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l. RESUMEN

La presente investigacion reporta las fases iniciales de propagacién, via
embriogénesis somética y organogénesis en Pinus oocarpa Schiede, una de
las especies maderables y resineras importantes en el pais. Mediante la via
embriogénesis somatica se emplearon los megagametofitos completos y a la
mitad, a partir de semillas inmaduras con tres repeticiones. En la fase de
induccion de masas de tejido, los resultados mostraron la obtencién de callo no
embrionario, no estableciéndose ninguna linea embriogénica, sin embargo, se
obtuvo mayor porcentaje de extrusion y proliferacion de callo en el
megagametfito completo. Por otro lado, en la organogénesis se sembraron 50
embriones cigoticos maduros con 5 repeticiones se registré la mayor respuesta
para la induccion de brotes en el medio DCR en ausencia de BA y en el medio
DCR/2 con 0y 0.5 mg It de BA. En la fase de enraizamiento la respuesta fue
baja (<1%), debido a varios factores que influyen en la rizogenesis, tales como,
la ontogenia, medio de cultivo, y el genotipo. Los resultados muestran que esta
especie tiene potencial regenerativo, a partir del embridén cigético maduro e

inmaduro para los dos tipos de respuestas morfogénicas.

Palabras clave: Pinus oocarpa, embriogénesis somatica, organogénesis,

megagametofito.



Il SUMMARY

The present study reports the initial stages of propagation, via somatic
embryogenesis and organogenesis in Pinus oocarpa Schiede, one of the
important timber species and resinate in the country. Via somatic
embryogenesis using full and half megagametophytes, were used from
immature seeds with three replications. In the induction phase of tissue mass,
the results showed no obtaining embryogenic callus, embryogenic line without
establishing any, however, higher extrusion rate and proliferation of callus was
obtained full megagametophyte. Furthermore, in organogenesis 50 mature
zygotic embryos were plated with 5 replicates as response to shoot induction in
the medium in the absence of BA DCR and the DCR/2 medium containing O to
0.5 mg I-1 was registered BA. In the rooting phase response was low (<1%) due
to several factors that influence rhizogenesis, such as ontogeny, medium, and
genotype. The results show that this species has regenerative potential, from
the mature and immature zygotic embryo for the two types of morphogenic

responses.

Keywords: Pinus oocarpa, somatic embryogenesis, organogenesis,

megagametophyte.
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1. INTRODUCCION GENERAL

Dentro de las estrategias para la conservacion de los ecosistemas forestales en
los dltimos afos, los bosques plantados han recibido la mayor parte de las
inversiones debido a los beneficios que supone su establecimiento (FAO,
2009). La introduccion de programas de mejoramiento genético en las
coniferas, permite ganancia genética, la cual, se logra principalmente a través
de ensayos de progenies. Los genotipos superiores dentro de las mejores
familias después son usados para establecer huertos semilleros para producir

semillas genéticamente mejoradas (Klimaszewska et al., 2007).

Se ha puesto énfasis en el desarrollo de tecnologias de propagacidon mas
eficientes en cuanto a produccion y costo economico (Walter et al., 2007), para
permitir el despliegue masivo de los arboles mejorados y el implemento de
plantaciones forestales.

Dentro de la propagacion clonal, la micropropagaciéon tiene varias ventajas
sobre la macropropagacién (Villalobos y Thorpe, 1991), como son: la
produccién de un elevado nimero de plantas y la posibilidad de crioconservar a
largo plazo las lineas embriogénicas, mientras que los arboles
correspondientes son evaluados en campo (Merkle y Nairn, 2005; Nehra et al.,
2005). Con estas técnicas es posible la produccion de los mismos genotipos de
forma continua a lo largo del tiempo, la captura de mayores ganancias
genéticas, la flexibilidad de utilizar de forma rapida clones apropiados en
funcién de los objetivos de mejora y/o las condiciones ambientales y la
capacidad de gestionar la diversidad y la ganancia genética en las plantaciones
forestales (Park, 2002).

En el presente proyecto se propuso desarrollar la micropropagacion de Pinus
oocarpa mediante embriogénesis somatica y/u organogénesis como una fase
inicial encaminada al establecimiento de plantaciones forestales clonales de

alto rendimiento. EI desarrollo y optimizacion de estas herramientas
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biotecnolégicas permite la obtencién de material clonal de pinos, para fines de
reforestacion, y plantaciones forestales comerciales.

3.1 Pinos en México

México se ubica en cuarto lugar a nivel mundial en biodiversidad y endemismo
(Mittermeier et al., 1998). El género Pinus, representado por 72 especies,
formas y variedades, son las de mayor frecuencia en los bosques de coniferas
en México (Perry, 1991). La superficie forestal estimada en México para el afio
2002 fue de 146, 118,323 ha, mientras que para 2007 ésta cambié a 144,
529,211 ha (FAO, 2010).

La mayor parte de las especies sujetas a mejoramiento genético (39 de los 72
taxa del género Pinus existentes en México) son utilizadas en su mayoria para
la produccion de madera; esto explica porque este género es tan importante en
términos econodmicos y su amplio rango de distribucion natural en México
(Martinez, 1953).

3.1.1 Importancia econémicay estado actual de los pinos

Los bosques contribuyen decisivamente a la mitigacion del cambio climatico y
al suministro de productos y servicios ecosistémicos fundamentales para la
prosperidad de la humanidad. Los bosques y las actividades forestales han
sido fundamentales en el desarrollo de la civilizacion moderna (FAO, 2012).

A mediados del siglo XX muchos paises reconocian que los bosques debian
gestionarse con multiples fines y no sélo para producir madera. Entraron en
vigor leyes que estipulaban los usos mudltiples de los bosques, como la
recreacion, la flora y fauna silvestres y el agua, ademas de la madera. En
muchos casos, el mal gobierno y la corrupcién ocasionaron el agotamiento
rapido de los bosques, sin que se proporcionara ningun beneficio concomitante
a la sociedad. Entre las estrategias para hacer realidad la contribucion
potencial de los bosques a un futuro sostenible, figuran la mejora de la calidad
y la cantidad de los bosques mediante la plantacién de arboles y la inversion en
servicios de los ecosistemas; la promocion de las pequefias y medianas

empresas basadas en los bosques para reducir la pobreza rural y mejorar la



equidad; el aumento del valor a largo plazo de los productos madereros para
reutilizar, reciclar y emplear la madera para producir energia; y la mejora de las
comunicaciones y los vinculos en el ambito fisico e institucional (FAO, 2012).

La deforestacion deja de ser un problema grave en la mayor parte de los
paises que han alcanzado cierto nivel de desarrollo econémico y han adoptado
practicas forestales acertadas sobre la base de compromisos politicos. No
obstante, debe quedar claro que la incorporacion de los bosques en toda

estrategia de futuro sostenible no es opcional sino obligatoria (FAO, 2012).

Mundialmente las empresas plantadoras tienen amplios programas de
mejoramiento para elevar su productividad. En la encuesta realizada entre
plantadores mexicanos, el 89% manifestd no contar con un programa de
mejoramiento genético como parte de sus programas de plantaciones; sin
embargo, un programa de plantaciones que no contemplan técnicas de

mejoramiento genético estd encaminada al fracaso (CONAFOR, 2012).

Las plantaciones forestales seran los proveedores futuros de madera y
responsables del mantenimiento y restauracion del medio ambiente
(CONAFOR, 2012).

Una de las ventajas de las plantaciones es la oportunidad de trabajar con
especies con mejores caracteristicas genotipicas y fenotipicas; la seleccion y
mejoramiento de las especies utilizadas en las plantaciones forestales
depende, principalmente, del tipo de producto que se requiere, clima y las

condiciones del suelo (Musalem, 2006).

