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RESUMEN

Tradicionalmente las coniferas son propagadas a partir de semillas, estacas,
injertos y fasciculos enraizados. Sin embargo, en los ltimos afios la propagacion in
vitro de especies forestales se ha desarrollado grandemente. Estas técnicas han

demostrado ser efectivas ep la multiplicacién, mejoramiento y conservacion de plantas.

Por lo anterior los objetivos del presente trabajo fueron desarrollar un protocolo
para la regeneracion in vitro de Pinus cembroides y Pinus halepensis asi como comparar
los métodos de organogénesis y embriogénesis somatica en cuanto a la capacidad de
formacion de propagulos. En organogénesis especificamente, determinar el medio de

cultivo mas adecuado, y el tiempo de exposicidn a los reguladores de crecimiento.

Para la propagacion mediante organogénesis se utilizaron cotiledones de semillas
maduras como fuente de inéculo. Estos fueron colocados en 2 medios de cultivo DCR
(Gupta y Durzan, 1985) y GD (Gresshoff y Doy, 1972) adicionados con 0.3 mgl-! de
BAP y 0.01 mgl-1 de NAA: sacarosa, 30 gl-] para (DCR) y 20 gl-1 para (GD); 5 gl-1 de
agar gel y pH 5.7. En estos medios permanecieron por 4 6 6 semanas en condiciones de
26 °C £ 2 °C Y un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas obscuridad. El arreglo de
tratamientos fue un factorial 23 con 6 repeticiones. La variable evaluada fue formacion
de callo y primordios de yemas,

El tejido fue transferido a los medios de cultivo (DCR y (D) sin reguladores de
crecimiento, donde permanecieron por 8 semanas; procediéndose a evaluar la variable

numero de cotiledones con brotes.



Posteriormente los explantes fueron transferidos a los mismos medios de cultivo
sin reguladores de crecimiento, adicionados con 0.1% de carbén activado. En estas
condiciones permanecieron por 8 semanas, evaluandose las variables nimero de brotes

por cotiledén, nimero de brotes por embrion y longitud de brotes.

Para el enraizamiento se consideraron brotes de 5 mm de longitud los cuales
fueron sometidos a un tratamiento de "pulso” con IBA y NAA,; los brotes tratados se
sembraron en los medios DCR y GD, sin reguladores de crecimiento con 0.1% de

carbon activado, permaneciendo 8 semanas en incubacion,

Los analisis de varianza muestran diferencia significativa para especie en todas
las variables evaluadas con la excepcion de longitud de brotes, mientras que para el
factor medio de cultivo no existio significancia para las variables formacion de callo y
cotiledones que formaron brotes. Para el factor tiempo no resultaron significativas las
variables nimero de brotes por cotiledbn y nimero de brotes por embrion. Las
interacciones que resultaron significativas estadisticamente fueron especie -tiempo para
todas las variables evaluadas con excepcién de la variable brotes por cotiledén; en esta

ultima, se observo diferencia significativa para la interacciéon medio-tiempo.

Para embriogénesis somitica se utilizaron los megagametofitos como fuente de .
inéculo, los cuales fueron cultivados en los medios DCR (Gupta y Durzan ,1985) y GD
(Gresshoff y Doy, 1972) adicionados con 3.0 mgl-! dé 2,4-D y 0.5 mgl‘1 de BAP,
sacarosa 30 gl-1 para (DCR) y 20 gi-! para (GD) ademas 5 gl-! de agar-gel, se ajusté el
pH del medio a 5.7, los explantes se mantuvieron durante 8 semanas en obscuridad a 26

°C £ 2 °C. La variable a evaluar fue formacion de tejido embriogénico.
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En embriogénesis somatica, presentd6  100% de formacion de tejido .

embriogénico en el medio DCR, mientras que en el medio GD, se obtuvo un 75%.



SUMMARY

Traditionally conifers are propagated by seeds, grafting or rooted fascicles. An
alternative to these methods is in vifro propagation and it is known that the in vifro
techniques are effective for the multiplication, improvement and conservation of forest

species.

The objectives of the present study were: to establish a protocol for in vitro
regeneration of Pinus cembroides and Pinus halepensis,; to compare organogenesis and
somatic embryogenesis for propagule induction and to determine the culture media and

plant growth regulators for somatic embryogenesis.

Cotyledons from mature seeds were used as a source of explant for
organogenesis. These cotyledons were cuitured on two basal media: DCR (Gupta &
Durzan, 1985) and GD (Gresshoff & Doy, 1972); all media were supplemented with
0.3 mgl*l of BAP and 0.1 mgi-! of NAA; 3% of sucrose was used for DCR medium
and 2% for GD; 5 gl'! of phytagel. The pH of the media was adjusted to 5.7,

Cultures were maintained for 4-6 weeks a 26 °C in a 16-h photoperiod. The
statistical analyses was a factorial 2° with 6 replications. The variable measured was

callus and bud primordia induction.

The meristematic tissue was transferred and maintained for 8 weeks in both DCR
and GD media but lacking plant growth. The number of cotyledons with shoots was

measured after incubation period.
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The explants were then transferred to the same media without plant growth
regulators supplemented with 0.1% activated charcoal and after 8 weeks of culture
number of shoots per cotyledon, number of shoots per embryo and length of shoots were

evaluated.

5 mm shoots were used for rooting following the protocol established by Harry
& Thorpe (1994) using same culture media without plant growth regulators and 0.1%

activated charcoal. Data was recorded after 8 weeks.

The analyses of variance shows a significative difference for the species in all the
variable evaluated except for shoot length. The culture media show a non significative
difference for callus and shoot induction from cotyiedons. Also the time factor was not
significant for the number of shoots produced per cotyledon and number of shoots per
embryo. The species-time interaction shows significant difference for all the variables

evaluated except for number of shoots per cotyledon.

Megagametophytes from inmature seeds of P. cembroides and P. halepensis
were used as a source of explant for somatic embryogenesis. The explants were cultured
in DCR and GD supplementeci with 3.0 mgl"l of 2,4-D and 0.5 mgl-1 of BAP, 3%
sucrose for DCR and 2% sucrose for DCR; 5gl*! of phytagel were used for all media
and pH was adjusted to 5.7. The culture were maintained a 26 °C. Frecuency of

initiation of embryogenic tissue was scored after 8 weeks on the media used.

In somatic embryogenesis, DCR medium showed 100% for embryogenic tissue

formation, while GD 75%.



1. INTRODUCCION

México es un pais con una gran riqueza forestal y se considera que es centro de
ortgen de las pinaceas. Entre las especies de importancia econémica mas relevantes, se
encuentran los pinos pificneros; de los cuales se reporta a nivel nacional una superficie
de 852,458 ha, donde una de las especies mas relevantes es Pirus cembroides (Gutiérrez
y Tapia 1993). Por otra parte, debido a los programas actuales de reforestacion, es
necesario contar con materiales que se adapten a condiciones adversas; Pinus halepensis
al ser una especie que resiste condiciones de sequia y que se adapta bien a suelos pobres

(Lambardi et al. 1993), resulta una buena opcion para ese tipo de programas.

Tradicionalmente las coniferas son propagadas a partir de semillas, estacas,
injertos y fasciculos enraizados. Sin embargo en los ltimos afios la propagacion in vitro
de especies forestales se ha desarrollado grandemente, puesto que cuenta con una serie
de técnicas modernas tales como la clonacion, cultivo de células haploides, formacién de
embriones somaticos entre otras. Estas técnicas han demostrado ser efectivas en la
multiplicacién, mejoramiento y conservaciéon de plantas. (Go, Pérez-Orozco y Halos

1993).

La propagacién masiva requiere que los inoculos cultivados in vitro proliferen y
que cada unidad sea capaz de regenerar una planta completa, sin embargo, se han
consignado variaciones en la respuesta, incluso dentro de la misma especie; esta
variacion puede atribuirse a diversos componentes de los medios de cultivo tales como
la concentracién de citocininas, tipo de indenlo inicial e incluso el tiempo de exposicion
a los reguladores de crecimiento. De igual forma se considera que diversas especies del
género Pinus, responden diferentemente en cuanto a su capacidad de regeneracion segin

la técnica utilizada.



Por lo anterior los objetivos del presente trabajo fueron desarrollar un protocolo

para la regeneracion in vifro de Pinus cembroides y Pinus halepensis asi como comparar

los métodos de organogénesis y embriogénests somatica en cuanto a la capacidad de

formacién de propagulos. En organogénesis especificamente, determinar el medio de

cultivo mas adecuado, y el tiempo de exposicién a los reguladores de crecimiento.

HIPOTESIS

Hl: Pinus cembroides y Pinus halepensis presentan diferente potencial de

regeneracion in vitro

H2: El medio de cultivo y el tiempo de exposicion a los reguladores de crecimiento
influyen en la formacién de diferente nimero de propagulos, por medio de

OTganogenesis.

H3: Las técnicas de organogénesis y embriogénesis somatica, presentan diferente

potencial de regeneracion, para Pinus cembroides y Pinus halepensis.

Ml =



2. REVISION DE LITERATURA
2.1 Generalidades de las Pinaceas.

Las pinaceas son arboles o arbustos de tallo Iefioso monopéddico y ramificado,
con hojas pequeiias alternas, opuestas o verticiladas, cominmente aciculares ©
escuamiformes y aveceoladas. Las flores femeninas y masculinas forman por lo regular
zonas aisladas o en grupos. Sus frutos son por lo comun conos con escamas lignificadas
o carnosas. Las semillas tienen alas, pero muchas pinaceas carecen de ellas. La raiz
carece de pelos absorbentes; en sustitucion de los taismos se desarrollan hongos que las
envuelven y forman micorrizas, las cuales desempefian el papel de los pelos radicales.
Su corteza esta mas o menos suberificada, en la mayoria de ellas existen canales
resiniferos. Por lo general, son plantas perennes, que estan renovando constantemente

sus hojas (Rzedowski; 1978).
2.2 Importancia Economica de las Pindceas.

