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RESUMEN

Pinus maximartineZii (Rzedowski) cs una especie endémica de pino en peligro de
extincidn, confinada a una poblacién de aproximadamente 2000 a 2500 drboles maduros
en una superficie de 400 ha. al sur de Zacatecas, México. El éxito del cultivo de tejidos
vegetales para conservacion de germoplasma, depende fundamentalmente de la tasa de
regeneracion, En base a esto se planteé como objetivo desarrollar un protocolo para la
micropropagacién de Pinus maximartinezii mediante la técnica de organogénesis. En la
etapa de induccién de yemas fueron cultivados embriones cigéticos y cotiledones en los
medios de cultivo DCR y GD adicionados con 0.3 mgl” 6 0.5 mgl”' de BAP; 0.01 mgl
de ANA y vitaminas. Los explantes fueron cultivados a 26 °C bajo un fotoperiodo de
16 h. Los explantes fueron transferidos cada 15 dias a los mismos medios de cultivo
(DCR y GDj} sin reguladores de crecimiento durante 6 semanas, para el desarrollo de
brotes. El andlisis fue un factorial 2% con 8 repeticiones. La variable evaluada fue el
numero de explantes que formaron yemas. Después de la induccion de yemas, los
explantes fueron transferidos a los medios basicos sin hormonas, adicionados con 0.1 %
de carbon activado. Se evalué el nimero de brotes por embridn, capacidad de formacion
de brotes y longitud de brotes a las 8 semanas del cultivo. Se seleccionaron brotes de 10
mm que fueron utilizados en diversos medios de enraizamiento. Se encontré diferencia
significativa entre medios de cultivo, concentracion de reguladores de crecimiento y
capacidad de formacién de brotes. La mdxima frecuencia de formacion de brotes se
presenté en el medio DCR adicionado con 0.5 mgl-' BAP y 0.01 mgl’] de ANA. La
frecuencia mds alta de induccién de raices in vitro fue de 17 % en el tratamiento de 24 h

de pulso y 23 % con la inoculacién de hongos micorrizicos in vivo.

Abreviaturas; BAP= Bencilaminopurina; ANA= Acido Naftalenacético; DCR= (Gupta y
Durzan 1985); GD= ( Gresshoff y Doy, 1972); mgl’! =miligramos por litro, h =horas.
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ABSTRACT

Pinus maximartinezii (Rzedowski) is an endemic species of pine endangered, confined
to a single population of approximately 2000 to 2500 mature trees, covers about 400 ha
in southern Zacatecas, Mexico. The success of tissue culture techniques for germplasm
preservation_ depends fundamentally on rate of regeneration. The objective of this study
was to achieve an in virro proliferation protocol of Pinus maximartineZii using
organogenesis technique. For bud induction stage, isolated cotyledons and zygotic
embryos were cultured on DCR and GD media, supplemented with 0.3 or 0.5 mgl :
BAP; 0.01 mgl”" NAA and vitamin solution. Explants were incubated at 26 “C under a
16 h photoperiod. The explants were transferred every 15 days to hormone-free medium
(DCR and GD) for a period of 6 wk for development of shoots. The statistical analysis
was a factorial 2* with 8 replications. The parameier evaluated was the number of
explants forming buds. After induction of buds, the explants were transferred to
hormone-free basal medium to which 0.1% activated charcoal was added. After 8 wk
were evaluated the number of shoots per embryo, shoot formation capacity index and
length of shoots. Elongated shoots (10 mm length) were exposed to several root
initiation media. Basal media, plant growth regulators concentration and shoot formation
capacity index were significantly different. The maximum frequency of shoot formation
occurred on DCR medium containing 0.5 mgl”' BAP and 0.01 mgl" NAA. The highest
root induction frequency was 17% on 24 h pulse treatment and 23 % with in vive

mycorrhizal fungi.

Abbreviation: BAP= bencil amino purine; NAA= Naftalen acetic acid; DCR= Gupta &
Durzan, 1985; GD= Gresshoft & Doy, 1972; mgl” = milligrams by liter; h= hours.
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I. INTRODUCCION

México es un Pais con una gran riqueza forestal y se considera que es centro de
origen de las pinaceas. El género Pinus es el mas importante de las coniferas, uno de los
centros de diversidad se encuentra en México. con alrededor de 60 especies.

El pifon azul o maxi pinon Pinus maximartinezii (Rzedowski) es una especie
endémica que ha sobrevivido a una restriccion genética extrema y se considera el mas
raro de los pinos pifioneros va que esta confinado a pequefios rodales de una sola
poblacion de aproximadamente 2000 a 2500 arboles maduros que cubren cerca de 400
ha; Se localiza entre 1600 y 2250 m. de altitud sobre una mesa llamada Cerro Pifiones la
cual estd en ¢l extremo sur de la Sierra de Morones en ¢l estado de Zacatecas. México.

La regeneracion de la especie es muy escasa o practicamente inexistente, debido a
que las semillas son ntilizadas como alimento y la cosecha se realiza cortando las ramas
con machete. y esto reduce el namero de yemas para tuturos brotes por lo tanto. se
disminuye su produccion natural, ademas el arbol tiene una corteza muy delgada y es
muy susceptible al fuego.

Las coniferas son propagadas tradicionalmente a partir de semillas. estacas, injertos y
fasciculos enraizados. Sin embargo en los ultimos 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, formacion de
embriones somaticos entre otras. Estas técnicas han demostrado ser efectivas en la
multiplicacion, mejoramiento y conservacion de plantas; especificamente juegan un
papel muy importante en la conservacion de especies en peligro de extineidn,

La propagacion in vitro mas utilizada en coniferas es la organogénesis y la
embriogénesis somatica; en cualquiera de los casos, la regeneracion de plantas requicre
de varias etapas que deben ser determinadas empiricamente; puesto que existen una serie
de factores que nfluyen para lograr una respuesta exitosa. Entre estos factores se
encuentran: Luz, Especie, Tipo de explante. Sacarosa. Medio de cultivo entre otros mas.

Por lo anterior, en el presente trabajo se desarrollo un protocolo para la

micropropagacion masiva in vitro de Pinus maximartinezii.



En esta etapa dc la organogénesis. 1os explantes se siguen manteniendo en un medio
sin reguladorcs 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 dilucion del medio basico: adicion de carbon activade y en ocasiones
disminucion de sacarosa; (Lu es «l.. 1991: Harry y Thorpe. 1994; Sen ef al.. 1994;
Saborio. 1996; Capuana, 2001). Por su parte. Zhang et o!l. (2006) mencionan que para la
formacién de brotes de alta calidad es indispensable la transferencia subsecuente de
yemas de Pinus massoniana a medios de cultivo con concentraciones mas bajas de

reguladores de erecimiento.

¢) Multiplicacion de brotes.

La funcién de esta etapa es incrementar el nimero de primordios foliares in vitro. La
formacion de brotes a partir de primordios foliares requiere del subcultivo a otro medio

con diferente equilibrio nutritivo y hormonal.

Una vez concluida la fase de alargamiento de yemas. los brotes son subcultivados a
medios de cultivo que pueden ser adicionados con reguladores de crecimiento como BA
y Zeatina para probar su habilidad en producir brotes axilares (Lambardi er al.. 1993).
El nimero de brotes axilares fue el mejor parametro para evaluar el efecto de NAA y
BA en la proliferacion de Thuja occidentalis. La multiplicacion de brotes fue mejor con
10uM BA vy 0.1uM NAA (Burkhart, 1991). En otra investigacion trabajando con Pinus

tueda, se obtuvo un promedio de 20 brotes/semilta en un periodo de 10 semanas (Niella



y Rocha. 2001). En el caso de Sequoia sempervirens. Sul logré establecer en 1995, la
proliferacion in vitro de mas de 20 brotes por explante. En un trabajo mas reciente. pero

con Pinus ayacahuiie. se han llcgado a formar hasta 50 a 60 brotes/semilla (Saborio.

1996).

d) Enraizamiento.

En angiospermas arboreas el enraizamiento in vifro ha mostrado ser relativamente
simple, mientras que en gimnospermas se ha presentado muy problematico (Selby y
Seaby. 1982). Aunque la produccién de yemas adventicias in vitro ha sido exitosa, con
frecuencia existe dificultad en el enraizamiento; (Capuana, 2001) logro la multiplicacion
de brotes de Pinus cembra y Pinus pinea. sin embargo. el enraizamiento fue dificil de
obtener, Por su parte. Mc¢ Keand y Allen (1984) han consignado anormalidades en el

sistema radical de Pinus taeda.

Ocasionalmente los brotes adventicios pueden formar raices espontaneamente, pero
el enraizamiento es mayormente estimulado con la adicion de IBA al medio Von Arnold
y Ericsson, 1981 0 ANA, AIA y BAP (Mott y Amerson. 1981). Se reporta que la auxina
que mas se utiliza es el IBA en concentraciones de 0.1 a 10 mgl™: o bien el someter los
tejidos a altas concentraciones de auxinas por varias horas (pulso) y en ocasiones la
combinacién de algunas citocininas (Kin, Zeatina, BAP) a razén de 0.01 - 0.1 mgl™,

benefician la formacion de raices (Villalobos e7 al., 1983; Thorpe, 2004).



La induceidn de raices se ha obtenido también a través del co-cultivo de los brotes
con Agrobacterium (Saborio. 1996). y mediante la inoculacion con hongos
ectomicorrizicos (Oliveira ¢f ¢l., 2003). Generalmente los brotes que alcanzan entre 15 y
30 mm son sometidos a tratamientos de pulso con IBA a razén de | uM y 10 uM de
NAA (Harry y Thorpe, 1994). Brotes de Picea rubens fueron sometidos a un tratamiento
de pulso IBA/NAA. 17% de los brotes formaron raices después del tratamiento con
0.1mM [AA + 0.1 mM [BA por 24h: y solo el 11% se obtuvo con 2.5 mM IBA + 2.5
mM NAA. El tratamiento mas efectivo para enraizamiento fue el de 4 h de pulso en 1.0
mM IBA + 10 mM NAA a un pH de 4.5, en el medio GD al 50% de su concentracién:

sacarosa 1-2% y 0.3% gelrite (Chin Yi et al.. 1991).

Por otro lado, Hargreaves ef al. (2004). aplicaron durante 10 dias un tratamiento en
el medio GD adicionado con 0.5 mgl”' NAA y 1.0 mgl' de IBA. a brotes de Pinus
radiata. Después de 13 a 18 semanas. se obtuvo un promedio de 65 a 74 % de
enraizamiento. Posteriormente, estos mismos investigadores (Hargreaves et al.. 2005)
observaron que en general, los brotes provenientes de cotiledones mostraron una

tendencia a tener menos raices que los provenientes de embridn.

Tang y colaboradores (2004a) han encontrado que la adicién de antioxidantes mejora
el enraizamiento de brotes de Pinus virginiana en una proporcion de 19 %. Estos
investigadores concluyeron que los antioxidantes redujeron e inhibieron la oxidacion y

la necrosis. al reducir la acumulacion de peroxidasa.
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¢) Aclimatacion

El estrés asociado a la evapotranspiracion acelerada de las plantas durante las etapas
iniciales del transplante puede reducir considerablemente la tasa de supervivencia de las
plantulas obtenidas in vitro: por lo que se recomienda. hacer uso de un invernadero o
una ﬁémara de crecimiento adecuado para brindar temperatura y humedad relativa
moderadas, que permitan lograr la rusticacion de las plantas en forma progresiva bajo

condiciones ex vitro (Pierik. 1990a).

La teécnica ex viire permite que el enraizamiento y aclimatacion se logren
simultdneamente y que raramente se forme callo en la base de las plantas. asegurando asi
una conexion vascular continua entre el vastago y la raiz. Nairn (1992). consigno un

enraizamiento ex vitro entre 5 a 85 % en Pinus radiata.

En 1982 Selby y Seaby observaron que plantulas de Pinus contorta desarrollaron un
gran numero de raices laterales primarias en un sustrato humedecido con auxinas. Lo
que disminuyo asi. la inestabilidad de las plantulas transplantadas. En Pinus halepensis
los brotes utilizados en la etapa de enraizamiento. fueron transferidos directamente a
macetas que contenian mezcla de turba y vermiculita en proporciones de 1:1 y regados
con agua corriente. Las macetas se mantuvieron con una humedad relativa de 70% por 3
a 4 semanas y después transferidos al invernadero (Lambardi et al, 1993). Para Pinus

radiata. Hargreaves et al. (2005) han transferido los brotes a charolas conteniendo una



mezcla de 1:1:1 de turba. perlita y arena. Los brotes se mantuvicron bajo condiciones de
luz y temperatura similares a aquellos que crecieron in vitro: después de una semana los
brotes fueron gradualmente endurecidos para llevarlos a condiciones de humedad
ambiental (60 £10%), al transcurrir cuatro semanas del establecimiento los brotes fueron
monitoreados y sembrados en charolas plasticas con la misma mezcla utilizada
anteriormente: con la adicion de 5gl™ de osmocote vy transferidas al invernadero por un

lapso de 8 semanas.
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5. METODOS

El presente trabajo de investigacion fue realizado en el Instituto de Biotecnologia de
la Facultad de Ciencias Biologicas., UANL y el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de
la Facultad de Agronomia de Ia Universidad Auténoma de Nuevo Leon. de Febrero de

2004 a Julio de 2007.

S.1 Material vegetal.

Pinus maximartinezii (Rzedowski) es una especie endémica en peligro de extincion
que unicamente se desarrolla en estado natural en el “cerro de pifiones™; se encuentra en
grupos o de manera aislada con individuos de porte variable que no superan los 12
metros de altura. en el municipio de Juchipila, Zacatecas; México. (NOM-059-ECOL-
2001: DOF. 2002). Semillas maduras de Pinus maximartinezii fueron colectadas de

arboles seleccionados en su habitat natural en octubre y noviembre del 2003 (Figura 1).
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Figura 1. Material vegetal de Pinus maximartinezii. A, conos en desarrollo; B, cono
maduro; C, Semillas maduras.

5.1.1 Estratificacion de la semilla.

Con la finalidad de eliminar los agentes contaminantes, las semillas fueron
cepilladas y lavadas con detergente en agua corriente durante 5 min y posteriormente,
fueron colocadas en una mezcla estéril de perlitay arena (1:1) y colocadas a 5 °C por

40 dias (Figura 2).

Figura 2. Semillas maduras de Pinus maximartinezii en estratificacion.
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5.1.2 Desinfeccion de la semilla.

La asepsia de los indculos utilizados es imprescindible para el é€xito en cultivo de
tejidos vegetales. [La mayoria de las especies presentan contaminantes superficiales o
incluso patégenos endogenos que, de no elimimarse, provocan la pérdida total de los

explantes.

Por lo expuesto anteriormente y con el objeto de eliminar los contaminantes
superficiales. las semillas intactas previamente estratificadas se sometieron a un proceso
de predesinfeccion con hipoclorito de sodio (NaOCl) al 6% de ingrediente activo
(Cloralex)™® adicionado con 2 g de detergente comercial. En esta solucion las semillas
permanecieron 5 min. Posteriormente. las semillas fueron cepilladas nuevamente v
enjuagadas con agua corriente permaneciendo por un lapso de 24h en estas condiciones

(Figura 3a).

Una vez concluida la predesinfeccion. se seleccionaron Unicamente semillas que
presentaban dimensiones uniformes. siendo en promedio de 2.0 a 2.5 ¢cm de largo;
procediéndose a eliminar las testas, utilizando un martillo para romperlas y extrayendo

el megagametofito intacto, para ser utilizado en el establecimiento in virro (Figura 3b).



5.1.3 Desinfeccion de los megagametofitos.

La desinfeccion se realiza con la finalidad de evitar las contaminaciones con
microorganismos, esto €s un aspecto basico que se debe considerar para el éxito del

establecimiento in vitro de los indculos y de todas las etapas siguientes de los explantes.

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

(Alder™®

). los megagametofitos fueron colocadas por 45 min en una solucidén de
peroxido de hidrogeno (H»0») de 12.5 volumenes y en agitacion continua. Con el

propdsito de eliminar el exceso de agente desinfectante, el material fue sometido a tres

enjuagues con agua esterilizada.

Después los megagametofitos se transfirieron a etanol al 70% (v/v) durante 1 min
realizandose un enjuague con agua esterilizada durante 5 min y en agitacion.
Posteriormente los megagametofitos se colocaron durante 5 min en una solucion al 15%
(v/v) de hipoclorito de sodio comercial (6% de ingrediente activo); adicionado con 0.5
ml de poliexietileno sorbitan monolaurato (Tween-20) seguido de 3 enjuagues con agua

esterilizada por 5, 10 y 15 min respectivamente y en agitacién (Figura 3c¢).
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Figura 3 Proceso de desinfeccion de las semillas de Pinus maximartinezii. A,
Predesinfeccion de la semilla; B, Escarificacion de la semilla; C, Desinfeccion de los
megagametofitos; D, Megagametofitos asépticos.

5.1.4 Explante o indculo

El explante es una parte de un tejido o de un 6rgano que se aisla del resto de la
planta. La elecciéon de un explante apropiado contribuye el primer paso para el
establecimiento de los cultivos; en primera instancia, dicha eleccion estda determinada

por el objetivo perseguido y la especie vegetal utilizada (Roca y Mroginski 1991).
En el presente estudio se utilizaron como fuente de indculo dos tipos de explante:
cotiledones disectados de embriones maduros y embriones cigéticos obtenidos de

megagametofitos (Figura 3d).

El proceso de extraccion de los explantes se realizo utilizando pinza y bisturi en la

campana de flujo laminar sobre cajas petri esterilizadas (Figura 4 y 5).
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Figura 4. Obtencién de embrion maduro a partir del megagametofito de Pinus
maximartinezii. A, Megagametofito maduro completo; B, Extraccion del embrion
maduro.

Figura 5. Obtencion de cotiledones de Pinus maximartinezii a partir de embrién
maduro. A, Embrién maduro; B, Cotiledones disectados.

5.2 Medios de cultivo.

Una vez definido el objetivo perseguido con el cultivo in vitro de un determinado
explante, es necesario elegir un medio de cultivo apropiado, donde hay que considerar
no solo sus componentes sino, su preparacion. En la actualidad existen innumerables
formulaciones, cada una de las cuales contienen entre 15 y 35 compuestos quimicos que
suministran: carbono, nutrimentos minerales, vitaminas, agente gelificante y sustancias

reguladoras de crecimiento entre otros compuestos.

36



Los medios seleccionados para el cultivo in vitro de esta especie fueron DCR

(Gupta y Durzan. 1985) y GD (Gresshoft v Doy, 1972). para las primeras etapas de

desarrollo del cultivo (TABLA I). A continuacion se enlistan los componentes

inorganicos de ambos medios de cultivo para 1000 m| de medio.

TABLA |

Componentes inorganicos de los medios DCR y GD.

Nutrimentos (mgl™) Medio DCR Medio GD
NH4NO; 400.00 0 eeeee-
(NH4).80, e 200.00
KNO3 340.00 1000.00
KH-PO, 170.00 _ _ emeee-
CaCls 2H,0 ' 85.00 150.00
Ca(N03); 4H,O 556.00 0 eeee--
NasHPO; 7H.O  eceme- 300.00
NaH,P0O; H,O —me- 56.30
Kl 0.83 0.75
5 90.00
H;BO; 6.20 3.00
MnSO4 H,O 22.30 10.00
ZnSO4 7H,0 8.60 3.00
Na>MoO,4 2H,0 0.25 0.25
CuSQO4 5H,0 0.25 0.25
CoCl; 6H>O 0.025 0.25
NiCl, 6H>O 0.0025  —meee-
FeSO4 7H0 27.80 27.80
Na;EDTA 37.30 37.30

Los componentes inorganicos anteriormente serialados constituyen los medios de

cultivo basicos. Sin embargo es indispensable la adicion de componentes organicos en

los medios de cultivo como los enlistados en (TABLA 1I).
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TABLA I

Componentes organicos adicionados a los medios DCR y GD.