Sin embargo, los programas de mejoramiento genético en especies forestales
se complican, entre otras razones, por sus largos ciclos bioldgicos (crecimiento
lento, floracion tardia), la fuerte influencia de los procesos de maduracion y las
pobres correlaciones de los caracteres entre individuos jévenes y adultos.
Segun la revision de Toribio (2001), el desarrollo de herramientas
biotecnoldgicas esta permitiendo en la actualidad acelerar la mejora genética

de las especies forestales; considerando la regeneracién de plantas mediante
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técnicas de cultivo de tejidos, la biotecnologia que es capaz de dar una
significaciébn préctica a otras herramientas biotecnoldgicas (por ejemplo la
biologia molecular). Aunque las especies forestales se les considera
recalcitrantes para las técnicas de cultivo in vitro, en la actualidad se ha logrado
regenerar plantas a partir del cultivo de tejidos en varias de ellas;
convirtiéndose la regeneraciéon clonal de arboles adultos via embriogénesis

somatica, una realidad para algunas especies.

3.1.2 Descripcion botanicay distribucion geogréafica de Pinus oocarpa
Schiede

Arbol de 15 a 30 metros de altura, con un diametro de 40 a 75 cm, con la copa
por lo comun redondeada y frecuentemente compacta, presenta fasciculos de
5 hojas y vaina persistente (15-30 cm), conos ovoides y cortos en forma de
roseta (5.5-8 cm) (Fig.1) (Martinez, 1948; Perry, 1991). Dicha especie se
localiza en el suroeste de México y América Central (Dvorak et al., 2009), en
Michoacdn se distribuye en la parte centro-occidental de la cordillera
Neovolcanica y en la parte NE y Sur de la Sierra de Coalcoméan, donde forma
bosques de considerable extension. Especie considerada como subtropical, por
encontrarse frecuentemente en ecotono con la vegetacion tropical de
angiospermas en altitudes de 700-2000 metros; forma masas puras, aunque
frecuentemente forma asociaciones con Pinus lawsonii, P. pringlei, P.

leiophylla, P. douglasiana, P. michoacana var. cornuta.
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Figura 1. Pinus oocarpa Schiede (A). Semillas inmaduras (B). Conos ovoides
inmaduros (C). Conos ovoides maduros (D).

La especie ha mostrado estar bien adaptada a los incendios frecuentes, a las
fuertes sequias periddicas y a los terrenos degradados. Son varias las

especies de encino, a la cual esta asociada P. oocarpa (Madrigal, 1982).

Pinus oocarpa se encuentra dentro de la lista de especies prioritarias para la
reforestacion en Meéxico definidas por la CONABIO y la CONAFOR
(CONAFOR, 2012). Ademas su madera es usada para construcciones, rieles
de tren, postes, productos de resina, entre otros (Zamora, 1981). Es de gran
importancia por el potencial para reforestaciones de restauracion ecoldgica y
para plantaciones comerciales en la zona de transicion entre los bosques de
coniferas y la selva baja caducifolia, ya que es de las pocas especies de pinos
adaptadas a las condiciones climéticas de esa zona de transicion en la ladera
del sur del Eje Neovolcanico y en la Sierra Madre del Sur en Michoacan
(Viveros et al, 2005).

Se han establecido extensas plantaciones comerciales de P. oocarpa en zonas
tropicales y subtropicales de Colombia, Brasil y en varios paises de Africa
(Dvorak et al., 2000). A pesar de la gran importancia de P. oocarpa en otros

paises en México recibe una atencion marginal (Viveros et al., 2005).
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3.2 Micropropagacioén en coniferas

La micropropagacion es un proceso que consiste en producir plantas a partir de
tejidos o células asépticamente (Hartmann y Kester, 1987). Actualmente la
micropropagacion es una de las técnicas que se aplica con éxito en la
multiplicacion masiva de cultivos horticolas, ornamentales, frutales vy
recientemente en la propagacion de especies perennes; aungque el proceso es
mas lento, debido a que los tejidos y érganos mas diferenciados son poco
sensibles a las condiciones in vitro (Magallanes, 1993).

Las técnicas de cultivos de tejidos vegetales son muy utiles para la rapida
propagacion clonal de genotipos superiores en un periodo mas corto (Chesick,
1991). Representan una alternativa para los problemas forestales, puesto que
la propagacion in vitro puede contribuir en gran medida a la domesticacion y
propagacion masiva de especies de importancia econémica y ecoldgica, asi

como la propagacion clonal de arboles élite (Menzies y Aimers-Halliday 2004).

Existen varios trabajos que describen protocolos de propagacion in vitro de
distintas especies de Pinus (P. halepensis, P. canariensis, P. ayacahuite, P.
pinea, P. heldreichi, P. tadea) (Lambardi et al., 1993; Martinez-Pulido et al.,
1994; Saborio et al., 1997; Gonzalez et al., 1998; Stojicic et al., 1999; Tang y
Guo, 2001; Sul y Korban, 2004), sélo se conoce uno referente al cultivo de

tejidos en Pinus oocarpa (Lara-Chavez, 2011).

En la actualidad, diversas especies de pinos mexicanos se han integrado a los
programas de mejoramiento genético (Styles, 1993). Sin embargo, se ha
explorado muy poco el uso de las técnicas de propagacion clonal que
complementen a estos programas y permitan el despliegue masivo de los
arboles con genotipos deseables. Dentro de las técnicas de propagacion
clonal, las técnicas de micropropagacion basadas en el cultivo de tejidos
vegetales in vitro, en particular la embriogénesis somatica, tienen varias
ventajas sobre el enraizamiento de estacas y los injertos (macropropagacion).
Las ventajas mas sobresalientes son, el potencial de superioridad en la
propagacion, la reduccion de los tiempos de multiplicacion, la criopreservacion

del material propagativo, las posibilidades para el desarrollo de semillas
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artificiales (embriones encapsulados) y la manipulacion genética mediante las
técnicas del ADN recombinante (Villalobos y Thorpe, 1991). La
micropropagacion se puede realizar mediante dos vias: a) la organogénesis vy,

b) la embriogénesis somatica.
3.2.1 Propagacion via organogénesis en Pinus

En el caso de las coniferas, la organogénesis es la formacién de brotes a partir
de las células meristematicas o de las células sométicas de un explante, los
cuales se separan del tejido que los origind para después enraizar (Villalobos y
Thorpe, 1991).

Se ha reportado organogénesis en especies de pinos, tales como: P. palustris
(Sommer et al., 1975, citado por Villalobos y Thorpe, 1991), P. radiata
(Bergman y Stomp, 1994), P. ponderosa (Ellis y Bilderback, 1989), P.
canariensis (Harry y Thorpe, 1991), P. pinea (Moncalean et al., 2005), y P.
massonianna (Zhang et al., 2006); en estos estudios la regeneracion directa de
yemas axilares y adventicia directa es la mas reportada, sin embargo también
se reporta la regeneracion de brotes a partir de tejido indiferenciado, ademas
de la regeneracién de plantulas a partir de callos (derivados de protoplastos a

partir de semillas de 11 dias de edad) para Pinus oocarpa (Laine et al., 1988).

En coniferas se ha observado que se presentan ciertos patrones de iniciacion
de yemas sobre los explantes (Patel y Thorpe, 1994). Generalmente la
regeneracion involucra 4 etapas de desarrollo, en las que cada uno requiere un
manejo por separado (Von Arnold y Eriksson, 1981; Gladfelter y Phillips,
1987). De acuerdo a Lambardi et al. (1993) y Harry y Thorpe (1994), la ruta
organogénica para la regeneracion de coniferas involucra las siguientes fases:
1) Induccion y desarrollo de yemas adventicias

2) Alargamiento de yemas

3) Multiplicacion de brotes

4) Enraizamiento

17



1) Induccién y desarrollo de yemas adventicias

Se ha observado que la formacion de brotes puede ser inconsistente, por lo
tanto, es necesario determinar los parametros de cultivo que lleven a la
formacion de brotes adventicios in vitro (Von Arnold y Eriksson 1981; Flinn et
al., 1985). Diversos investigadores han estudiado los diferentes factores que
pueden afectar la induccion y desarrollo de yemas adventicias, por ejemplo, se
observo que los embriones de Pinus elliottii sobre medio sélido conteniendo
citocinina, respondieron a partir de la primera semana (Pérez Bermudez y
Sommer, 1987).