Las pinaceas tienen en la flora mexicana enorme importancia desde el punto de
vista forestal. Ya que generalmente, constituyen la principal fuente de materia prima
para productos maderables y desempefian una fuente importante de empleo en las

comunidades rurales y urbanas.

Las semillas son utilizadas como alimento para el hombre y la fauna silvestre;

por otro lado son utilizadas en programas de mejoramiento genetico (Escoto, 1988).

El género Pinus, constituye una gran parte de la riqueza forestal maderable

nacional, por su amplio rango de distribucion (Martinez, 1953 a).



Pinus cembroides. Es una especie de importancia econdmica relevante, ya que a
nivel nacional se reporta una superficie aproximada de 852,458 hectareas, con pinos
pifioneros. (Gutiérrez y Tapia, 1993). Esta especie se distingue por sus hojas muy cortas
en grupos de 3 y por sus semillas grandes comestibles; llegando a producir hasta 4
ton/ha. Se propaga facilmente por semilla, pero su crecimiento es iento como en los

demas pinos.

Ademas, recomiendan cultivarlos en terrenos pobres y deforestados para asi
evitar los problemas de erosion; por lo cual, es una especie utilizada en programas de

reforestacion (Martinez, 1953 b).

Pinus halepenis Es una especie de gran importancia econdmica debido a su
adaptacion a suelos pobres, secos y calcareos. Es particularmente adecuado para
reforestacion de areas marginales, debido a que es uno de los pinos mas resistentes a la
sequia (Lambardi, ef al 1993), igualmente es importante para propoésitos de ornato y

reforestacion (Ferrer y Rodriguez, 1968),
2..3 Distribucion geografica.

Una gran mayoria se localiza en lugares montafiosos, templados y frios y
solamente pocas especies se desarrollan en lugares subtropicales. La familia de las
pinaceas comprende en México 8 géneros; sin embargo, el género Pinus es el de mas
amplia distribucién (Martinez, 1963 a). Este género habita principalmente en zonas
templadas y frias aunque también se encuentra en las altas mesetas y montafias de
algunas zonas tropicales;, s¢ puede desarrollar desde cero hasta 4000 m.s.n.m.

(Rzedowski, 1978).



2.4 Clasificacion Botanica de las Especies.

Reino: " Vegetal

Division: . Embryophyta Siphonogama
Subdivisién: Gymnospermae |
Orden: Coniferae

Familia: Pinaceae

Género: Pinus

Especie: cembroides

Especie: halepensis

(Lawrence, 1971).

2.5 Descripcion Botanica de las Especies.

Pinus cembroides (Zucc) son arboles de 4 a 6 metros de altura, de ramillas
asperas y flexibles, con hojas cortas de 3 a 5 ¢cm, en grupos de 3 {a veces de 2 a 5), de
vainas caedizas, y cono de unos 5 cm; con 5 a 6 semillas grandes comestibles y sin alas,
que son los pifiones. Se propaga ficilmente por semilla pero su crecimiento es muy
lento, como en los demds pinos. Los pinos pifioneros se encuentran en las zonas

semidridas y aridas de la republica mexicana (Martinez, 1953 b).

Pinus halepensis (Mill) son arboles que frecuentemente presentan aspecto
tortuoso y escaso desarrolle dehido a que vive en suelos muy pobres, pero cuando estan
. localizados en buenos suelos, tienen buen crecimiento y porte derecho. Las aciculas son
finas y flexibles, agrupadas de 2 en 2 de 6 a 10 cm de longitud. Las flores masculinas

son amentos agrupados en espigas cilindricas, de tamafio intermedio. Las flores



feméninas tienen pedinculo largo desde su primera edad. Las pifias tienen un pedinculo
de 2 cm, son alargadas de 8 cm en promedio, los escudos de las escamas son planos y
con los ombligos poco salientes. Las semillas son de unos 4 mm en promedio y el ala es
de 3 a 4 veces mas grande que esta. La corteza es resquebrajada pero no muy gruesa y
de tonos blanquecinos. La madera de esta especie no es de calidad, debido al porte
tortuoso que tiene frecuentemente el arbol a consecuencia de los suelos pobres que
habita. Pinus halepensis es una conifera tipica de la region del mediterraneo, que vive

desde la orilla del mar hasta los 200 m de altura (Ferrer y Rodriguez, 1968)
2.6 Propagacion Tradicional de [as Pindceas.

Tradicionalmente las pinaceas son propagadas a partir de semillas, estacas,
injertos y fasciculos enraizados. Sin embargo, la propagacidn vegetativa presenta una
serie de problemas, ya que la capacidad de enraizamiento es baja. Por otro lado, el largo
periodo de crecimiento desde semilla a floracion de las coniferas varia de 15 a 20 afios;
s por eso que el mejoramiento genético de estas especies no ha sido tan rapido como la
genética de cultivos agricolas. (GO, Pérez-Orozco y Halos, 1993), por lo tanto es

deseable desarrollar estrategias alternativas que acorten este tiempo. (Atree y Fowke,

1993).
2.7 Propagacion in vitro.
En los 1ltimos afios un gran nimero de plantas lefiosas tanto angiospermas como

gimnospermas, han sido propagadas in vifro. El cultivo de tejidos es una técnica que ha

sido utilizada por diversos investigadores para regenerar coniferas ( Sen ef al., 1994).



Actualmente la propagacion in virro de especies forestales se ha desarrollado
grandemente, puesto que cuenta con una serie de técnicas modernas que pueden llegar a

sustituir los métodos de propagacion vegetativa tradicional (Lambardi et al., 1993).

2.8 Factores que influyen en la propagacion in vitro.

La oropagacion de plantas lefiosos por cultivo de tejidos vegetales ha adquirido
una rmportancia particular en afios recientes; los factores que regulan la propagacién in

vitro han sido objeto de discusion en varios trabajos (Perez-Bermtidez y Sommer, 1987)

Para la propagacion de coniferas es bien conocido que los factores importantes a
tomarse en cuenta son la especie, el tipo y edad del explante, concentracion de sales
minerales en el medio de cultivo, sacarosa, reguladores de crecimiento y pH entre otros

(Becwar et al. citados por Tautorus ef al. 1991)

2.8.1 Especie.

Se ha sugerido que el uso de tejidos o de plantulas de coniferas, tienen una
aplicacién potencial para la regeneracion in vitro (Bornman citados por Patel y Thorpe,
1994). Para lograr desarrollar un sistema de micropropagacién en coniferas es necesario
adap;car un protocolo modelo ya establecido y modificarlo, para una especie en

particular. (Amerson et al. citados por Jang y Tainter, 1991)

En los ultimos afios se ha trabajado grandemente con numerosas especies de
pinos y aunque las plantulas han sido regeneradas a partir de varias especies, una

propagacion masiva redituable ha sido establecida solamente para un nimero limitado

(Sen et al. 1994).



2.8.2 Indculo o explante.
2.9.2.1 Edad del explante.

Conforme una plante énvejece, su capacidad regenarativa suele disminuir, y por eso se
~tiende a utilizar material procedente de plantas jovenes en mayor proporcién que de
plantas adultas, especialmente en el caso de arboles y arbustos, por ejemplo, para Pinus
pinaster, Sequoia sempervirens, Vitis vinifera, entre otras, el rejuvenecimiento se puede

conseguir también por la formacion de vastagos adventicios (Pierik, 1990).
2.9.2.2 Tipo de Explante.

Uno de los aspectos criticos para la propagacion de coniferas es el tipo de
explante (Perez-Bermidez y Sommer, 1987); debido a que varios tejidos de la misma
planta en diversos estadios de desarrollo, difieren en su respuesta cuando son cultivades

in vitro (Tautorus, ef al. 1991)

En la mayoria de las especies se han utilizado como explante embriones
completos, cotiledones, segmentos de hipocotilo o brotes intactos. (Von Arnold y
Eriksson, 1681), asi como embriones cigdticos inmaduros, plantulas, megagametofitos,

. granos de polen, anteras y células en suspengion (Tautorus ef af. 1991).

Con respecto a lo anterior, Ellis y Judd (1983), trabajando con cotiledones de
Pinus ponderosa encontraron diferencias en la respuesta in vitro, debido a la posicion
del explante en el medio de cultivo; obteniendo formacidén de yemas solamente en

aquellos explantes que se mantenian en contacto con el medio. Por su parte Sen, ef al.



(1994) utilizaron con éxito, cotiledones maduros de Pinus eldarica para la induccion de

brotes in vitro.

Asi mismo diversos investigadores han utilizado como explante embriones
completos para la induccidén de yemas en diferentes medios de cultivo (Halos y Go,

1993.; Lambardi, ef a/. 1993.; Harry y Thorpe, 1994),

Se ha comprobado que la frecuencia de formacion de brotes es menor cuando se
utilizan segmentos de hipocotilo y brotes, comparados con embriones completos en

Pinus contorta (Von Amold y Eriksson, 1981).

Por otra parte Patel y Thorpe (1994), trabajando con hipocotilos de Pinus
conforta obtuvieron respuesta solamente en las porciones mas cercanas a los brotes
apicales, mientras que otras se hincharon acumulando sustancias fendlicas y se volvieron

senescentes.

La utilizacidn de distintos tipos de explantes, depende del objetive que se
pretenda, en muchos estudios de embriogénesis somitica se ha utilizado embriones
cigoticos inmaduros como fuente de explante (Chandler ef al. 1989). Asi mismo Jones ef
al. (1993) consignan que para iniciar tejido embriogénico en gimnospermas, los
embriones maduros constituyen la fuente de indculc mas adecuada. Por ejemplo, se
obtuvo tejido embriogénico de Pinus faeda a partir -de. embriones cigobticos con
megagametofitos intactos de 4 a 5 semanas después de {a fertilizacién {Gupta y Durzan

citados por Becwar y Wann, 1990).

