1.281a 1.187a

Formacién de brotes.- Para la evaluacion del niimero de brotes se tomaron en cuenta solamente las yemas que
mostraban al menos dos primordios foliares bien desarrollados.



Cuadro 2. Nitmero de brotes promedio de Pinus maximartinezii obtenidos a las § semanas en la etapa de
formacion de brotes.

Medio de cultivo Concentracion  de reguladores de
crecimiento mgl™

DCR GD 0.3 0.5

4.031a 2.844b 2.96%a 3.906b

Literales diferentes indican DMS.

En general el medio de cultive DCR mostré mejores resultados que el medio GD. Asf mismo, al analizar la
concentracién de los reguladores de crecimiento se enconiré mayor respuesta con 0.5mgl” BAP en
comparacién con 0.3mgl” (cuadro 2). No es facil definir la causa por la cual cotiledones provenientes de un
mismo embridn presentan diferencias en su respuesta, es necesaric ajustar ¢l protocolo de regeneracién para
cada especie de pinos. Ya que algunas especies responden exitosamente a dosis bajas de BA y otras
responden mejor a dosis mayores de citocininas. (12) la respuesta observada del presente trabajo coincide con
lo reportado por Niella y Rocha (8). Quienes utilizando cotiledones provistos de hipé cotilos obtuvieron una
mejor respuesta con altas concentraciones de BA. Asi mismo Ojeda (10) encontraron en Pirus halepensis
que conforme se incrementa la concentracién de BA, la respuesta de los explantes fue mayor. Por lo que, la
mayoria de las regeneraciones in virro del genero pinus a sido el resultado de la utilizacién de embriones
maduros asi como de la concentracién de los reguladores de crecimiento (6,11) En general la mayor
respuesta se obtuvo a partir de embriones cigdticos completos en el medio DCR utilizando 0.5mgl" de BAP.
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PROPAGACION in vure DX Astrophytum capricorne (Dietrich)
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Resumen

Se obtuvo la propagacion in viere de Astrophytum
capricorne utilizando plinwlas germinadas asépticamente,
La etapa de induccidén se produjo en el medio Murashige-
Skoog (MS) adicionado con 5.0 g.1' de agargel, 30 g.I"" de
sacarosa, ia solucién modificada de vitaminas de White, 3.0
mg 1! BAP vy 1.0 mgl’ NAA. Posteriormente, [a maxima
proliferacidn de brotes se observé en el medio bésico MS,
vanando el contenido de reguladores de crecimienio, siendo
0.1 y 0.2 ma.I'" de Cinetina y BAP respectivamente.

Cienc. Agropecu. FAUANL. 1992, 5(2) 36
Summary

{n vitrp propagaton of Asirophytum capricorne  was
achieved by culturing explants from seedlings aseptically
germinated. Induction siage was obtained by culinre on
Murashige-Skoog (MS) mediom supplemented with 5.0 g.i"
agargel, 30 p.!"! sacrose, Whife’s modified vitamin sohution,
3.0 mgl’ BAP and 1.0 mgl' NAA. Maximum shoot
proliferation was observed in MS mineral salts, varying
plani regulasors content, being (0.1 and 0.2 of Kinetin and
BAP respectively.

Introduceidn

Astrophytum capricorne €s una cacticea incluida en la
lista de plantas mexicanas raras o en peligro de extincién,

Aunque 1a conservacién del habitat serd siempre lo més
critico para el manenimiento del méximo nivel de
diversidad vegetal, las téenicas im vitro pueden proveer
métodos alternativos para la propagacion y la conservacién
de especies vegetales amenazadas. (Pence, 1991).

Trabajo realizado con fondos del CONACYT, como parte dol
Proyecta”Micropropagacifn de cacticeas vulnerables del Estado de
Nuevo Lean™
! Maestros del Depertamento de Pitotecaia de la PAUANL. Camreters
Zunazna-Marin km 17.5 Maria, N.L. Apastado Postal 358. San Nicolds
de jos Garza, N.L. Mézico. C.P. 66430
Tesista del Depanamento de Fitotecaiz de 1a FAUANL
Maestra de 1a Facultad de Ciencias Biologicas de fa UANL. Apanado
Postal F-16 Ciadad Universitana. San Nicolds de los Garza, N.L.
México. C.P. 66450

Por lo anterior, el objctivo del presente trabajo fue
determinar el medio del cullivo dpumo para oblener in vitro
proliferacion de broies de A. capricorne, considerando que
el ndimero de broses es la variable més importante en
micropropagacién, ya sea para fines de multiplicacion o
conservacitin de la especie.