2) Alargamiento de yemas

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 (Von Arnold y Eriksson, 1981; Jang y Tainter,
1991).

3) Multiplicacion de brotes

Una vez concluida la fase de alargamiento de yemas, los brotes son
subcultivados sobre medios de cultivo que pueden ser adicionados con
reguladores de crecimiento como BA y zeatina u otras citocininas para probar

su habilidad para producir brotes axilares (Lambardi et al., 1993).

4) Enraizamiento

Aunque la produccion de yemas adventicias in vitro ha sido exitosa, con
frecuencia existe dificultad en el enraizamiento de brotes; aunque algunas
veces los brotes adventicios pueden formar raices espontaneamente, el
enraizamiento es mayormente estimulado con la adicion de IBA al medio (Von

Arnold y Eriksson, 1981). Asi mismo los brotes obtenidos por organogénesis
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pueden ser tratados con una variedad de reguladores de crecimiento
incluyendo IAA, NAA y BAP (Mott y Amerson, 1981).

3.2.2 Propagacion via embriogénesis somatica en Pinus

Cuando los embriones no proceden de la fusion de gametos sino que se
diferencian a partir de células sométicas, se denomina embriogénesis
somatica. Los embriones somaticos, al igual que los cigoéticos, son capaces de
germinar y convertirse en plantas. Las ventajas que proporciona la propagacion
por embriogénesis somética son la produccién de un elevado numero de
plantas y la posibilidad de crioconservar a largo plazo las lineas embriogénicas,
mientras que los arboles correspondientes son evaluados en campo (Merkle y
Nairn 2005; Nehra et al., 2005).

La embriogénesis somatica (ES) ha sido descrita como la tecnologia mas
prometedora para la propagacion clonal a mayor escala de coniferas (Stasolla
et al., 2003).

A comienzos del siglo XX, Haberlandt (1902) predijo que si todas las células de
un organismo tenian la misma informacién genética que la célula inicial o
cigoto, seria posible revertir su expresién génica, de manera que volvieran a
expresar el patron de desarrollo embriogénico hasta formar auténticos
embriones de origen somético. Los primeros trabajos en los que se logré esta
expresion de la totipotencia de las células fueron publicados en zanahoria por
Levine (1947), Reinert (1958) y Steward (1958). Desde entonces se han

desarrollado protocolos para esta via de regeneracion en numerosas especies.

En la familia Pinaceae, se ha descrito la obtencion de embriogénesis somética
en mas de cuarenta especies e hibridos, pertenecientes a cinco géneros
(Abies, Larix, Picea, Pinus y Pseudotsuga). No obstante, la mayoria de los
estudios sobre el desarrollo del proceso se han realizado en Picea,
particularmente en P. abies, P. glauca, P. glauca x P. engelmannii, y P.
mariana, debido principalmente a la facilidad en la obtencion de respuestas
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embriogénicas. Ademas, solo en pocos casos se ha llegado al establecimiento

de plantas en vivero o campo.

En coniferas, la embriogénesis somatica se describié por primera vez en Picea
abies (Chalupa, 1985; Hakman et al., 1985) a partir de embriones cigoticos. En
el mismo afio, se describié la obtencion de ES en Larix decidua a partir del
megagametofito (Nagmani y Bonga, 1985) y en Pinus radiata en embriones
cigoticos (Smith et al., 1985).

Después del primer trabajo de embriogénesis somatica en P. radiata, el nUmero
de especies del género Pinus en los que se ha logrado inducir ES ha ido
aumentando. El cuadro 1 muestra los primeros resultados de embriogénesis

somatica obtenidos en diferentes especies de pinos.

_ RCV (uM) .
Especie Explante Respuesta | Referencia
2,4-D BA ABA
P. radiata D. Smith et al.,
MG 0.57 - 1.15 ES
Don 1985
Guptay
P. taeda L. EM 0.05 0.2 - ES, PL
Durzan, 1987
P. elliottii Jain et al.,
El 9 4.5 9 ES
Engelm 1989
Finer et al.,
P. strobus L. El 9 4.5 38 ES
1989
_ Salajovay
P. nigra El 9 2.25 94 ES _
Salaj., 1992
P. patula
. Jones y van
Schiede et El 13.5uM 11 4.9 ES, PL
Staden, 1995
Deppe
P. koraiensis Bozhkov et
_ El 10 5 - ES
Sieb et Zucc al., 1997
P. banksiana Park et al.,
EM 4 4 - ES, PL
Lamb. 1999
P. monticola Percy et al.,
El 2.25 2.25 120 ES, PL
Dougl. 2000
P. roxburghii El 10 5 - ES Arya et al.,
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Sarg. 2000
. Deby
P. kesiya EM 22 4.5 15 ES
Tandon, 2002
Yildrim et al.,
P. brutia Ten. El 13.6 2.2 80 ES
2006
P. armandii Maruyama et
MG 3 1 100 ES, PL
Franch. al., 2007
P. rigida x P. Kim y Moon,
El 135 4.4 100 ES, PL
taeda 2007

Cuadro 1. Embriogénesis somatica en pinos (" ES: embriones somaticos; PL:
plantas; EM: embrion maduro; EI: embriones inmaduros; MG: megagametofito;
RCV: reguladores de crecimiento vegetal; 2,4-D: Acido 2,4-diclorofenoxiacético;
BA: benciladenina; ABA: Acido abscisico).

El tejido embriogénico de coniferas tiene una morfologia diferente a las masas
embriogénicas inducidas en angiospermas, se describe como un tejido blanco,
translicido, hidratado y de consistencia mucilaginosa, con un alto grado de
organizacion de células embrion-suspensor (MES) (Gupta y Durzan, 1987).

Estas proliferaciones estan constituidas por multiples embriones en un estado
de desarrollo muy inicial, que presentan una cabeza embrionaria con células
meristematicas de citoplasma denso, adherida a una regiébn de células
alargadas y altamente vacuoladas que corresponden a las células del
suspensor. Estas zonas se diferencian en su afinidad para ser tefiidas con
acetocarmin y azul de Evans: las células embrionarias se tifien de rojo mientras

que las células vacuoladas del suspensor se tifien de azul.

La embriogénesis somatica consta de una serie de etapas: induccion de la
respuesta embriogénica, mantenimiento y proliferacion de las masas
embriogénicas, maduracién de los embriones somaticos, germinacion y

conversion de los embriones en plantas.
Fases de la Embriogénesis Somatica:
a) Induccidén de larespuesta embriogénica

Debido a que las células somaticas contienen toda la informacion genética

necesaria para crear un organismo completo y funcional, la induccién de
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embriogénesis somatica se basaria en la reprogramacion de un patron de

expresion soméatico hacia un patron de expresién embriogénico.

Se ha descrito que las condiciones de cultivo, la inclusion de reguladores del
crecimiento vegetal y el estrés provocado por el cultivo, juegan un papel
importante en la reprogramacion del patron de expresion génica (von Arnold et
al., 2002; Fehér et al., 2003). El requerimiento de reguladores como las auxinas
y las citocininas en la iniciaciébn de las respuestas embriogénicas, vendria
determinado por el tipo de explante inicial y su grado de desarrollo (von Arnold
et al., 2002). La seleccion adecuada de los explantes es critica para conseguir
con éxito la induccion de embriogénesis somatica (Tautorus et al., 1991),
asumiéndose que la posibilidad de obtener la respuesta disminuye con la edad
ontogénica del explante (Lelu et al., 1987).