Vitaminas mgl™ DCR GD
Tiamina HCI 1.0 1.0
Glicina 2.0 ----
Piridoxina-HCI 5.0 0.1
Glutamina 50.0 -—
Acido Nicotinico 5.0 0.1
Inositol 200,0 10.0
Caseina hidrolizada 500.0 ——
Acido abscisico 10.0 10.0
Bencilaminopurina 0.3 0.3
Bencilaminopurina 0.5 0.5
Acido indolbutirico 10.0 10.0
Acido naftalenacético 0.01 0.01

Una vez adicionados ambos componentes. el pH fue ajustado a 5.7 con NaOH y
HCL al IN a 5.7 y aforado a 1000 ml el medio fue suplementado con 0.5% de agar-gel
(5gI™"y como agente gelificante; pasandose a fundir en horno microondas por 7 min Los
medios de cultivo se dosificaron en frascos de vidrio de alimento infantil. con 25 ml de
medio por unidad experimental. Estos fueron esterilizados en una autoclave a 121 °C de

temperatura y 1 atmosfera de presion por 15 min.

5.3 Condiciones controladas del cultivo in vitro.

En general es necesario disponer de una camara de cultivo donde se pueda controlar
la luz y temperatura principalmente.
Las unidades del experimento permanecieron 6 semanas en condiciones controlados

de fotoperiodo de 6h-luz a 100 pumol.m>.S” y temperatura de 26 °C (Figura 6).



Figura 6. Unidades del experimento en condiciones controladas de Pinus

maximartinezii,

5.4. Modelo estadistico.

El modelo estadistico utilizado para este experimento fue un disefio completamente
al azar con un arreglo factorial 2°, donde el factor A son los explantes, el factor B son
los medios de cultivo y factor C son las concentraciones a los reguladores de
crecimiento, con 8 repeticiones por tratamiento, siendo un total de 8 tratamientos. El
modelo fue un disefio completamente al azar con arreglo factorial el cual se expresa
como: Y = p + T + Ej. Los resultados fueron analizados a través de analisis de

varianza utilizando el programa estadistico SPSS.
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5.5 Etapas de la organogénesis.

El proceso morfogénetico de la organogénesis implica la formacion de estructuras
unipolares como raices y tallos el cual en coniferas se lleva a cabo en diversas etapas
con la adicion de diferentes reguladores de crecimiento (Tang et al.. 2004 b). Por su

parte, Bergmann (1992), reporta que el éxito en un sistema organogénico determinado

no es garantia para asegurar una respuesta favorable en otra especie,

5.5.1 Etapa de establecimiento aséptico

Lo que se pretende obtener en esta etapa es establecer cultivos viables. El éxito de
esta etapa estd determinado por la edad de la planta donadora, por su estado fisiologico
y el tamaiio del explante. En esta etapa los principales procesos a controlar son la

seleccion. el aislamiento y la desinfeccion de los explantes (Pierik, 1990).

El material utilizado como fuente inicial de explantes corresponde a embriones
cigéticos y cotiledones obtenidos de semillas maduras ambos fueron previamente
desinfectados asépticamente y sembrados en posicidn horizontal con la finalidad de que
todos los explantes estuvieran en contacto con los medios de cultivo DCR y GD,
adicionados con BAP a razén de 0.3 y 0.5mgl”’ ademas con 0.01mgl™” de NAA (Figura
3). Posteriormente las unidades experimentales fueron selladas y colocadas en un cuarto
de incubacion, bajo condiciones controladas con un fotoperiodo de 16hr-luz a 100

umol.m>.S™" a una temperatura de 26 °C. Después de 10 dias del establecimiento

40



aséptico se evaluo el porcentaje de supervivencia y el porcentaje de contaminacion de

los explantes in vitro.

5.5.2 FEtapa de induccion de primordios de yemas.

La funcion de esta etapa es incrementar el nimero de propagulos en cultivo in vitro
(Hartmann y Kester, 1999). Para esta etapa de desarrollo del experimento, los explantes
fueron transferidos a medio nuevo. Posteriormentc las unidades experimentales fueron
selladas y colocadas nuevamente en incubacion, bajo las mismas condiciones
controladas de fotoperiodo y temperatura. Una vez transcurridas 6 semanas, los
explantes fueron evaluados. Se procedid a efectuar observaciones morfologicas en los
tratamientos. La variable evaluada fue el porcentaje de explantes viables, mediante una

prueba estadistica no paramétrica de X7,

A continuacion se muestran los tratamientos a los que fueron sometidos los

explantes para estudiar su respuesta in vitro (TABLA 111).
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TABLA [11

Tratamientos a Jos que se sometieron cotiledones y embriones cigdticos maduros de
Pinus maximartinezii para estudiar su respuesta in vitro en las diferentes etapas.

Factor A Factor B Factor C Numero de
Explante Medio de Concentracion de tratamiento
cultivo reguladores de
crecimiento mgl”

Cotiledones DCR 0.3 1

0.5 2

GD 0.3 3

0.5 4

Embrion DCR 0.3 5

0.5 6

GD 0.3 7

0.5 8

Los tratamientos se establecieron bajo un disefio completamente al azar. con arreglo
factorial 2°; donde el factor A: Explantes; factor B: Medios de cultivo; factor C:

Concentracion de los reguladores de crecimiento,

5.5.3 Etapa de 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).

Con la finalidad de favorecer e] alargamiento de yemas, en ésta etapa, los
cotiledones y embriones fueron transferidos a los medios DCR (Gupta y Durzan, 1985)
v GD (Gresshoff y Doy, 1972). eliminando los reguladores de crecimiento y

disminuyendo la sacarosa a la mitad de su concentracion. Este procedimiento se repitio
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cada 15 dias. En estas condiciones, los ¢xplantes permangcieron por seis semanas en el
cuarto de mcubacion en las mismas condiciones de temperatura y fotoperiodo que la
etapa anterior. La variable evaluada fue el nimero de yemas que presentaban al menos

2 primordios foliares bien desarrollados.

5.5.4 Etapa de formacion de brotes.

La funcion de esta etapa es incrementar el numero de primordios foliares in vilro.
Los brotes son subcultivados sobre medios de cultivo que pueden ser adicionados con
reguladores de crecimiento para probar su habilidad de producir brotes. (Lambardi ez

al.. 1993).

Con la finalidad de evaluar el nimero de brotes asi como la longitud de los mismos
los explantes con yemas desarrolladas se transfirieron a los mismos medios de cultivo de
la etapa anterior pero ahora adicionados con 0.1% de carbén activado manteniéndose en

¢l cuarto de incubacidon durante 8 semanas.

Por otro lado, con la finalidad de evaluar el indice de capacidad de formacion de
brotes, para determinar la eficiencia de los tratamientos se evalud el porcentaje y

promedio de explantes que presentaron respuesta. Utilizando la siguiente formula:

CBF= (No. Promedio de brotes por Explante) (% de explantes que formaron brotes)
100

segun la metodologia utilizada por Lambardi er al., (1993). Los efectos principales de

explantes, medios de cultivo y concentraciones se estudiaron con un analisis de varianza
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utilizando las interacciones de primero y segundo orden como cestimadores del error

experimental.

5.5.5 Ftapa de enraizamiento de brotes.

El enraizamiento de brotes en angiospermas ha mostrado ser relativamente simple,

mientras que en las gimnospermas se ha presentado mayor problema (Thorpe. 2004).

5.5.5.1 Enraizamiento i»n virro.

En esta etapa de la organogénesis se establecieron tres experimentos, para el
primero. los brotes fueron disectados de los explantes y sometidos a un tratamiento por
16h en una solucion conteniendo 1.0 mgl” de IBA vy 0.5 mgl'I de ANA aun pH 4.5.
Los brotes tratados fueron colocados en tres medios de cultivo (DCR. GD, MS). al 50

% de su concentracion original de sales minerales v sacarosa en estado liquido y solido

(TABLA IV).

Las unidades experimentales se transfirieron al cuarto de incubacion en condiciones
controladas de fotoperiodo de 16h-luz a 100 umol.m”.S™" con una temperatura de 26 °C,

por ocho semanas. La variable evaluada fue el numero de brotes con raiz.
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TABLA IV

Componentes inorganicos de los medios DCR, GD, MS y SH.

Nutrimentos (mgl™) Medio Medio Medio Medio
DCR GD MS SH

NHsNO; 400.0 1650.00
(NH.),80; e 200.00 somes s
KNO; 340.00 1000.00 1900.00 2500.00
MgSO;4 7H0 370.00 250.00 370.00 400.00
KH2PO4 170.00 - I700. ===
CaCl; 2H20 85.00 150.00 440,00 200.00
Ca(N03)» 4H-0 556.00 = emmemm ememee ameee
NaH,PO, 7H,0 s 300.00 sen. aewe
Na,HPO, H,0 e 56.30 s e
Kl 0.83 0.75 0.83 1.00
/7 i N O D — 90.00 e e
H;BO; 6.20 3.00 6.20 5.00
MnSOq4 H>0 22.30 10.00 10.00
ZnSO4 7TH,O 8.60 3.00 8.60 1.00
Na;MoO4 2H,0 0.25 0.25 0.25 0.10
CuS04 SH>0 0.25 0.25 0.025 0.20
CoCly 6H,0 0.025 0.25 0.025 0.10
NiCl, 6H,0 0.0025  eeeee- —
FeSO4 7H,0 27.80 27.80 27.80 15.00
NaEDTA 37.30 37.30 A S
Na,. EDTA s A 1 37.30 300.00
MnS0.4H,0 comesm  eses 22.00 20.00
Sacarosa 30000.00 20000.00 30000.00 30000.00
pH 5.7 i 5.7 5.7

Para esta etapa fue establecido un segundo experimento donde se utilizaron tres
medios de cuitivo modificados (TABLA 1V). Al 75, 50 y 25 % de su concentracion
original de sales minerales y disminuyendo la sacarosa al 50%. Los brotes fueron
sometidos asépticamente a un proceso de pulso el cual consistio en colocarlos en cada
medio de cultivo (en estado liquido) adicionado con 10 mgl™' de IBA por un lapso de 72
h. Posteriormente se transfiricron por ocho semanas a los mismos medios de cultivo

solidificados. La variable evaluada fue el nimero de brotes que presentaron raices. El
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3

disefio fue un completamente al azar con arreglo factorial 3” con 8 repeticiones por

tratamiento.

Un tercer experimento consistio en utilizar brotes mayores de 1.0 cm de a']tura que
fueron colocados en un tratamiento de pulso de 1.0 mM de IBA a diferentes tiempos de
exposicion: 6. 12 y 24 h: posteriormente fueron colocados en los medios ( DCR y GD)
al 100% y al 50% de concentracién de las sales minerales, sin reguladores de
crecimiento, con la mitad de la concentracion de la sacarosa y 1.0 y 0.5 % de carbon
activado. En estas condiciones permanecieron por ocho semanas en el cuarto de
incubacion. Los tratamientos fueron establecidos al azar, regidos por un factorial 2°, con
8 repeticiones por tratamiento. donde la variable evaluada fue numero de plantas con

raiz y numero de raices por planta.

5.5.5.2 Enraizamiento de brotes in vivo,

La técnica ex viiro permite que el enraizamiento y aclimatacion se logren
simultdneamente ya que ocasionalmente se forma callo en la base de las plantas,
asegurando asi una conexién vascular continua entre el vastago y la raiz.  Diversos
estudios han demostrado el potencial de usar hongos micorrizicos para la propagacion
vegetativa. Ademas la inoculacién puede incrementar la habilidad de las plantulas para
contrarrestar el estrés producido por la transferencia ex vifro. De modo que ciertos
tactores puedan actuar de manera sinérgica lo que puede llevar a respuestas positivas en

los genotipos que sean compatibles con los hongos (Niem. et al.. 2004).
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En ésta etapa fueron utilizados brotes de 3.0 cm de altura, los cuales se sometieron a
un tratamiento con Benlate a razén de 150 mgl” por 30 minutos. (Figura 7 a, b).
Posteriormente se colocaron por separado en un sustrato 1:1:1 de peat moss, perlita y
arena de rio (Figura 7c). Cada brote fue regado con una solucién esterilizada .al 0.2 gl

de Raizal™® y cubierto con bolsa de plastico (Figura 7d).

Se establecieron 30 unidades experimentales en condiciones controladas de luz y

temperatura, evaluandose el nimero de plantas con raices después de 4 semanas.

Se establecid un segundo experimento, inoculando con esporas de micorrizas
(Ectomycorrhiza) a razén de 1.0 mgl™" adicionado con una gota de jabon liquido por

cada 150 ml de agua.

Las unidades fueron establecidas en las mismas condiciones que el experimento

anterior; estableciéndose 30 unidades experimentales. La variable evaluada a las 4

semanas fue el nimero de brotes que presentaron raiz.

Figura 7. Brotes enraizados in vivo de Pinus maximartinezii. A, Brotes mayores de 3
cm de altura; B, Brote con la base lavada; C, Sustrato en proporcion de 1:1:1; D, Brote
cubierto con plastico.
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5.5.6 Aclimatacion de las plantas.

Para favorecer la aclimatacion de las plantas es necesario llevar a cabo el proceso
gradualmente, puesto que la inestabilidad de las plantas transplantadas es debido en
parte, a la falta de raices primarias; asi como a la incidencia de malformaciones en el

sistema radicular. (Selby y Seaby, 1982).

Con el propdsito de lograr la aclimatacién, las plantas enraizadas fueron transferidas
a macetas que contenian sustrato de peat moss, perlita y arena de rio en proporcion de
1:1:1 (Figura 8 a, b). Las unidades experimentales se regaron con agua bidestilada.
Todas las macetas fueron cubiertas por 4 semanas con bolsas de plastico transparente

para mantener la humedad relativa alta. (Figura 8c).

Posteriormente las macetas permanecieron en condiciones de invernadero por dos
semanas; gradualmente, las bolsas plasticas fueron perforadas hasta que se eliminaron
por completo. Las variables evaluadas fueron: Porcentaje de supervivencia y nimero de

plantas aclimatadas (Figura 8d).

Figura 8. Plantas aclimatadas de Pinus maximartinezii después de 8 semanas del
establecimiento en esta etapa. A, Planta con raiz; B, Planta establecida in vivo; C,
Plantas a las 4 semanas; D, Planta a las 8 semanas.
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6. RESULTADOS

6.1 Variables evaluadas en las etapas de organogénesis.

Los resultados de las variables en estudio, fueron transformados calculando la raiz

cuadrada para ser utilizados en los andlisis de varianza y asegurar una distribucion

normal (Snedecor y Cochran. 1971),

6.1.1 Establecimiento aséptico de los explantes.

A los 10 dias del establecimiento in vitro. se determino un 0 % de contaminacion y

100% de supervivencia para todos los tratamientos del experimento en ambos explantes

(Figura 9).
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Figura 9. Respuesta observada en el establecimiento in vitro de Pinus

maximartinezii. A, Establecimiento aséptico de los explantes; B, Respuesta de los
explantes a los 10 dias.

6.1.2 Induccion de primordios de yemas

Los embriones cigéticos y cotiledones utilizados en esta etapa presentaron cambios
morfoldgicos que se hicieron evidentes desde los primeros S dias de iniciado el cultivo.
Ambos explantes evidenciaron cambios en la tonalidad de un color crema inicial a un
verde claro; posteriormente la tonalidad verde se volvié mas intensa y con pigmentos

purpura, iniciandose el proceso de desdiferenciacion.

A las 6 semanas de iniciado el cultivo, en ambos explantes se observo la formacion
de estructuras nodulares similares a callos con primordios de yemas presentes. El
analisis de varianza para esta etapa no detectd diferencias significativas entre los tres
factores estudiados. Se puede observar la respuesta obtenida en la Figura 10 donde se

muestran cambios cualitativos en la morfologia de los explantes. La prueba no
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paramétrica no presentd diferencia significativa para tratamientos, puesto que el 100%

de los explantes mostraron respuesta.

Figura 10. Formacion de estructuras nodulares en embriones cigéticos y cotiledones
de Pinus maximartinezii a las 6 semanas después de la transferencia in vitro. A,
Desdiferenciacion de los explantes in vitro, B, Respuesta a las 3 semanas del
establecimiento in vitro; C, Respuesta a las 6 semanas del establecimiento in vitro.

6.1.3 Alargamiento de yemas

El analisis de varianza no presenté diferencias significativas para ningiin factor en

esta variable. La comparacion de medias a las seis semanas del cultivo se muestra en

la (TABLA V).

160698
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TABLA V

Nimero de yemas promedio de Pinus maximartinezii que presentaban 2 primordios
foliares a las seis semanas en la etapa de alargamiento.

Explante Medio de Cultivo Concentracién de reguladores
de crecimiento mgl
Cotiledones Embrion DCR GD 0.3 0.5
1.093a 1.375a 1.312a  1.156a 1.281a 1.187a

Literales diferentes dentro de cada factor indican diferencias significativas entre
los niveles (P=0.05).

Sin embargo, la Figura 11 muestra la respuesta obtenida en ambos explantes.

Figura 11. Alargamiento de yemas en embriones cigéticos y cotiledones de Pinus
maximartinezii a las 2, 4 y 6 semanas de la transferencia en los medios de cultivo. A,
Explantes con yemas a las 2 semanas de la transferencia; B, Yemas a las 4 semanas de
la transferencia; C, Elongacion de yemas a las 6 semanas de la transferencia.
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6.1.4 Formacion de brotes

Con respecto a la variable namero de brotes. el andlisis de varianza mostro diferencia
significativa para medios de cultivo y concentracion de reguladores de crecimiento

(TABLA VI).

TABLA VI

Andlisis de varianza para la vanable nuimero de brotes de Pinus maximartinezii
obtenidos a las 8 semanas de cultivo in vitro.

FV SC GL M F Sig.
Explante (E) 0.563 1 0.563 0.174 0.678
Medio (M) 22563 1 22.563 6.981 0.011 *
Concentracion  (C) 14.063 1 14.063 4351 0.042*
ExM 1.000 1 1.000 0.309 0.580
ExC 0.250 1 0.250 0.077 0.782
MxC 0.250 1 0.250 0.077 0.782
ExMxC 6.250E-02 1 6.250E-02 0.019 0.890
Error 181.000 56  3.232
Total 219.750 63

*Diferencia significativa

Asi mismo, la comparacion de medias mostrd diferencia estadistica para medios de
cultivo presentando un mayor nimero de brotes en el medio DCR (4.031). comparado

con el GD donde se encontraron (2.844) en promedio (Figura 12).
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Figura 12. Numero de brotes de Pinus maximartinezii obtenidos a las 8 semanas de
cultivo in vitro en los medios DCR Y GD.

La comparacion de medias para concentraciones de reguladores de crecimiento,
mostro diferencia significativa (p=0.042); presentando un mayor nimero de brotes con
0.5 mgl' de BAP (3.906), comparado con la concentracion de 0.3 mgl’ donde se

obtuvieron 2.969 en promedio (Figura 13).

