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RESUMEN

Embriones maduros de P{nus patufa Schl. et Cham se cultivaron {n
vitro en un medio nutritivo defiﬁido, complementado con diferentes concen
traciones de acido naftalenacético (ANA) y 6 bencilaminopurina (BAP). EI
principal efecto de los reguladores de crecimiento fué el desarrollo de
brotes adventicios, sin embargo también se observé la formacién de callo
y la induccién de raiz en algunos tratamientos. La combinaci6n de 1 ppm
de BAP y 0.05 ppm de ANA ofrecidé la mejor respuesta en el porcentaje de

embriones con brotes adventictos y en el promedio de brotes por embridn.

Los brotes adventicios se desarrollaron principalmente en al super-
ficie de los cotiledones en contacto con el medio de cultivo o directamen
te del meristemo apical; para su elongacién fué necesarioseparrlos y colo

carlos en un medio de cultivo sin reguladores de crecimiento.

SUMMARY

Mature embryos of Pinus patufa Schl. et Cham were grown in a defi-
ned basal medium supplemented with different concentrations of naftalena-
cetic acid (NAA) and 6 benzylaminopurine (BAP). The induction of adventi
tiuos shoots was the main effect of the growth regulator combinations; ho
wever, in some treatments the callus growth and root induction on the ex-
plants was notéd too. Both the percentage of explants with adventitiuos
shoots and the mean ﬁumber of shoots per explant were the best in the 1 ppm

BAP and 0.05 ppm MAA combination.
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The adventituos shoots were developed principally on the
cotyledons surface in contact with the culture medium or in the api-
cal meristem zone. Their elongation was stimulated in a culture me-

dium without growth regulators.

INTRODUCC I ON

Recientemente ha aparecido una serie de articulos relacionados
con la técnica de cultivo de tejidos y su posible aplicacién a la re-
solucidn de diversos problemas en la investigacién forestal, en espe-
cial en el campo del mejoramiento genético de &rboles forestales (2,
15, 23, 24, 26, 28; 32, 28); la importancia y las perspectivas que
ofrece esta técnica radican principalmente en la propagacién vegeta--

tiva de individuos superiores en especies lefiosas de interés comer--

cial (1, 16, 17, 19),

Los métodos de micropropagacion de especies forestales incluyen
el cultivo de embriones, el cultivo de tejidos y 6rganos (meristemos
primarios o secundarios) y el cultivo de callos a partir de explantes

con diferente grado de madurez,

Sin embargo, hasta ahora en la mayorfa de las especies lefiosas,
particularmente en las coniferas;la organogénesis in vitwo ha presen-

tado buenos resultados solo cuando se emplean explantes derivados del
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embridn o de tejidos y édrganos de plantulas (4, 37), con excepciébn

de alguhos trabajos realizados en especies de los géneros Abies, Picea,
Pinus y Pseudotsuga (3, 14, 3h)vy otros de angiospermas como Betufa,
Eucalyptus y Populus (13, 22, 25, 35-37), en los que se han utilizado

explantes con mayor grado de madurez.

A partir del cultivo de embriones o tejidos derivados de éstos
se han obtenido pléntulas completas en los géneros Cryptomeria (20),
Picea (5), Pinus (27, 29, 30, 33) Pseudostsuga (6, 9, 10), Thuja (12)
y Tbuga (7). La formacién de yemas adventicias, etapa considerada
como anterior a la obtencidn de pldntulas completas se ha logrado en
mids de 20 especies de confferas, incluyendo algunas de los géneros
A/uwca/ua (37), Cupressus (11), Pinus (8, 21, 33, 37) y Sequoia (11,
37).