Por otra parte, Egertsdotter y Von Arnold (1993) trabajando con protoplastos de

Picea abies, observaron que presentaban habilidad para entrar a la via embriogénica,

A ah.U Jalilo @ﬁ
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aunque la frecuencia de divisién y la formacion de colonias varié significativamente

dependiendo del tipo de linea celular que utilizaron.
2.8.3 Medio de Cultivo.

Es necesario combinar diversos constituyentes de los medios de cultivo para

abtener las diferentes etapas en el cultivo in vitro.

Para la propagacion in vitro de pinaceas regularmente se han utilizado medios de
cultivo en donde varia la concentracion de sales inorganicas, vitaminas, reguladores de
crecimiento, tipo de agente gelificante, pH, concentracion de sacarosa entre otros,

(Becwar ef al. citados por Tautorus, 1991),
2,8.3.1 Efectos de las Sales Inorganicas.

La concentracion de los macronutrientes y micronutrientes en el medio de

cultivo es un factor elemental para la respuesta in viiro.

Flinn, et al. (1985) al comparar el medio SH contra el MS, encontraron una
diferencia significativa en el desarrollo de brotes de Pinus strobus; observando que los

macronutrientes del medio SH favorecieron la capacidad de formacién de brotes,

Por su parte, Lu ef al. (1991) comparando 5 formulaciones de sales inorganicas
para induccién de yemas en Picea rubens, encontraron que tanto el tipo y la

concentracion del medio basico son importantes para la fase de induccion.
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En otros trabajos donde se utilizaron 4 medios de cultivo para la inducciéon de
embriones en Pinus caribaea, se obtuvieron en general mejores resultados con el medio

de cultivo completo (100% de su concentracién) (Laine y David, 1990).
2.8.3.2 Influencia de Jos Reguladores de crecimiento.

Definitivamente uno de los factores criticos en la composicién del medio de
cultivo son los reguladores de crecimiento, los que favorecen el desarrollo de estructuras
a partir del explante en cultivo. Generalmente, tanto las auxinas como las citocininas son

necesarios para el cultivo in vitro de coniferas (Atree y Fowke, 1991).

Patel y Thorpe (1994), probaron varios niveles de BAP sobre el crecimiento y
desarrollo de brotes en Pinus contorta; obteniendo formacion de brotes en las puntas de
los cotiledones cuando se utilizaron concentraciones bajas de BAP (107 M), mientras
que a concentraciones de 104 M mostraron un crecimiento achaparrado, incluso después
de transferirlos a un medio sin BAP. Por otra parte, utilizando 10> M de BAP se logrd

la presencia de primordios de brotes.

Chesick et al. (1991), trabajaron con 6 niveles de BA (0, 1, 5, 10, 20 y 50 uM),
para induccién de yemas y alargamiento de brotes en Pinus strobus. Encontraron que
ningun embrién sobrevivié a los 5 meses sin BA; sin embargo el promedio mas alto para
la produccién de brotes se observo al nivel de 5 pM y que los promedios tendieron a
disminuir con el incremento de concentraciones de BA, llegando incluso a presentarse

un efecto perjudicial significativo a la concentracion de S0 pM.

Por otra parte, Halos y Go. (1993), probaron niveles de BA a concentraciones de

8.9,22.2, 44.4 y 67.7 pM para induccion y desarrolle de brotes en Pinus caribaea. El



nimero promedio de brotes por explante que sobrevivid, permanecid igual para todos
{os tratamientos de BA (9 brotes/embrién a 8.9, 22.2 y 44 4 pM BA y 10 brotes/embrion
a 67.7 uM BA). Sin embargoe el alargamiento de brotes fue inhibido a 44.4 y 67.7 uM
de BA,

En experimentos preliminares con Pinus halepensis fue estudiada la influencia
de diferentes citocininas como BA, Cinetina, 2ip y Zeatina sobre induccién de yemas
adventicias. Todas las citocininas fueron aplicadas a concentraciones de (1.0, 2.5, 5.0 y
10 uM). La mejor citocinina result6 ser BA, la cual fue probada por varios periodos (7,
14, 21, 28 y 35 dias) y posteriormente los explantes fueron subcultivado a un medio sin

reguladores (Lambardi ef a/. 1993).

Por otro lado, Sen e al. (1994), utilizaron 3 citocininas {Cinetina, 2ip y BA) vy 4
concentraciones -(11, 22, 44 y 66 uM) con la finalidad de determinar el rango Optino
para induccidén de yemas en Pinus eldarica. En general las concentraciones por arriba de
40 pM resultaron perjudiciales para la produccién de brotes; la concentracién de 22 pM
fue suficiente para producir una respuesta maxima La mas efectiva de las 3 citocininas

probadas fue BA.

Comunmente el tiempo de exposicién de los reguladores de crecimiento en el
medio de cultivo esta relacionado con la respuesta de loé explantes, ya que se conoce
que en pequefias cantidades estimulan, inhiben o modifican de algin modo cualquier
proceso fisioldgico en las plantas. Se considera que la presencia de citocininas s un

requerimiento indispensable desde los primeros dias del cuitivo (Villalobos er al., 1985).

Por ejemplo, en Pinus contorta se estudio la diferenciacion de primordios y

desarrollo de yemas a partir de embriones, los cuales estuvieron influenciados
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fuertemente por el tiempo de exposicién al BAP. Cuando los embriones eran cultivados
por 1 dia sobre medio conteniendo BAP y después transferido a un medio sin ¢stas por
30 dias, crecieron como pléntﬁlas normales. La exposicion al BAP por 2 dias causé
inhibicion del alérgamiento de raices, hipocotiles y cotiledones y no formaron yemas
adventicias los cotiledones ni hipocotilos. Con 3 dias de exposicion al BAP, mostraron
una hinchazén considerable y una inhibicién significativa del crecimiento de raiz. Los
embriones cultivados por 4, 5, y 6 dias con BAP mostraron inhibicidén completa en raiz e
hinchazén en hipocotilos y cotiledones. La exposicion de 1 semana al BAP resulté en el
crecimiento de algunos brotes sobre los explantes. Sin em-bargo el namero de brétes por
embrion fue menor de aquellos que se cultivaron por 2 o 3 semanas con BAP. Por
ultimo los embriones culfivados por 4 a 7 semanas en presencia de BAP, presentaron

formacion de callo (Patel y Thorpe, 1994).

Halos y Go (1993), evaluaron la induccién y desarrollo de brotes en Pinus
caribaea, adicionando al medio de cultivo diferentes concentraciones de BA (8.9, 222,
44.4 y 67.7 pM). Se colocaron por 1, 2 y 3 semanas y posteriormente los embriones
fueron transferidos a medio MS completo o a la mitad de su concentracion. Encontraron
una fuerte interaccién entre el tiempo de exposicién y la concentracion de BA. En

general, se observd un efecto perjudicial al incrementarse el tiempo de exposicion.
2.8.3.3 Efecto de la sacarosa en el medio de cultivo.
La sacarosa es la fuente de carbono més ampliamente usada y se emplea a una

concentracion de 2 a 3% ; sin embargo en ciertas especies se emplean concentraciones

muy elevadas 5 a 12% (Merino, 1988).
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En la mayoria de los trabajos de coniferas se ha utilizado la sacarosa a
concentraciones de 2 a 3%. Por ejemplo, Lambardi ef ol (1993), utilizaron 3
concentraciones de sacarosa (2, 3 y 4%) en 3 medios de cultivo para la propagacion de
brotes en Pinus halepensis. Sin embargo, en otras especies de pinos las concentraciones
Optimas de sacarosa varian entre 0.5 y 2% (Mohammed y Vidaver, citado por Halos y

Go, 1993).
2.9 El Cultivo de Tejidos Vegetales en Coniferas.

Las técnicas de cultivos de tejidos vegetales pueden ser muy atiles para la rapida
propagacion clonal de genotipos superiores en un periodo mas corfo (Chesick, 1991).
Por lo tanto, representan una alternativa para los problemas forestales, puesto que la
propagacion in vitro puede contribuir en gran medida a la domesticacién y propagacion
masiva de especies de importancia econdmica y ecologica, asi como la propagacion

clonal de arboles élite; (Go, Peraz-Orozco y Halos, 1993).

Estudios previos en diversas especies han demostrado que es factible la clonacion
de genotipos resistentes a enfermedades, con alta produccion de semilla y adaptacion a
condiciones adversas o con altas tasas de crecimiento per medio de organogénesis y/o

embriogénesis somatica.(Durzan, citado por Flinn ef al. 1985).
2.9.1 Micropropagacion.

La micropropagacion es un proceso que consiste en producir plantas a partir de

tejidos o células asépticamente (Hartmann y Kester, 1987).
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Actualmente la micropropagacion es una de las técnicas que se aplica con éxito
en la multiplicacién masiva de cultivos horticolas, ornamentales, frutales y mas
recientemente en la propagacién de especies perennes; aunque el proceso es mas lento,
debido a que los tejidos y odrganos mas diferenciados son poco sensibles a las

condiciones in vifro (Magallanes, 1993).

La organogénesis y embriogénesis somatica constituyen los 2 sistemas de

propagacion in vifro mas utilizados en coniferas (Lambardi, ef af 1993),
2.9.1.1 Organogénesis.

Para propositos de propagacién clonal, el proceso de organogénesis es el mas
utilizado, el cual comprende el desarrollo de yemas o de meristemos radicales a partir de

los explantes directamente o a partir de callos (Roca y Mroginski, 1991).

En coniferas se ha consignado Ia estimulacion exitosa de yemas adventicias in

vitro por medio de organogénesis (Von Arncld y Eriksson, 1981; Flinn, et al. 1985).
2.9.1.1.1 Etapas en el proceso de Organogénesis en Coniferas.