54



Numero
de brotes

Concentracion

@0,3 MO,5

Figura 13. Numero de brotes de Pinus maximartinezii obtenidos a las 8 semanas de
cultivo in vitro en dos concentraciones de BAP,

6.1.5 Longitud de brotes
Otra de las respuestas de interés en el cultivo in vitro, que se asocia con el

crecimiento y desarrollo del explante, es la longitud de brotes. El andlisis de varianza de

esta variable se muestra en la (TABLA VII).
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TABLA VII

Andlisis de varianza para la variable longitud de brotes obtenidos a las 8 semanas en la
triple interaccion en Pinus maximartinezii.

FV SC GL CM F Sig.

Explante (E) 0.281 1 0.281 1.459 0.239
Medio (M) 1531 1 1.531 7.946 0.010
Concentracion (C) 2.000 1 2.000 10.378 0.004
ExM 0.125 ] 0.125 0.649 0.429
ExC 2.531 1 2.531 13.135 0.001
MxC 0.781 1 0.781 4.054 0.055
ExMxC 8.000 1 8.000 41.514 0.000
Error 4.625 24 0.193

Total 19.875 31

El andlisis de varianza mostré diferencia significativa en la triple interaccion por lo
que se procedio a realizar la comparacién de medias en cotiledones y embriones

(TABLA VIII).

TABLA VIII

Promedios obtenidos a las 8 semanas en la variable longitud de brotes de Pinus
maximartinezil.

Explante Medio  Concentracién Longitud de brote en cm.
Cotiledones DCR 0.3 225 a
Cotiledones DCR 0.5 1.0 b
Cotiledones GD 0.3 1.25 b
Cotiledones GD 0.5 2.625a
Embrién DCR 0.3 1.5 b
Embrién DCR 0.5 1.125b
Embrién GD 0.3 275 a
Embrion GD 0.5 1.0 b

Cuando se utilizaron los cotiledones como explante, se presenté mayor longitud con

el medio DCR a concentracion de 0,3 mgl” y para el medio GD se presento con 0.5
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mgl™ Al utilizar el embrion como explante. la mayor longitud se observé en el medio

GD con 0.3 mgl™

6.1.6 Capacidad de formacion de brotes

Con la finalidad de tener mediciones cuantitativas objetivas que puedan ser utilizadas
para seleccionar los mejores tratamientos, se evalud el indice de capacidad de

formacidn de brotes. El analisis de varianza se muestra en la (TABLA IX).

TABLA IX

Andlisis de varianza de la variable capacidad de formacion de brotes de Pinus
maximartinezii obtenidos a las 8 semanas,

Fv SC GL CM F Sig.
Explante 20225 1 20.225 249381  0.000*
Medio 0.442 1 0.442 5.448 0.080
Concentracién 0.336 1 0.336 4.145 0.111
Error 0324 4 8.110E-02
Total 21.327 7

* Dilerencia significativa

La comparacion de medias para el factor explante muestra que el embrién fue

superior a los cotiledones. En cuanto al medio de cultivo, el DCR presentdé mayor

respuesta que el GD (TABLA X).
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TABLA X

Promedios obtenidos a las 8 semanas en la variable capacidad de formacién de brotes de
Pinus maximartineZzii.

Explante Medio de Cultivo ~ Concentracion de reguladores de
crecimiento mgl”
Cotiledones Embrion  DCR GD 0.3 0.5
0.520a 3.700b  2.345a 1.875b* 1.905a 2.315a

Literales diferentes dentro de cada factor indican diferencias significativas entre los
niveles ( P=0.05). * Significativa al 0.08 de probabilidad.

En la Figura 14, se muestra el proceso de formacién de brotes en ambos explantes; se

consideraron solo aquellos que mostraban al menos dos primordios foliares bien

desarrollados.

Figura 14. Proceso de formacion de brotes de Pinus maximartinezii a las 8 semanas de
cultivo. A, Explantes con primordios foliares; B, Formacion de brotes en desarrollo; C,
Brotes diferenciados a partir de embrion cigético; D, Brotes diferenciados a partir de

cotiledones.

6.1.7 Enraizamiento de brotes

En los brotes establecidos en los tratamientos del primer experimento, después de 8
semanas de cultivo in vitro, no fue posible analizar los datos estadisticamente puesto que
los explantes que se mantuvieron tanto en medio liquido como sélido, se oxidaron hasta

llegar a la senescencia total del brote (Figura 15a).
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Figura 15. Respuesta de los brotes de Pinus maximartinezii a las 8 semanas en medios
de cultivo para promover enraizamiento in vitro. A, Respuesta de los explantes en
medio sélido; B, Respuesta de los explantes en medio liquido.

En el segundo experimento los brotes establecidos tendieron a formar callo en la base

pero continuaron su crecimiento y no existié oxidacién ni senescencia, estos brotes

fueron utilizados para tratamientos, posteriores de enraizamiento iz vivo (Figura 16).

Figura 16. Brotes de Pinus maximartinezii.

Con respecto al tercer experimento, los resultados fueron evaluados y se compararon
los medios en cuanto a la formacion de raiz; se realizé un analisis de Ji-cuadrada con la
informacién de la TABLA XI, en donde se observa que la mayoria de los brotes no
formaron raices. La prueba de Ji-Cuadrada mostré que no hubo diferencia significativa

entre los medios en cuanto al nimero de raices formadas (TABLA XII).
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TABLA XI

Numero de brotes de Pinus maximartinezii que no formaron raiz, con una raiz y
con dos raices en los medios DCR y GD.

Sinraiz Conuna Condos Total

raiz raices
MEDIO DCR 38 8 2 48
GD 4] 6 1 48
Total 79 14 3 96
TABLA XII

Prueba de Ji-Cuadrada para la comparacion de medios de cultivo en cuanto al
numero de raices formadas en pinus maximartinezii.

Valor Gl Sig.
Ji-Cuadradade |0.733 2 0.693
Pearson

Por otro lado, se determind que la concentracion de los medios de cultivo no
contribuyé en mejorar el enraizamiento. La concentracion con el 100% de las sales
minerales presentd un total de 5 brotes con una raiz y un brote con dos raices, mientras
que la concentracion con la mitad de las sales minerales presentd 9 brotes con formacién
de una raiz y dos con dos raices (TABLA XIII). La prueba de Ji-cuadrada mostro que
no hubo diferencia significativa (p=0.408) entre las 2 concentraciones en cuanto al

numero de brotes que formaron raiz {TABLA XIV).
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TABLA XIII

Numero de brotes de Pinus maximartinezii que no formaron raiz, con una raiz y
con dos raices con diferentes concentraciones de sales minerales.

Sin Conuvna Condos Total

raiz raiz raices
Concentracién  100% 42 5 1 48
50% 37 9 2 48
Total 79 14 3 96
TABLA XIV

Prueba de Ji-cuadrada para la comparacion de concentracion de medios en cuanto
al nimero de raices formadas en Pinus maximartinezii.

Valor Gl Sig.
Ji-Cuadrada de 1.793 2 0.408
Pearson

En el experimento correspondiente a los tiempos de pulso. tnicamente 3 brotes
formaron una raiz en los tiempos de 6h y12h; sin embargo. ¢l tratamiento de 24h
presento 8 brotes con una raiz y 3 con dos raices (TABLA XV). Encontrandose
diferencias significativas en la prueba de Ji. Cuadrada con (p= 0.024) entre los tres
tiempos de pulso en cuanto al numero de brotes con formacién de raices (TABLA
XVI). Esto indica que el tiempo de pulso puede ser un factor importante en la

diferenciacion de raices.
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TABLA XV

Numero de brotes de Pinus maximarliinezii que no formaron raiz. con una raiz y
con dos raices expuestos a tres tiempos de pulso.

Sinraiz Conuna Condos Total

raiz raices
TIEMPO 6h 29 3 0 32
12 h 29 3 0 32
24 h 21 8 3 32
Total 79 14 3 96
TABLA XVI

Prueba de Ji-cuadrada para la comparacion de tres tiempos de pulso en cuanto al
namero de raices formadas en Pinus maxinartinezii.

Valor Gl Sig.
Ji-Cuadrada de 11.192 4 0.024

Pearson

En la Figura 17 se muestra la mejor respuesta en cuanto a los tiempos de pulso a

los que fueron sometidos los brotes.
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6 horas 12 horas 24 horas

@ Una raiz Bl Dos raices

Figura 17. Nimero de brotes de Pinus maximartinezii que formaron raices en tres
tiempos de exposicion al puilso.

A las ocho semanas se midié longitud y el niumero de raices en las unidades
experimentales en donde se manifesté formacién de raiz. Con esta informacion se
obtuvo el crecimiento promedio de raices a las ocho semanas. Esta variable se utilizd
para comparar los niveles de los factores estudiados (medios, concentraciones y
tiempos) utilizando un andlisis de varianza, con la finalidad de evaluar el efecto de estos

factores sobre el crecimiento de raices.

En cuanto a la comparacion de los medios de cultivo, se encontré que no hubo

diferencias significativas entre €stos para el crecimiento promedio de raices (TABLAS

XVII y XVIII).
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TABLA XVII

Anadlisis de varianza para la comparacion de medios de cultivo utilizados para
crecimiento de raiz in vitro en Pinus maximar(inecii.

FV SC GL CM F Sig.
Medio 3.661 l 3.661 0.820 0.379
Error 66.957 15 4.464

Total 70.618 16

TABLA XVIII

Medias de crecimiento de raiz (mm) de Pinus maximartinezii obtenidas en dos medios
de cultivo a las 8 semanas de cultivo iz vitro.

Error
Medio Media  Estandar 95% Intervalo de confianza
Limite inferior Limite superior
DCR 7.700 0.668 6.276 9.124
_GD 8.643 0.799 6.94] 10.345

De igual manera las concentraciones de los medios de cultivo no tuvieron influencia

en el crecimiento de raiz, como se observa en (TABLAS XIX y XX).

TABLA XIX

Analisis de varianza para la comparacion de concentraciones de medios de cultivo en
cuanto al crecimiento de raiz de Pinus maximartinezii in vitro.

FV SC GL CM F Sig.
Concentraciones 1.061 1 1.061 0.229 0.639
Error 69.55 15 4.637
Total 70.61 16
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TABLA XX

Medias de crecimiento de raiz (mm) de Pinus maximartinezii obtenidas en dos
concentraciones de medios de cultivo a las 8 semanas de cultivo in vitro.

Error
Concentracion Media Estandar 95% Intervalo de confianza
Limite inferior Limite superior
100% 7.750 0.879 5.876 9.624
50% 8.273 0.649 6.889 9.657

Los tiempos al pulso no mostraron diferencias significativas para el crecimiento de

raiz (TABLAS XX I'y XXII).

TABLA XXI

Analisis de varianza para la comparacion de tiempos al pulso en cuanto al crecimiento
de raiz en Pinus maximartinezii.

FV SC GL CM F Sig.
Tiempo 7.375 2 3.688 0.816 0.462
Error 63.242 14 4.517

Total 70.618 16

TABLA XXII

Medias de crecimiento de raiz (mm) en tres tiempos de exposicion al pulso en Pinus
maximartinezii.

Error
Tiempo  Media Estdndar 95% Intervalo de confianza
Limite inferior Limite superior
6 horas 8.333 1.227 3.701 10.965
12 horas  6.667 1.227 4.035 9.299
24 horas  8.409 0.641 7.035 9.784
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La Figura 18 muestra brotes que formaron raices después de ocho semanas de

permanecer en condiciones de cultivo in vitro.

Figura 18. Brotes con raices después de 8 semanas en los medios de enraizamiento en
Pinus maximartinezii. A, Brotes con raiz en el medio DCR; B, Brotes con raiz en el
medio GD.

6.1.7.1 Enraizamiento de brotes in vivo.

Después de 4 semanas en el sustrato 1:1:1 de peat moss, perlita y arena de rio, los
brotes presentaron 13.33 % de enraizamiento; 20.01 % no formaron raices; afectando
también el que 66.66 % de los brotes presentaran problemas de marchitamiento

(damping-off).

Por otro lado, en los resultados del experimento donde adicionalmente se inocularon

esporas micorrizicas; 23.33 % de los brotes formaron raices; 43.34 % no diferenciaron

raiz y 33.33 % presentaron damping-off.
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6.1.8 Aclimatacién de plantas

Con los sustratos utilizados se logrd obtener el 50% de plantas aclimatadas. En el
porcentaje restante se presentaron problemas de marchitamiento. La figura 19 muestra la

secuencia del proceso de aclimatacidn.

Figura 19. Plantulas de Pinus maximartinezii aclimatadas después de 8 semanas en
condiciones controladas y de invernadero. A, Plantula para la aclimatacién; B, Plantula
con raiz lavada; C, Plantula con humedad relativa controlada; D, Plantulas aclimatadas a

las 8 semanas.
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2. HIPOTESIS

De acuerdo al medio de cultivo Pinus maximartinezii presenta diferente potencial de

regeneracion in vitro.

(8]



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Desarrollar un protocelo para la micropropagacion de Pinus maximartinezii que

permita su preservacion in vitro

3.2 Objetivos particulares

Determinar el medio de cultivo mds apropiado. para cada una de las etapas de la

micropropagacion.

Definir la dosis optima del regulador de crecimiento que promueve la maxima

multiplicacion de brotes in vitro.



4 ANTECEDENTES

4.1 Importancia econdmica de las pinaceas

L.os bosques son muy importantes en la economia mundial para el mantenimiento y
preservacion de nuevos ecosistemas (Altman. 2003). La productividad de las
plantaciones forestales es esencial para satisfacer las demandas de productos maderables

y asi preservar las poblaciones naturales y la biodiversidad (Nehra. 2005).

Generalmente. las pinaceas constituyen la principal fuente de materia prima en
productos maderables: los cuales desempefan una fuente importante de empleo en las
comunidades rurales v urbanas. Sin embargo. los usos domésticos presentan un factor
destructivo, ya que son utilizados como combustible, cercos, vigas, etc. Por otra parte,
las semillas son utilizadas como alimento para el hombre y la fauna silvestre (Escoto.

1988).

Para disminuir el incremento en la demanda de los bosques ya existentes, es
necesario un esfuerzo global para incluir las especies forestales en la era moderna del
fitomejoramiento; por lo que, los programas de mejoramiento de arboles deben
combinar las técnicas mas sofisticadas de biologia molecular y las tradicionales. junto

con una eficiente propagacion clonal a gran escala, constituyen elementos clave para el



mancjo y reforestacion exitosa de bosques comerciales (Altman. 2003). Por lo anterior
es importante desarrollar programas relacionados con la conservacion de este recurso

natural.

4.2 Caracteristicas de las pinaceas.

Son arboles o arbustos de tallo lefioso monopodico y ramificado. con hojas pequefias
alternas. opuestas o verticiladas. cominmente aciculares o 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 carmosas. Las
semillas tienen alas, pero muchas piniaceas carecen de ellas. La raiz carece de pelos
absorbentes; en sustitucion de los mismos se desarrollan hongos que las envuelven y
forman micorrizas. las cuales desempefian el papel de los pelos radicales. Su corteza
estd mas o menos suberificada. en la mayoria de ellas existen canales resiniferos. Por lo
general, son plantas perennes. estan renovando constantemente sus hojas (Rzedowski,

1978).

4.3 Distribucion geografica.

Las pinaceas tienen en la flora mexicana enorme importancia desde el punto de vista
forestal. Una gran mayoria se localiza en lugares montafiosos, templados y frios,
solamente pocas especies se desarrollan en lugares subtropicales. La familia de las

pindceas comprende en México 8 géneros:



I Pinus. con 38 especies. 10 variables y 16 formas

2. Picea. con 2 especies

3. Psceudorsuga. con 4 especies y una variable

4. Abies. con 8 especies y 5 variables

5. Taxodium. con una especie

6. Libocedrus. con una especie

g 3 Cupressus. con 6 especies y 2 formas

8. Juniperus. con 12 especies. 6 variables y 3 formas

El género Pinus es el de mds amplia distribuciéon (Martinez, 1963). Habita
principalmente en zonas templadas y frias aunque tambi€én se encuentra en las altas
mesetas y montafias de algunas zonas tropicales: se puede desarrollar desde el nivel del

mar hasta 4000 m de altura (Rzedowski. 1978).

4.4 Clasificacion botanica de la especie.

Reino: Vegetal

Divisiéon: Embryophyta Siphonogama
Subdivision: Gymnospermae

Orden:  Coniferae

Familia: Pinaceae

Género:  Pinus

Especie: maximartinezii

(Lawrence. 1971).



4.5 Historia y origen del Pirus maximartinezii (Rzedowski).

Hace 42 afios se dio a conocer como una especie nueva (Rzedowski. 1964), después
de que fue identificada a raiz de que su semilla s¢ comercializaba como un producto

local en el mercado de Juchipila. Zacatecas.

Hov en dia se tienen 5 reportes sobre la variacion genética (Delgado. 2002:
SEMARNAT. 2003). También sobre acciones de conservacion. mejora genética.
obtencién de semillas, ubicacion de especies amenazadas (Vargas. 2003) y sobre la
composicion natural de Jas semillas (Mata 2001a). Es una especie que estd considerada
como endémica y ha sobrevivido a una restriccion genética extrema (Ledig er al.. 1999).
Catalogada en peligro de extincion por la legislacidn ambiental mexicana (NOM-059-

ECOL-2001; DOF. 2002).

4.6 Descripcion botanica de la especie.

Pinus maximartinezii, son arboles de 5 a 10 m de altura y de 15 a 25 cm de diametro.
No obstante se puede encontrar hasta de 20 m de aitura y 60 cm de diametro. Esta
especie presenta ramificaciones mualtiples, es raro que se presente dominancia
monoatdmica en alguna parte apical. Los tallos cuando son arbustos son lisos de color
grisdceo. cambiando luego con el tiempo a grisaceo-cafesoso. Las ramas son largas.
delgadas y flexibles de color verde grisaceo. Las hojas se disponen en fasciculos de
cinco, son delgadas y flexibles de 8 a 10 em de largo y de 0.3 a 0.6 mm de ancho.

distribuidas al final de las ramas. presentan estomas en la parte ventral. la parte dorsal



presenta un color verde brillante de 6 a 8 mm dispuestas en rosetas. El color es
cambiante. varia dependiendo de la época del ano: presenta desde el color grisaceo y el
color azuloso en diferentes tonalidades. Los conos son simétricos. miden en promedio de
18 a 22 em de largo y de 10 a 15 em de ancho cuando estan abiertos. Un cono verde
llega a medir hasta 35 cm de largo y pesar hasta 2 kg. Las semillas miden de 20 a 25 mm
de largo y 10 a 12 mm de ancho. son oblongas y color café brillante; el embrion se
encuentra encerrado por el gametofito y la testa la cual es dura y tiene un espesor de 1.5
mm (Ling y Leung, 2003). El endospermo es de color blanco con 18 a 24 cotiledones y

son comestibles (Martinez, 1963).

4.7 Importancia econémica de la especie en estudio.

El Pifion azul o maxi Pifdn Pinus maximartinezii (Rzedowski) es una especie
endémica (NOM-059-ECOL-2001: DOF, 2002) en peligro de extincion que ha
sobrevivido a una restriccion genélica extrema y se considera el mas raro de los pinos
pifioneros ya que esta confinada a una sola poblacion de aprox. 2000 a 2500 arboles
maduros (Ledig, 1999), su distribucion se limita dentro de un drea que apenas rebasa las
2.800 ha y al parecer nunca se ha extendido mds de sus limites actuales (Lopez. 1998),
se localiza entre 1.110 a 2.500 msnm. Su ubicacion geogrifica se encuentra en los
paralelos 21°19” y 21°23de latitud norte y entre los meridianos 103°12° y 103°14° de
longitud oeste: por sus caracteristicas biogeograficas a este poligono llamado Cerro
Pifiones de 2.800 ha se le denomina ecosistema del Pinus maximartinezzi. Rzed; esta en

el extremo sur de Sierra Morones en el Estado de Zacatecas México (Ruiz e/ al., 2006).