A pesar’de la informacién existente, hasta ahora no se ha apli-
cado esta técnica a ningunade la§ especies de confferas nativas de
México, muchas de las cuales son de gran importancia econémica y so-
cial en la produccién forestal, como es el caso de Pinus patula; su
importancia radica tanto en su calfdad maderable como en sus caracte
risticas de vigor, velocidad de crecimiento; f;rma del fuste y adap-
tabilidad edéfica, por lo que es ampliamente utilizada eﬁ diferentes
programas de reforestacién y plantaciones comerciales que se estable-
cen en el pais y en otras regionesldel mundo, dentro de los climas

templado y subtropical humedos.
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En este trabajo se presentan los resultados preliminares logra-
dos en la induccién de brotes adventicios sobre explantes tomados de
embriones maduros de Pinus patula, como una etapa anterior a la rege
neracién de pléntulas, con el fin de que d{cha informacidén pueda ser
Gtil posteriormente en la propagacién masiva de esta especie o de

otras similares.

MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico. Las semillas de Pinus patula provenientes
de un rodal natural con polinizacidn abierta fueron proporcionados
por el Centro de Germoplasma Forestal del Instituto Nacional de In-
vestigaciones Forestales. La preparacién de este material comprendi6
una esterilizacidn superficial con cloruro merc@rico al 0.1% (peso/vol)
durante 5 minutos, lavandolas luego con agua de la llave y colocando-
las en agua destilada estéril durante 24 horas; después de este perfo
do de imbibicibn, se repitid el proceso de esterilizacién, ahora con
alcohol etflico al 70% (vol./vol.) durante 1 minuto y cloruro mercGri
co al 0.1% durante 5 minutos, lavandolas finalmenté 3 veces con agua
destilada estéril. En condiciones asépticas se disectaron y separa-
ron los embriones del resto de la semilla, y 10 a 13 de ellos se do[g
caron en cajas de Petri de 90 x 15 mm, conteniendo 40 m] del medio de

cultivo; se uso un mfinimo de 3 cajas por tratamiento.

Medio de cultivo. Durante esta etapa del experimento se utili-
26 el medio de cultivo desarrollado por Gresshoff y Doy (18), modifica

do por Sommer et af. (33), con los siguientes componentes (mg/1):
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(NHy) » SO,, 200; KNO;, 1000; CaCl,.2H,0, 150; MgSO,.7H,0, 250;

NaH2P0,.H20, 90; Na,HPO,, 30; MnSO,.4H,0, 10; ZnSO,.7H20, 3; CuSO,

5H.0, 0.25; kI 0.75; KC1, 300; H3BOg3, 3;‘NaM004.2H20, 0.25; CoCl,.
6H,0, 0.25; FeSO,.7H,0, 27.3; Na,EDTA, 37.3; mesoinositol, 10; tia-
mina=HC1, 1.0; Piridoxina-HC1, 0.1; &cido nicotfnico, 0.1; sacarosa,
20,000; agar, 7,000. Este medio fue complementado con scido nafta-
lenacético (ANA) y 6-bencilaminopurina (BAP), en diferentes concen-
traciones. El medio se ajusté a un pH de 5.7 + 0.1 y posteriormen-
te fue esterilizado en autoclave a 120°C y 1.14 kg/cm? de presion
durante 15 minutos, para servirse finalmente en cajas de Petri en

condiciones de asépsia.

Condiciones de incubacién. Las cajas de Petri conteniendo los
explantes fueron selladas con pelfcula plastica 'parafilm' y coloca
das en una cémara de cultivo con ambiente contrqlado. Las condicio
nes ambientales a que se sujetaron fueron un fotoperfodo de 16 horas
luz, proporcionada por l&mparas de luz fluorescente blanca con una
intensidad de 8400 lux. La temperatura de la cédmara se mantuvo cons
tante a 25 + 2°C. Con intervalos mensuales los explantes fueron
transferidos a un medio fresco similar al anterior, hasta obtener
las diferentes respuestas en la mayoria de los tratamientos. Una
vez que se observd la formacibén de brotes adventicios éstos fueron
separados y colocados en un medio de cultivo sin reguladofes del cre