En coniferas se ha observado que se presentan ciertos patrones de iniciacion de
yemas sobre los explantes (Patel y Thorpe, 1994). Generalmente la regeneracion
involucra 4 etapas de desarrollo, en las que cada uno requiere un manejo por separado

(Von Arnold y Eriksson, 1981; Gladfeldter y Phillips, 1987).
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L.a ruta organogénetica para la regeneracion de coniferas involucra las siguientes

fases:

a) Induccion y desarrolio de yemas adventicias
b) Alargamiento de yemas
¢) Multiplicacién de brotes

d) Enraizamiento

(Lambardi ez al. 1993; Harry y Thorpe, 1994)

a) Induccién y desarrollo de yemas

Se ha observado que la formacion de brotes puede ser inconsistente, por lo tanto,

es necesario determinar los parametros de cultivo que lleven a la formacién de brotes

adventicios in vifro (Von Arold y Eriksson 1981; Flinn ef al. 1985).

Diversos investigadores han estudiado los diferent;&:s factores que pueden afectar
la induccion y desarrollo de yemas adventicias, por ejemplo Pérez Bermiidez y Sommer
(1987), observaron que los embriones de Pinus ellioitii sobre medio sélido conteniendo
citocinina, respondieron a partir de la primera semana. La proliferacién celular se inicié
a partir de los cotiledones y algunas veces de la porcion del hipocotilo que estaba en

contacto con el medio. Después de 4-5 semanas se observé el desarrollo de yemas a

partir de los embriones.

Después de la induccion de yemas es necesario transferir el explante a un medio

sin hormonas para permitir el desarrolio posterior de los primordios y favorecer la

formacion de brotes adventicios (Harry y Thorpe, 1994).

2IBLIOTECA Agronomia U A N j
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b) Alargamiento de yemas.

Para esta fase de la organogénesis, los explantes se mantienen en un medio sin
reguladores de crecimiento. Generalmente las yemas adventicias formadas son separadas
del explante original ya que el crecimiento de los brotes aislados puede ser estimulado
por la diluciéon del medio basico (Von Amold y Eriksson, 1981; Jang v Tainter, 1991);
adicion de carbon activado (Patel y Thorpe, 1994; Harry y Thorpe, 1994; Sen ef al

1994); por la concentracion de sacarosa y concentracién de agar (Lu ef al. 1991).
c) Multiplicacién de brotes.

Una vez concluida la fase de alargamiento de vemas, los brotes son
subcultivados sobre medios de cultivo que pueden ser adicionados con reguladores de
crecimiento como BA y zeatina para probar su habilidad para producir brotes axilares

(Lambardi ez al. 1993).
d) Enraizamiento

Aunque la produccidn de yemas adventicias in vifro ha sido exitosa, con
frecuencia existe dificultad en el enraizamiento de brotes; aunque algunas veces los
brotes adventicios pueden formar raices espontaneamente, el enraizamiento es
mayormente estimulado con la adicion de IBA al medio, (Von Amold y Eriksson,
1981). Asi mismo los brotes obtenidos por organogénesis pueden ser tratados con una
variedad de reguladores de crecimiento incluyendo IAA, NAA y BAP, (Mott y
Amerson, 1981).
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Generalmente los brotes que alcanzan entre 15 y 30 mm son sometidos a un
tratamiento de pulso con 4cido indolbutirico a 1 pM y 10uM de NAA, (Harry y Thorpe,
1994).

2.9.1.2 Embriogénesis Somaitica,
2.9.1.2.1 Origen e importancia de la embriogénesis somatica.

Embriogénesis Somatica: proceso de formacién del embrion a partir de células
somaticas. Este es un proceso anilogo a la embriogénesis cigética donde una sola célula
0 un pequeiio grupo de células vegetativas son las precursoras de! embrion (Ammirato,
1983). A diferencia de la organogénesis, la embriogénesis somatica puede recapitular
evenios en la embriogénesis cigbtica con la produccion de embriones que presentan

apices de brotes y raiz (bipolares ), (Tautorus, ef al. 1991).

El primer evento que marcé una época en embriogénesis somatica fue el
publicado por Steward ef al. y Reinert en 1958, Sin embargo en los siguientes 29 afios
se realizo un progreso muy pequeiio para el entendimiento de los mecanismos, debido a
que se presentaban en frecuencias muy bajas y poca sincronizaciéon (Komamine ef al. -

1992).

Esta técnica ha probado ser exitosa para cereales y pastos, los que anteriormente
habian mostrado ser recalcitrantes a la manipulacion in vitro. Asi mismo tiene un gran

potencial para la rapida propagacion de arboles forestales, (Vasil, 1988).

En afios recientes la embriogénesis somatica ha recibido una mayor atencion

debido a que puede proveer sistemas Utiles para producir plantas clonadas, asi como para
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la obtencion de semillas artificiales (Komamine ef al, 1992). Por otro lado, los
embriones somaticos pueden ser utiles para el almacenamiento de germoplasma a largo

plazo (Tautorus ef al. 1991)
2.9.1.2.2 Etapas en el proceso de embriogénesis somatica

Se han llevado a cabo esfuerzos considerables en la investigacion de
embriogénesis somatica de coniferas. Durzan y Steward desde 1968, trabajando con
Pinus banksiana consignan estructuras parecidas al suspensor celular; sin embargo no
observaron un desarrollo posterior a embriones o plantas. Lo anterior puede atribuirse a
que los estimulos y condiciones necesarias para la induccion y control de la

embriogénesis somatica, varian en cada etapa segun la especie.

Los cultivos embriogénicos de coniferas contienen embriones inmaduros
equivalentes a los estadios iniciales de desarrollo de embriones cigbticos (Atree y
Fowke, 1991). La embriogénesis somatica involucra una recapitulacion de muchos de

los eventos de desarrollo de la embriogenia normal (Atree y Fowke, 1993).

Observaciones morfologicas detalladas revelaron 4 fases en el proceso de

embriogenésis somatica (Fujimura y Komamine, citados por Komamine ef al. 1992)

Newton ef al. (1994), coinciden en sefialar las siguientes fases para la

regeneracion por embriogénesis somatica.

a) Induccion de tejido embriogénico
b) Proliferacion de! cultivo embriogénico
c) Maduracion del embrién somatico

d) Germinacion del embrién somético
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a) Los cultivos embriogénicos de coniferas se han iniciado principalmente de
tejidos embrionarios Estos tejidos incluyen embriones cigdticos inmaduros disectados
de semillas colectadas durante la época de crecimiepto, o bien embriones cigdticos
maduros disectados de sentillas almacenadas (Atree y Fowke, 1991). Para especies de
pinos se considera que los embriones cigdticos en etapa precotiledonar constituyen un
buen explante de desarrollo para la iniciacion de tejido embriogénico; en especies de

Picea es el embrion cigatico inmaduro posteotiledonar (Hakman y Von Arnold, 1988).

La iniciacién de embriogénesis somatica en especies de pinos es muy

dependiente del genotipo (Becwar y Wann, 1950).

En otras especies de pinos, el tejidc embriogénico también se ha producido a
partir de megagametofitos los cuales contienen embriones cigéticos, (Tautorus ef «l,

1990).

Para la mayoria de las especies tanto el explante como el estadio de desarrollo
son factores criticos para la induccién de tejido embriogénico. Aunque los embriones
cigéticos maduros se consideran menons exitosos, algunas especies de coniferas han
producido tejido embriogénico; este es el caso de Picea rubens en el que se formé tejido
embriogénico principalmente de la region del hipocotilo. Los paquetes celulares
embriogénicos en el estadio de desarrollo de embridon filamentoso fueron tipicos a
aquellos descritos para otras coniferas ; fueron blancos, translicidos, mucilaginosos y
consistian de células vacuoladas largas distinguiéndose de células meristemiticas mas

pequeiias y densas (Harry y Thorpe, 1991).

Por su parte Newton ef al (1994)., trabajando con Pinus elliottii, utilizaron

embriones cigdticos inmaduros en un medio DCR adicionado con 2, 4-D y BA,
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obtuvieron desarrollo de tejido embriogénico, translicide y blanco con embriones
somaticos del estacio 1. El mejor estadio para la induccion fue cuando se habia llevado a

cabo la fertilizacion, pero los cotiledones no se habian formado.

La observacion microscopica del tejido también ha revelado la presencia de
pequeiios conglomerados densos de células altamente citoplasmaticas (masas

proembrionicas) con células disgregadas parecidas al suspensor (Becwar y Wann. 1990).

b) El tejido embriogénico es transferido a medios de proliferacién (Tautorus ef
al, 1991). La variaéién en el potencial de desarrollo de embriones somaticos se
presentan tanto entre cultivos embriogénicos como entre las formulaciones de los
medios probados. (Becwar y Wann. 1990). Los embriorlles somaticos de coniferas
mantenidos en un medio que contenga auxina y citocinina continian proliferando, pero
no maduran (Atree y Fowke, 1991). En esta etapa se observan estructuras globulares

opacas y prominentes.

c) Los embriones somaticos deben ser transferidos a diferentes condiciones de
reguladores de crecimiento para maduraciéon. Los métodés para inducir maduracion de
embriones son variables y puede esperarse que diferentes especies e incluso genotipos
dentro de una misma especie muestren diferentes respuestas para formar plantulas

(Atree y Fowke, 1991).

Con respecto a lo anterior, Harry y Thorpe (1991), trabajando con un medio que
contenia ABA, observaron que la actividad meristematica en la masa embrionaria dio
lugar a estructuras nodulares; las que eventualmente formaron embriones somaticos

maduros. El ABA fue necesario para el desarrollo de estructuras bipolares.