Revisidn de Literatura

El cultivo de tejidos vegetales ha sido reconocido como
una herramienta may il en la horticulura desde hace més
de 30 ahos; actualmente es el principal método de
propagacién en algunos paises para una amplia gama de
gspecies, enlre las cuales se encuentran las orquideas vy
plantas de interior (Bvans, 1990).

Entre las familias de plantas suculentas, las cacticeas
han recibido gran atencién con respecto al caltivo in virro.
Esta técnica se ha convertido en una gran estrategia para
propésitos de comservacidn de esie recwsc que tiene
México, puesto que en (ltimas fechas debido a un continuo
saqueo de las espectes endémicas y aunado a la drédstica
destruccién del habitat, la mayoria de las cactaceas de este
pais se¢ encuentran en inminente peligro de extincidn
(Vovides, 1981; Sanchez, 1990).

Lz micropropagacién también es uiilizada para
contrarrestar las dificultades que se presentan en la
propagacién tradicional de plantas raras o amendzadas
(Simerda, 1990). Por ejemplo, Ault y Blackmon (1985)
trabajando en la propagacién de cACIOS halivos, SnCONITaron
que Ia adici6n de acido nafialenacético (NAA) y cinetinz al
medio provocd la proliferacién de brotes axilares en
Echinocereus y Ferocactus.,  Bsto demuestra gue la
respuesta de fos tejidos a un medio depende principalmente
de los regniadores de crecimiento incluidos (Fay y Gratton,
1992), los cuales juegan un papel muy mmporiante en el
éxito de la micropropagacidn al favorecer ia produccidn de
brotes axilares segin la especie (Clayton, 1987; BEvans,
1990). Este fenémeno también fue observado por Vyskot y
Jara (1984) quienes obtuvieron la produccion de brotes en
Mammillaria carmenae y M. prolifera a partic de las
porciones que presentaban areolas; y atribuyen esia
proliferacién al hecho de que con la adicién de citocininas
log merisiemos en rep0so, reanydaron su crecimiento.



Ciirdenus Cerda, 1. ¢ af.

En general ¢l uso ventajoso de esta onica radica en la
produccion de aftos voldmenes de plantas, con un minimo
maierial, al grado de considerarse que en algunas cacticeas
como Leuchtenbergia principis, es posible producir en dos
afos m4s de 300,000 broles a partir de uha plantia
(Starling, 1985).

Materiales y Métodos

Para la obtencidn del indculo se ulilizaron plantulas de
A. capricorne germinadas en condiciones asépticas, a partir
de las cuales fue scleccionado el epicolilo.

Con ¢! propsdsito de obiener incremento del indeulo
inicial, los epicotilos fueron sembrados en el medio de
cultivo Murashige-Skeog (MS, 1962) adicionado con los
constituyentes utilizados por Cardenas er af. (1991 a, b},
donde 1a conceniracion de reguladores de crecimiento fue
de 3.0 y 10 mglI' de bencil aminopurina (BAP) y NAA
respectivamente. A este medio se le denominé medio de
induccién con el fin de diferencizilo de los medios de
proliferacion utilizados posteriormente,

Una vez obtenido el incremento, y con el propésito de
obtener la etapa de proliferacion de brotes, el crecimiento
producide se subcultivé a las cuatro semanas en el medio
de cultivo MS, variando principaimente ei conlenido de
reguladores de crecimiento.

Los tratamientos consistieron en vanar diversos
constituyentes en donde por presentar una citocinina (BAP),
0 dos citocininas (BAP y cinetina) a los medios de cultivo
se les denomind medio | CK y 2 CK respectivamente.

Los medios 1 CK vy 2 K incluyen ademis del medic
bésico, en mg.l™:

Tratamiento

1CK 2 CK
Cinetina 0.1
BAP 5.0 0.2
NAA 0.1 -
NaH,PO, 170.0 -
Tiamina 04 1.0
Sacarosa 30,000.0 30,0000
Agar.gel 5,000.0 5,000.0

El in6culo consistié en sembrar en ambos medios, 1.5
cm del crecimicnw previamen(e obichido ¢ ¢l medio de
induccidn, Cada watamiento constd de ocho repeliciones,
las cuales fueron distribuidas en un arreglo completmnente
al azar en una cAmara bioclimiuca a 27°C con un
fotoperiodo de 16 h a una inteastdad luminica de 2,000 lux;
en estas condiciones los culivos permaneciecron 12
semanas, transcurnidas éstas, se evalud el ndmero de brotes
por unidad experimental.