cimiento.
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RESULTADOS

Desarrollo de los Explantes

Durante la primera semana en cultivo, el desarrollo de los em-
briones fue muy similar en todos los tratamientos que mostraron una
respuesta; los cotiledones crecieron alcanzando un tamafio varias ve-
ces mayor al inicial y tomaron una coloracién verde brillante, ini-
ciandose en la porcién mis distal de los mismos, mientras que en la
parte radicular se formé un pequefio callo de color obscuro, sin cre
cimiento, que posteriormente generd la muerte de esta zona (Fig. 1a).
Después de la primera semana se empiezan a observar diferencias en-
tre los tratamientos; los cotiledones terminan su proceso de elonga-
cién, presentando una apariencia suculenta, especialmente aquellos
que estdn en contacto con el medio nutritivo (Fig. 1b). Los embrio-
nes colocados en el medio de cultivo sin reguladores del crecimiento
(testigo) mostraron la misma tendencia durante los primeros dias de
desarrollo, sin embargo, éste fue mucho mé&s lento y la mayorfia de
las veces no alcanzd a completarse, tornandose necrbdticos y muriendo
posteriormente. A las 3-4 semanas de iniciado el cultivo, se nota
una suavizacién del tejido, aparentemente s6lo en las capas superio-
res de los cotiledones, con la aparicibén de unas estructuras que
posteriormente se distinguirdn como primordios de yemas o brotes; en
la parte inferior de los cotiledones se tiene una proliferacidn de

tejido desorganizado con la formacidn posterior del callo (Fig. 1c).

La diferencia mds notable en el desarrollo durante este periodo
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de cultivo, entre los explantes que formaron brotes y los que forma-
ron callo, fue la velocidad con que se logré la desorganizacién del

tejido de los cotiledones, siendo m&s lenta en el primer caso.

A los 30 dias de iniciado el cultivo se hicieron notorios los
primordios de yemas-o brotes.en la superficie de los explantes, inclu
so en algunos ya se observan brotes y hojas bien formadas que al ser
transferidos al medio de cultivo sin requladores del crecimiento, se
dessarrollaron en multiples brotes de apariencia normal, los que pos-
teriormente tuvieron que ser separados y colocados individualmente
para que continuaran su crecimiento (Fig. 1d).” Debido a la superficie
tan limitada donde se formaron y desarrollaron los brotes, muchos pri
mordios quedaron inhibidos hasta que aquéllos se separaron, por lo que
aln después de 3 transferencias continuan desarroll&ndose nuevos bro-

tes sobre el explante inicial o lateralmente a los ya separados.
Efecto de los Reguladores del Crecimiento

Como consecuencia de la variacién en las concentraciones de ANA
-en combiqacién con las de BAP, aplicadas a los embriones, se manifes-
taron 3 respuestas morfogenéticas con diferente intensidad 1) forma-
cidn de callo; 2) formacién de brotes; y 3) formacién de rafz, cuyos
resultédos se presentan en lps Cuadros 1y 2 y en las figuras 2 y 3.
Sin embargo, con excepcién de los tratamientos con mayor concentra-
cién de BAP (5 ppm), en los que sélo se manifesté la formacién de
callo, en el resto se observaron la formacién de callo, la formacién

de brotes, e incluso la formaci6n de raiz, en un mismo tratamiento.
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Cuadro 1. Efecto de la combinacién de ANA-BAP sobre los embriones de P{nus patufa cultivados {in vitrho

S

TRATAMIENTO | HORMONAS (ppm)| FORMACION DESARROLLO  FORMAC ION X DE BROTES NO. MAXIMO  FORMACION
DE DE LOS DE POR EMBRION DE BROTES DE
CALLO (%)=* CALLOS** BROTES (%) POR RAIZ (%)
BAP ANA \ EMBR I ON