Un factor critico en la maduracién de embriones somaticos parece ser la
seleccion de un tejido apropiado al tratamiento de ABA; puesto que algunos tejidos no
presentaron respuesta a éste. Esta respuesta negativa puede estar relacionada al tamafio
de la cabeza del embridn somatico, asi como por ia ausencia de sincronia de desarroilo

en los tejidos. (Newton ef al, 1994).

El requerimiento de ABA puede ser variable; algunas lineas necesitan ABA para
la maduraciéon de proembriones, mientras que otras lo requieren para lograr la

produccion de embriones. (Laine y David, 1990).

d) La seleccion de embriones vigorosos es critica para la germinaciéon y
formacién de plantulas. Cuando los embriones son morfolégicamente similares a los

embriones cigoticos, son removidos para la germinacion (Harry v Thorpe, 1991).

Aungue el éxito de embriogénesis somatica en algunas especies muestran bajas
frecuencias, es necesario transferir esos éxitos a otros géneros como los pinos en los
cuales actualmente todavia se muestran bajas frecuencias de induccién y germinacién

(Atree y Fowke, 1991).



3. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizb en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la
Facultad de Agronomia de la Universidad Auténoma de Nuevo Leon. (F.AU.AN.L) de
Febrero de 1994 a Agosto de 1995.

Este trabajo fue financiado por la Facultad de Agronomia (Centro de
Investigaciones Agropecuarias v la SDEP-FAUANL).

3.1 Metodologia para Organogenesis
3.1.1 Desinfeccion del material vegetal.
La asepsia de los inoculos utilizados es imprescindible para el éxito en cultivo de
tejidos vegetales ya que la mayoria de las especies presentan contaminantes superficiales
o incluso patdgencs endégenos por lo que, de no eliminarse, provocan la pérdida total de

los explantes.

Por lo expuesto anteriormente y con el objeto de eliminar los contaminantes

superficiales, se procedié a lo siguiente.
3.1.2 Predesinfeccion de Ia semilla.
Semillas intactas de cada una de las especies se sometieron a un proceso de

predesinfeccion, se utilizo hipoclorito de sodio comercial (NaOCl) al 6% de ingrediente

activo (CloralexR adicionado con 2 g de detergente comercial. En esta solucion las



24

semillas permanecieron 5 min; después las semillas fueron cepilladas y posteriormente

enjuagadas con agua de la llave por 5 min.
Se seleccionaron unicamente semillas que presentaban dimensiones uniformes
siendo en promedio de 1.5 cm para Pinus cembroides y de 0.5 cm para Pinus halepensis,

eliminandose las cubiertas de las semillas.

3.1.3 Desinfeccién de la Semilla.

El proceso de desinfeccion se llevo a cabo bajo una campana de flujo laminar

{Alder) MR las semillas eran colocadas por 45 minutos en una solucion de peroxido de J

hidrégeno (H05) de 12.5 volimenes. Con el propésito de eliminar el exceso de agente z

desinfectante, el material fue sometido a tres enjuagues con agua bidestilada esterilizada.

Posteriormente las semillas se transfirieron a etanol al 70 % durante 1 min;

realizandose un enjuague con agua esterilizada por 5 min.

Finalmente se sumergieron las semillas durante 5 min. en una solucion al 15%
(v/v} de hipoclorito de sodio comercial (6 % de ingrediente active); adicionando con 0.5

ml. de poliexietileno sorbitan monolaurato ( Tween-20) seguido de 3 enjuagues por $

min con agua esterilizada.

3.1.4 Medios de Cultive.

Los medios de cultive utilizados fueron DCR (Gupta y Durzan, 1985) y GD
(Gresshoff y Doy, 1972).

-

1
;
%
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A continuacién se enlistan los componentes inorganicos de ambos medios de

cultivo para 1000 ml de medio.

Cuadro 1. Componentes inorganicos de los medios DCR y GD.

Nutrimentos ( mgl-1) Medio DCR Medio GD
NH,4NO; 400.00 0.00
(NH)2S04 0.00 200.00
KNoj 340.00 1000.00
MgSO4 7H20 370.00 250.00
KH2PO,4 170.00 0.00
CaCl, 2H20 85.00 150.00
Ca(NO3), 4H20 556.00 0.00
NaHPO4 7H20 0.00] - 300.00
NaHPO4 H20 0.00 56.30
KI 0.83 0.75
KCl 0.00 %0.00

[13B05 6.20 3.00
MnSO4 H20 22.30 10.00
ZnSO4 TH20 $.60 3.00
NayMoOy4 2H20 0.25 0.25
CuSO4 5H20 0.25 0.25
CoCly 6H20 0.025 0.25
NiCl, 6H20 0.0025 0.00
FeSO4 7H20 27.80 2780
Na EDTA 37.30 37.00

Los componentes norganicos anteriormente sefialados constituyen los medios de cultivo
basicos. Sin embargo en un medio de cuitivo es indispensable la adicién de componentes
orgdnicos; en el cuadro 2 se enlistan los componentes organicos utilizados en el

experimento.
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Cuadro 2. Componentes organicos adicionados a los medios DCR y GD.

Vitaminas mgl -1 DCR Gbh
Tiamina- HCI 1.0 1.0
Glicina 20 0.0
Piridoxina-HC1 5.0 0.1
Glutamina 50.0 0.0
Ac. nicotinico 5.0 0.1
Inositol 200.0 10.0
Caseina hidrolizada 500.0| 0.0
BAP 03 0.3
NAA 0.01 0.01

Para la adicion de los reguladores de crecimiento se optd por preparar soluciones

concentradas (20 mg / 100 mi de BAP y 10 mg / 200 ml; de NAA).

En cada etapa, los medios de cultivo fueron adicionados con los componentes

originales, segun la fase de organogénesis.

Se ajustdé el pH a 5.7 con un potenciémetro Corning pH 103 MR una vez
calibrado el pH, el medio se aford a 1000 ml y posteriormente se agregd 0.5% de agar-
gel (5gl-!) paséandose a fundir en horno microondas por 5 a 7 minutos. Los medios de
cultivo se vaciaron en frascos de vidrio de alimento infantil, virtiendo 25 ml por unidad
y usando tapas plasticas. Todos los medios de cultivo se esterilizaron a 121 °c y 1 atm

de presion por 15 min.

Para el caso del medio DCR se adiciono glutamina, €sta se agregd mediante
filtros mullipore una vez que el medio de cultivo fue esterilizado. Este procedimiento se

realizd bajo la campana de flujo laminar.



27

3.1.5 Explante o Indculo.

Se procedid a utilizar embriones maduros como fuente de indculo, de los cuales
se disectaron los cotiledones y se sembraron en los medios de cultivo en forma
horizontal con el proposito de que cada uno de los cotiledones estuviera en contacto con -

el medio de cultivo.

3.1.6 Condiciones del Cultivo in vitro.

Las unidades experimentales fueron colocadas en un cuarto de incubacion, con
un fotoperiodo de 16 h. luz e intensidad 2000 lux; con una temperatura de 26°C + 2 °C,
{a cual se logrdé proporcionar con el auxilio de un aparato de clima artificial. En estas

condiciones permanecieron 4 ¢ 6 semanas para la etapa de la induccidn.

3.1.7 Modelo Estadistico.

El modelo estadistico utilizado para este experimento fue un disefio
completamente al azar con un arreglo factorial 23; donde el factor A son las especies, el
factor B son los medios de cultivo v el factor C el tiempo de exposicion a los

reguladores de crecimiento, con 6 repeticiones, dando un total de 8 tratamientos.



Cuadro 3. Tratamientos de Organogénesis.

Tratamiento
1

® N O AW N

Especie.

a0

I o L IO

Medio
DCR
DCR

GD
GD
DCR
DCR
GD
GD

Tiempo en semanas
6

R A L T A T N

3.1.8 Induccion y desarrollo de yemas adventicias.

28

Para esta etapa de organogénesis se utilizaron como fuente de indculo,

cotiledones disectados de embriones maduros, los cuales fueron sembrados en los

medios de cultivo DCR (Gupta y Durzan, 1985) y GD (Gresshoff y Doy, 1972);

adicionados con 0.3 mgl~1 de BAP y 0.01 mgl-1 de NAA.

En estas condiciones, los explantes permanecieron por 4 6 6 semanas en un

cuarto de incubacion a una temperatura 26 °C + 2 °C, y un fotoperiodo de 16 horas luz e

intensidad de 2000 Lux.

Concluida la etapa de induccién y desarrollo de yemas adventicias, se procedid a

evaluar el nimero de cotiledones que respondieron a los tratamientos; esto es aquellos

cotiledones que presentaban visiblemente estructuras nodulares sobre la superficie.
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3.1.9 Alargamiento de Yemas.

Para esta etapa, los cotiledones que presentaron primordios de yemas fueron
transferidos a los medios DCR y GD pero sin reguladores de crecimiento con el
propositc de acelerar el alargamiento. En estas condiciones de cultivo los explantes
permanecieron por 6 semanas, donde se procedié a evaluar el nimero de cotiledones que
presentaron brotes; donde se observaran al menos dos primordios foliares bien

desarrollados.

3.1.16 Formacion de Brotes

Una vez concluida la etapa de alargamiento de yemas, los explantes se
transfirieron a los medios de cultivo DCR y GD sin reguladores de crecimiento,
adicionados con 0.1 % de carbon activado. En estas condiciones permanecieron por 8
semanas;, y se procedid a evalvar las variables sigmientes: nomero de brotes por

cotiledon, numero de brotes por embrién y nimero de brotes mayores a 5 mm.
3.1.11 Enraizamiento.