Resultados y Discusion

El ndmero de brotes obtenidos en ambos medios se
presenta en ¢l Cuadro 1.

Cuadro 1. Niamero de brotes obtenidos a partir de los me-
dios de proliferacién a las i2 semanas de ia
sismbra

Repeticiones Medio 1 CK Medio 2 CK

1 13 59
2 12 4
3 2 6
4 5 5
5 8 47
6 8 49
7 11 52
3 11 i4

Con los datos obtenidos se procedié a realizar el
anflisis de varianza comespondienie, resultando en una
diferencia significativa; por lo amterior, se efectud la
comparacion de medias utlizando ¢l método de la
diferencia minima significativa (DMS) con el cual se
corroboré una mayor eficiencia del medio 2 CK para la
diferenciacion de brotes (Figura 1).

La diferencia en la respuesta puede atribuirse a gue ¢l
medio 1 CK poses una combinacion de auxina y citocinina,
mientras que el medioc 2 CK incluye dos cilocininas v,
normalmente, en la micropropagacién éstas se wilizan para
romper el reposo de las yemas laterales (Fay y Gralion,
1991). En cacliceas, panticularmente, se considera que el
drea merisiemdtica estd incluida en ¢l drca de lus arcolus
(Graston y Fay, 1991}, por lo que es posible que nuevos
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Figura 1, Nimero de brotes promedic de Astrophytum capricorne obtenidos a partir de los medios de proliferacién a las 12
semanas de la siembra,

brotes empiecen a crecer directamente de é€stas a partir de crecimiento es fundamental en las diversas fases de la
los mernistemnos en reposo (Vyskot y Jara, 1984). Por o micropropagacién de A. capricorne.
anterior, es evidente que la diferencia en ¢l nimero de
brotes es debida a la presencia de ambas citocininas, 2. El medio de cultivo adicionado con bencil aminopurina
y cinetina resulté ser mds eficiente para la etapa de
Los resultados claramentc mucstran las ventajas de la proliferacién de brotes de Asfrophytum capricorne.

micropropagacion, en donde el mimero de brotes es la
variable mAs importante, asi que el desarrollo de tales
métodos de propagacién puede ayudar grandemente a la
conservacion de especies amenazadas o en peligro de Bibliografia
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por Niella y Rocha (2001). quienes observaron cambios iniciales en ambos explantes
desde los 10 a 15 dias de la induccién. presentando color verde rojizo; concluyendo que
tante los cotiledones como los embriones cigoticos maduros. poseen capacidad

morfogenética que permite el desarrollo posterior en las siguientes etapas.

A las 6 semanas del cultivo, se formaron estructuras nedulares similares a callos con
primordios de yemas presentes. asi mismo, se observaron cambios cualitativos en la
morfologia de los explantes. Esto es similar a lo reportado por Pérez- Bermuidez y
Sommer (1987), quienes observaron que los embriones de Pinus elliontii sobre medio
solido conteniendo citocinina, respendieron a partir de la primera semana y la
proliferacion celular se inici¢ a partir de cotiledones y algunas veces del hipocotilo que
estaba en contacto con el medio de cultivo. Posteriormente, a las 5 semanas observaron

el desarrollo de yemas a partir de embriones.

Con respecto a lo anterior. investigaciones previas en pinos han indicado que los
niveles de citocininas usados para la formacién de estructuras adventicias, pueden
promover altos niveles de ADN nucleico (Patel y Berlyn, 1982: Renfoe y Berlyn. 1985;
Hargreaves et al., 2005); se han observado cambios metabolicos provocados por la
adicion de B-A en explantes de Pinus (Winkler, 1995; Moncalean, et al., 2006 y
Stasolla, et al., 2007 ) en general, las citocininas promueven la formacion in vitro de
centros meristematicos que llevan a la diferenciacion posterior de yemas y brote ( Hiriart
1991; Hargreaves ef a/ 2004 ); razén por la cual. en esta ctapa, el 100 % de los explantes

presentaron respuesta, no detectandose diferencia significativa.
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7.3 Alargamiento de yemas