] 0.0 0.0 0 0 0 0.0 0 0
2 0.0 0.001 0 0 0 0.0 0 0
3 0.0 0.005 16 +4+ 0 0.0 0 16
L 0.0 0.01 23 ++ 13 1.0 1 Lo
5 0.0 0.05 33 ++ 13 1.0 1 30
6 0.5 0.0 0 0 7 1.0 1 0
-7 0.5 0.001 0 0 7 1.5 2 0
8 0.5 0.005 13 + 13 1.5 2 0
9 0.5 0.01 4o ++ 17 2.6 4 0
10 0.5 0.05 47 ++ 20 2.5 3 0
11 1.0 0.0 20 + 20 1.0 1 0
12 1.0 0.001 16 + 60 5.2 10 0
13 1.0 0.005 20 + 63 8.1 13. 0
14 1.0 0.01 16 + 84 11.4 19 0
15 1.0 0.05 16 + 84 - 12.2 21 0
16 3.0 0.0 22 + 22 1.0 1 0
17 3.0 0.001 10 + 66 5.8 12 0
18 3.0 0.005 20 + 47 6.1 10 0
19 3.0 0.01 33 + L7 7.3 13. 0
20 3.0 0.05 16 + 77 8.5 16 0
21 5.0 0.0 10 + ) 0.0 0 0
22 5.0 0.001 20 + 0 0.0 0 0
23 5.0 0.005 33 + 0 0.0 0 0
24 5.0 0.01 Lo 4 0 0.0 0 0
25 5.0 0.05 53 ++ 4 0 0.0 0 0

* Los valores corresponden a un minimo de 30 explantes por tratamiento
*% El desarrollo de los callos se calificd de la siguiente manera:
0 Nulo +++ Bueno
+ Bajo t+++ Excelente
++ Regular




Al agregar al medio de cultivo solamente ANA, en concentracién
muy baja (0.001 ppm) no se observé ningan efecto morfogenético, pero
al aumentar ésta a 0.05 ppm se observé un ligero aumento en la forma
cién de callo y en la aparicién de rafz (Cuadro 1), aunque este Glti-
mo efecto no es muy consistente pues solo se observa en una baja pro-
porcién de explantes y con un desarrollo limitado, en la base del hi-
pocbtilo. A pesar de que en dichos tratamientos también se observa-
ron brotes, estos ocurrieron en un bajo porcentaje de explantes y no
se formaron sobre los cotlledones suponemos que mas bien corresponden

al desarrollo del meristemo original.

El efecto del BAP, al agregarse por separado, se manifiestd en
diferentes respuestas: 1) pobre formacidn de callo en concentracioﬁes
de 1y 3 ppm, (Cuadro 2); 2) desarrollo del meristemo apical, que en
transferencias posteriores propicid la brotacién de yemas axilares y 3)
en algunds explantes aislados de los tratamientos anteriores, en la
zona del meristemo se formé una roseta de hojas primarias engrosadas,
que al ser transferidas a un medié sin reguladores permiti6 el desa-

rrollo del meristemo apical.

Cuadro 2. Desarrollo de callos en cada uno de los tratamientos

indicados
NA
BAP Bom) 0.0 0.001 0.005 0.01 0.05
ppm)

0.0 0 0 ++ ++ ++
0.5 0 0 + ++ ++
1.0 + + + + +
3.0 + + + + +
5.0 + + + +++ +++

0 Nulo + Bajo ++ Regular +++ Bueno ++++ Excelente
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Figura 1. Secuencia en el desarrollo de los embriones de Pinus patula cultiva-
dos .n vitro: a) Elongacién de los cotiledones después de 8 dias en
cultivo; b) Desarrollo de los cotiledones con su apariencia suculen-
ta; c) Aparicién de zonas de diferenciacién en la parte superior de
los cotiledones y formacién de callo en la parte inferior del explan
te; d) Formacién y crecimiento de los brotes sobre la superficie de
los cotiledones.
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La combinacién de BAP y ANA favorecid la aparici6n de brotes
elevandose tanto el porcentaje de explantes con esta réspuesta como
el promedio y ntmero méximo de brotes por embrién en cada tratamien-
to, que cuando se agregaron por separado, Se oberva que para una
concentracién dada de BAP, el aumentar la de ANA, eleva tanto el por-
centaje de embriones con brotes como el promedio de éstos por embrién,
siendo las mejores combinaciones lppm de BAP con 0.01 & 0.05 ppm de
ANA: sin embargo, cuando se eleva a 5ppm la concentracién de BAP, se

inhibe por completo esta respuesta (Fig. 2 y 3).