Los componentes del medio nutritivo y las condiciones de cultivo también
influyen en la respuesta embriogénica. En coniferas, los medios de cultivo mas
utilizados son: DCR (Gupta y Durzan, 1985); BM3 (Gupta y Durzan, 1985),
MSG (Becwar et al., 1990); P6 (Teasdale et al., 1986) modificado por Pullman y
Johnson (2002) y denominado 505; WV5 (Coke, 1996); LV (Litvay et al., 1985)
modificado por Klimaszewska et al. (2001) y denominado mLV; LP (Lepoivre
modificado por Aitken-Christie, 1984); y VE (von Arnold y Eriksson, 1981).

Estos medios pueden suplementarse con fuentes de nitrdgeno organico (L-
glutamina, hidrolizado de caseina o0 mezcla de diferentes aminoacidos),
reguladores del crecimiento vegetal (RCV), y otros aditivos como carbdn activo
(CA), nitrato de plata, biotina, &cido félico, inhibidores de giberelinas, &cidos
organicos o vitaminas E y B12 (Klimaszewska et al., 2007; Pullman y Johnson,
2002; Pullman et al., 2003, 2005, 2006; Toering y Pullman, 2005).

Los reguladores del crecimiento empleados normalmente son las auxinas 2,4-D
(acido 2,4-diclorofenoxiacético) y ANA (acido 1-naftalenacético), y la citocinina
BAP (6- bencilaminopurina), aunque existen reportes en los que se ha
empleado otro tipo de reguladores como el acido abscisico (ABA) (Pullman et
al., 2003).

b) Proliferaciéon y mantenimiento de las masas embriogénicas
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Una vez que se ha iniciado la respuesta embriogénica, las masas de
embriones somaticos se transfieren a medio de cultivo fresco para su
proliferacion, con diversas frecuencias segun autores. El medio de cultivo de
proliferacion puede tener la misma composicion que el medio de iniciacién o
variar su composicion, reduciéndose a menudo la concentracion de auxinas y
citocininas. Generalmente la frecuencia del subcultivo del material
embriogénico se realiza generalmente cada dos semanas, se mantenienen los

cultivos en oscuridad a 23-25 °C.

Las masas embriogénicas se caracterizan atendiendo a diferentes morfotipos
en funcién del numero de agregados celulares presentes en las masas, las
estructuras embrionarias que muestran, y el desarrollo y organizacion de los
suspensores (Ramarosandratana et al., 2001; Breton et al., 2005). Se
distinguen tres morfotipos: el liso, como masas con cabezas embrionarias poco
desarrolladas; el granular, como masas nodulares con embriones con cabezas
mas desarrolladas y suspensores cortos y gruesos; el picudo, como masas con
embriones con cabezas desarrolladas y suspensores largos y gruesos;

definiéndose también morfotipos intermedios (Breton et al., 2002).

El desarrollo de estos morfotipos parece depender del genotipo, aunque en
ocasiones pueden observarse cambios no controlados de morfotipo en
determinados genotipos a lo largo del cultivo. Se ha observado que el
subcultivo prolongado de los tejidos embriogénicos puede ocasionar la pérdida
de su capacidad embriogénica (Breton et al., 2006), generar variaciones
somaclonales (cambios genéticos o epigenéticos) (Berlyn et al., 1986, Fourré
et al.,, 1997; Tremblay et al., 1999), afectar la integridad del embrién durante el
desarrollo, ademas del riesgo de perder los cultivos por contaminacién. Una
solucion a estos problemas se consigue con la crioconservacion del material
nada mas al iniciarse la respuesta embriogénica (Cyr, 2000; Hagman et al.,
2000).

c) Maduracion de embriones somaticos

Durante la maduracién, los embriones somaticos experimentan una serie de

cambios morfolégicos y bioquimicos, entre los que se desatacan el equilibrio
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hormonal, el almacenamiento de sustancias de reserva y la adquisicion de la

tolerancia a la desecacion (von Arnold et al., 2002).

El desarrollo de los embriones cigoticos y los sométicos, se diferencia
principalmente por las condiciones ambientales impuestas durante su
desarrollo. Mientras que en la semilla los embriones cigoticos se desarrollan en
el interior del tejido materno, los embriones somaticos crecen aislados de estas
estructuras estando sujetos a las condiciones impuestas por el cultivo. El
ambiente fisico como el quimico dentro de la semilla afecta al crecimiento y
desarrollo de los embriones cigoticos (Yeung, 1995). Por el contrario, el
ambiente en el que los embriones somaticos se desarrollan no es el 6ptimo
para su desarrollo, teniendo esto que ver con la baja frecuencia de conversion
y la baja calidad de los embriones observada en muchas especies. Por lo que,
es importante reproducir in vitro las caracteristicas Unicas del ambiente in
ovulo, la composicién hormonal y la osmolaridad,lo que resulta la formulacién
de medios de maduracién adecuados para mejorar el desarrollo de los

embriones (Yeung, 1995).

El desarrollo de los embriones en coniferas se inicia con la parada de la
capacidad proliferativa celular, mediante la retirada de auxinas y citocininas del
medio de cultivo y la aplicacién de ABA (Stasolla et al., 2002). La proliferacion
excesiva del tejido embriogénico durante los tratamientos de maduracion es el
principal impedimento para que se complete la diferenciacién de los embriones

somaticos (Lelu et al., 1999; Harvengt, 2005).

Otra alternativa para estimular la maduracion de embriones es restringir la
disponibilidad de agua y nutrientes en los cultivos embriogénicos, la cual, se
basa en el incremento de la concentracion del agente gelificante, determinando
un aumento de la dureza del gel. En embriogénesis somatica se utilizan
normalmente dos tipos de agentes gelificantes en los medios de cultivo: “gellan

gum?” (Gerlite o PhytagelTM) y agar (Klimaszewska y Smith, 1997).

La reduccién del contenido de agua celular mediante la desecacién parcial
también facilita la maduracion. Se ha descrito que con la desecacion parcial de

callos embriogénicos de arroz se mejoraban las tasas de maduracion y
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regeneracion (Rancé et al., 1994). En Pinus patula, la desecacién parcial de las
masas embriogénicas hasta un contenido en humedad relativa del 47%
producia un incremento en el ndmero de embriones somaticos obtenido
(Malabadi y van Staden, 2005) y en Pinus kesiya, con el mismo método, la
reduccion en el contenido de humedad hasta el 52% también originaba este
incremento (Malabadi et al., 2004). Se ha observado que el estrés causado por
la ausencia de nutrientes puede ejercer un efecto regulador en el desarrollo de
los embriones somaticos (Fernandez-Guijarro et al., 1994; von Aderkas y
Bonga, 2000).

d) Germinacién de embriones

La embriogénesis somética es un proceso complejo, en el que la calidad, la
supervivencia y el crecimiento de las plantas somaticas regeneradas dependen
de las condiciones utilizadas en las fases anteriores. Solamente los embriones
somaticos maduros con morfologia normal, con suficientes sustancias de
reserva acumuladas y que hayan adquirido tolerancia a la desecacion, podran
germinar y convertirse en plantas con éxito. La germinacion conlleva el
desarrollo coordinado del tallo y la raiz, mientras que la conversion se refiere a
la supervivencia de las plantulas germinadas en condiciones ex vitro (von
Arnold et al., 2002).
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3.3 HIPOTESIS

Los embriones cigéticos maduros e inmaduros de Pinus oocarpa son explantes
que permiten la propagacion de laespecie mediante el cultivo in vitro de tejidos,
y es el balance hormonal el que determina la respuesta morfogenética para la

micropropagacion.

e Para la regeneracion via embriogénesis las concentraciones altas de
auxinas en combinacion con bajas en citocininas induciran las mejores
tasas de induccion de tejido embriogenético.

e En laregeneracion via organogénesis las concentraciones altas de
citocininas en combinacion con bajas y/o ausencia de auxinas

produciran las mejores tasas de induccién de brotes.
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3.4 JUSTIFICACION
Debido a la importancia que tiene la especie en su ambiente natural, y al gran
uso comercial de su madera (resina y derivados), el lograr establecer sistemas
de propagacion clonal de genotipos superiores, permitira avanzar

considerablemente en el mejoramiento genético de plantaciones forestales.
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V. OBJETIVOS

Objetivo general
Establecer una metodologia de propagacion clonal via organogénesis y/o
embriogénesis somatica de Pinus oocarpa empleando embriones cigoticos

maduros e inmaduros como explantes, respectivamente.