Una vez concluida la etapa de induccion de yemas, es necesario transferir el explante
a un medio sin hormonas para permitir el desarrollo posterior de los primordios y
favorecer la formacion de brotes adventicios (Harry y Thorpe, 1994). Es indispensable la
transferencia subsecuente de las yemnas a medios de cultivo con concentraciones bajas
de reguladores de crecimiento para la formacion de brotes de alta calidad (Zhang et al.,
2006). Generalmente las yemas adventicias formadas son separadas del explante
original y el crecimiento de brotes aislados puede ser estimulado por la dilucion del
medio bdsico; adicion de carbdn activado y en ocasiones disminucién de sacarosa; ( Sen

ef al., 1994; Capuana. 2001; Zhang, ¢t al.. 2006).

Con respecto a la anterior técnica, en ¢l presente estudio. el numero de yemas que
presentaban 2 primordios foliares, no presenté diferencia significativa para medio de
cultivo, concentracion o explante. Sin embargo. la respuesta morfogénetica de los
explantes en los tratamicntos utilizados y el tiempo requerido, coincide con lo
observado con los resultados observados por Mata ef af., (2001), quienes trabajando con
Pinus chihuahuana (conifera endémica y en peligro de extincidn), encontraron que no

todos los explantes iniciales de cada tratamiento originaron yemas adventicias.
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7.4 Formacion de brotes

La organogénesis directa es la técnica de proliferacion de brotes adventicios mas
utilizada en sistemas de micropropagacioén. El medio de cultivo y las condiciones de
crecimiento son optimizados para lograr las maximas tasas de multiplicacion (Phillips

et al., 1995).

En la presente investigacion, con respecto al nimero de brotes, el analisis de varianza
mostro diferencia significativa en medio de cultivo y concentracién de reguladores de
crecimiento. Se presentd mayor respuesta en ¢l medio DCR en comparacion con el GD.
Estos resultados coinciden con lo consignado por Zhang e al., (2006), quienes
trabajando con Pinus massoniana observaron mejores resultados a partir de embriones
cogdticos cultivados en el medio DCR adicionado con 0.5 mgl™ de BA y 0.05 mgl™ de
IBA o ANA. Park et al., (2006), afirman que diversas especies responden diferente al
tipo de regulador de crecimiento, concentracion, medio de cultivo y sus combinaciones;
por lo que se deben desarrollar protocolos para cada especie en particular (Thorpe, 2004;
Hargreaves et al., 2005). Sin embargo, el nimero de brotes y la capacidad de formacion
de brotes han sido considerados como los mejores parametros para evaluar el efecto de
los reguladores de crecimiento en la micropropagacion (Burkhart, 1991; Arrillaga er af

2005).

En relacién a lo anterior, se presentd mayor numero de brotes (3.90) cuando se utilizd

el BAP a razon de 0.5 mgl™, comparado con 0.3mgl” que fue Unicamente de (2.96).
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La respuesta observada en ésta etapa. coincide con Hargreaves er al.. (2004) quiencs
encontraron que el namero promedio de brotes por explante varié entre 3.6 a 5.5 en
Pinus radiata . utilizando BA en el medio de cultivo por 8 semanas. Al respecto.
Lambardi ef al.. (1993) y Zhang, e/ al.. (2006), determinaron que la frecuencia de brotes
se incrementd conforme al incremento de las concentraciones. Sin  embargo,
concentraciones superiores a 40 micromolar. perjudicaron la formacion de brotes (Sen ef
al.. 1994). Por lo tanto. la optimizacion de los protocolos de micropropagacion. deben
realizarse teniendo en cuenta los requerimientos intrinsecos de cada genotipo en cada

fase del cultivo.

7.5 Longitud de brotes

La longitud de brotes es una de las caracteristicas que mas influyen para el éxito

posterior en la etapa de transplante a suelo.

Después de 8 semanas en condiciones de cultivo ir vifro. no se presenté diferencia
significativa para esta variable. La tendencia en general. fue similar a lo mencionado por
(Halos y Go. 1993; Patel y Thorpe. 1994 y Zhang, et .. 2006), quicnes demostraron

que el alargamiento de brotes fue inhibido por altas concentraciones de BA.



7.6 Capacidad de formacién de brotes

La evaluacién de éste indice permite mediciones cuantitativas objetivas que pueden

ser utilizadas para seleccionar los mejores tratamientos (Lambardi, 1993).