La formacién de callo sigue un patrén de comportamiento irregu-
lar en estos tratamientos: mientras que en las concentraciones extre-
mas de BAP (0.5 y 5ppm) se eleva el porcentaje de explaﬁtes con callo
al elevar la concentracién de ANA, en las concentraciones medias (1y
3ppm) de BAP, este porcentaje es mds uniforme entre las diferentes con
centraciones de ANA (Cuadro 1); con respecto al desarrollo de los ca-
1los, éste fue bajo en la mayorfa de las combinaciones comprendidas en
este ensayo, excepto cuando se utilizan 0.01 y 0.05 ppm de ANA, donde
se tiene una notable mejorfa al incrementar la concentracién de BAP.
(Cuadro 2). En.ensayos realizados con anterioridad utilizando concen
traciones mayores de ANA (de 0.1 a 10ppm), la Gnica respuesta que se
presenta consistentemente en la formacién de callo, con un mejor de-

sarrollo que el descrito aquf.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados presentados aqui nos proporcionan evidencias para
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asegurar que es posible inducir la formacién de multiples brotes ad-
venticios en embriones de Pinus patufa , cuando a estos se les propor
ciona las condiciones de cultivo adecuadas. Posiblemente los princi-
pales centros morfogenéticos se localicen en las capas superiores de
los cotiledones que estén en contacto con el medio de cultivo; sin
embargo, en algunas ocasiones los brotes pueden aparecer lateralmente
al meristemo apical original o en los &pices de los cotiledones, al
variar el tipo y concentracién de las hormonas. Estos hechos sugieren
la posibilidad de emplear como explante los cotiledones y el meriste-

mo apical de plantulas recién germinadas, con buenos resultados.

Alternativamente, cuando las concentraciones hormonales logran
activar la divisién celular en todas las capas del explante, la res-
puesta se manifiesta en una proliferacién de callosidades de diferen-

te coloracién, consistencia y rapidez de crecimiento.

De acuerdo con lo anterior, la formacidén de brotes adventicios
requiere de un balance adecuado de auxinas con respecto a las citoci-
ninas, siempre en mayores concentraciones las segundas, lo cual con-
cuerda con algunos resultados obtenidos en otros trabajos (6, 7, 12,
21, 27, 30), aunque las concentraciones absolutas requeridas son di-
ferentes para esta especie; pero difieren de los obtenidos por Sommer
et al. (33) en donde la formacién de brotes se obtienen aplicando do-
sis mayores de auxinas que de citocininas, y de otros donde se men-

ciona que este proceso se presenta con solo aplicacién de citocininas

(21, 27).
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AsT mismo, debe hacerse notar-que en este ensayo, la formacién
de brotes se presenta, aunque con diferente intensidad, en una amplia
gama de combinaciones auxina-citocinina; adem&s, dentro de un mismo
tratamiento existe.cierta variacién en la capacidad de formar brotes
o callos, y en el nimero de aquéllos por explante. Estos hechos pue
den deberse en cierta medida a la amplitud de concentraciones emplea
das, a la relativa facilidad del proceso organogenético, a la varia-
bilidad genética del germoplasma utilizado, a las interacciones con
hormonas endbgenas presentes en diferentes niveles en cada explante
o, incluso, a las diferencias en la superficie de contacto existente
entre el explante y el medio nutritivo. De esta manera, se manifies
ta la necesidad de realizar otros ensayos con mayor control de estas
variables que permitan una mayor comprensién del fendmeno de organo-

génesis.

Una vez que los brotes se han desarrollado en forma individual
lo suficiente, en un medio similar sin hormonas, éstos deben ser so-
metidos a otras condiciones especificas de cultivo para inducirles la
formacidn de rafces y constituir las pléntulas completas, proceso que

se estd investigando actualmente.

A pesar de las limitaciones practicas que tiene la obtencién de
brotes y plantulas en este tipo de explantes para un programa de me-
joramiento genético de especies forestales, estos resultados pueden
ser aplicados a aumentar la precisié6n de pruebas de progenie, deter-

minar interacciones genotipo-ambiente o simplemente facilitar y ace-
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lerar la propagacion de hibridos o cruzas de genotipos selectos. Este
método también puede ser aplicado directamgnte a la multiplicacién a
partir de semillas con bajo porcentaje de viabilidad y/o de germinacidn
o de especies forestales con semillas comestibles, como es el caso de

los pinos pifioneros.
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