En csta fase, se procedié a separar los brotes, tomandose en consideracion
Unicamente aquéllos que midieran 5 mm o mas. Posteriormente se sigui¢ la metodologia
citada por Harry y Thorpe (1994), en la que los brotes fueron celocados por 2.5 h en una
solucién saturada con 1.75 mg NAA y 0.20 mg de IBA estandarizada a un pH de 4.5;
posteriormente se sembraron en los medios DCR y GD sin reguladores de crecimiento y
con 0.1% de carb6n activado. En estas condiciones permanecieron por 8 semanas, en el
cuarto de incubacién con las mismas condiciones de temperatura y fotoperiodo de las

etapas anteriormente mencionadas.
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3.2 Metodologia para Embriogénesis Somatica,
3.2.1 Material Biologico.

Con el proposito de obtener embriones inmaduros en diversas etapas, fueron
colectados cada semana conos verdes de Pinus cembroides y Pinus halepensis a partir
del 30 de junio al 6 de agosto de 1994. Las colectas se realizaron en la Universidad

Auténoma Agraria Antonio Narro, localizada en Buenavista, Saltillo Coah.

Los conos se mantuvieron en bolsas de papel y en una hielera desde el momento

de la colecta hasta ser utilizados.
3.2.2 Predesinfeccidn de los Conos.

Para su almacenamiento en el laboratorio, 1os conos se lavaron con detergente y
agua corriente, auxiliandose con un cepillo de cerdas; después se enjuagaron con agua
bidestilada y fueron rociados con etanol al 70% (v/v) pasandose a bolsas de papel
rociadas también con etanol. En seguida fueron almacenados a una temperawra de 5 °C

hasta el momento de la siembra.
3.2.3 Obtencion de la Semilla.

Previa a la extraccion de las semillas los conos se lavaron con detergente
enjuagandose con agua bidestilada y se cortaron longitudinalmente para extraer las

semillas.
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3.2.4 Desinfeccion de la Semilla.

Para lograr la desinfeccion de la semilla se utilizd el siguiente protocolo:

1- Las semillas fueron colocadas en etanol al 100% por 2 min seguido por un

enjuague con agua esterilizada.

2- Posteriormente permanecieron por 30 min en una solucion de hipoclorito de
sodio comercial a 25% (v/v) (NaOCI) adicionado con 0.5 ml de polioxietileno sorbitan
monalaurato (Tween-20). Transcurrido el tiempo se realizaron 3 enjuagues con agua
bidestilada esterilizada, con el proposito de eliminar los residuos del agente

desinfestante, esto fue realizado bajo la campana de flujo laminar (Alder )MR.

3.2.5 Medio de Cultivo.

Los medios de cultivo que se utilizaron en esta técnica son los mismos que en la
organogénesis; los medios utilizados para la etapa de induccién de tejido embriogénico
fueron adicionados con 3.0 mgl-! de 2,4-D y 0.5 mgl‘l de BAP . Posteriormente para
la etapa de proliferacion, los medios fueron complementados con 0.4 mgl-1 de 2,4-D y
0.2 mgl-! de BAP. Por dltimo para la maduracién se adicionaron con 0.2 mgl-1 BAP y

2.6 mgl-1 de ABA,; este ultimo aplicado por ultrafiltracion.

3.2.6. Mgdelo Estadistico.

El modelo estadistico utilizado para este experimento fue un disefio
completamente al azar, en donde se evaluaron las especies y los medios de cultivo;

consistiendo de 6 repeticiones por tratamiento; (cuadro 4).
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Cuadro 4. Tratamientos de Embriogénesis Somatica.

Tratamiento Especie Medio
1 Pinus cembroides DCR
2 Pinus cembroides GD
3 Pinus halepensis | DCR
4 Pinus halepernsis GD

3.2.7. Explante o Inéculo,

Realizada la desinfeccion, las semillas se colocaron en una caja petri esterilizada
eliminandose las cubiertas de las semillas, auxilidAndose para ello con unas pinzas;
procediéndose a extraer los megagametofitos los cuales fueron colocados en los mismos
medios de cultivo mencionados anteriormente, adicionados con 3.0 mgi-1 de 2,4-D y

0.5 mgl-1 de BAP, para la primera etapa del cultivo.

Concluida la siembra, los recipientes fueron colocados en el cuarto de

incubacidn, en condiciones de obscuridad a temperatura de 26 °C £ 2 °C-

3.2.8 Induccién de Embriogénesis Somatica.

Los megagametofitos permanecieron en el cuarto de incubacién por 8 semanas
para esta primera etapa y cada 4 semanas se transferian a medio nuevo. La variable
evaluada en esta fase fue induccidn o no de tejido embriogénico. Con el objeto de
determinar la induccién de tejido embriogénico se procedié a practicar la técnica del
acetocarmin, la cual consistié en someter por 30 seg la muestra del tejido a una solucién

de acetocarmin al 2% (2 g de carmin + 40 ml de acido acético aforado a 100 ml con
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agua destilada). Por ultimo la muestra se colocé en un portacktjetos y se observo al

raicroscopio optico, donde se clasifico el tejido embriogénico del no embriogénico.

3.2.9 Proliferacion.

En esta etapa los explantes fueron transferidos a los mismos medios DCR y GD |
adicionados con 0.4 mgl-l de 2,4-D y 0.5 mgl-l de BAP; en estos medios
permanecieron por 8 semanas y cada 4 semanas se transferian a medios nuevos con el

proposito de incrementar el tejido embriogénico.

3.2.10 Maduracion.

Se transfirieron a medios adicionados con 0.2 mgl-! de BAP y 2.6 mgl‘] de
ABA. La transferencia se realizo cada 4 semanas, permaneciendo en estas condiciongs
16 semanas en las mismas condiciones de obscuridad en el cuarto de incubacion, con el

proposito de formacion de  embriones maduros.

A continuacidn se presenta de manera esquematica la metodologia seguida para

la técnica de embriogénesis somatica,
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4, RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Variables Evalvadas en Organogénes:s

A continuaciéon se presentan los resultados obtenidos para las variables en
estudio, referente a la técnica de organogénesis, los valores fueron transformados
calculando la raiz cuadrada para la utilizacién de los analisis de varianza y asegurar una

distribucién normal (Snedecor y Cochran, 1971).

Los cotiledones iniciaron los cambios desde la primera semana en cultivo;
cambiando su tonalidad de un color crema inicial a una coloracion verde con
pigmentacién purpura. Sin embargo, no fue sino hasta las 4 semanas de iniciado el
cultivo in vitro, cuando se hizo evidente la formacion de estructuras nodulares parecidas
a callo y con presencia de primordios de yemas. La respuesta morfogenética de los
explantes en los tratamientos, es similar a lo reportado por diversos investigadores (Patel

v Thorpe, 1994; Harry y Thorpe, 1994; Sen ef al; 1994).

4.1.1 Induccién de Callos y Primordios de Yemas

En el Cuadro 5 se presentan los resultados del analisis de varianza para nimero

de cotiledones con formacién de callo y primordios de yemas, obtenidos mediante la

técnica de organogénesis en Pinus cembroides y Pinus halepensis.
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Cuadro 5 Analisis de varianza para nimero de cotiledones con formacion de callo y
primordios de yemas, obtenidos mediante la técnica de organogénesis en

Pinus cembroides y Pinus halepensis.

FV Gl . CM
Especie (E) 1 1.594*
Medio (M) 1 0.008
Tiempo de Exposicion (T) 1 2.129*
ExM 1 0.001
ExT l 3.140*
MxT 1 0.005
ExMxT 1 0.023
Error 40 0.391
Total 47 ' 0.479

*Significativo (P < 0.05); CV =30.207

Como puede apreciarse, se presentd diferencia significativa entre especies; la
comparacion de medias mostrd que, Pinus cembroides tuvo mayor capacidad de

respuesta comparado con Pirus halepensis para la variable en cuestion (Cuadro 6).

Cuadro 6 Comparaciéon de medias de Pinus Cembroides y Pinus halepensis en la

variable nGmero de cotiledones que formaron callo y primordios de yemas.

Especie Media
Pinus cembroides 5.06a
Pinus halepensis 3.57 b

a,b medias con la misma letra no son significativamente diferentes
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Lo anterior confirma lo sefialado por Minocha (1980) quien menciona que
existen diferencias en los requerimientos para la produccion de callo y brotes en diversas
especies de pinos; lo cual es atribuido a una serie de factores fisiolégicos y morfoldgicos
de la especie asi como a otros factores externos del establecimiento in vifro (Reilly y

Aitken, 1981; Ellis y Judd, 1983; Martinez-Pulido ef al. 1992).

Como puede observarse en el Cuadro 5, también existe diferencia significativa

para el tiempo de exposicion a los reguladores de crecimiento.

La comparacién de medias muestra que los cotiledones expuestos por 4 semanas
a los reguladores de crecimiento, respondieron favorablemente comparados con los

expuestos a 6 semanas (Cuadro 7).

Cuadro 7. Comparacion de medias para tiempo de exposicion a los reguladores de
crecimiento en la variable namero de cotiledones que formaron callo y

priniordios de yemas.

Tiempo de exposicion Media
4 semanas 5.19a
6 semanas 345 b

a, b medias con la.misma letra no son significativamente diferentes.

Al respecto, Halos y Go (1993) consideraron que la diferencia en la respuesta
puede ser atribuida a una asimilacion continua del BAP por los tejidos, con lo que se
alcanzaria un nivel toxico; lo anterior podria explicar la disminucion significativa en
cuarito a la formacion de callo y primordios, al incrementarse ¢l tiempo de exposicion;

Sin embargo, los resultados difieren con lo sefialado con Flinn et al. (1985), quienes
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obtuvieron un incremento en la formacion de callo en Pinus strobus al prolongarse por 8

semanas la exposicion al BAP.

Por otro lado se encontré una interaccidn significativa (P = 0.007) entre especies
y tiempo de exposicion a los reguladores de crecimiento, lo que indica que el efecto de
tiempo de exposicion es diferente en las dos especies. En Pinus cembroides se presentd
que al incrementarse el tiempo de exposicion, el nimero de callos y primordios de
yemas disminuyd; mientras que para Pinus halepensis al incrementar el tiempo de

exposicion a los reguladores de crecimiento el nimero de callos y primordios de yemas

se mantuvo igual..