Objetivos particulares:

Experimento via Organogénesis

» Determinar las concentraciones de reguladores del crecimiento que
favorezcan la mejor tasa de induccion de brotes a partir embriones

cigéticos maduros.

» Evaluar el efecto del medio de cultivo DCR a concentraciones media y
completa de macro y micronutrimentos, en las fases de induccion y

elongacion de brotes

= Determinar las concentraciones de auxinas y citocininas que favorezcan

el enraizamiento de los brotes via organogénesis.

Experimento via embriogénesis somatica

= Determinar las concentraciones de reguladores del crecimiento
vegetal que favorezcan la induccion de tejido embrionario con

capacidad regenerativa a partir de embriones cigéticos inmaduros.

= Efecto del uso del como explantes del megagametofito completo y a

la mitad en la induccién de callo.

= Determinar la histologia del callo proembriogénico.

» Evaluar la tasa de crecimiento de callo en la fase de proliferacion
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RESUMEN

En este capitulo se reporta la induccion de callo embriogénico a partir, de
embriones cigoéticos inmaduros de Pinus oocarpa. Para la induccion se
emplearon como explantes el megagametofito completo y a la mitad, en el
medio de cultivo 1250 con reguladores de crecimiento vegetal (4.52 mg I 2, 4-
D, 4.44 mg I* BA, 4.65 mg It KIN, 3.78 mg I* ABA). El megagametofito
completo presentdé mayor porcentaje de extrusion (63 %), desarrollo de callo y
namero de extrusiones (46 %), la extrusion es considerada cuando uno o mas
embriones cigoticos salen del megagametofito. ElI callo obtenido fue
identificado como tejido no embrionario, debido a que presenta células muy
diferenciadas. La mayor tasa de crecimiento de callo generado de la extrusion
(57.68%), se presentd en el megagametofito completo (y= 0.075).

Palabras clave: Megagametofito, embriogénesis somética, Pinus oocarpa,
extrusion.
ABSTRACT

In this chapter the induction of embryogenic callus from reports, immature
zygotic embryos of Pinus oocarpa. For induction were used as explants full and
half megagametophyte in 1250 medium with plant growth regulators (4.52 mg I
2,4-D, 4.44 mg It BA, 4.65 mg It KIN, 3.78 mg It ABA). Full megagametophyte
extrusion rate was higher (63%), callus development and number of extrusions
(46%), the extrusion is considered when one or more out of the
megagametophyte zygotic embryos. The callus obtained was identified as non-
embryonic tissue, since it has very differentiated cells. The highest rate of callus
growth generated extrusion (57.68%), was presented in full megagametophyte
(y =0.075).

Keywords: Megagametophyte, somatic embryogenesis, Pinus oocarpa

extrusion.
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INTRODUCCION

Los bosques ocupan actualmente unos 4,000 millones de hectareas, que
representan cerca del 31 % de la superficie del planeta (FAO, 2010). El género
Pinus destaca entre las especies forestales porque en este género se sustenta
la industria forestal (FAO, 2012). En la actualidad, la biotecnologia proporciona
nuevas herramientas, afladidas a las convencionales, para la mejora genética
de especies forestales; entre estas herramientas se encuentra la
embriogénesis somatica que ocurre bajo condiciones in vitro. El proceso de
embriogénesis somatica puede producir un gran numero de embriones
cigoticos y plantas a partir de una semilla; por lo tanto, es un medio de
propagacion clonal de masa (Klimaszewska et al., 2007).

La seleccién adecuada de los explantes critica para tener éxito en la induccion
de embriones somaticos (Tautorus et al., 1991), porque se asume que la
posibilidad de obtener la respuesta disminuye con la edad ontogénica del
explanto (Lelu et al, 1987). Generalmente, para la iniciacion de embriogénesis
somatica en coniferas se utilizan como explantos las semillas inmaduras,
cuando el embrion cigético dominante estd en un estado de desarrollo
precotiledonar y aun quedan embriones subordinados, esto es cuando ha
transcurrido entre 3-6 semanas después de la fecundacion (Becwar et al.,
1990).

El requerimiento de reguladores como las auxinas y las citocininas en la
iniciacién de las respuestas embriogénicas, vendria determinado por el tipo de
explanto inicial y su grado de desarrollo (von Arnold et al., 2002). La seleccion
adecuada de los explantos es critica para conseguir con éxito la induccién de
embriogénesis somatica (Tautorus et al., 1991).Los embriones cigéticos
inmaduros son los explantos donde se ha registrado una mayor respuesta a la
induccion de embriogénesis somatica en Pinus, Larix y Pseudotsuga (Tautorus
et al., 1991; Attree y Fowke, 1993; Bonga et al., 1995; Gupta et al., 2005; Jasik
et al., 1999; Park et al.,, 1999; Klimaszewska y Cyr, 2002), en embriones
cigoéticos maduros se han obtenido frecuencias menores.

Los componentes del medio nutritivo y las condiciones de cultivo también
influyen en la respuesta embriogénica. En coniferas, los medios de cultivo mas

utilizados se basan en las siguientes formulaciones: DCR (Gupta y Durzan,
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1985); BM3 (Gupta y Durzan, 1985), MSG (Becwar et al., 1990); P6 (Teasdale
et al., 1986) modificado por Pullman y Johnson (2002) y denominado 505; WV5
(Coke, 1996); LV (Litvay et al, 1985) modificado por Klimaszewska et al., (2001)
y denominado mLV; LP (Lepoivre mod. por Aitken-Christie, 1984); y VE (von
Arnold y Eriksson, 1981). En coniferas, generalmente, se utilizan medios de
cultivo sélidos para la iniciacion de cultivos embriogénicos siendo el agente
gelificante mas utilizado el “gellan gum”, aunque algunos autores han iniciado
respuestas embriogénicas en medios de cultivo liquidos (van Winkle y Pullman,
2005; Pullman y Skryabina, 2007). Los reguladores del crecimiento empleados
normalmente son las auxinas 2,4-D (4cido 2,4-diclorofenoxiacético) y NAA
(acido 1-naftalenacético), y la citoquinina BAP (6- bencilaminopurina), aunque
existen trabajos en los que se ha empleado otro tipo de reguladores como el
CPPU (N-(2-cloro-4-piridil)-N*-fenilurea) (Park et al., 2006), TDZ (Guevin y
Kirby, 1997), brasinoesteroides (Pullman et al., 2003a) e incluso ABA (Pullman
et al., 2003b).

Para especies de pinos distribuidos en México, existe escaso conocimiento
sobre el tema, solo se han reportado la induccion de masas de tejido en 5
especies (P. taeda, P. radiata, P. patula, P. pseudostrobus y P. oocarpa). Por lo
que es necesario realizar estudios en especies de importancia ecolégica y
econdmica como P. oocarpa ya que es una de las especies mas usadas para
la produccion de madera y obtencion de resinas. Por lo anterior, en el presente
trabajo se planteo como objetivo determinar la respuesta morfogenética in vitro

en embriones cigoticos inmaduros Pinus oocarpa Schiede ex Schitdl.

MATERIALES Y METODOS

Material bioloégico y desinfeccion de explantes. La colecta de conos
inmaduros de Pinus oocarpa Shiede ex Schltdl se realizé a principios de
Febrero del 2013 en la localidad de Tumbisca, Municipio de Morelia,
Michoacan. Estos conos fueron desinfectados con hipoclorito de sodio al 50%
con 2 gotas de Tween 20 por cada 100 ml de solucion durante 15 minutos,
después se colocaronen etanol al 70% durante 15 minutos. Posteriormente se
realizaron cuatro lavados en agua destilada estéril, se extrajeron las semillas y

fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio al 2.5% y cinco gotas de Tween
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20 por cada 100 ml de solucion durante 5 minutos. Después se sumergieron en
etanol al 70% durante 1-2 minutos; en cada inmersion se realizaron 3 lavados
con agua destilada estéril. Los megagametofitos fueron aislados y colocados
en el medio de iniciacion, bajo condiciones asépticas de acuerdo con el

sistema reportado por Lara-Chavez et al (2011).