La regeneracion de la especie s muy escasa o practicament¢ inexistente. debido a
que las semillas son utilizadas como alimento y la cosecha se realiza cortando las ramas
con machete y esto reduce el niumero de yemas para futuros brotes por lo tanto. se
disminuye su reproduccion natural (Ledig, 1999). As{ mismo, los incendios forestales y
el sobre pastoreo. fueron los factores que en cierta medida contribuyeron a disminuir el
tamario de la poblacion del bosque. Esta especie tiene potencial para ser utilizada como
planta de omato, como arbol de navidad, para reforestacion de areas urbanas y
recreativas. los conos tienen mucha aceptacion en la industria del regalo y decoracion en

temporadas navidefas (Quintero, 1996).

4.8 Importancia mundial de la diversidad genética.

El mantenimiento de la diversidad genética se ha convertido en un problema de
importancia mundial debido a la deforestacion. contaminacion y los cambios climaticos.
Es por esto. que la mayoria de los mejoradores. hacen énfasis en la importancia del
mantenimiento de la variabilidad genética, ya que una disminucion en la diversidad o la
pérdida de una especie podrian dafiar severamente el ecosistema y reduciria las
posibilidades de tener una fuente natural para el mejoramiento futuro de otras especies.
El incremento en la demanda por productos maderables y la reduccion de bosques
disponibles ha llevado recientemente a la introduccion de varias herramientas
moleculares y biotecnologicas para investigar y mejorar este recurso (Grout, 1995;

Altman. 2003).



Aunque la conservacion del habitat sera siempre lo mas critico en ¢l mantenimiento
del maximo nivel de diversidad vegetal, las técnicas in vitro pueden proveer meétodos
alternativos para propagar y conservar tejidos de plantas amenazadas o en peligro de
extineién (Pence. 1991: Fay, 1994; Charls y Pence. 2004). A esta categoria pertenece
Pinus maximartinezii que esta catalogada como una especie endémica y en peligro de
extincion debido al tamafio restringido de su poblaciéon (Ledig. 1999). por lo que. la
micropropagacion y la caracterizacién molecular se han convertido en una herramienta
muy importante para la supervivencia de las especies amenazadas con la extincion y
constituyen una alternativa para la preservacién de las mismas (Maruyama et al.. 2006).
Sin embargo las técnicas deben ser adaptadas en cada una de las especies que

permanecen todavia sin ser estudiadas (Hargreaves ef al., 2005).

La identificacion de los recursos genéticos es solamente una parte del trabajo, una
vez que se han identificado. los recursos deben ser conservados y aunque el
almacenamiento de semillas es el método mas comiin para la mayoria de las especies. es
un hecho que no todas las especies pueden ser almacenadas como semilla va que algunas
permanecen viables solamente unas pocas semanas a un afio. Las semillas de coniferas
pueden ser almacenadas por décadas pero eventualmente este material necesita ser
renovado a partir de nuevos arboles. Este proceso de producir semilla nueva es caro y
durante la seleccion puede modificarse el recurso genético (Ledig, 1988; Grout, 1995).
Por lo tanto, el desarrollar un protocolo para el entendimiento de como se lleva a cabo
un crecimiento organizado en las plantas, es muy importante para utilizar la

biotecnologia en aplicaciones practicas (Thorpe. 2004).
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4.9 Impacto de biotecnologia vegetal.

La biotecnologia vegetal es una de las disciplinas cientificas que mas desarrollo ha
demostrado en los ultimos afios. Actualmente ofrece una alternativa real para la
resolucion de un gran numero de problemas relacionados con el mejor aprovechamiento
de las plantas por parte del hombre. La biotecnologia es una préactica que junto con el
mejoramiento tradicional utiliza los descubrimientos basicos en el campo de cultivo de
tejidos vegelalc;,s para la clonacion. transferencia de genes, biologia molecular y
gendmica (Altman, 2003; Nehra ef al., 2005). Estas disciplinas son sin duda una
herramienta invaluable para incrementar tanto la cantidad como la calidad de los

alimentos de origen vegetal.
4.10 Propagacion de las pinaceas.

Tradicionalmente las Pindceas son propagadas a partir de semillas, estacas, injertos y
fasciculos enraizados. El largo periodo de crecimiento desde semilla a floracion varia de
15 a 20 afios. provocando grandes obstaculos para el mejoramiento tradicional (Go er
al.. 1993). Asi mismo, la propagacion vegetativa presenta una serie de problemas ya que
la capacidad de enraizamiento es baja. Ante este panorama, la técnica de cultivo de
tejidos vegetales representa una posible solucidn para los problemas forestales. En los
ultimos afios la propagacién in vitro de especies forestales se ha desarrollado
grandemente puesto que cuenta con una serie de técnicas modernas que pueden llegar a
sustituir los métodos de propagacién vegetativa tradicional (Lambardi et al, 1993).

Mediante ésta técnica. se ha logrado propagar mas de 50 especies del género Pinus,
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utilizando embriones cigéticos como fuente de indculo (Thorpe, 1990). Los inéculos
(explantes) son multiplicados in vifro rapidamente y esto resulta en la produccion de
plantas que muchas veces alcanzan varios miles despues de un afio (Hargreaves et .,
2002). Por lo tanto. ¢l cultivo de tejidos vegetales se ha convertido en una herramienta
muy importante en los programas de especies amenazadas con la extincion (Mata et al..
2001b) debido a la versatilidad de los diferentes sistemas de propagacion in vitro

(Capuana, 200_1 ).

4.11 Técnicas del cultivo de tejidos vegetales en coniferas.

Desde finales de los setentas se han hecho evidentes las contribuciones por parte de
la tecnologia del cultivo de tejidos vegetales en la agricultura y la industria (Murashige,
1978; Pierik, 1990b). Salvaguardar los recursos genéticos continda siendo una de las
aplicaciones mas importantes (Capuana. 2001). ya que puede ser muy atil para la rapida
propagacion clonal de genotipos superiores en un periodo mas corto (Chesik, 1991). Se
reporta que. el mejoramiento genético en coniferas es por lo general dificil debido a los
largos periodos previos a la floracion. Ademas la polinizacién es cruzada. lo que
dificulta la seleccidn de arboles con caracteristicas superiores (Saborio, 1996; Saborio e/

al., 1997).

La primera gimnosperma regenerada mediante el cultivo de tejidos fue Pinus
palustris a partir  de embriones (Sommer et al., 1975). Con posterioridad a estas
investigaciones pioneras. se han publicado diversos trabajos que sefialan la regeneracion

de 57 especies maderables por sistemas similares; donde se ha logrado la formacion de



plantas completas in vitro (Mott. 1981: Thorpe ¢f al.. 1990; Prehn er al.. 2003; Tang el

al.. 2006).

4.12 Micropropagacién en coniferas.

El uso mas extensivo del cultivo de tejidos vegetales ha sido la micropropagacion: el
cual es un termino general para designar varias de las técnicas utilizadas en la
multiplicacion in vitro: el cual consiste en propagar un genotipo a gran escala a través
del empleo de técnicas de cultivo de tejidos. Esta es una herramienta muy util en los
programas de mejoramiento. ya que tiene el potencial de producir plantas de calidad
uniformes a escala comercial. a partir de un genotipo selecto y con una tasa de

multiplicacion ilimitada (Pierik, 1990 a).

La micropropagacion es una alternativa que ha sido usada eficientemente en la
propagacion de coniferas. Esta técnica permite acelerar la seleccion, el mejoramiento y
los periodos de prueba de las especies prometedoras; favoreciendo asi la multiplicacion
de genotipos superiores identificados en campo (Anderson e levinsh. 2002 a y b). Es
también un método complementario para los bancos de germoplasma; las modernas
técnicas de ADN recombinante, en combinacion con la micropropagacion podrian crear
una rapida modificacion del genoma de las coniferas (Saborio. 1996). lo que llevaria a
acelerar el proceso de domesticacion a través de la seleccion y propagacion de arboles
élite en programas de mejoramiento (Nehra er al.. 2005). La versatilidad de los

diferentes sistemas de propagacidon in vilro de especies forestales incluyen:
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multiplicacion de brotes axilares. organogénesis y embriogénesis somatica (Capuana.

2001; Altman. 2003).

Los sistemas de¢ propagacion iz virro mas utilizados en coniferas son la
organogénesis y la embriogénesis somdtica (Lambardi e al.. 1993); en cualquiera de
los casos. la regeneracion de plantas requiere de varias elapas que deben ser
determinadas empiricamente: puesto que existen una serie de factores que influyen para

lograr una respuesta exitosa (Thorpe. 2004; Lelu-Walter et al., 2006).

4.13 Factores que influyen en la respuesta in virro.

Los factores fisicos ambientales influyen grandemente en el crecimiento y desarrollo
in vitro. Entre los principales factores a considerar en la propagacién de coniferas se
encuentran; luz. especie. tipo de explante. medio de cultivo y sacarosa entre otros

(Pierik. 1990 a y b; Thorpe. 1994).

4.13.1 Luz

La luz es uno de los factores fisicos més importantes para el desarrollo in vitro.
Tanto la duracidon (fotoperiodo) como la calidad (longitud de onda e intensidad) son

importantes, ya que al influir en la sintesis y acumulacion de ciertas sustancias. como las

hormonas enddgenas y el almidén, afectan el desarrollo del inoculo (Barba, 2001).
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En Pinus radiata se comprobo que en los primeros 21 dias del cultivo. es necesaria
la luz para la formacién optima de brotes (Villalobos er al.. 1985). Trabajando con la
misma especie Moller y colaboradores (2006) encontraron que la luz provocé un efecto
estimulante en la diferenciacion de los elementos vasculares y la actividad de enzimas
relacionadas con el proceso de diferenciacion en cultivo de callo. La actividad de las
enzimas L fenilalanina amonio-liasa y cinamil alcohol-deshidrogenasa fue mas alta con

16 h de fotoperiodo que los cultivos que crecieron en oscuridad.

Por otro lado. se ha comprobado que la ausencia de luz es necesaria para que se
lleve a cabo la induccién de primordios de raices en el género Pinus (Villalobos ef al..

1983).

4.13.2 Especie.

En los tltimos afios se ha trabajado con diversas coniferas; aunque las plantulas han
sido regeneradas a partir de varias especies, una propagacion masiva redituable ha sido
establecida solamente para un nimero limitado de éstas Sen e¢r al., (1994). ya que

algunas son consideradas como especies recalcitrantes (Charbonneau, 2004).

Por otro lado, para lograr desarrollar un sistema de micropropagacion en coniferas,
es necesario adaptar un protocolo modelo ya establecido y modificarlo, para cada
especie en particular Jong y Tainer (1991); puesto que el éxito con un sistema
organogénico determinado no es garantia para asegurar una respuesta favorable en otra

especie (Bergmann, 1992). Los resultados obtenidos por Park y colaboradores (2006),
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demuestran que los efectos del genotipo tuvieron una gran influencia sobre la respuesta
in vitro, Por su parte. Bonson y Dixén. proponen en 1991 un protocolo para la
propagacion de Pinus elliofti utilizando cotiledones pueden producir mas de 100 plantas

por embridn.
4.13.3 Inoculo o explante.

Otro de los factores mas criticos para la propagacion de coniferas es el explante
(Pérez-Bermudez y Sommer, 1987); debido a que varios tejidos de la misma planta en

diversos estadios de desarrollo. difieren en su respuesta cuando son cultivados in vitro.

En gran nimero de especies se han utilizado como explante embriones cigéticos
maduros e inmaduros. cotiledones, yemas, aciculas y meristemos apicales (Reilly y
Washer. 1977; Tautorus er al.. 1991; Niella y Rocha, 2001; Prehn es al.. 2003; Sul y

Korban. 2004).

En 1994, Harry y Thorpe obtuvieron exitosamente la induccion de yemas y brotes
utilizando embriones completos de Pinus banksiana Lamb. Asi mismo, Sen y
colaboradores (1994). asi como Niella y Rocha (2001). reportan la induccion de brotes
in vitro a partir de cotiledones de embriones cigéticos. Por su parte, trabajando con
embriones cigoticos de Pinus radiata, Hargreaves et al., (2005), menciona que mediante
la técnica de multiplicacion de brotes axilares es posible llegar a producir varios miles

de plantas después de un afio en cultivo in vitro. Asi mismo, Ojeda (1996), utilizando
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por su parte. cotiledones de embriones maduros con diferentes concentraciones ¥ tipos

de citocininas. obtuvo la regeneracion de Pinus cembroides y P. halepensis.

Sin embargo, Kulchetscki er al.. (1993) trabajando con explantes cotiledonares en
Abies amabilis, usando el medio de Shenck y Hildebrand (1972). suplementado con 10
uM de BA. no obtuvieron una propagacion in vifro exitosa. Asi mismo, Tampe, (1996)
estudiando la respuesta in vitro de cotiledones de Pinus radiata a diferentes
concentraciones de acido jasmonico, observé que este regulador inhibié el proceso de

0rganogenesis.

4.13.4 Influencia de la sacarosa en el medio de cultivo.

Muy pocos cultivos in vifro son autétrofos, y por lo tanto. es necesario agregar al
medio una fuente de carbono. La sacarosa (2% al 5%) es el azicar que mas se utiliza, y
se puede remplazar por glucosa y en menor medida por fructuosa. En general la maltosa
y la galactosa son menos efectivas (Roca y Mroginski. 1991: Merino, 1988; Pierik,

1990a)

En coniferas se utiliza un rango que oscila entre 2 a 3% de sacarosa: por ejemplo
Hargreaves et al., (2004) utilizd una concentracion de sacarosa del 2% en el medio GD,
para la regeneracion de brote de Pinus radiata. En otro experimento con Picea
chihuahuana la han utilizado a razén de 3% como fuente de carbono en el medio de SH,
para la induccion de brotes (Mata er al., 2001b). Asi mismo, se ha utilizado con éxito en

Pinus cembroides y Pinus halepensis a razon de 2 y 3%. en la induccién y alargamiento
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de yemas asi como en la muitiplicacion de brotes (Ojeda. 1996). En otras especies de

pinos las concentraciones Optimas de sacarosa varian entre 0.5 y 2% (Halos y Go. 1993)

4.13.5 Medio de cultivo.

En la propagacion in vifro de Pinaceas regularmente se han utilizado medios en
donde varia la conceniracion de sales organicas, vitaminas. reguladores de crecimiento,
tipo de agente gelificante, pH, concentracién de sacarosa y agentes antioxidantes
(Tautorus. 1991; Tang et al., 2004c). por lo que, existe una variedad de formulas de
sales minerales que se utilizan con frecuencia en la micropropagacion de coniferas: MS
(Murashige y Skoog. 1962). DCR (Gupta y Durzan. 1985). GD (Gresshoff y Doy. 1972),
SH (Schenck e Hildebrand, 1972), Bs (Gamborg er al,, 1965). ER (Encsson. 1965). HE
(Heller's. 1953). Wh (White. 1943). TE (Tang y Ouyang. 1999). Segun se menciona
¢éstas formulas generalmente rectbicron su nombre del investigador que las dio a conocer

a la ciencia (Roca y Mroginski. 1991; Tang et al.. 2004 b).

4.13.5.1 Efectos de las sales inorganicas en la respuesta in virro

Para crecer, las células requieren de nutrientes orgdnicos e inorganicos; estos
requerimientos se demuestran facilmente en organos y tejidos extirpados de plantas
superiores e inferiores. Generalmente los nutrientes inorganicos se clasifican como
macro y micronutrientes; y son utilizados para elaborar las formulaciones o medios de
cultivo basicos (Pierik, 1990a; Roca y Mroginski, 1991). En diversos estudios se

compararon 5 formulaciones de sales inorgdnicas para induccién de yemas en Picea
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rubens. Lu y colaboradores (1991) encontraron que tanto el tipo como la concentracion
del medio bdsico son importantes para la fase de induccion. Asi mismo. Ojeda (1996). al
comparar el medio DCR contra el GD reportd una diferencia significativa en el
desarrollo de brotes en Pinuy cembroides y P. halepensis, observando una mayor
respuesta en la formacion de brotes en el medio DCR en ambas especies en comparacion
con el GD. En Pinus strobus;, se comparé la capacidad de formacion de brotes con el
medio SH al 100% de su concentracion (Flinn er a/., 1985). Por su parte. (Mata ¢t al..
2001b). utilizando el mismo medio al 50% de su concentracién original y sin
reguladores de crecimiento obtuvieron la induccidn de brotes adventicios en Picea

chihuahuana.

4.13.5.2 Respuesta a los reguladores de crecimiento en el cultivo in vitro.

El éxito en la propagacion in vitro es obtenida por la estimulacion de los explantes
en cultivo, Esto por lo general se logra a través de los reguladores de crecimiento
incluidos en el medio. Generalmente. tanto las auxinas como las citocininas son
necesarias para el cultivo de brotes iz vitro de coniferas (Atree y Fowke. 1991; Roca y
Mroginski, 1991). Por ejemplo, en Pinus massoniona las yemas adventicias se
diferenciaron de embriones cigdticos cultivados en el medio DCR adicionado con 0.5

mgl"! de BA y 0.05 mgl™' del AIB (Zhang e al.. 2006).

En experimentos con Pinus halepensis tfue estudiada la respuesta de diferentes

citocininas como BA, Cinetina, 2ip y Zeatina sobre la induccién de yemas adventicias;

todas las citocininas fueron aplicadas a razén de (1.0, 2.5, 5.0 y 10 uM). La mejor

19



citocinina resultd ser BA (Lambardi ¢r al.. 1993). Por otro lado, Mata er af.. (2001b),
estudiaron la respuesta de BA y Kin sola o conjuntamente con ANA y 2.4.D. Los brotes
adventicios fueron obtenidos principalmente de la region cotiledonar a partir de una
amplia gama de concentraciones de reguladores de crecimiento; la cinetina fue mas
eficaz que BA en la induccidn de brotes en Picea chihuuhuana, a diferencia de lo
observado por Lambardi ¢f al., (1993). Durante el proceso de formacion de brotes, se
producen cambios fisiologicos y bioquimicos en los tejidos. Se considera en general. que
las citocininas promueven la formacion in vitro de centros meristematicos que llevan a la

diferenciacion posterior de yemas v brotes (Hiriart, 1991: Winkler, 1995).

[nvestigaciones previas en pinos (Renfoe y Berlyn. 1985), han demostrado que los
niveles de citocininas usados para la induccién adventicia, puede provocar la sintesis de
altos niveles de ADN. Se han estudiado los cambios metabdlicos provocades por la
adicion de BA a cotiledones de Pinus y sc ha concluido que para la formacién de brotes
se requirid de un incremento en la produccion de dcidos nucleicos (Moncalean ef al.,

2006: Stasolla ef al., 2007).
4.13.5.3 Organogeénesis en coniferas.
La organogénesis es uno de los sistemas de propagacion in vitro mas utilizado en
coniferas. el cual comprende el desarrollo de yemas o de meristemos radicales a partir de

los explantes directamente o a partir de cailos (Roca y Mroginski. 1991; Lambardi et al.,

1993; Schestibratov er af., 2003). Se ha consignado la estimulacion de yemas
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adventicias por medio de organogéncsis: siendo ¢ste uno de los sistemas de propagacion

in vitro que ha tenido mucho éxito (Thorpe y Biondi. 1984; Capuana. 2001).