Cuadro 8 Comparacion de medias para la interaccion Tiempo-Especie en la variable

numero de cotiledones que formaron callo y primordios de yemas.

Tiempo-Especie Pinus cembroides Pinus halepensis
4 semanas 7.39a. 338a
6 semanas 316 b 372a

a,b medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Posteriormente se procedié a realizar la comparacion de medias por la diferencia
minima significativa (DMS) con la finalidad de determinar que especie desarrolla mayor
numero de callos y primordios de yemas con respecto al tiempo de exposicién a los |
reguladores de crecimiento; encontrando un DMS = 0.51, determinando que Pinus
cembroides resultd con diferencia significativa a las 4 semanas, comparada ésta con

Pinus halepensis en el mismo tiempo de exposicion, utilizando un o = 0.05
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4.1.2 Nuamero de Cotiledones que Formaron Brotes.

Una vez que los explantes fueron transferidos a los medios de cultivo de la etapa
de proliferacion, parte de los cotiledones empezaron a desarrollarse ripidamente,
mientras que algunos se necrosaron. En esta variable se presentd diferencia significativa
para los factores especie y tiempo de exposicién, asi como para la interaccién especie-

tiempo (Cuadro 9).

Cuadro 9. Analisis de varianza para la variable cotiledones con formacién de brotes,

obtenidos mediante la técnica de organogénesis en Pinus cembroides y Pinus

halepensis.
FV Gl CM
Especie (E) 1 1.979%
Medio (M) 1 1.189
Tiempo de Exposicion (T) 1 1.657*
ExM 1 0.031
ExT 1 2.325%
MxT 1 0.034
ExMxT 1 0.003
Error 40 0.445
Total 47 0.533

* Significativo (P< 0.05) ; CV = 46.649.

Al realizar la comparacion de medias, se observo una mayor respuesta en Pinus
cembroides que en Pinus halepensis en cuanto a la capacidad de formar brotes (Cuadro
10); aunque Jang y Tainter (1991) mencionan que su sistema de micropropagacion es un
modelo apropiado para demostrar que un solo protocole puede ser adecuado para varias

especies de pinos; los resultados de este trabajo sugieren que as tndispensable levar a




40

cabo ciertas modificaciones dependiendo de la especie para lograr una maxima
eficiencia en la regeneracion in vitro. Por ejemplo, se ha observado que tejidos idénticos
de Pinus ponderosa (cotiledones de un mismo embrion) responden de manera diferente

al cultivo de acuerdo a su posicion en un medio adicionado con BAP (Ellis vy Judd,

1987).

Cuadro 10. Comparacidn de medias para Pinus cembroides y Pinns halepensis en la

variable cotiledones con formacién de brotes.

Especie Media
Pinus cembroides 265a
Pinus halepensis 151 b

a,b medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Asi mismo se presentd diferencia significativa para el factor tiempo de
exposicion a los reguladores de crecimiento, donde se muestra claramente que a las 4

semanas existié una mayor respuesta que a ias 6 semanas (Cuadro 11),

Cuadro 11 Comparacién de medias con respecto al tiempo de exposicion a los
reguladores de crecimiento en la variable nimero de cotiledones que

formaron brotes.

Tiempo Media
4 semanas 259a
6 semanas 1.53 b

a, b medias con la misma letra no son significativamente diferentes.
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Estos resultados son similares a los mencionados por Patel y Thorpe (1994)
quienes trabajando con Pinus contorta estudiaron la influencia del BAP con respecto al

tiempo de exposicion, encontrando que conforme aumentaba éste, la diferenciacidén de

yemas se vio negativamente influenciada.

En la interaccion especie-tiempo se encontré diferencia significativa lo cual
indica que la respuesta al tiempo de exposicién, es diferente er las dos especies. En
Pinus cembroides se observa que al incrementarse el tiempo de exposicion a los
reguladores de crecimiento, la respuesta disminuyo, mientras que en Pinus halepensis al
incrementarse el tiempo de exposicion a los reguladores de crecimiento, no exstid

diferencia significativa en el nimero de cotiledones que respondieron favorablemente.

Cuadro 12 Comparacion de medias de la interaccion especie-tiempo en la variable

nimero de cotiledones que formaron brotes.

. Especie-Tiempo Pinus cembroides Pinus halepensis
4 semanas 4.16a 141 a
6 semanas 1.51 b 1.58 a

a,b medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

En este caso el valer del DMS fue (0.55) existiendo diferencia significativa para

Pinus cembroides a las 4 semanas

4.1.3 Numero de Brotes por Cotiledon.

El analisis de varianza para esta variable mostrd diferencia significativa para los

factores medios de cultivo. asi como para la interaccion medio de cultivo-tiempo de

exposicion (Cuadro 13).

QmI i CA A onoma U Al
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Cuadro 13. Andlisis de varianza para la variable namero de brotes por cotileddn,

obtenidos mediante la técnica de organogénesis en Pinus cembroides y Pinus

halepensis.

FV ' Gl CM
Especie (E) 1 0.882
Medio (M) 1 3.621%
Tiempo de Exposicion (T) 1 1.050
ExM 1 0.410
ExT 1 0.592
MxT 1 2.854*
ExMxT 1 0411
Error 40 0.433
Total - 47 0.577

* Significativo (P< 0.05); CV = 39.402,

La comparacion de medias para el factor medio de cultivo muestra que el medio

DCR fue superior al GD, los resultados se muestran en el (cuadro 14).

Cuadro 14 Comparacion de medias para el factor medio de cultivo en la variable

numero de brotes por cotiledén.

Medio ' Media
DCR 376 a
GD 196 b

a, b inedias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Investigaciones previas sugieren que la capacidad morfogenética de los explantes

esta limitada por la composicion del medio nutritivo. (Perez-Bermidez y Sommer,




43

1987); considerandose que son los macronutrientes los que regulan la capacidad
caulogénica de los medios, ya que los micronutrientes y las vitaminas no juegan un
papel decisivo en la estimulacién y formacion de brotes. Los medios de cultivo que
presentaban una alta relacion de NO3: NH4 favorecieron la caulogénesis en Pinus

strobus (Flinn et al; 1985).

Por otro lado, se encontré una interaccion significativa de (P = 0.014) entre
medios de cultivo y tiempo de exposicion, lo cual muestra que el tiempo de exposicidn
resultd mejor a las 6 semanas, en el medio DCR. Sin embargo, para el medio GD no se

presento diferencia significativa al incrementarse el tiempo de exposicién.. (cuadro 15).

Cuadro 15 Comparacién de medias para la interaccién medio-tiempo en la variable

numero de brotes por cotiledon.

Medio-Tiempo DCR GD
4 semanas 240 b " 222a
6 semanas 547 a 1.69a

a,b medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Por tal motivo, se procedié a realizar la comparacion de medias donde se
encontrd que existe diferencia significativa para el medio DCR a las 6 semanas, ¢l valor

del DMS fue = 0.54.

La interaccion significativa observada en los factores medios de cultivo-tiempo
de exposicion ha sido consignada por otros investigadores. Halos y Go (1993),

detectaron una fuerte interacciéon entre el tiempo de exposicién y la concentracion de
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BAP; observaron que con un mayor tiempe de exposicién se formaron menos yemas
adventicias en todas las concentraciones de BAP utilizadas en Pinus caribaea; asi
mismo, la diferenciacion de yemas en Pinus conforia y su desarrollo posterior.
estuvieron fuertemente influenciados por la longitud del tiempo de exposicion (Patel y
Thorpe, 1984). Asi mismo se ha observado en Pinus halepensis que la exposicion al
BAP por periodos de mas de 28 dias puede ser benéfica en la etapa de induccidn, sin
embargo puede perjudicar en etapas posteriores comn el alargamiento de brotes

(Lambardi; ef ai. 1993).
4.1.4 Numero de Brotes por Embrién,

Los resultados del analisis de varianza para esta variable se muestran en el

cuadro 16.

Cuadro 16. Analisis de varianza para la variable numero de brotes por embrion,

obtenidos mediante la técnica ogranogénesis en Pinus cembroides y Pinus

halepensis.

FV Gl CM
Especie (E) 1 13.354*
Medio (M) 1 12.166*
Tiempo de Exposicion (T) 1 1.574
ExM 1 0.883
ExT 1 13.137*
MxT 1 5.443
ExMxT 1 0.597
Error 40 1.642
Total 47 2.400

* Significativo (P< 0.05), CV = 47.992
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Como puede apreciarse, se presentod diferencia significativa en los factores

especie y medio de cultivo, asi como para la interaccion especie-tiempo de exposicion

Se ha sefialado anteriormente que no todos los cotiledones (atin de un mismo
embrion) responden de igual forma a las condiciones in vitre, ya que los explantes
tienen un potencial genético variable (Martinez-Pulido, er «l 1992); asi mismo se
considera que en los protocolos de regeneracion in vifro es indispensable efectuar
modificaciones segin la especie. En el presente trabajo se considera que Pinus
cembroides se ajusta de mejor manera al protocolo sugerido por Patel y Thorpe (1984)
en lo que respecta a la induccién y desarrollo de brotes in vitro al compararia con Pinus

halepensis (Cuadro 17).

Cuadro 17. Comparacion de medias para Pinus cembroides y Pinus halepensis en la

variable numero de brotes por embrién.

Especie Media
Pinus cembroides 10.24 a
Pinus halepensis 462 b

a,b medias con la misma letra no son significativamente diferentes

Con respecto al factor tiempo de exposicion, en esta variable nuevamente el
medio de cultivo DCR muestra una mayor ventaja que el medio GD (Cuadro 18). Esta
respl.llesta difiere con lo consignado por Lambardi ef a/. (1993) quienes trabajando con
Pinus halepensis en diferentes medios de cultivo, incluyendo el DCR encontraron una
mayor respuesta en la induccion y desarrollo de yemas con el medio de cultivo AE (Von

Armold y Eriksson, 1981).
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Cuadro 18. Comparacion de medias para el factor medio de cultivo en la variable

numero de brotes por embrién.