Induccion de masas de tejido. Se evalud la respuesta para la formacion de
masas de tejido a partir de los megagametofitos completos y megagametofitos
a la mitad, en el medio 1250 con reguladores de crecimiento vegetal [4.52 mg I
L de 2, 4-D, 4.44 mg I'* de BA, 4.65 mg It de KIN y 3.78 mg It de ABA] como
iniciador de generacién de callo embriogenético (Pullman et al., 2006),
solidificado con Phytagel al 0.3% (Lara-Chavez et al., 2011). Cada condicién
del explante megagametofito completo y a la mitad, consistio de 3 repeticiones,
la repeticion fue una caja de Petri (de 100 x 15 mm con 25ml de medio de
cultivo y 8 explantes). Los cultivos se subcultivaron cada 10 dias. Se registro el
namero y porcentaje de extrusion (el embridn cigoético inmaduro es visible en el

megagametofito) y tejido del callo, durante 5 semanas.

Fijacion y corte de tejidos. Se seleccionaron callos de 50 mg del
megagametofito completo y a la mitad a las 12 semanas de subcultivo; y se
conservaron en FAA (formalina: &cido acético: etanol y agua en proporcion
10:5:50:35 v/v), luego se lavaron tres veces con agua de la llave y se
deshidrataron en un cambiador automatico de soluciones (marca Fisher)
programado para hacer los cambios cada ocho horas. La deshidratacion se
inici6 con Cellosolve® 50 % (un cambio), 100% (cuatro cambios) y xileno
(cuatro cambios); inmediatamente después, se incluyeron en parafina. Se
obtuvieron cortes anatdmicos de 10 pm en el microtomo rotatorio (American
Optical) y se montaron sobre portaobjetos con adhesivo de gelatina (0.5 g de
gelatina+ 0.1g de fenol+ 0.05 g de alumbre de cromo+ 100 ml de agua
destilada). Para extender los tejidos, los portaobjetos se colocaron sobre una
platina a 55 °C y se escurrié el exceso del adhesivo de gelatina. Los tejidos se
tineron con safranina y verde fijo. Las preparaciones se montaron con resina,
se les coloc6 un cubreobjetos y se secaron en la estufa a 52 °C. Los cortes se
observaron en microscopio 6ptico (Leica) y las imagenes se registraron en

fotomicrografias para su interpretacion.
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Proliferacion del callo. Los callos generados fueron separados del explante y
transferidos a medio de cultivo 1250 con reguladores de crecimiento vegetal
[0.55 mg It 2,4-D, 0.22 mg I BA, 0.21 mg I'* KIN, 0.66 mg It ABA] adicionado
con los antioxidantes &cido citrico (0.15 g IY), acido ascérbico (0.15 g 1), y
acido félico (0.25 mg I'Y) (Pullman et al.,, 2006; Lara-Chavez et al., 2011),
realizandose subcultivos en intervalos de 10 dias, se mantuvieron en la

oscuridad con una temperatura de 25°C * 2.

Andlisis estadisticos. Para evaluar la respuesta de extrusion e iniciacién de
“callo”, se realiz6 un Anova de una via, las diferencias significativas entre las
medias de los tratamientos fue determinado por la prueba de Tukey (p < 0.05).
La tasa de crecimiento de “callo” fue evaluada mediante el siguiente modelo de
regresion lineal: y=mx+b. En donde: y=media de la subpoblacién, m=
pendiente, x= valor, y b= punto de origen. Los andlisis estadisticos se

realizaron en el Programa R 3.0.2.
RESULTADOS

Induccion de masas de callo. La extrusion inicié a partir de la cuarta semana
del cultivo de los explantes (Fig. 1A, 1B), la multiplicaciéon de callo se registré
en la octava semana (Fig. 1C). Se evalud la extrusion y desarrollo de callo de

los explantes en el medio 1250 (Cuadro 1).

Figura 1. Extrusion del megagametofito completo (A), y megagametofito a la
mitad (B), multiplicacion de callo (C); a partir del embridn cigético inmaduro en
el medio de cultivo 1250 (C=2.2 mg I'* 2, 4-D, 0.9 mg I'* | BA, 0.84 mg I* KIN y
2.64 mg It ABA). Extrusion (ex); megagametofito (MG). Barra= 1 mm.
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NoO Extrusion Desarrollo de callo

) 0 0
Explante explantes  Ndmero Yo basado en NGmero Yo basad(_') en No.
No. explantes extrusiones
MG 100 63 63* 29 46*
MG/2 162 37 22.8 9 39.5

Cuadro 1. Numero y porcentaje de extrusion e iniciacion de callo generado en
la induccion de embriogénesis somatica en los explantes en P. oocarpa. * p=
0.009.

Los resultados muestran que hay diferencia significativa en el tipo de explante,
con el megagametofito completo el porcentaje de extrusibn aumentoé casi tres
veces Y el desarrollo del callo aumentd en 6.5 %, en contraste con el uso del

megagametofito a la mitad (p= 0.009) (Cuadro 1).

Identificacién del tejido. Durante el examen histolégico de los callos, se
observo un gradiente de diferenciacién de las células que lo componen; las
células de la periferia, de parénquima, isodiamétricas, de paredes celulares
primarias, en division activa. Las células del centro de la masa de callo, con
paredes celulares secundarias, lignificadas, con abundante formacion de

elementos de vaso y presencia de fibras agrupadas en haces (Fig. 2).

Figura 2. Histologia de callos de Pinus oocarpa generados a partir de
embriones cigoéticos inmaduros. A) y B) Callo de 12 semanas después del
establecimiento del subcultivo. C) Células de parénquima en diferenciacion. D)
Presencia de fibras. cp= células de parénquima; cpda= células de parénquima
en division activa; dev= diferenciacion de elementos de vaso; hf= haces de
fibras dentro del tejido calloso; cm=capa de mucilago.
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Proliferacion del callo. El subcultivo de iniciacion de callo generado en
extrusion, al ser subcultivado en medio 1250 con fitoreguladores [0.55 mg |1
2,4-D, 0.22 mg I BA, 0.21 mg I* KIN, 0.66 mg It ABA] indujo la mejor
respuesta (57.68%) de crecimiento de callo en el explante de megagametofito

completo, en contraste con el MG/2, y= 0.075 (Fig. 3).
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Figura 3. Tasa de crecimiento de callo de Pinus oocarpa a partir del
megagametofito completo (MG) y megagametofito a la mitad (MG/2) en el
medio 1250 (0.55 mg It 2, 4-D, 0.22 mg I* BA, 0.21 mg It KIN, 0.66 mg I
ABA). Regresion lineal: Modelo y=mx+b, y= 0.075.
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DISCUSION
Inducciéon de masas de callo. Los resultados de este trabajo son mayores
(46%) en especies de pinos ya descritos en respuestas en la induccion de
masas de callo, tales como Pinus pinaster en medio DCR (20.1% respuesta de
desarrollo de callo) (Miguel et al., 2004) y P. nigra en el medio DCR con 0.5 mg
It de ANAy 2 mg I'* de BA (26.53%) (Salajova y Salaj, 2005). En Pinus taeda
(53.4%) en medio 505 con 1mg I ABA, 2 mg It de ANA, 0.55 mg It de BA'y
0.53 mg I'* de KIN (Pullman y Johnson, 2002), P. strobus en medio DCR (35%),
P. monticola y P. brutia en medio DCR (11.6%) (Yildrim et al, 2006). Todos
ellos llegan a la conclusion que las diferencias en las frecuencias de iniciacion
de masas embriogénicas se debieron a compuestos estimuladores producidos
por el megagametofito femenino (Pullman y Johnson, 2002; Klimaszewska et
al., 2001). En Pinus oocarpa, es posible inducir callo proembriogénico con el
método que se empled en este trabajo, aunque el tiempo de induccion de callo
fue un poco mayor, en comparaciéon con la respuesta de induccién de callo con

las especies de pino ya descritas anteriormente.