La organogénesis indirecta, puede obtenerse a partir de callo. controlando la
iniciacion de un primordio por medio de la manipulacion de los nutrientes y reguladores
de crecimiento en el medio de cultivo. Por lo tanto, las plantulas regeneradas a partir de
un cultivo de callo pueden mostrar variabilidad (Narayanaswamy. 1977: Patel y Berlyn,
1982). Mediante ésta técnica se han obtenido brotes de Pinus radiata 'y Pinus virginiana
respectivamente (Schestibratov et al., 2003; Tang ¢f al.. 2004c). De igual manera, se ha
establecido un protocolo de micropropagacion eficiente de Pinus ellioutii. logrando la
diferenciacion de numerosos brotes adventicios a partir de callo. en diferentes medios de

cultivo adicionados ¢con BA. TDZ y AIB (Tang ¢/ al.. 2006).

Sin embargo. la organogénesis directa es la técnica de proliferacion de brotes
adventicios mas utilizada en sistemas de micropropagacion. Para lograr lo anterior, el
medio de cultivo y las condiciones de crecimiento son optimizados para lograr las

maximas tasas de multiplicacion (Phillips ef al., 1995); por lo que se deben desarrollar

protocolos para cada especie en particular (Thorpe. 2004; Hargreaves ¢f al., 2005).
4.13.5.3.1 Etapas de la ruta organogénetica en coniferas.
El desarrollo de plantas ir vitro puede ser dividido en diversas etapas o fases. Estas

fases fueron descritas primeramente por Murashige (1974) y han sido adaptadas para

una gran variedad de especies vegetales ya sea para fines de investigacién o a nivel



comercial. Aunque inicialmente  Murashige describe tres etapas para la
micropropagacion, otras dos fases o etapas pueden ser anadidas al proceso. quedando de
la siguiente manera: Etapa 0. Seleccion y preparacion de la planta donadora. Etapa 1.
Establecimiento del cultivo aséptico. Etapa Il. Multiplicacion de propagalos. Etapa Ill.
Enraizamiento ix vifro. Etapa 1V. Enraizamiento /in vivo y Aclimatacion (Pierik. 1990a).
Por su parte. Villalobos er al. (1983) describen cuatro etapas en la formacion de plantas
de coniferas in vitro: etapa 1) iniciacion de las yemas:; etapa 2) paso de las yemas a

brotes; etapa 3) enraizamiento de los brotes y etapa 4) transplanie a suelo.

Con respecto a las fases correspondientes de la organogénesis en coniferas. diversos
autores consideran. generalmente 4 etapas o fases de desarrollo, y cada una requiere
manejo por separado (Von Arnold y Ericsson, 1981; Gladfeldter y Phillips, 1987,

Thorpe ef al., 1990; Saborio. 1996).

La ruta organogénetica para la regeneracion de coniferas involucra las siguientes
fases:

a) Induccién y desarrollo de yemas adventicias

b) Alargamiento de vemas

¢) Multiplicacion de brotes

d) Enraizamiento

(Lambardi ef al,, 1993; Harry y Thorpe, 1994; Hargreaves er al., 2005).
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a) Induccion y desarrollo de yemas adventicias.

La optimizacion de los protocolos de regeneracion debe realizarse teniendo en
cuenta los requerimientos intrinsecos de cada genotipo en cada fase del cultivo.

En ésta etapa. producto de la desdiferenciacion. es donde las células se vuelven
competeﬁtes para responder ante cualquier estimulo organogénetico o embriogénetico;
donde las ¢élulas se determinan para formar un érgano o embrion. Generalmente. el
tejido seleccionado se siembra en un medio de cultivo con alto contenido de sales
minerales y se complementa con citocininas. En algunos casos, se utilizan bajos niveles

de algunas auxinas (Thorpe y Biondi. 1984; Flinn er al., 1985; Zhang er al.. 2006).

Existen trabajos de investigadores que han estudiado los diferentes factores que
pueden afectar la induccion y desarrollo de yemas adventicias, por ejemplo (Pércz-
Bermudez y Sommer. 1987) observaron que los embriones de Pinus elliottii sobre medio
solido conteniendo citocinina, respondieron a partir de la primera semana. La
proliferacion celular se inicio a partir de los cotiledones y algunas veces de la porcién
del hipécotilo que estaba en contacto con el medio de cultivo. Después de 4 a S semanas

se observo el desarrollo de yemas a partir de los embriones.

Asi mismo, Hargreaves er al. (2004). trabajando con cotiledones de 72 genotipos de
Pinus radiata en el medio de cultivo LP adicionado con 5 mgl' de BA y 3 % de
sacarosa. observaron que entre 79 al §9% de los genotipos formaron brotes. Saborio

determiné en 1996 las condiciones requeridas para la inducciéon de yemas y el desarrollo
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de plantas a partir de embriones de Pinus avacahuire. Tal induccidn se logrd a partir de
cotiledones que fueron cultivados por 2 semanas en el medio Bornman adicionado con
50 micromelar de BA y 3% de sacarosa: obteniendo la formacion de yemas en el 75 %
de los cotiledones cultivados. De forma similar. Sul obtuvo en 1995 el establecimiento y
proliferacion in virro de Sequoia sempervirens mediante el cultivo de cotiledones en el
medio MS adicionado con 30 mg.I"" de BA. logrando una frecuencia de regeneracion de

mas del 90%.

Por su parte, Chesick ez al. (1991) compararon 6 niveles de BA (0. 1, 5, 10. 20 y 50
uM). para induccion de yemas y alargamiento de brotes en Pinus strobus. Encontrando
que ningun embrién sobrevivid a los 5 meses sin BA: el promedio mas alto para
produccion de brotes se observé al nivel S pM (79%) y los promedios tendieron a
disminuir con el incremento de BA. llegando incluso a presentarse un efecto perjudicial

significativo a la concentracion de 50 uM.

En otros trabajos con Pinus caribaea, se probaron niveles de BA a concentraciones
de (8.9, 22.2, 444 y 67.7 pM) para inducciéon y desarrollo de brotes. El nimero
promedio de brotes por explante que sobrevivieron, fue de 9 brotes/embrion en los
tratamientos con (8.9, 22.2 y 44.4 uM BA); ¢l mayor namero de brotes/embrion fue de
10 a razon de 67.7 UM BA (Halos y Go. 1993). Asi mismo, Liao (1993), cultivando
cotiledones durante 14 dias en medios adicionados con 44 uM de BA, obtuvo la

formacion de brotes adventicios en Pinus elliotti. Sin embargo. el alargamiento de los
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brotes en e¢sta especic ha resultado inhibido cuando se usan concentraciones de 44 .4 v

67.7 uM de BA (Halos y Go. 1993).

Por otro lado. con la finalidad de determinar el rango éptimo para induccion de

vemas en Pinus eldarica, se ha evaluado el efecto de las citocininas Kin. 2ip y BA a
concentraciones de 11.22. 44 v 66 uM (Sen er al.. 1994). En general las concentraciones
mayores de 40 uM resultan perjudiciales para la produccion de brotes; la concentracion
de 22 uM fue 6ptima para producir una mejor respuesta. En ésta investigacion la BA

resultd la mas efectiva para la induccion de yemas,

En el caso Picea chiuahuana (especie endémica del norte de México) se ha logrado
la induccion de brotes adventicios a partir de embriones inmaduros (Mata ¢f /., 2001b).
los cuales fueron cultivados en el medio de cultivo SH con la adicién de un amplio
rango de concentraciones de BAP, 2ip y Kin, obteniendo 11.2 yemas adventicias por

embrion en promedio al adicionar 23 uM de Kin

b) Alargamiento de yemas.

Una vez concluida la etapa de induccién 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 (Aitken-Chistie er al., 1987. Harry y

Thorpe, 1994).
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7. DISCUSION

7.1 Establecimiento aséptico de los explantes

La versatilidad de los diferentes sistemas de propagacion i»n vitro y su aplicacion a
especies lefiosas constituye una opcién 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 técnica de desinfeccidén resulté ser adecuada.
logrando 0 % de contaminacion 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 micropropagacion para
coniferas que se han desarrollado con éxito (Thorpe y Biondi. 1984; Charbonneau,
2004). En el presente trabajo, se observaron cambios iniciales desde los primeros S dias
-del establecimiento in vitro; se presentaron indicios de oxidaciéon y cambios en la

coloracion de embriones y cotiledones. Estos resultados son similares a lo consignado

68



Gresshoff PM. Doy CH. 1972. Development and differentiation of haploid
Lycopersicon esculentum. Planta. 107: 161-170

Grout BWW. 1995. Introduction to the in virro preservation of plant cells. tissues
and organs. En: B. Grout (Ed). Genetic Preservation of Plant Cell In Vitro. Springer
— Verlag 1-20.

Gupta PK, Durzan DJ. 1985. Shoot multiplication from mature trees of Douglas fir
(Pseudotsuga menciesii) and sugar pine (Pinus lambertiana). Plant Cell. Rep. 4:
177-179.

Halos SC. Go NE. 1993. Micropropagation of Pinus caribgea Morelet. Plant Cell,
Tissue and Organ Culture 32: 47-57.

Hargreaves CL, Grace. Holden DG. 2002. Nurse culture for efficient recovery of
cryopreserved Pinus radiata. Don embryogenic cell lines. Plant Cell. Rep. 21: 40-45.

Hargreaves CL. Grace. Van der Maas S, Reeves C. 2004. Cryopreservation of Pinus
radiata zygotic embryo cotyledons: effect of storage duration on adventitious shoot
" formation and plant growih after 2 years in the field. Canadian Journal of Forest
Research 34:600-609.

Hargreaves CL. Grace, Van der Maas S. Menzies MI1. 2005. Comparative in vitro
and early nursery performance of adventitious shoots from cryopreserved cotyledons
and axillary shoots from epicotyls of the same zygotic embryo of control-pollinated
Pinus radiata. Canadian Journal of Forest Research. 35: 2613-2629.

Harry IS. Thorpe TA. 1994, Regeneration of plantlets through organogenesis from
mature embryos of Jack pine. Plant Cell, Tissue and Organ Culture. 37: 159-164.

Hartmann H. D Kester. 1999. Propagacion de plantas: Principios y précticas. 7° ed
Meéxico D.F. Editoral Continental S.A. p. 760.

Hiriart AM. 1991. Effect of cytokinins on tissue structure. plastid development and
photosynthetic proteins in tissue culture of Pinus ponderosa Dougl. cotyledons
during organogenesis. Ph. D. Dissertation. The University of British Columbia,
Canada. 135 p.

Jang JC, Tainter FH. 1991. Micropropagation of shortleaf, Virginia and loblolly x
shortleaf pine hybrids via organogenesis. Plant Cell. Tissue and Organ Culture. 25:
61-67.

Kulchetseki LI, Harry S, Yeung EC, Thorpe TA. 1993. Jn vitro regeneration of

Pacific silver fir (dbies amabilisy plantlets and histological analysis of shoot
formation. Tree Physiology. 15: 727-738

81



[.ambardi M. Sharma KK. Thorpe TA. 1993. Optimization of iz vitro bud induction
and plantlet formation from matur¢ embryos of alepo pine (Pinus halepensis Mill).
In Vitro Cell. Dev. Biol. 29: 189-199.

[.awrence GHM. 1971, Taxonomy of Vascular Plants. The Macmillan Company:
New York. pp. 354 - 364.

Ledig FT. 1988. The Conservation of diversity in forest tree: Why and how should
genes be. C. Biosciencia. 38: 47].

Ledig FT, Capo-Arteaga MA. Hodgskiss DP., Sbay H. Flores-Lopez C. Conkle MT,
Bermejo-Velazquez B. 2001 Genetic diversity and the mating system of a rare
Mexican pifion. Pinus pinaceana and a comparison with Pinus maximartinezii
(pinaceae). American Journal of Botany 88:1977 -1987.

Ledig FT, Conkle MT, Bermejo-Velazquez B, Eguiluz-Piedra T. Hodgskiss PD.
Johnson DR. Dvorak WS. 1999. Evidence for an extreme bottleneck in a rare
Mexican pinyon: Genetic diversity desequilibrium and the mating system in Pinus
meaximartinezii evolution 53: 191-199.

Lelu-Walter MA, Bernier-Cardou M, Klimaszewska K. 2006. Simplified and
improved somatic embryogenesis for clonal propagation of Pinus pinasier (Ait).
Plant Cell Rep. 25: 767-776.

Liao YK. 1993. Development of in vitro regeneration and gene transfer systems for
conifer species. Ph.D. Dissertation. University of Illinois, Urbana Champaige, USA.
127.

Lin X, Leung DWM. 2002, Culture of isolated zygotic embrvos of Pinus radiata
D. Don. Part I: Factors influencing in vitro germination and growth of isolated
embrvos. In Viwro Cell Dev. Biol.-Plant 38:191-197.

Lopez ML. 1998. Regeneracion, crecimiento y dinamica poblacional del pino azul
Pinus maximartinezii Rzedowski. Resumen del proyecto de investigacién H140.
CONABIO- Colegio de Posgraduados . Montecillos. Texcoco. México.

Lu CY, Harry IS. Thompson MR, Thorpe TA. 1991. Plantlet regeneration from
cultured embryos and seedling parts of red spruce (Picea rubens Sarg.) Bot. Gaz.
152: 42-50.

Martinez - Pulido C. Harry IS. Thorpe TA. 1992, Optimization of bud induction in
cotyledonary explants of Pinus canariensis. Plant Cell, Tissue and Organ Culture.
29: 247-255.

Martinez M. 1963. Las pinaceas Mexicanas. U. N. A. M. México. pp11-39.

82



Maruyama E. Hosoi Y. Ishii K. 2007. Somatic embryogenesis and plant regencration
in yakutanegovou. Pinus grmandii Franch, Var. amamiana (Koidz). Hatusima. an
endemic and endangered species in Japan. In Vitro Cell. Dev. Bio.l- Plant. 43: 28-34

Mata LL. 2001 a. Proteins. amino acids and fatty acids composition of nuts from the
Mexican endemic raritv. Pinus maximartinezii. and its conservation implications.
Asociacion Interciencia. Caracas. Venezuela. 12.

Mata MR. Chavez VM. Boettler RB. 2001 b. In Vitro regeneration of plantets from
inmature zygotic embryos of Picea chihuahuana Martinez, an endemic Mexican
endangered species. In Vitro Cellular and Develop. Biol.-Plant. 1:73-79,

McKeand SE. Allen HL. 1984, Nutritional and root development factors affecting
arowth of tissue culture plantlets of loblolly pine. Physiol. Plant.61: 523-528,

Menzies ML, Aimers-Hilliday J. 1997. Propagation options for clonal forestry with
Pinus radiate. In proceedings of 1TUFRO 97: Genetics of radiata pine, 1-3.

Merino ME. 1988, Medio de cultivo. En M.D. Hurtado. Y.M.M. Merino. (Ed).
Cultivo de tejidos vegetales. Ed: Trillas. México. D. F. pp 70.

Moller R. Ball RD. Henderson AR, Modzel G. Find J. 2006. Effect of light and
Activated Charcoal on Tracheary Element Differentiation in Callus Cultures of
Pinus radiata D. Don. Plant Cell Tissue and organ culture, 85:161-171.

Moncalean P, Alonso P. Centeno ML. Cortizo M. Rodriguez A. Fermandez B.
Ordas RJ. 2005. Organogenic responses of Pinus pinea cotyledons to hormonal
treatments: BA metabolism and cytokinin content. Tree physiology 25:1-9

Mott RL, Amerson HV. 1981. Tissue Culture Plantlets Produced From Pinus
monticola Embryonic Materials. Forest Res. 27: 299-304.

Murashige T. 1974. Plant propagation through tissue culture. Ann.Rev. Plant
Physiol. 25: 135-166.

Murashige T, Skoog F. 1962. A revised medium for rapid growth and bicassays with
tobacco cultures. Physiol Plant. 15: 473-499.

Murashige T. 1978. The impact of plant tissue culture on agriculture In: Frontiers of
Plant Tissue Culture. University of Calgary. Canada. 15-27.

Naim BJ. 992, Commercial micropropagation of radiate pine. In Micropropagation
of woody plants. For. Sci. 41:383-394.

Narayanaswamy S. 1977. Regeneration of plants from tissue cultures. En: J. Reinert

& Y.P.S. Bajaj Ed.) Applied and Fundamental Aspects of Plant Celi. Tissue and
Organ Culture. Springer-Verlag. Berlin. 179-206.

83



Nchra NS. Becwar MR, Rottmann WH. Pearson L. 2005. Invited review: forest
biotechnology: innovative methods, emerging opportunities. In Vitro Cell. Dev.
Biol.-Plant 41: 701-717.

Niella F. Rocha P. 2001. Research and development of vegetative propagation
techniques for Pinus sp. in the Norhteast region of Argentina. Proceedings of the 26
Th Biennial Southern Forest Tree Improvement Conference. Georgia University.
Georgia, USA. 32-38.

Niemi K. Scagel C, Haggman H. 2004. Application of ectomycorrhizal fungi in
vegetative propagation of conifers. Plan Cell. Tissue and Organ Culture. 78: 83-91.

Norma Oficial Mexicana NOM-ECOL-059-2001. que determina las especies de
tlora y fauna silvestres terrestres acuaticas en peligro de extincion. amenazadas. raras
y las sujetas a proteccion especial y que establece especificaciones para su
proteccién. Diario Oficial.

Ojeda ZC. 1996. Induccion de Organogénesis y Embriogénesis Somatica de Pinus
cembroides 'y Pinus  halepensis. Tesis de maestria. Facultad de Agronomia.
Universidad Auténoma de Nuevo Leén. México. 44-47 pp.

Oliveira P. Barriga J. Cavaleiro C. Peixe A. Potes AZ. 2003. Sustained in vitro root
development obtained in Pinus pinea L. inoculated with ectomycorrhizal fungi.
Forestry. 76:579-387.

Park YS. Lelu-Waiter MA, Harvengt L. Trontin JF. MacEacheron . Klimaszewska
K. Bonga JM. 2006. Initiation of somatic embryogenesis In Pinus banksiana, P.
strobus, P. pinaster and P. sylvestris ai three laboratories in Canada and France.
Plant Cell, Tissue and Organ Culture. 86: 87-101.

Pate] KR. Thorpe TA. 1994, [n vitro differentiation of plantlets from embryonic
explants of lodgepole pine (Pinus contorta) Dougl. ex Loud.) Plant Cell, Tissue and
Organ Culture 3:131-142,

Patel KR. Berlyn GP. 1982. Genetic instability of multiple buds of Pinus coultieri
regenerated from tissue culture. Can. J. For. Res. 12:93-101.

Pelletier G. Laliberte S. 2000. Effect of embryo orientation on the developmental
sequence of adventitious organogenesis in jack pine (Pinus banksiana Lamb.). Can.
J. Bot. 78: 1348- 1360.

Pence VC. 1991. Center for reproduction of endangered wildlife. TCA Report 25:1-2.
Pérez-Bermudez P, Sommer HE. 1987. Factors affecting adventitious bud in Pinus

elliotrii (Engelm) embryos cultured in vitro. Plant Cell. Tissue and Organ Culture
11:25-35.

84



Phillips GC. Hubstenberger JH. Hansen CE. 1995. Adventitious Shoot Proliferation.
En: Gamborg. O.L. Phillips. Plant Cell. Tissue and Organ Culture Fundamental
Methods. Springer-Verlag. Berlin. 55-61.

Pierik RLM. 1990 a. Rejuvenation and Micropropagation. International Association
of Plant Tissue Culture Newsletter. 62:11-21.