Al efectuar el analisis, se presentd diferencia significativa en cuanto al tipo de
explante. La mayor respuesta se observo con cmbrién cigotico en el medio DCR
adicionado con 0.5 mgl' de BAP. Lo anterior es consistente con lo reportado por
Hargreaves et al.., (2005) quienes evaluaron la tasa de multiplicacion de brotes
dividiendo el nimero total de explantes subcultivados por el numero total de explantes;
despues de 4 ciclos de transterencia. los cultivos provenientes de embriones mostraron
mayor tasa de wmultiplicacion; atribuyéndolo a la presencia de mayor (ejido

meristematico. en comparacion con los cotiledones.

7.7 Enraizamiento de brotes in vitro.

Aunque la produccidn de yemas adventicias in vitro en coniferas ha sido exitosa.
con frecuencia existe dificultad en el enraizamiento Capuana (2001). logrd la
multiplicacidén de brotes de Pinus cembra y Pinus pinea, sin embargo. el enraizamiento

fue dificil de obtener.

En ¢l primer experimento establecido para la etapa de enraizamiento. todos los
brotes presentaron oxidacién. Estos resultados coinciden con Oliveira er al.. (2003),

quienes utilizando tratamientos de pulso, no tuvieron éxito en el desarrollo de raices.
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En el segundo experimento. los brotes solo respondieron tormando callo ¢n la parte
basal; lo anterior puede ser atribuido al efccto de los hongos micorrizicos y que el
balance de los reguladores de crecimiento favorecid la multiplicacion celular,
inhibiendo la diferenciacion de raices (Pierik.1990). Asi mismo, coincide con lo
sefialado por Arrillaga er af.. (2005) quicnes utilizando tratamientos de auxinas e

inoculacion con microorganismos no tuvieron éxito en la induccion de raices.

En el tercer experimento, con la finalidad de presentar una respuesta cuantitativa de
la variable en estudio. se procedié a utilizar una prueba no paramétrica de tablas de
(_:ontingencia. presentandose diferencia significativa en cuanto al tiempo de pulso.
Encontrando en promedio 8 brotes con una raiz y 3 con dos raices. Esta prueba mostrd

que ¢l enraizamiento es independiente de los medios de cultivo.

En general, se obtuvo 26.56 % de brotes con raices. después de 28 semanas de
cultivo in vitro. Lo anterior es consistente c¢on Gonzalez er agl., {1998). quienes
obtuvieron solo 15 % de formacion de raices después de 5 meses de cultivo trabajando
con Pinus pinea. Por su parte, Saravitz (1990). con Pinus virginiana utilizo 40 mgl”’

de IBA en el medio de cultivo logrando obtener 3% de brotes con raiz.

Sin embargo. se han obtenido porcentajes de enraizamiento mas altos en diversas
coniferas; por ejemplo, Chin Yi et a/.. (1991), obtuvieron entre 25 al 80% en Picea
rubens. Asi mismo. Liao (1993), logré el enraizamiento en Pinus elliottii (Engelm) con
125 pM de IBA, alcanzando 89% de brotes con raiz; Hargreaves et al.. (2004).

observaron valores entre 65 v 73 % de enraizamiento en Pinus radiafa. Lo anterior
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corrabora lo expresado por diversos autores. quienes trabajando con especies de Pipus.
consideran que a pesar de la naturaleza empirica del protocolo de micropropagacion. los
requerimientos para cada etapa. deben ser determinado experimentalmente (Lambardi et

al., 1993; Thorpe 2004; Hargreaves ef al.. 2006).

7.8 Enraizamiento de brotes in vivo

De acuerdo a los resultados obtenidos en los tratamientos. se puede mencionar que la
especic tiene capacidad para ser enraizada in vive. Existen evidencias en oftras
investigaciones donde el co-cultivo in vivo de los brotes. con hongos ectomicorrizicos
puede ser efectivo para contrarrestar las dificultades de enraizamiento en pinos Oliveira
et al.. (2003). Ademas la inoculacion puede incrementar la habilidad de las plantulas
para contrarrestar el estrés producido por la transferencia ex vifre. Ciertos factores

pueden actuar de manera sinérgica en los genotipos que sean compatibles con hongos

(Niemi et al.. 2004)

7.9 Aclimatacion de plantas

El enraizamiento ex vitro permite que el enraizamiento y aclimatacion se logren
simultdneamente y que raramente se forme callo en la base de las plantas, asegurando asi
una conexidén vascular continua entre el vastago y la raiz. Sin embargo. el estrés
asociado a la evapotranspiracién acelerada de las plantas durante las etapas iniciales del

transplante puede reducir considerablemente la tasa de supervivencia (Villalobos ef al.,

1983).
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Durante el proceso de aclimatacion de plantas en general. los brotes mostraron
respuesta favorable. El bajo porcentaje de plantulas aclimatadas puede ser atribuido a
una inestabilidad de las plantas micropropagadas debido a la falta de raices primarias
(Selby y Seaby 1982): asi como a la incidencia de malformaciones en el sistema

radicular (Mc Keand y Allien 1984).