Identificacién del tejido. Las fotomicrografias de cultivos de callos de Pinus
oocarpa mostraron, que se trata de callos muy diferenciados en donde es dificil
gue se logre regeneracién de embriones somaticos, solo es factible a partir de
las células de parénquima de la periferia que se encuentran en division,
aunque no se observa una protodermis definida. Sin embargo, se noté una
capa de mucilago que protege la superficie del callo. Se ha hipotetizado acerca
de la posible funcion de esta capa de mucilago en la integracién y
reconocimiento de células morfogénicas. En varias plantas cultivadas in vitro
este mucilago esta compuesto de pectinas que pueden tener una funcion en la
adhesion de célula a célula (Popielarska et al., 2006).

Para la mayoria de las especies de pinos, la iniciacién de embriones somaticos
esta restringida y limitada a embriones cigoticos inmaduros (Stasolla y Yeung,
2003; Salajova y Salaj, 2005; Carneros, 2009). Aunque la mayoria de las
extrusiones a partir del megagametofito podian establecerse como lineas
embriogénicas en algunas especies (Miguel et al., 2004; Salajova y Salaj,
2005), en otras se observaron diferencias entre las frecuencias de extrusion e

iniciaciéon de embriogénesis somatica (Percy et al., 2000; Pullman y Johnson,
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2002). La extrusion es necesaria para la iniciacion de embriogénesis somatica.
En P. taeda, 0.01% de las extrusiones originaron lineas embriogénicas
(MacKay et al.,, 2006).Frecuentemente, las masas embriogénicas iniciadas
pierden su capacidad proliferativa con el tiempo en cultivo; por lo tanto, hay que
diferenciar entre la extrusion inicial y el crecimiento continuo en el tiempo de las

masas extruidas (Becwar y Pullman, 1995).

Proliferacion del callo. EI medio de cultivo de proliferacion puede tener la
misma composicion que el medio de iniciacibn o variar su composicion,
reduciéndose a menudo la concentracibn de auxinas y citocininas. La
frecuencia del subcultivo del material embriogénico se realiza generalmente
cada dos semanas, manteniéndose los cultivos en oscuridad a 23-25°C.

Se ha observado que el subcultivo prolongado de los tejidos embriogénicos
puede ocasionar la pérdida de su capacidad embriogénica (Breton et al., 2006),
afectar la integridad del embrién durante el desarrollo, ademas del riesgo de
perder los cultivos por contaminacion. Una solucion a estos problemas se
consigue con la crioconservacion del material al iniciarse la respuesta
embriogénica (Cyr, 2000; Hagman et al., 2000).

Los ensayos basados en la composicion de los medios no fueron lo
suficientemente amplios como para llegar a conclusiones acerca de su efecto
en la iniciacion de lineas embriogénicas. Aunque algunos estudios destacan
gue la composicion del medio nutritivo no es determinante para la obtencion de
embriones somaticos en algunas coniferas (Li et al., 1998; Miguel et al., 2004;
Park et al., 2006).
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CONCLUSIONES
Se demostré6 que el megagametofito completo extraido a partir del embrion
cigético inmaduro de Pinus oocarpa tiene el potencial regenerativo, para
producir callo y posteriormente embriones somaticos, a partir de las células del
parénquima de la periferia que se encuentran en division. Sin embargo, la
especie mostré un comportamiento recalcitrante en la fase de proliferacion de

callo y ninguna masa de tejido pudo establecerse como linea embriogénica.
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RESUMEN

Embriones cigoticos maduros de Pinus oocarpa sembrados en DCR/2
registraron 80% de viabilidad al ser cultivados sin reguladores del crecimiento.
Se subcultivaron para inducir la respuesta de brotes, el mejor porcentaje de
respuesta a brotes se registré en el medio DCR/2 con 0 (53.4%) y con 0.5
(58.2 %) mg I de BA'y en DCR basal (57.3 %). Se registré la mayor respuesta
de brotes (2.10) por explante se generé en medio DCR/2 conl mg It BA y en
DCR con 0.5 (1.97 brotes) y con 1 mg I* de BA (2.07 brotes). El anlisis
factorial para la fase de elongacién de brotes fue significativo para el factor
medio (p=0.008) y la interaccion medio-BA (p=0.027). Los valores significativos
de supervivencia in vitro de brotes se registré en los medio DCR/2 en ausencia
de BA (32.9%) y con 0.5 mg I'* de BA (35.4%). La respuesta de raiz fue baja 'y

espontanea (0.03%).

Palabras clave: Embriones cigético, Pinus oocarpa, organogénesis,

Benciladenina.

ABSTRACT

Mature zygotic embryos of Pinus oocarpa placed in DCR / 2 showed 80%
viability when grown without growth regulators. Subcultured for inducing
response to shoots, the best percentage shoots response was recorded in the
medium DCR/2 to 0 (53.4%) and 0.5 (58.2%) mg I* BA and basal DCR (57.3
%). The greatest response of shoots (2.10) per explant was recorded was
generated in the medium DCR/2 with 1 mg It BA and DCR with 0.5 (1.97
shoots) and 1 mg I BA (2.07 shoots). Factor analysis for the shoot elongation
phase was significant for the medium factor (p = 0.008) and medium-BA
interaction (p = 0.027). Significant values of in vitro survival of recorded shoots
in DCR/2 medium in the absence of BA (32.9%) and 0.5 mg I BA (35.4%). The

roots response was low and spontaneous (0.03%).

Keywords: Zygotic embryos, Pinus oocarpa, organogenesis, benzyladenine.
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INTRODUCCION

Pinus oocarpa Schiede ex Schltdl. es una especie de importancia para
reforestaciones de restauracion ecoldgica y para plantaciones comerciales en
la zona de transicion entre los bosques de coniferas y la selva baja caducifolia
(Viveros-Viveros et al., 2005). Dicha especie ha mostrado estar bien adaptada
a los incendios frecuentes, a las fuertes sequias periddicas y a los terrenos
degradados. Su madera es usada para construcciones, rieles de tren, postes,
ademas de que es una especie resinera (Zamora, 1981).La seleccion de
genotipos superiores ya sea en campo 0 a través de mejoras en huertos
semilleros, requiere de utilizar sistemas de propagacion que mantengan sus
caracteristicas silvicolas para mejorar el rendimiento comercial de plantaciones
(FAO, 2009). Pinus oocarpa se encuentra dentro de la lista de especies
prioritarias para la reforestacion en México definidas por la CONABIO vy la
CONAFOR (CONAFOR, 2012). Los sistemas de propagacion clonal via
organogénesis en pinos es un reto que ha permitido avances en algunas
especies y en muy pocas los resultados pueden ser considerados aplicables de
forma eficiente en la propagacion comercial (McCown, 2000; Bonga et al.,
2010). Los factores que limitan la propagacién vegetativa en pinos son el
genotipo, diferencia no solo entre especies, sino también a nivel de familias y
medios hermanos (Bergman y Stomp, 1994; Tang y Gou, 2001), de igual forma,
el tipo de explante y su estadio ontogénico, el medio de cultivo, el balance
hormonal, las condiciones fisicas de cultivo in vitro (Aitken-Christie et al., 1985;
Ellis y Bilderback, 1989; Chang et al., 1991; Muriithi et al., 1993; Dumas y
Monteuuis, 1995; Calixto y Pais, 1997; Tang y Guo, 2001; Valdés et al., 2001,
Saborio et al., 1997; Ragonezi et al., 2010).