Pierik RLM. 1990 b. Cultivo in vitro de las planias superiores. Ediciones Mundi-
Prensa. Madrid Espafia. pp 109 -110.

Prehn D, Serrano C. Mercado A, Stange C, Barrales L. Arce- Jonson P. 2003.
Regeneration of whole plants from apical meristems of Pinus radiate. Plant Cell.
Tissue and Organ Culture. 73: 91-94.

Quintero QL. 1996. El pino pifionero de Juchipila o pifién azul (Pinus maximartinezii
R.). hitp://www.juchipila.com/pinus _maximartinezii.php.
[Revisado el 06 /mayo/2003].

Reilly K. Washer J. 1977. Vegetative propagation of Pinuy radiata by tissue culture:
plantlet formation from embryo tissue. N.Z.J. For. Sci. 7:199-206.

Renfoe MH. Berlyn OP. 1985. Variation in nuclear DNA content in Pinis taeda L.
tissue cultura of diploid origin. J. Plant Physiol. [21:131-139.

Richards S. Gauthier S, Laliberte S. 1995. Isozyme assessment of the genetic
stability of micropropagated hybrid larch (Larix xcumlepsis Henry). Can, J.
For.Res:1103-112.

Roca WM. Mroginski LA. 1991. Cultivo de tejidos en la agricultura, Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT). Colombia. pp 152-153.

Ruiz GRR, Marquez MM. Ledesma MJC, Blanco FM. Valdez RVC. Pérez VGP.
2006. Estado y Conservacion del Pino Azul ( Pinus maximartinezii Rzed.) y sus
especies asociadas en la sierra de Juchipila. Zacatecas. Centro regional Universitario
Centro Norte; Universidad Auténoma Chapingo. Méx.

Rzedowski J. 1978. Vegetacion de México Ed. Limusa. México, D. F. pp 285-313.

Rzedowski J. 1964. Una especie nueva de pino pifionero del Estado de Zacatecas.
(México). Ciencia, México, D.F. XXIII. pp 17 - 24.

Saborio F1. 1996. Organogénesis in pine species: Micropropagation and molecular

analysis of bud induction /in virro. Ph. D. Dissertation. University of Calgary,
Canada. 355.

85


http://www

Saborio FJ. Dvorak WS. Donahue JK. Thorpe TA. 1997. /n vitro regeneration of
plantlets from mature embryos of Pinus avacahuiie. Tree physiology 17: 787-796.

Saravitz CH. 1990. [n viiro propagation of Fraser fir (Abics fraseri) and Virginia
pine (Pinus virginiana) from embryonic explants. Ph.D. Dissertation. North Carolina
Statc University. 108.

Schenk RU. Hildebrandt AC. 1972. Medium and technique for induction and growth
of monocotyledonous and dicotyledonous plant cell cultures. Can. J. Bot.50:199-
204.

Schestibratov KA. Mikhailov RV, Dolgov SV. 2003. Plantlet regeneration from
subcuiturable nodular callus of Pinus radiata. Plant Cell, Tissue and Organ Cult. 72:
139-146.

Selby C. Seaby DA. 1982. The effect of Auxins on Pinus contorta scedling root
development. Forestry. 55:125-135.

SEMARNAT. 2003. Sistema Estatal de las Areas Naturales protegidas para la
conservacion de la biodiversidad en Zacatecas. Secretaria de Medio Ambiente y
Recursos Naturales. Delegacion Federal en el Estado de Zacatecas. México

Sen S. Magallanes — Cedenilo ME, Kamps RH. Mckinley CR. Newton RJ. 1994. /n
vitro micropropagation of Afghan pine. Can, J. For. Res. 24: 1248-1252.

Snedecor GW. Cochran WG. 1971. Métodos estadisticos. Ed: Continental, México,
D.F. pp. 402.

Sommer HE, Brown CL. Kormanik PP. 1975. Differentiation of Plantlets in
Longleaf Pine (Pinus palustris Mill) Tissue Cultured in virro™. Bot. Gaz. 136: 196-
200.

Stasolla C. Loukanina N, Ashihara H, Yeung EC. Thorpe TA. 2007. Comparative
studies on pyrimidine metabolism in excised cotyledons of Pinus radiate during
shoot formation in vitre. Journal of Plant Physiol. 164: 429-441.

Sul IW. Korban SS. 2004. Effects of salt formulations, carbon sources Cytokinins,
and auxin on shoot organogenesis from cotyledons of Pinus Pinea L. Plant growth
regulation. 43:197-205.

Sul W. 1995. Development of in vitro regeneration and gene transfer systems from
conifer species. Ph.D. Dissertation. University of [llinois Champaigne, USA.127.

Tampe PA. 1996. Effects of jasmonic acid on plant morphogenesis in vitro. MSc.
Dissertation. University of Calgary, Canada. 154.

86



Tang W. Harris L.C. Outhavong V. Newton RJ. 2004 a. Antioxidants enhance in
vitro plant regeneration by inhibition in the accumulation of peroxidase in Virginia
pine ( Pinus virginiana). Plant Cell Rep. 2: 871-877.

Tang W, Harris LC. Outhavong V. Newton RJ. 2004 b. The effect of different Plant
growth regulators on adventitious shoot formation from Virginia Pine (Pinus
virginiana) zygotic embryo explants. Plant Cell. Tissue and Organ Culture 78: 237-
240.

Tang W. Harris LC. Outhavong V. Newton RJ. 2004 ¢. The effect of different Plant
growth regulators on iz vitro adventitious shoot formation in Virginia Pine (Pinus
virginiana Mill). In Vitro Cell. Dev. Biol.-Plant. 59: 2067,

Tang W, Newton RJ., Charles MT. 2006. Plant regeneration through multiple
adventitious shoot differentiation from callus cultures of slash pinc (Pinus elliontii}.
Joumal of Plant Physoilogy. 163: 98-101.

Tautorus TE. Fowke LC. Dunstan DI. 1991. Somatic embryogenesis in conifers.
Can. J. Bot. 69: 1873-1899.

Thorpe TA. Biondi S. 1984. Conifers. In: Sharp. W.R. D.A. Evans. P.A. Ammirato,
Y. Yamada (eds). Handbook of plant cell culture. Crop Species. Macmillan
Publishing Company. 2: 435- 470.

Thorpe TA. 1994. Morphogenesis and regeneration. In: Handbook of Plant Cell
Tissue Culture. L.K. Vasil and T.A. Thorpe (eds.). Publishers, Netherlands. 17-36.

Thorpe TA. 2004. To root or not to root, that is the question: Reflections of a
developmental plant physiologist. /n vitro Cell. Develop. Biol.- Plant, 40: 115-128.

Thorpe TS. Harry IS, Kumar P. 1990. Application of micropropagation to forestry.
In: Micropropagation: technology and application. P.C. Debergh and R.H.
Zimmerman (Eds). Kluwer. Academic. Dordrecht. The Netherlands. 311-336.

Toivonen PMA. Kartha KK. 1989. Cryopreservation of cotyledons of non-
germinated white spruce (Picea glauca (Moench) Voss) embryos and subsequent
plant regeneration. J. Plant Physiol. 134:766-788.

Vargas HJ. 2003. Estado de la diversidad genética de los arboles y bosques en ¢l
Norte de México. En: Documento de Trabajo sobre Recursos Genéticos Forestales.
FAQ. Roma, Ttalia. 38 p.

Villalobos VM. Yeung EC, Thorpe TA. 1985. Origin of adventitious shoots in
excised radiata pine cotyledons cultured in virro. Can. J. Bot. 63: 2172-2176.

Villalobos VM. Thorpe TA, Yeung EC. 1983. Aplicaciones del cultivo de tejidos en
especies forestales. Ciencia y Desarrollo. Conacyt. México. 51:43-59.

87



Von Arnold S. Ericsson T. 1981, /n vitro studies of adventitious shoot formation in
Pinus contorra. Can, J. Bot. 59: §70-974.

Winkler MN. 1995. Physiology of shoot formation in virro: Aminoacid metabolism
and respiration. Ph.D. Dissertation. University of Calgary. Canada. 235.

Zhang Y. Wei ZM, Xi ML. Shi JS. 2006. Direct organogenesis and plantlet

regencration from mature zygotic embryos of masson pine. (Pinus massoniana).
Plant Cell. Tissue and Organ Culture. 84:119-123,

88



RESUMEN BIOGRAFICO

Ma. Del Carmen Qjeda Zacarias
Candidata para el Grado de

Doctora en Ciencias con Especialidad en Biotecnologia

TESIS: Regeneracion in vitre del pifion azul Pinus maximartinezii ( Rzedowski)

CAMPO DE ESTUDIO: Ciencias de la Vida

DATOS PERSONALES: Nacida en Jéruco Michoacén. el 01 de agosto de 1966; de
padres Juan Isaias Ojeda Lazaro (T} y Margarita Zacarias Peredo.

Educacién: Egresada de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn recibiendo el titulo
de Ingeniero Agronomo Fitotecnista en febrero de 1992 y Obteniendo el grado de
maestro en Ciencias en Produccion Agricola en septiembre de 1996, en la misma
Universidad.

EXPERIENCIA PROFESIONAL: Asesora en la Secretaria Académica de la Torre de
Rectoria 9° Piso. UANL de enero de 2001 a mavo de 2004.. Asesora Técnica en el
Programa Elemental de Asistencia Técnica del Subprograma de Alianza para el Campo;
SAGAR Nuevo Leon de noviembre de 1999 a abril de 2000., Auxiliar de investigacion
en los Laboratorios de Fisiologia Vegetal, Biotecnologia Vegetal ¢ Ingenieria Genética.
Facultad de Agronomia; UANL de enero de 1988 a diciembre de 2001.

Proyectos en colaboraciéon: Conservacion de Especies Amenazadas o en Peligro de
extincion (cactaceas). apoyado por CONACYT. Micropropagacion de especies
forestales en colaboracién con la Universidad de Texas A&M. Micropropagacion de
orquideas en colaboracion con la estacion experimental de Texas A&M y
Establecimiento del Protocolo para la Crioconservacion de Germoplasma de Aguacate
Criollo (Persea americana Mill) apoyado por PAICYT.

Grupos de investigacion a los que pertenece: Colaboradora del Cuerpo Académico de
Biotecnologia Agroalimentaria. Programa de Mejoramiento del Profesorado. Clave:
UANL- CA- 228. Y Asesor externo de la tesis Estabilidad genética en cultivo in vitre
de aguacate criollo. Facultad de Agronomia de 1a UANL..

Estancias: Laboratorio de Cultivo de Tejidos vegetales, en el Departamento de Ciencias
Forestales de la Universidad de Texas A&M.

Experiencia en educacion: Maestra del curso “Cultivo de tejidos vegetales y
Micropropagacion de plantas™ Faculiad de Agronomia de la UANL Mayo de 1994 y
Enero de 1997. Docente del Instituto Tecnoldgico de Nuevo Leon. Julio de 1999 a la
techa. Publicaciones en revistas indexadas 4, resimenes en extenso 2, ponencias en
congresos 10.

89



Revista Internacional de International Journal of
BOTANICA @ EXPERIMENTAL
EXPERIMENTAL

Fondada en 1951 por Founded 1951 by

Miguel Raggio & Nora Moro de Ragpio
Editor Fundador: Dr. Miguel Raggijo | Editor Ejecutivo: Dr. Carlos A. Busso

FUNDACION ROMULO RAGGIO
Gaspar Caropos 861, 1638 Vicente Lépez (BA), Argentina

55° ANIVERSARIO {2006) 75: 109-113 55th ANNIVERSARY

Multiplicacién in vitro del Pifion Azul
Pinus maximartinezii (Rzedowski)

(Con 3 Tablas)
In vitro multiplication of the Pifién Azul Pinus maximartinezii (Rzedowski)
(With 3 Tables)

Ojeda-Zacarfas! Ma del Carmen, Hugo A Luna-OlveraZ, Lilia H Morales-RamosZ, Maria
J Verde-Star?, Teresa E Torres-CepedaZ, Benito Pereyra-Alférez2, Leobardo Irachets-
Donjuan3, Emilio Olivares-Sienz?, Rail Salazar-Sienz*: Elizabeth Cirdenas-Cerda*

Resumen. Pinus maximartinezii (Rzedowski) es ung especie endémica en peligro
de extincién, confinada a una poblacién de npnxamadnmcnte 2000 a 2560 arboles maduros
en una superficie de 400 ha. En estos casos. es o establecer técnicas de propagacisn

. que permitan incrementar |a disponibilidad del marenal vegetativo.

El objetivo de este trabajo foe desarrcllar un protocolo para la mmltiplicacién in
vitro de Pinus maximartinezi: por medio de organogénesis. Embriones cigdticos y cotiledones
obtenidos de semillas maduras fueron colocados en los medios de cultivo DCR y GD
adicionades con 0.3 mgl-1 y 0.5mgl-I de BAP; 0.01 mgl-1 de NAA, permaneciendo pov 6

en condici de 26°C ¢ 2°C y un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oseuridad.
Posteriotments los explanies fueron mansferidas a los medios de cullive (DCR y CD) sin
reguladores de crecimiento a intervalos de 15 dfas, durante 6 semenas. En la siguiente
etapa (alargamiento de yemas), la variable evaluada fue ndmero de explantes cen yemas.
Por ultimo los explantes fircron ransferidos a tos mismos medios de cultivo sin reguladoves
de crecimiento, adicionadas con 0.1% de carbén activadae, permaneciendo por 8 senanns:
evaludndose posteriormente el nitinero de brotes por embrién,

Los andlisis de vananza mostraron diferencia significativa en medios de cultive ¥
concentracién de voguladores de crecimiento.

Abreviaturas: BAP-Bencilaminopurina; NAA=Aridn Nafialenac&ticn; DMS=Diferencia
Minima Significativa; DCR=(Gupta y Durzan. 1985); GD=(Gresshoff y Doy, 1972); mgl-1= miligramos
por litro; gl-1= gramos pex litre; h= havas.
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Palabras clave: Micropropsgacién. confferss. Pifién azul. primordios foliares,
organogénesis

Abstract. Pinus maximartinezii (Rzedowski) is an endemic endangared speries,
confined to a single population of approximately 2000 1o 2500 mature trees. 1t covers abaut
400 ha in southern Zaeatecas, Mexico. The suecess of tissue cultuve techniques for germplagm
preservation depends on regeneration of cultures. The objective of this study wes to achieve
an in »itro proliferation proteenl using organagenesis technique for Pinus maximartinesii.
Mature seeds were surface sterilized in 6% H202 v/v. Isolated cotyledons and zygotic embryos
were cultured on shoat induction media. DCR and GD media were supplemented with 0.3
and 0.5 mgl-1 BAP: 0.01 mgl-1 ANA and vitamin solution. pri:mts wete {noubated at 26
# 2°C under a 16h photoperiod. The exp ferred every 15 days to honmone-free
madinm (DCR and GD) for & period of 6 wk for fud developmient. The rumber uf explants
forming buds was determined. After induction of buds, the explants were transferved to 2
hermone-frec hasal medium, to which 0.1% activaled charcoal was added. Alter 8 wk, the
number of shoots per embryo was evaluated. Effects of either basal media or plant growth
regulator concentrations were significantly different (p<0.05).

Abbreviations: DCR=Gupta & Durzan, 1985 GD=Gresshoff y Day, 1972;
BAP=hencilaminopurine; ANA=Naflalen acetic acid.

Key words: Micropropagation, conifers, Pifion Axul, foliar primordial. organogénesis

La importancia econémica de los bosques de confferas en México es muy grande; el
género Pinus constituye la mayor parte de Ja riqueza forestal por su amplio rango de distribucién
(Martfnez, 1953). El piiién azul 0 maxi pifién (Pinis maximartineziy (Rzedowski), ha sobrevivido
& una restriccion genética extrema ya que esté confinado a una sola poblacién de aproximadamente
2000 a 2500 &rboles madures en el sur del estado de Zacatecas, México y s¢ encuentra en la
lista de las especies en peligro de extincién (Ledig et al., 1999; Norma Oficial Mexicana, 1994).

En estos casos la propagacién ir vitro ha demeostrade ser un método exitoso para la
conservacién ¥ manterimiento de especies en peligro de extincién (Mata et al., 2001). Sin
embargo, se han observado diferentes respuestas eon la utilizacién de medios de cultivo y regula-
dores de crecimiento (Ojeda, 1992). Por lo que, es necesario ajustar el protocolo de regeneracién
para cada una de las especies (Go et al., 1993; Saravitz, 1990). Diversos investigadores, utilizando
cotiledones de embriones maduros encontraron que concentraciones distintas de benciladenina
favorecen el desarrollo de brotes in vitro (Go et al., 1993; Hargreaves et al., 2004; Patel y Torphe,
1994). Ast mismo, Niella y Rocha (2001) utilizando cotiledones provistos de hipocotilos obtuvieron
una mayor respuesta con la utilizacién de BA. El objetivo de este trabajo fue desarrollar un
protocolo para la multiplicacién in vitro de Piniis maximartinezii, estudiando la variable nimero
de brotes por explante.

MATERIALES Y METODOS

Desinfeccidn de la semilla.- Se obtuvieron semillas intactas de conos madures de
Pinus moximartinezii, Para su desinfeccién se colocaron en una solucién de hipoclorito de sodio
comercial (6% ingrediente activo) y detergente durante 5 min; 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 camapana de flujo laminar colocdn-



Multiplicacién in vitre de Pinus maxvimartinezii por organogénesis 111

dose en una solucién de H202 de 12.5 vol durante 45 mtn; se enjuagaron con agua bidestitada
esterilizada y se transfirieron a etanol 70% por un minuto; a continuacién se colocaron en una
solucién de hipoelorito de sodio comercial (6% ing. activo) adicionado de 0.5ce de Tween-20
(poliexietileno sarbitan monovalente) durante 5 min, Finalmente se enjuagaron por 5 min con
agua bidestilada esterilizada.

Se utilizaron los medios de cultivo DCR y GD (Gresshoff y Doy, 1972; Gupta y Durzan,
1985). Adicionados con ().Bmgl‘1 y O.Smgl‘lde BAP, respectivamente; 0.0Imgl‘l de NAA;
Sacarosa 30gi'1 para DCR y 20g1‘1 para GD; Sgl'1 de agar gel y ajustandose el pHd a 5.7, Se
esterilizaron a 121°C y 1 atm. de presién durante 15 min. Los tratamientos se muestran en la
Tabla 1.

Tabla 1. Tralomientos ¢ los que se expusieron cotiledones y embrianes cigé-
ticos madures de Pinus moximartinezii para estudiar su respuesta in vitro.

Factor A factor B Foctor € NGmero de
Explante Medio  |Concentracion de | tratamiento
Cultivo reguladores
cncenisto mik!

DCR 0.3 1

0.5 2

Cofiledones Go 03 3

0.5 4

DCR 0.3 5

Embrién 05 )

GD 0.3 7

0.5 B

Disefio del experimento.- Se utiliz6 un disefio totalmente al azar y con arreglo factorial
23 factor A: explantes; factor B: medios de cultivo; factor C: concentracién de los reguladores
de crecimiento donde la varizble dependiente a evaluar fue niinero de brotes por embrién.

Induccion de yemas.- Cotiledones de embriones maduros v embriones cigsticos

completos fueron colocados en los tratamientos sefialados, incubandose durante seis semanas
por 16/8 h-luz, a 2000 lux y 26°C £ 2°C para la induccién de yemas.

Alargamiento de yemas.- Los cotiledones y embriones fueron transferidos a fraseos
con medio DCR 6 GD sin reguladores de crecimiento y disminuyenda la sacarosa a la mitad de
su concentracién. fin 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.