Medio ‘ Media
DCR - 10.11a
GD 470 b

2, b medias con la misma letra no son significativamente diferentes

Sin embargo un aspecto importante en esta variable es el observado en la
interaccidon especie-tiempo de exposicion (Cuadro 19), va que mientras Pinus
cembroides respondié favorablemente a las 4 semanas de exposicion, para Finus

halepensis 1a mayor respuesta se obtuvo en 6 semanas.

Los resultados coinciden con lo sefialado por Lambardi es al (1993) quienes
encontraron que exposiciones mayores a 28 dias en BAP, fueron benéficas en cuanto a
la induccion y desarrollo de yemas; sin embargo Patel y Thorpe (1984) observaron una
declinacion gradual en el nimero de brotes de explantes cultivados por periodos de 4 a 7
semanas en P/nus contorta, aunque requirieron un minimo de 15 a 20 dias de exposicion

a BAP para obtener una frecuencia optima de embriones con respuesta.

Cuadre 19, Comparacién de medias para la interaccidon Especie-Tiempo en la variable

brotes por embrién,

Especie\Tiempo Pinus cembroides Pinus halepensis
4 semanas 1528 a 324 b
6 semanas 625 b 620a

a, b medias con la misma letra no son significativamente diferentes
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Se realizé la comparacion de medias por la prueba de DMS, con valor de 1.05,
encontrandose diferencia estadistica significativa para Pinus cembroides a las cuatro
semanas de exposicion al BAP, concluyéndose que el tiempo de exposicion a los
reguladores de crecimiento fue determinante para obtener un mayor numero de brotes

por embrion.
4.1.5 Nimero de Brotes con S mm o mas de Longitud

En el presente trabajo se observo una diferencia significativa en cuanto a medio
de cultivo, tiempo de exposicion asi como para la interaccion especie-tiempo de

exposicion, en la variable numero de brotes con S mm de longitud (Cuadro 20).

Cuadro 20, Analisis de varianza para la variable longitud de brotes de 5 mm. obtenidos

mediante la técnica de oganogénesis en Pinus cembroides y Pinus

halepensis.

FV Gl CM
Especie (E) 1 11.999
Medio {M) 1 6.544*
Tiempo de Exposicion (T) 1 2.624*
ExM 1 0.709
ExT 1 15.565*
MxT 1 4,817
ExMxT 1 1.334
Error 40 .803
Total 47 2462

* Significativo (P< 0.05); CV = 54.143
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Al realizar la comparacion de medias correspondiente, los resultados muestran el

medio DCR con un comportamiento superior {Cuadro 21)

Cuadro 21. Comparaciéon de medias en el factor medio de cultivo en la vanable

longitud de brotes de 5 mm.

Medio : Media
DCR 8.12a
GD 449 b

a, b medias con la misma letra o son significativamente diferentes

Asi mismo al realizar la comparacion de medias para el factor tiempe de

exposicion a los reguladores, se observé una mayor respuesta a las 4 semanas que a las 6
(cuadro 22).

Cuadro 22. Comparacion de medias en el factor tiempo en la variable longitud de

brotes de 5 mm.

Tiempo ‘ Media
4 Semanas 7392
6 Semanas 506 b

a,b medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Al analizar [a interaccion especie-tiempo de exposicion (Cuadro 23), Pinus
cembroides mostro efectos perjudiciales en esta variable debido al tiempo de exposicion

mas prolongado. Sin embargo en Pinus halepensis se obtuvieron mejores resultados a

las 6 semanas.
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Cuadro 23. Comparacion de medias para la interacciéon Especie-Tiempo en la variable

longitud de brotes de 5 mm.

Especie\Tiempo Pinus cembroides Pinus halepensis
4 semanas 14.36a ' 272 b
6 semanas 475 b 538a

a, b medias con la misma letra no son significativamente diferentes

Por tal motivo se realizd la comparacién de medias por DMS (con valor de 1.10),
existiendo diferencia estadistica significativa para Pinus cembroides, ademas de un

mayor numero de brotes de al menos 5 mm de longitud a las cuatro semanas.

Lo anterior 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
influyen para su éxito posterior en la etapa de transplante a suelo. Estudios previos han

demostrado que la supervivencia de las pldntulas en el campo depende de su altura (Sen

el al. 1993).
4,1.6 Enraizamiento.

En esta etapa no se obtubieron resultados positivos, puesto que con los

tratamientos utilizados, no se presentd formacién de raices en ninguno de los brotes

tratados.
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4.2 Variables Evaluadas en Embriogén‘esis Somatica.

4.2.1 Induccién de tejido embriogénico.

El inicic de tejido embriogénico se obtuvo en ambas especies a partir del
megagametofito como explante, el cual fue cambiando de tonalidad de blance opaco a
translicido y con aspecto mucilaginoso., Posteriormente se observd crecimiento de
células en la parte del suspensor. La respuesta en cuanto a la formacién del tejido
embriogénico es similar a la observada por Becwar ef al. (1990), y Newton, ef al. (1994)
esto es, presentd un aspecto transliicido a blanco, mucilaginoso, con células parecidas a
células del suspensor; con embriones somaticos del estadio 1; dado que los cultivos
embrionicos de coniferas contienen embriones inmaduros equivalentes a los estadios de

desarrollo inicial de embriones cigoticos (Atree y Fowke, 1991)

Los resultados en embriogésesis somatica, mostraron una superioridad numérica
en cuanto al porcentaje de induccion de tejido embriogénico en el medio DCR. (Gupta y
Durzan, 1985). Sin embargo la prueba de %% no resultd significativa, (P = 0.05) esto

probablemente se debid al tamafio reducido de la muestra.

Cuadro 24. Prueba de y%? para el porcentaje de tejido embriogénico, en relacion al

medio de cultivo utilizado.

Medio de|Formacion de Tejido|No Formacién de Tejido| Porcentajes
cultivo Embriogénico Embriogénico
DCR 12 0 100
GD 9 3 75

X2 =342
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Atree y Fowke (1991) mencionan que entre los medios de cultivo mas utilizados
con éxito para inducir tejido embriogénico, esta el DCR. Asi mismo mencionan que se
ha obtenido un crecimiento continuo en cultivos de Pinus taeda , solo con la adicion de
2,4-D y BA; Becwar ef al. (1991) ademis sugieren que el megagametofito proporciona
los reguladores de crecimiento necesarios para la induccion, debido a que en algunas
especies de pinos pno se presenta la induccion de tejido embriogénico cuando los
embriones cigoticos son usados como explante. Por su paite, Jones ef al (1993)
obtuvieron la mas alta frecuencia de induccién en el medio DCR adicionado con 0.5
mgl-! de BA y 3.0 mgl-l de 2,4-D utilizando glutamina como fuente principal de
nitrégeno; mencionan ademas que obtuvieron una mezcla de tejido embriogénico v no
embriogénico, caracterizado por células laxas parecidas a las del suspensor,
entremezcladas con células pequefias, compactas y esféricas, parecidas a las masas
preembribnicas de tejido embriogénico. Asi mismo, sefialan que ¢l tejido embriogénico
tuvo una corta vida y rapidamente fue enmascarado por tejido no embriogénico. Lo
anterior pudo acontecer en el presente experimento puesto que 2 pesar de los intentos
para llevar al tejido embriogénico a la maduracién de embriones somaticos, el resultado
fue negativo; a excepcién de la obtenciéon de 2 embriones somaticos de la etapa
catiledonar que se obtuvieron en los tratamientos con acido abscisico en Pinus

halepensis en el medio DCR.

Por otio lado se procedio a realizar una prueba de ¥? para la variable porcentaje

de tejido embriogénico con respecto a especies.
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Cuadro 25, Prueba de %2 para el porcentaje de tejido embriogénico en relacion a las

especies utilizadas.

Especies Formacidn de Tejido|No Forwmacién de|Porcentajes
comparadas Embriogénico Tejido Embriogénico

Pinus halepensis 12 0 100
Pinus cembroides 9 3 75

%% =13.42

La diferencia en el porcentaje de respuesta en cuanto a especies, €s otro aspecto
en que coinciden diversos investigadores; Jain et al. (1989) obtuvieron una frecuencia de
iniciacion del 6%, mientras que Newton ef al. (1994) con Pinus elliottii reportaron un
9%; por otro lado, Flinn ef al, citado por Jones et al. (19.93) obtuvieron una frecuencia
del 54%,

Las diferencias observadas en las frecuencias de induccion, reflejan una
habilidad variable de las diferentes especies, ademas de las diferencias en el estadio de
desarrollo de los embriones asi como de los diversos medios de cultivo utilizados (Atree

y Fowke, 1991).



S CONCLUSIONES

1. Las técnicas de organogénesis y embriogénesis somatica presentaron diferente potencial
de regeneracion para las especics en estudio, siendo la orgarogénesis la téenica mas

eficiente en ambas especies para la regeneracion in vifro.

2. Con respecto a la técnica de organogénesis empleada en esta investigacion, se observo
gue tanto el medio de cultivo como el tiempo de exposicion a los reguiadores de

crecimiento, influyeron en el numero de propagulos regenerados.

. Pinus cembroides, mostro mayor capacidad de respuesta in vitro.

L8]

4. El medio de cultivo DCR resulté mas eficiente para la regeneracion in vitro mediante d

organogenesis en ambas especies.

5. La capacidad de regeneracion in vitro, en generzl se vid disminuida, al incrementarse el

tiempo de exposicion a los reguladores de crecim.ento.
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