El éxito con un sistema organogénetico determinado no es garantia para asegurar una
respuesta favorable en otra especie (Bergmann., 1992). Un ejempio claro es lo reportado
por Saravitz (1996). que trabajando con dos especies simultaneamente logré el
enraizamiento en Pinus virginiana pero no la aclimatacion. Sin embargo, con Abies

Jruseri tuvo €xito tanto en el enraizamiento como en la aclimatacion.

En resumen. para la propagacion clonal de especies forestales es imprescindible
desarrollar un sistema de reproduccién que sea exitoso. Sin embargo, para lograr lo
anterior. es necesario adaptar un protocolo modelo ya establecido y modificarlo, para

cada especie en particular (Jong y Tainer, 1991).

Existen protocolos de micropropagacion a escala de laboratorio. para mas de 50
coniferas (Thorpe er al.. 1990; Schestibratov e al.. 2006). Como resultado del presente
estudio. a ésta lista puede ser afladido Pirnus maximartinezii. Asi mismo. es importante
destacar la aplicacion de ¢stas técnicas en la conservacion de material genético de

poblaciones endémicas amenazadas (Charls y Pence 2004; Hargreaves ef al.. 2004).
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8. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En base a los resultados obtenidos bajo las condiciones desarrolladas de esta

investigacidn y considerando la discusion de la misma. se derivan las siguientes

conclusiones:

Las condiciones de pretratamiento v de desinfeccion de las semillas fueron las
adecuadas para lograr el éxito del establecimiento aséptico de la especie, ya que

se obtuvo 100% de supervivencia y 0 % de contaminacidn en explantes.

Obtener el mayor namero de propagulos en la micropropagacion de una especie
es uno de los objetivos mds importantes. Los mejores resultados se derivaron
utilizando embriones cigéticos cultivados en €l medio DCR adicionado con 0.5

y 0.01 mgl™ de BAP y ANA respectivamente.

Asi mismo, el numero de brotes fue mayor al incrementarse la concentracion, por
lo que. para un nuevo estudio se recomienda estudiar concentraciones mayores a

0.5 mgl™ de BAP.

El tratamiento de pulso con AIB por 24 h. resultdé superior para la fase de
enraizamiento ir vitro. Sin embargo, para optimizar el enraizamiento se

recomienda hacer modificaciones especificas a los tratamientos utilizados ya que
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dcben ser investigados sus requerimicntos para mejorar el porcentaje de

respuesta de los brotes establecidos in vitro

En el tercer experimento se demostré que el enraizamiento es independiente del
medio de cultivo, la formacion de raices se obtuve al incrementarse el tiempo de
pulso logrando un 17% de plantas con raiz. Por lo que. la regeneracion de raices
observada demuestra la capacidad de ésta especie para ser propagada in vitro: 1o
cual nos puede llevar a establecer un protocolo para la micropropagacion de
Pinus maximartinezii. Esta respuesta podria indica que el tiempo al pulso pudiera

ser un factor importante en la emision de raices en los brotes de esta especie.

As{ mismo, se recomienda para el enraizamiento in vivo seguir investigando la
dosis 6ptima y técnica mas adecuada para la aplicacion de auxinas y de hongos

micorrizicos. para mejorar la respuesta en éstas condiciones de plantas con raiz.

En gencral. la metodologia utilizada para la aclimatacion de plantas fue adecuada
sin embargo. se sugiere seguir estudiando los factores que pudieran estar

involucrados con la supervivencia de las plantulas obtenidas in vitro.

El protocolo desarrollade en este estudio permite propagar Pinus maximartinezii
a través del cultivo in vifro. ofreciendo una via adecuada para multiplicar y
preservar esta especie en peligro de extincion a través de la metodologia

propuesta en este trabajo.
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