Formacion de brotes.- Los explantes con yemas desarroliadas se transfirieron a los
mismos medios de culiivo pero adicionados eon 0.1% de carbén activado manteniéndose estos
durante 8 semanas. Para esta etapa se evalué la variable ndmero de brotes por embrién.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Induccidén de yemas. En la primera semana de iniciado el cultivo los cotiledones
presentaron la formacién de estructuras nodulares semejantes a callos. Al transcurrir seis
semanas en ¢l medio se hicieron evidentes primordios de yemas.

Sin embargo no se presentaren difererrcias significativas (p>0.05) para ningtin factor.
Los resultados se muestran en la Tabla 2. El tiempo requerido 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 las seis semanas en lo etapa de alargamiento
de yemos, evaludndose el nimero de primerdios de yemas en Pinus maximartinezii.

Concentracion de
Explante Medio de Cultivo reguiadores de
cracimiento mgl'1

Cotiledones Embrién DCR GD 0.3 0.5
1.093¢ 1.375q 1.312a 1.156a 1281a 1.1874a

Formacién de brotes.- Para la evaleacion del mimero de brotes se tomaron en cuenta
solamente las yemas que mostraban al menes dos primordies foliares bien desarrollados.

Tabla 3. Numera de brotes promedio de Pinus maximartinezii
obtenidos a las 8 semanas en bt etapa de formocion de brotes.

Medio de cultivo Concenfrocion de reguladores
de crecimiento mgl”
DCR GD 0.3 0.5
4.031a 2.844b 2.96%9a 3.906b

En general €] medio de cultivo DCR mostré mayores resultados (p<0,05) que el medio
GD (Tabla 3). Asf mismo, al analizar la conceniracién de los reguladores de crecimiento se
encontr6 mayor respuesta (p<0,05) con 0.5mgl X BAP en comparacién con 0.3mgl™! (Tabla 3).

Aunque no es facil definiv la causa por la cual cotiledones provenientes de un mismo
embrién presentan diferencias en su respuesta, es necesario ajustar el protocolo de regeneracién
para cada especie de pino (Pérez-Bermiidez y Sommer, 1987). Algunas especies responden
exitosamente a dosis bajas de BA y otras responden mejor 8 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 concentraciones
de BA utilizando cotiledones provistos de hipocotilos. Asf mismo Ojeda (1992) y Lambardi et
al. (1993) encontraron en Pinus halepensts que conforme se incrementd la concentracién de BA,
la respuesta de los explantes fue mayer.
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La mayorfa de las regeneraciones in vitro del género Pinus ha sido ¢l resultado de la
utilizacién de embriones maduros asf como de lz concentracién de los reguladores de crecimiento
(Martfnez-Pulido et al., 1992; Patel y Thorpe, 1994). En general la mayor respuesta se obtuvo a
partir de embriones cigéticos completos en el medio DCR utilizando O.Smgl'l de BAP.
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Crecimiento y Seleccidon de Suspensiones Celulares
de Cenchrus ciliaris L. Bajo Estrés Salino
{con 1 cuadro ¥ 2 figuras)

Cardenas-Cerda’ Elizabeth, Ernesto Ruiz-Cerda?,
Ciro GS Valdés-I.ozane!, Francisco Zavala-Garcial,
Rigobherto Vazquez-Alvarado!, Ulrico Lépez-Dominguez!,
Ma, Carmen Ojeda-Zacarias®

Resumen. Con ¢l objetivo de seleccionar lineas celulares de zacate hulie)
(Clenclrus eiftaris) para tolerancia a salinidad, se establecieron suspensiones celula-
res @ partic de cultivo de callo, las cuales fugron sometitdas a concentraciones de
MNaCl arazon de 0, 60, 120 y 180 M durante un perinde de 3G Jdias.

[.as suspensiones resulluntes [ueion sametidas posteriormente & Wea ¢olicen-
Lracion de 180mM de NaCl, Fnsubeultive posterior se encontid nue las suspensio-
nes provenientes de lus trataniientos con B0y 120N de NaCl, presentaran mayo-
res valores en el pardmeliv de peso fresco, comparado von gl testigo.

Palabras claves: Zacale bulfel, vamacion somaclonal, Lulerancia a salimdad,
seleccion i uitro

Abrveviaturas: NaCl= Clorure de Sodio; ppru= partes por nulldn, 2,4-D= 2.4-
Diclorafenaxiacético, AlA= Acido Indolacético; NIIS= Ihiferencia Minuna Signilicati-
va; MS= Nurashige y Skosg 1962, M= muli Molay; rpm= revoluciones por minuto,
meq= wiliequivalente.

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

El zacate buffel es una especie que ha mostrado un amplio rango de
adaptacion a diferentes ambientes ecolégicos, incluyenda las zonas
semidesérticas, en las que representa una alternativa de produceién agni-
cola forrajera viable por su tolerancia a la sequia, ademads de una opeién
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, 6). En un estudio realizado por Gutiérrez et «l.
(3) distintos genotipos de zacate buffel fueron fuertemente afectados en
sus porcentajes de germinacién en concentraciones superiores a 6000 ppm
de NaCl. Por otra parie, Graham y [Humplhreys (2) observaron una re-
duccion del rendimiento potencial de las variedades American,
Tarewinnabar, Gayndah, Biloela y Molopo en una proporcién inversa al
ineremento de sal, con \ratamientos de 28, 44, 66, 110 y 125 meg)* de
NaCli, con lo que concluyeron que el zacate buffel es poco tolerante a este
factor, considerando que los cultivos sensibles son aquellos que prospe-
ran en niveles salinos cuya conductividad eléctrica es menor de 4 mmhos
em Y, equivalentes a 40 megl? de NaCl.

Tl objetivo de este estudio fue cavacterizar y seleccionar lincas celu-
lares de zacate buffel en medios salinos, como una posible alternativa de
mejoramiento genético de la especie por vanacion somaclonal.

MATERVALES Y METODOS

Los experimentos se realizaren en ¢l laboratorio de Biotecnologia
Vegetal de la Facultad de Agronomia de la UANL, donde a partir de callo
friable de la accesion P1-240170 de zacale buffel se establecieron suspen-
siones celulares en el medio de cultivo “MS” (8) adicionado con 1,0 mgl!
de dcido Diclorofenoxiacético (2,4-D}, 0.3 mgl? de acido Indolacético (ATA),
100 mgl de mioinositol, 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 rotatorio a 130
rpm en ¢ cuarto de incubacién bajo condiciones controladas de tempera-
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 subcultives de las suspensiones celulaves a 0, 60, 120 y 180 mM
de NaCl en matraces de 125 ml con 30 ml de medio de culiivo. El procedi-
miento consistio en transferir bajo condiciones asépticas 0.5 g de células
de la suspension madre a los matraces tratados. l.os matraces con las
suspensiones celulares fueron colocados en condiciones de incubacion a
temperatura de 25 + 2° C y luz de 16/8 h, en constante agitacion a 130
rpm en un agitador rotatorie(Termolyne Orbital Shaker modelo M49235).
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Se utilizé un diseiio experimental completamente al azar con cuatro
repeticiones y se levaron a cabo muestreos cada 6 dias por un periodo de 36
dias. En cada muesireo sc tomé aleatorianiciite un malraz por tratamiento
y repeticién y se evalué el peso fresco de las células, separandolas del medio
liguide mediante filtracion por vacio, sobre papet filtro Whatman N° 1,

La seleccion para tolerancia a NaCl sellevd a cabo al subculitivar las
suspeusiones provenientes de lus distintos tratamientos de NaCl a medio
de cultivo fresco adicionado con 180 nM de NaCl. En ¢ste caso, Lambién
se incluyo una suspension testigo cultivada en medio fresco libre de sal.
.as cinco suspensiones se denominaron: 0/0, /180, 60/180, 120/180 y 180/
180. Los subcultivos se mantuvieron en ohservacién por siele semanas
con muestreos iniciales a 7, 14 v 21 dias. Una vez que éstos alcanzaron la
fase estacionaria a los 49 dias, se obtuvo su peso {resco final, as{ como el
porcentaje de viabilidad cetular,

Eldiseiio experimental utilizado fuc un completamente al azar con
cinco repeticiones, quedandu representada la unidad experimental por
un matraz de 125 ml con 30 ml de suspension celular. Se analizé la varianza
de los datos y se compararon las medias de tratamientos con la prueba de
Tukey (P< 0.05),

RESULTADOS Y DISCUSION

EnlaFig. 1seaprecianlas tendencias de crecimiento de las suspen-
siones celulares en los distintos tratamienios de sal. Los valores mas al-
tos de peso fresco de células se observaron a log 30 dias para las suspen-
siones testigo y de 60 mM de NaCl, con 9784 v 9320 mg 30ml!, respecti-
vamente. En cambio para las suspensiones tratadas con 120 y 180 mM de
NaCl, el méximo peso fresco se presents a los 36 y 30 dias con valores de
5615 y 4493 mg 30ml'}, respectivamente.
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En el ensayo en que las suspensiones celulares sc subcultivaron en
medio salinizado con 180 mM de NaCl, se detectaron diferencias signifi-
cativas entre niveles de NaCl. Al considerar el peso fresco acumulado 4
log 49 dias, en el Cuadiro 1 se puede apreciar que la suspensidn 60/180
presentd el valor mds alto de peso fresco, con 4059 mg  30ml !, el cual fue
diferente al testigo, con 1786 g 30ml?. La diferencia fue de 2273 ng
30ml!, la cual fue estadislicamente significativa, asi come la difcrencia
de 2183 mg 30ml! de peso fresco obtenida al comparar la suspension
celular de 120/180 con ¢l testigo a los 49 dias después del subcultivo.

Los resultados presentaron tendencias similares a los encontrados
por Croughan et al. (1), guienes observaron ea lineas celulares de alfalla
y arroz seleccionadas por {olerancia 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 medios menos salinos
tuyicron mejor crecimienio y rendiniiento que lineas originales no selec-
cionadas.

En observaciones realizadas al microscopio, fue notorio el predonm-
nio de células de forma esférica y tamafio relativamente pequeno para las
suspensiones celulares cultivadas en medios con las mayvoeres 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 ai., (4) consicleraron que la presencia de células de menor
tamatio bajo condiciones salinas, puede representar unacontribucién para
la tolerancia a la salinidad, ya que éstas podrian tener menor demanda
de encrgia que lag células de mayor tamafo,

Cuadra 1.— Peso fresco de células img 30 ml-1) de C eidiaris L. en una
concentracion de NuCl (180 mM), pretratadas previanmente con NaCl en
distintas concentraciones

Tratamiento Dias después del subeultivy
NaCl (mbhD _
7 11 21 49 X
020 730 679 1012 1986 b 1052.0 be
07180 811 3418 739 1666 b
891.2 ¢
60/180 574 613 1282 4059a
1632.44b
120/180 998 1052 1920 3924a 1973 .6a
1807180 565 450 486 B78 b 546.4 ¢
X 736.0b 629.7) 1087.9b 2422 8a 1219.1

Valores con lelras distintas son estadisticamente diferentes (Tukey (1 05)
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Tomando en consideracién los patrones de crecimiento observados
en los cultivos celulares sometidos a distintas concentraciones de NaCl,
se deduce que (1), la accesion 240170 de zacate buffel no presenté sensibi-
lidad al efecto de NaCl a una concentracion de 60 mM y (2), que las sus-
pensiones celulares cultivadas en medio eon 60 y 120 mM en un primer
ciclo de crecimiento, mostraron mejor comportamiento en crecimiento
durante el subcultivo en una concentracién de 180 mM de NaCl.
Subenltivos obtenidos de éstas Tueron considerados selecciones celulares
para fines de mejoramiento genélico.

Para la viabilidad celular, en la IFig. 2 se aprecia gue en todos los
tratamientos se presentd una tendencia inicial de incremento hasta los
14 dias. Los Lratamientos testigo, 60/180 y 120/180, presentaron una dis-
minucién a partir de esta fecha de nmuestreo hasta los 21 dias. Posterior-
mente se incrementaron los valores a los 49 dfas, mientiras que en los
tratamientos 0/180 y 180/180 el incremento inicial de viabilidad se pro-
longé a 21 dias, a partir del cual el primere permanecio sin cambio hasta
¢l término del periodo considerado y el segundo tendié a disminuir, Esto
explica en parle las diferencias del comportammiento 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 Pirnus constituye la mayor parte de la riqueza
forestal de México por su ampha distribucién (11). El pino pifionero P.
cembroides ocupa una amplia superficie en las zonas 4ridas y semiaridas
de México (12) y es uno de los pocos recursos naturales de estas zonas
pues sus semillas tienen valor en la industria de dulces y reposterfa. P.
halepensis es importante por su adaptacién a suelos pobres y resistencia
a sequia (9) en la mayoria de las zonas a reforestar de México.

La propagacion 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 confferas (1), pero Sen ef al. (18) utilizando cotiledones de
embriones maduros de P. eldarica encontraron que concentraciones su-
periores a 44 1M de BA eran perjudiciales para el desarrollo de brotes in
vitro. También es importante el tiempo de exposicién a los reguladores
de crecimiento (4,15). Los objetivos de este trabajo fueron desarrollar un
protocolo para la regeneracidn in viiro de Pinus cembroides y de Pinus
halepensis estudiando las variables: a) especie b) medio de cultive ¥ ¢)
tiempo de exposicion a fitorreguladores.

MATERIALES ¥ METODOS

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

Las semillas predesinfectadas se llevaron a una campana de flujo
laminar colocandose en una solucién de H,0, 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¢c
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 afor6 a 1000 ce, se agregd agar gel 0.5% y se llevé a
un horno de microondas durante 5 min. Se vacié en frascos poniendo 25
cc / fraseo y se esterilizaron a 121 °C y 1 atm de presidn durante 15 min;
ya esterilizados se anadi¢ glutamina 50.0 mgl a los frascos con medio
DCR bajo una campana de flujo laminar.
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Disefio 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 cuadrada para los andlisis de
varianza y para asegurar una distribucién normal (19).

Manipulacion de los explantes. En general se siguié el protoco-
lo de Patel & Thorpe (15). En los frascos habia un nimero variable de
cotiledones pere todos eran provenientes de un sclo embridon; como éstos
eran las unidades experimentales los anélisis 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 y 26 °C para la induccién de yemas. En cada frasco los cotiledones
permanecieron 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-
guladores permareciendo en ellos durante 6 semanas. Al final de esta
etapa se conté el nimero de yemas con, al menos, 2 primordios foliares
bien desarrollados.

Formacion de brotes.- Los explantes con yemas desarrolladas se
transfirieron a frascos con medio DCR o GD sin fitorreguladores pero
suplemeniados con 0.1% de carbdn activado permaneciendo en ellos du-
rante 8 semanas. 3t bien algunos se necrosaron otros prosiguieren su
desarrollo. Al final de esta etapa se evaluaron las variables siguientes:
a) nimero de cotiledones con brotes; b) numero de brotes por embrion;
¢) numero de brotes de 5 mm o mayores.

Cuadro 1.~ Tratamientos a

Factor A Factor B Factor C (semanas Nimero de los que s someticron

Especie medio de de exposicién a tratamiento cotiledones de dos especies
cuitivo fitorreguladores) de Pinus para estudiar su
respuesta in vitro,
DCR 6 1
: 4 2
P. cembroides
“ ap 6 3
4 4
DCR 6 5
P. halepensis 4 6
GD 6 7
4 8
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RESULTADOS Y DISCUSION

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

Induceién de primordios de yemas. El Cuadro 2 muestra los
resultados obtenidos 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 exposicién a BAP + NAA teniéndose mejores resulta-
dos con 4 semanas respecto a 6 semanas. La interaccién entre ambos
factores, especie y tiempo de exposicién es significativa. En P. cembroides
el mimero 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
produccion 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 brotaciéon se debié al incrementar el
tiempo de exposicién a los fitorreguladores. Esto pudo deberse a una
excesiva asimilacién de BAP alcanzando niveles t6xicos; sin embargo Flinn
et al (3) encontraron incrementos en la produccién de callos al prolongar
la exposicién a BAP durante 8 semanas en Pinus strobus.

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

Cuadro 2~ Numero de

Especies Exposicién (semanas) cotiledones con callos y
- : primordios de yemas en dos
ste T am i Ay POl Pless oot s

dos tiermpos de exposicion a
BAP + NAA Cifras promedio

Interaccion especie-tiempo de repeticiones por
tratamiento.
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 refteren a la respuesta por embrién experi-
mental. Ea la induccion y desarrollo de brotes in vitro P. cembroides
respondié mejor que P. halepensis al protocolo de Patel y Thorpe (15).

Con respecto al tiempo de exposicién en general el medio de cultivo
DCR dio mejores resultados que el medic GD. Sin embargo al 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 mimero de cotiledones eon brotes y
nimero de brotes por cotiledén. Jana y Tainter(8) afirmaron que un mis-
mo protocolo sirve para cualquier tipo de pino, Sin embargo, Pérez-
Bermiudez y Sommer (16) sugieren que la capacidad de regeneracién se
regula por los macronutrientes 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 producto en P. caribeae. Igualmente la exposicién a

Cuadro 3.- Nimero de

Especies Medio de cultivo brotes por embrién en 2
P. cembroides P. halepensis DCR GD :;Pef:s deh!"x.::oe‘: eant
10.24a 4.62b 10.11a 4.70b medios de EulHiva ¥ sujelos

a 2 tiempos de exposicién
previa a BAP — NAA.
Cifras promecio de 6

Interaccion especie-tiempo

Semanas P. cembroides ~ P. halepensis ~ repeficiénitraizmiento.
4 15.28a 3.24b
6 6.250 6.20a

Literales diferentes indican DMS

Cuadro 4.~ Nimero de
brotes de 5 mm ¢ mayores
Medio de culti E icion (semanas) en embriones de 2 especies

o de cultivo b de Pinbs en' iadios de

Repeticiones y tratamiento

DCR GD 4 6 cultivo y 2 tiempos de
8.12a 4.49b 7.39% 5.06b exposicion previa a BAP +
NAA. Cifras promedio de 6
Interaccién especie-tiempo repeticiénjiratamienio.
Semanas p. cembrowdes p. halepensis
4 14.36a 2.72b
6 4.75b 5.38a

Literales diferentes indican DMS.
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BAP por mas 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 8 semanas de la tltima transferen-
cia a medios de cultivo sin fitorreguladores {después de 20 semanas de
iniciado ¢l cultivo in vitro) se midieron los brotes y se cuantifiecé y analizé
el ntimero de brotes de 5Smm o mayores. El medio DCR mostré ser més
favorable para el desarrollo de los brotes. La exposicién 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-
cién, al prolongarse el tiempo huvo efectos negativos en P. Cembroides; y
positives en P. Halepensis. Esto es importante ya que en organogénesis
un aspecto determinante es la calidad de los brotes formados, siendo la
Iongitud 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 ]as plantulas en el campo depende de su altura (17)
(Cuadro 4) en ambos pinos.

¥l protocolo de cultivo de Patel y Trope (15) dio buenos resultados
para ia brotacién de explantes provenientes de cotiledones tanto en pinus
cembroides como en pinus halepensis,

En general el medio 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 namero 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 medio de cultivo DCR.
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MICROPROPAGATION OF
ASTROPHYTUM CAPRICORNE
AN ENDANGERED CACTUS
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Abstract

Astrophytum capricorne was propagated in vitro
by culturing explants from aseptically
germinated seedlings. Cultures 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 Astrophytum 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 component 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 proliferation of A. capricorne.

Materials and Methods

The explants were sterile epicotyls excised from
asepticallyu 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
benzyl aminopurine (BAP), 1.0 mg/l naphthalens
acetic acid (NAA), 30 wmg/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 kinetin + 0.2 mg/l
BAP (2 CK'S) or 3.0 mg/i BAP + 0.1 mg/l
NAA (1 CK). Shoots were counted 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 ephancing axillary shoot
production (Clayton, 1987). Shoots were rooted
on basal AMS (Plate 4).

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



Plate 4. Rooting of in vitro propagated shoots
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RESUMEN

México cuenta con una gran cantidad de especies endémicas, entre las cuales se encuentra Pinus
maximartinezii (Rzedowski) ya que esté catalogada como una especie en peligro de extincion, confinada a
una poblacién de aproximadamente 2000 a 2500 &rboles maduros en una superficie de 400 ha. En estos casos,
es necesario establecer técnicas de propagacién que permitan incrementar la disponibilidad del material
vegetativo. Por lo que, el objetivo de este trabajo fue desarrollar un protocolo para e! establecimiento in vitro
de Pinus maximartinezii por medio de organogénesis. Embriones cigoticos y cotiledones obtenidos de
semillas maduras fueron colocados en los medios de cultivo DCR y GID adicionados con 0.3 mgl™ y 0.5mgl”
de BAP; 0.01 mgl'' de NAA, permaneciendo 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
numero 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 carbén activado, permaneciendo por 8 semanas;
evaluandose el nimero de brotes por embrion. Los analisis de varianza mostraron diferencia significativa en
medios de cultivo y concentracién de reguladores de crecimiento.

1. INTRODUCCION

La importancia econémica 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 distribucién (5). El pifién azul o maxi pifién
(Pinus maximartinezii (Rzedowski), ha sobrevivido a una restriccién genética extrema ya que esta confinado
a una sola poblacién de aproximadamente 2000 a 2500 arboles maduros en el sur del estado de Zacatecas,
México y se encuentra en la lista de las especies en peligro de extincion (4 y 9).

En estos casos la propagacion in vitro 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 utilizacién 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 vitro. (1,11). Asi mismo, Niella y Rocha (8) utilizando cotiledones



provistos de hipo cotilos obtuvieron una mayor respuesta con la utilizacién de BA. EI objetivo de este trabajo
fue desarrollar un protocolo para el establecimiento in vitro de Pinus maximartinezii, estudiande la variable
niimero de brotes por explante.

2.  MATERIALES Y METODOS

Desinfeccion de la semilla.- Se obtuvieron semillas intactas de conos maduros de Pinus maximartinezii. Para
su desinfeccidn 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 eiiminaron las cubiertas, Posteriormente las semillas seleccionadas se llevaron a una campana de
flujo laminar coiocéndose en una solucién de H;O; de 12.5 vol. durante 45 min.; se enjuagaron con agua
bidestilada esterilizada y se transfirieron a etanol 70% por un minuto; a continuacion se colocaron en una
solucién de hipoclorito 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 0.5mg!"'de BAP; 0.0 imgl™
de NAA; Sacarosa 30gl'" para DCR y 20gl™ para GD, 5gI"* de agar gel v ajustindose el pH a $.7 = 0.1. Se
esterilizaron a 121°C y 1 atm, de presion durante 15 min. En este caso fueron evaluados ocho tratamientos
con ocho repeticiones.

Disefio del experimento.- Se utilizs 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 crecimiento donde la variable
dependiente a evaluar fue numero de brotes por embrion.

Induccién de yemas.- Cotiledones de embriones maduros y embriones cigéticos completos fueron colocados
en los tratamientos sefialados, incubindose durante seis semanas por 16/8 b-luz, a 2000 lux y 26°C + 2°C
para la induccién de yemas.

Alargamiento de yemas.- Los cotiledones y embriones fueron transferidos a frascos con medio DCR ¢ 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 numero de yemas que
presentaban al menos 2 primordios foliares bien desarrollados.

Formacién de brotes.- Los explantes con yemas desarrolladas se transfirieron & 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

Induccién de yemas .- Desde las primeras semanas de iniciado el cultivo los cotiledones y embriones
presentaron la formacién 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 semanas en los medios
de cultivo. Sin embargo no se presentaron 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 (10y 11).

Cuadro 1. Promedios obtenidos a las seis semanas en la etapa de alargamiento de yemas evaluandose 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. Niimero de brotes promedio de Pinus maximartinezii obtenidos a las 8 semanas en la etapa de
formacion de brotes.

Medio de cultivo Concentracion de reguladores de
crecimiento mel™

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. As{ mismo, al analizar la
concentracion de los reguladores de crecimiento se encontré mayor respuesta con 0.5mgl’ BAP en
comparacion con 0.3mgl" (cuadro 2). No es facil definir la causa por la cual cotiledones provenientes de un
mismo embrion presentan diferencias en su respuesta, es necesario ajustar ¢l protocolo de regencracién para
cada especic 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 Pinus halepensis
que conforme se incrementa la concentracion de BA, la respuesta de los explantes fue mayor. Por lo que, la
mayoria de las regeneraciones in vitro 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 cigéticos completos en el medio DCR utilizando 0.5mgl” de BAP.
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PROPAGACION in vitro DY Astrophytuun capricorne (Dietrich)

Elizabeth Cérdenas C.,' Ma. del Carmen Ojeda Z.,” Emilio Olivares S.' y Teresa E. Torres C.2

Resumen

Se obtuvo la propagacién ir vitro de Astrophytumn
capricorne utilizando plimulas germinadas asépticamente.
La etapa de induccién se produjo en ¢l medio Murashige-
Skoog (MS) adicionado con 5.0 g.I'' de agargel, 30 g.I" de
sacarosa, 1a solucién modificada de vitaminas de White, 3.0
mg.1"' BAP y 1.0 mg.l” NAA, Posteriormente, (2 mixima
proliferacién de brotes se observé en el medio bésico MS,
vanaudo ¢t conienido de reguladores de crecimienio, siendo
0.1 y 0.2 mg.I' de Cinetina y BAP respectivamente.

Cienc. Agropecu. FAUANL. 1992. 5(2) 3-6
Summary

in viiro propagation of Astrophytum capricorne Wwas
achieved by culturing explants from seedlings aseptically
germinated. Induction stage was obtained by culinre on
Murashige-Skoog (MS) medinm supplemented with 5.0 g1
agargel, 30 p.I" sucrose, White’s modified vitamin solution,
30 mgl' BAP and 1.0 mgl’ NAA. Maximum shoot
proliferation was observed in MS mineral salts, varying
plani regulators content, being 0.1 and 0.2 of Kinetin and
BAP respectively.

Introduccioén

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

Aunque la conservacion del habitat sera siempre lo més
critico para el mantenimiento de! méximo nivel de
diversidad vegetal, las téenicas in vitro pueden proveer
métodos alternativos para la propagacién y la conservacién
de especies vegetales amenazadas. (Pence, 1991).

Trabajo realizado con fondos det CONACYT, como pare dcl
Proyecta®Micropropagacién de cacticess vulnerables del Esiado de
Nueve Lean™
Maestros def Depertamento de Fitotcemia de la PAUANL. Carretera
Zuazna-Marin km 17.5 Marin, N.L. Apastado Posial 358. San Nicolds
de fos Garza, N.L. México. C.P. 66450
Tesista del Departamento de Filotecaiz de 1a FAUANL
Maestea de 1a Facultad de Ciencias BiolAgicas de ta UAML. Aparntado
Postal F-16 Ciudad Universitaria. San Nicalis de los Garza, N.L.
México. C.P. 66450

Por lo amedor, el ohjetivo del presente trabajo fue
detenninar el imedio del cullivo 6ptimo para oblener in vitro
proliferacion de brotes de A. capricorne, considerando que
el nimero de brotes es la vartable més importante en
micropropagacion, ya sea para [ines de multiplicacion o
conservacion de la especie.

Revision de Literatura

El cultivo de tejidos vegetales ha sido reconocido como
una herramicata muy il en la horticultura desde hace més
de 30 anos; aciwalmente es el principal método de
propagacién en algunos paises para una amplia gama de
especics, entre las cuales se encuentran las orquideas y
planias de wtertor (Evans, 1990).

Entre las familias de plantas suculentas, las cacticeas
han recibido gran atencién con respecto al caltivo in vitro.
Esta técnica se ha convertido en una gran estrategia para
prop6sitos de conservacién de este recurso que tiene
México, puesto que en tltimas fechas debido a un continuo
saqueo de las especies endémicas y aunado a la drdstica
destruccion del habitat, la mayoeria de 1as cactdceas de este
pais se encuentran en imminente peligro de extincidn
(Vovides, 1981; Sdnchez, 1990).

La micropropagacién también es utilizada para
contrarrestar  las  dificultades que se presentan en
propagacion tadicional de plantas raras o0 amenazadas
(Simerda, 1990). Por ejemplo, Ault y Blackmon (1985)
trabajando en la propagacién de cactos nativos, encontraron
que [a adicién de dcido naftalenacético (NAA) y cinetina al
medio provocé la proliferacion de brotes axilares en
Echinocereus y Ferocactus. Esto demuestra que la
respuesta de los tejidos a un medio depende principalmente
de los reguladores de crecimiento incluidos (Fay y Gratton,
1992), los cuales juegan un papel muy importante en el
éxito de la micropropagacién al favorecer la produccién de
broles axilares segin la especie (Clayton, 1987; Evans,
1990). Este fenémeno también fue observado por Vyskot y
Jara (1984) quienes obmvieron 1a produccién de brotes en
Mammillaria carmenae 'y M. prolifera a partir de las
porciones que presentaban areolas; y atribuyen esta
proliferacién al hecho de que con la adicién de citocininas
los meristemos en reposo, reanudaron su crecimiento.



Cardenus Cerda, ¥, of af,

En general ¢l uso ventajoso de esta wécnica radica en la
produccién de alios voldinenes de plantas, con un minimo
materal, al grado de considerarse que en algunas cactbceas
como Leuchienbergia principis, es posible producir en dos
ailos m4s de 300,000 brotes a partir de una plantia
(Suarling, 1985).

Materiales y Métodos

Para la obtenciéa del inéculo se ulilizaron plantulas de
A. capricorne genninadas en condiciones aséplicas, a partir
de las cuales fue scleccionado el epicotilo,

Con el prop6sito de obtener incremento del inéculo
inicial, los epicotilos fueron sémbrados en el medio de
cultivo Murashige-Skoog (MS, 1962) adicionado con los
constituyentes utilizados por Cardenas er al. (1991 a, b),
donde 1a concentracién de reguladores de crecimiento fue
de 3.0 y 10 mg.l' de bencil aminopurina (BAP) y NAA
respectivamente. A este medio se le denoming medio de
induccién con el fin de diferenciarlo de los medios de
proliferacidn utilizados postenormente.

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

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

Los medios 1 CK y 2 K incluyen ademids del medio
bdsico, en mgd™:

Tralamiento

1 CK 2 CK
Cinetina 0.1
BAP 5.0 02
NAA 0.1 -
NaH,PO, 170.0 -
Tiamina 04 10
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 creciniento previamen(e obtenido ca cb medio de
induccion, Cada walamienio constéd de ocho repeliciones,
las cuales fueron disribufdas en un arreglo complctamente
al azar en una camara bicclimélca a 27°C con un
fotoperiodo de 16 h a una inteasidad luminica de 2,000 lux;
en estas condiciones los cultivos permanecieron 12
semanas, transcurridas éstas, se evalué el nimero de broies
por unidad experimental.

Resultados y Discusidn
El ndmera de brotes obtenidos en ambos medios se

presenta en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Ndmero de brotes obtenidos a partir de los me-
dios de proliferacion a las 2 semanas de ia

siembra.
Repeticiones Medio t CK Medio 2 CK
1 13 59
2 12 4
3 2 6
4 5 S
5 8 47
6 8 49
7 11 52
8 11 14

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

La diferencia en 1a respuesta puede atribuirse a que el
medio 1 CK posee una combinacién de auxina y cilocinina,
mientras que ¢l medio 2 CK incluye dos cilocininas y,
normalmente, en la micropropagacion éstas se utilizan para
romper el reposo de las yemnas laterales (Fay y Grallon,
1991). En cactéceas, particularmente, se considera que el
drea merisiematica estd incluida en ¢l drca de las arcolas
(Graston y Fay, 1991); por lo que es posible que nuevos
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Figura 1. Nimero de brotes promedio de Astrophytum capricorne oblenidos a partir de los medios de proliferacion a las 12

semanas de }a siembra.

brotes empiecen a crecer directamente de éstas a partir de
los meristemos en reposo (Vyskot y Jara, 1984). Par lo
anterior, es evidente que la diferencia en el nimero de
brotes es debida a la presencia de ambas citocininas.

Los resultados claramente muestran las ventajas de la
micropropagacion, en donde el mimero de brotes es la
variable més importante, asi que el desarrollo de tales
métodos de propagacién puede ayudar grandemente a la
conservacién de especies amenazadas o en peligro de
extincién.

Conclusiones

1. La combinacién y proporcién de los reguladores de

crecimiento es fundamental en las diversas fases de la
micropropagacion de A. capricorne.

2. El medio de cultivo adicionado con bencil aminopurina
y cinctina resultd ser mds eficientc para la etapa de
proliferacién de brotes de Astrophytum capricorne.
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por Niella y Rocha (2001). quienes observaron cambios iniciales en ambos explantes
desde los 10 a 15 dias de la inducciéon. presentando color verde rojizo; concluyendo que
tanto 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 nodulares 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- Bermudez y
Sommer (1987). quienes observaron que los embriones de Pinus elliortii sobre medio
solido conteniendo citocinina, respondieron a partir de la primera semana y la
proliferacion celular se inicié 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 formacion de estructuras adventicias, pueden
promover altos miveles de ADN nucleico (Patel y Berlyn, 1982; Renfoe y Berlyn, 1985;
Hargreaves e/ al., 2005); se han observado cambios metabdlicos provocados por la
adicion de B'A en explantes de Pinus  (Winkler, 1995; Moncalean, er 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 ), razon por la cual. en esta etapa, 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 yemas a medios de cultivo con concentraciones bajas
de reguladores de crecimiento para la formacion de brotes de alta calidad (Zhang er al.,
2006). Generalmente las yemas adventicias formadas son separadas del explante
original y €l crecimiento de brotes aislados puede ser estimulado por la dilucion del
medio basico; adicion de carbon activado y en ocasiones disminucién de sacarosa; ( Sen

et al., 1994; Capuana, 2001; Zhang, e af., 2006).

Con respecto a la anterior técnica, en el presente estudio, el niumero de yemas que
presentaban 2 primordios foliares, no presentd diferencia significativa para medio de
cultivo, concentracion o explante. Sin embargo. la respuesta morfogénetica de los
explantes en los tratamientos utilizados vy el tiempo requerido, coincide con lo
observado con los resultados observados por Mata ef al., (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 micropropagacién. 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 andlisis de varianza
mostro diferencia significativa en medio de cultive y concentracion 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 ef 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'l 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 e/ al., 2005). Sin embargo, el namero 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 al

2005),

En relacion a lo anterior, se presenté mayor numero de brotes (3.90) cuando se utilizo

el BAP a razon de 0.5 mgl™, comparado con 0.3mg!” que fue unicamente de (2.96).
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La respuesta observada en ésta etapa. coincide con Hargreaves er «l.. (2004) quiencs
encontraron que el nimero promedio de brotes por explante varid entre 3.6 a 5.5 en
Pinus radiatu . utilizando BA en el medio de cultivo por 8 semanas. Al respecto.
Lambardi ef al., (1993) y Zhang. ef al.. (2006). determinaron que la frecuencia dc 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 in vifro. no se presentod diferencia
significativa para esta variable. La tendencia en general. fue similar a lo mencionado por
(Halos y Go. 1993; Patel v Thorpe. 1994 y Zhang, et al.. 2006), quienes demostraron

que ¢l alargamiento de brotes fue inhibido por altas concentraciones de BA.



7.6 Capacidad de formacion de brotes

La evaluacion de éste indice permite mediciones cuantitativas ohjetivas 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 observdo con embrion cigético 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 multiplicacién de brotes
dividiendo el niimero total de explantes subcultivados por el namero total de explantes:
después de 4 ciclos de transferencia. los cultivos provenientes de embriones mostraron
mayor tasa de multiplicacion; atribuyéndolo a la presencia de mayor tejido

meristernatico. en comparacion con los cotiledones.

7.7 Enraizamiento de brotes in vitro.

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

fue dificil de obtener.

En el primer experimento establecido para la etapa de enraizamiento. todos los
brotes presentaron oxidacion. 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 formando callo cn la parte
basal; lo anterior puede ser atribuido al efecto de los hongos micorrizicos y que el
balance de los reguladores de crecimiento favorecio la multiplicacion celular.
inhibiendo la diferenciacion de raices (Pierik.1990). Asi mismo. coincide con lo
sefialado por Arrillaga ¢r al.. (2005) quicnes utilizando tratamientos de auxinas e

inoculacion con microorganismos no tuvieron €xito en la induccidn 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
contingencia. 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 el 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 con Gonzalez ef «l., (1998). quienes
obtuvieron solo 15 % de formacidn de raices después de 5 meses de cultivo trabajando
con  Pinus pinea. Por su parte, Saravitz (1990). con Pinus virginiana utilizé 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 ejempio, Chin Yi er al.. (1991), obtuvieron entre 25 al 80% en Picea
rubens. Asi mismo. Liao (1993). logro el enraizamiento en Pinus elliottii (Engelm) con
125 uM de IBA, alcanzando 89% de brotes con raiz; Hargreaves et al.. (2004).

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

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
especie tiene capacidad para ser enraizada in wvivo. Existen evidencias en otras
investigaciones donde el co-cultivo jn vive 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 vifro. Ciertos factores

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

(Niemi et al., 2004)

7.9 Aclimatacién de plantas

El enraizamiento ex vitro permite que el enraizamiento y aclimatacion se logren
simultineamente y que raramente se forme callo en la base de las plantas, asegurando asi
una conexion 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 ¢f 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 ejemplo claro es lo reportado
por Saravitz (1996). que trabajando con dos especies simultanecamente logrd el
enraizamiento en Pinus virginiana pero no la aclimatacion. Sin embargo. con Abies

Jfraseri 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 reproduccion 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 micropropagacién a escala de laboratorio. para mas de 50
coniferas (Thorpe ¢r al., 1990; Schestibratov e al.. 2006). Como resultado del presente
estudio. a ésta lista puede ser afadido Pinus maximartinezii. Asi mismo. es importante
destacar la aplicacion de éstas técnicas en la conservacion de material genético de

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

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

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

conclusiones:

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

sc obtuvo 100% de supervivenciay 0 % de contaminacién en explantes.

Obtener ¢l mayor numero de propagulos en la micropropagacion de una especie
es uno de los objetivos mds importantes. LLos mejores resultados se derivaron
utilizando embriones cigéticos cultivados en el 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. resultd superior para la fase de
enraizamiento in 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 mcjorar el porcentaje de

respuesta de los brotes establecidos in viiro

En el tercer experimento se demostré que el enraizamiento es independiente del
medio de cultivo, la formacion de raices se obtuvo 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: lo
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.

Asi mismo, se recomienda para el enraizamiento in vive seguir investigando la
dosis optima y técnica mas adecuada para la aplicacion de auxinas y de hongos

micorrizicos. para mejorar la respuesta en €stas 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 desarrollado en este estudio permite propagar Pinus maximartinezii
a través del cultivo in viiro. 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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