La micropropagacion en especies forestales, particularmente los pinos
requieren de periodos largos de ensayo e investigacion para obtener resultados
0 avances en la propagacion (Noh et al., 1988; Dumas y Monteuuis, 1995). No
se han presentado investigaciones sobre organogénesis en Pinus oocarpa. Por
lo anterior, la presente investigacion tuvo como objetivo establecer avances en
la propagaciéon in vitro via organogénesis a partir de embriones maduros y
cotiledones completos en Pinus oocarpa, especie forestal de gran importancia

en el estado de Michoacan.
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MATERIALES Y METODOS

Material biologico y desinfeccion de explantes. Se usaron semillas maduras
de Pinus oocarpa colectadas a granel y semillas del arbol R18 seleccionados
fenotipicamente (fuste recto, no plagado, poda natural) de San José de Las
Cafas, Michoacan. Las semillas fueron colectadas en el afio 2012 se
etiquetaron, deshidrataron y almacenaron a 6°C en el laboratorio de
Biotecnologia y Genética Vegetal, hasta su uso en el afio 2013. Las semillas
previo a la extraccion del embrion y su siembra in vitro, se desinfectaron por 15
minutos en una solucion al 50% de hipoclorito de sodio (6% de cloro activo), a
la cual se adicion6 unas gotas de Tween 20. Posteriormente se colocaron en
etanol al 70% durante 15 minutos y se enjuagaron cuatro veces en agua

destilada estéril.

Induccion in vitro de brotes. Se extrajeron los embriones maduros y fueron
sembrados en medio de cultivo DCR (Gupta y Durzan, 1985) con el 50% de las
sales minerales (DCR/2), en el cual permanecieron por tres dias para
seleccionar Unicamente los embriones viables. Posteriormente fueron
transferidos a los medios DCR y DCR/2, ambos modificados con 0, 0.5y 1 mg
It de BA (benciladenina). Se establecieron seis tratamientos, cada uno con
cinco repeticiones, la unidad experimental de cada tratamiento const6 de 5
embriones por cajas de Petri. ElI proceso fue tomado de forma similar al
reportado para Pinus lambertiana (Gupta y Durzan, 1985). Los explantes
fueron subcultivados a medio fresco cada 30 dias por 4 meses hasta que

alcanzaron un promedio de 10 mm de longitud.

Elongacion in vitro de brotes. Los brotes fueron disectados del tejido inductor
y subcultivados al medio DCR y DCR/2, ambos modificados con 0, 0.5y 1 mg I
1 de BA, con subcultivos al mismo medio de elongacién cada 30 dias por dos
meses. Se analiz6 el nimero de brotes elongados y el porcentaje de

supervivencia de los mismos.

Enraizamiento in vitro de brotes. Para su enraizamiento, los brotes fueron
trasplantados al medio DCR/2 con tres modificaciones de fitohormonas, y un

control con carbén activado: a) 1 mg It de BA 'y 25 mg I de ANA (&cido
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naftalenacético; b) 1 mg It de BA y 25 mg/l de IBA (&cido indolbutirico); ¢) 1mg
I de BA méas 25 mg I'* IBA y 25 mg I'* AIA (&cido indolacético); y d) 5 g I'* de
carbon activado. Se realizaron subcultivos cada 30 dias durante seis meses.
Las diversas respuestas se registraron bajo observaciones con ayuda de un
microscopio estereoscopico 10x. Se registré el porcentaje y nimero de brotes

que formaron raiz.

Andlisis estadisticos. En la induccion de brotes se realiz6 un anova factorial,
las medias se diferenciaron mediante la prueba de Tukey. La fase de
enraizamiento fue analizada mediante un Anova de una via p<0.05. Se empled

el programa estadistico R.

RESULTADOS

Viabilidad de la semilla. Los embriones cig6ticos aislados de Pinus oocarpa
registraron aproximadamente un 80% de respuesta de viabilidad, al ser
cultivados por tres dias en medio DCR/2 sin reguladores de crecimiento
vegetal.

Induccidn y elongacién de brotes. Se registré la formacién de brotes, de los
cuales se podian definir a las cuatro semanas de cultivo (Fig.1). Los brotes se
originaron a partir del eje hipocotilo radicular, de los cuales se observé la

formacién de apices foliares.

Figura 1. Presencia de brotes en embriones cigéticos maduros de P. oocarpa.
(A) Medio DCR/2 con 0.5 mg I'* de BA; (B) medio DCR con 1 mg It de BA.

El andlisis factorial registré diferencias significativas en el nimero de explantes
con brotes y el numero de brotes por explante, debido a la concentracion de

BA adicionada, sin embargo no hubo significancia para el factor medio de
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cultivo, ni entre la interaccion del medio de cultivo y la concentracion de BA
(Cuadros 1y 2).

Cuadro 1. Andlisis factorial de la induccién de brotes en Pinus oocarpa, medio
DCR y DCR/2 modificados con BA, p<0.05.

Fuente de variacion Grados de F p
Libertad

BA 2 3.83 0.022

Medio 1 0.18 0.671

Medio*BA 2 1.50 0.224

Error 262

Cuadro 2. Andlisis factorial de la respuesta de brotes por explante en
embriones cigoticos de P. oocarpa en medio DCR y DCR/2 modificado con BA.

Fuente de Grados de F p
variacion Libertad

BA 2 4.37 0.013
Medio 1 0.18 0.666
Medio*BA 2 1.60 0.202
Error 262

El medio DCR y DCR/2 en ausencia de BA y DCR/2 adicionado con 0.5 mg I
de BA registraron el mejor porcentaje de respuesta de induccion de brotes
(57.3, 53.4, 58.2 %, respectivamente (Cuadro 3). Los resultados de la
respuesta de brotes por explante, registré diferencias significativas en la
concentracion de BA, generando en el medio DCR/2 con 1.0 mg It de BA (2.1),
y en medio DCR con 0.5 (1.97) y 1.0 mg It de BA (2.07) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Induccién de brotes en embriones cigoticos de P. oocarpa en medio
DCR y DCR/2 modificados con BA. Letras diferentes son estadisticamente
diferentes (Tukey, a = 0.05); d.e.= desviacion estandar.

BA Explantes Brotes/

Medio de (mg I?) con

X n explante,
cultivo Brotes de

(%) -

DCR/2 0.0 39 534 a 1.87+09 b
DCR/2 0.5 46 58.2 a 1.71+00 b
DCR/2 1.0 49 476 b 210+0.8 a
DCR 0.0 39 57.3 a 1.74+0.7 b
DCR 0.5 43 506 b 1.97+0.7 a
DCR 1.0 52 481 b 207+0.7 a
Promedio 44.6 52.5 1.91+0.63
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En la elongacion de brotes de BA no existio diferencia significativa (p =0.372)
por efecto de la concentracion de BA adicionada al medio de cultivo, aunque si
existio significancia por efecto del medio de cultivo de manera independiente
(p =0.027) y la interaccion de este factor de variacion con la concentracion de
BA (p=0.008) (Cuadro 4).

Cuadro 4. Andlisis factorial de la respuesta de elongaciéon de brotes de Pinus
oocarpa en Medio DCR y DCR/2 modificado con BA.

Fuente de variacion Grados de F p
Libertad

BA 2 1.04 0.372

Medio 1 2.56 0.027

Medio*BA 2 4.83 0.008

Error 262

En relacion al porcentaje de supervivencia de brotes elongados el andlisis de
Tukey muestra las mejores respuestas en el medio DCR/2 con 0 (24) y 0.5 mg
I1 de BA (28) (Cuadro 5).

Cuadro 5. Alargamiento y supervivencia de brotes de Pinus oocarpa, ocho
semanas después de cultivo en el medio DCR y DCR/2 modificados con BA.

Medio de BA n  No. brotes Super-
cultivo (mg I'Y) elongados vivencia
(supervivenci (%)
a)
DCR/2 0.0 73 24 a 32.9
DCR/2 0.5 79 28 a 35.4
DCR/2 1.0 103 16 b 15.5
DCR 0.0 68 18 b 26.5
DCR 0.5 85 20 b 23.5
DCR 1.0 108 17 b 15.7

Induccidén in vitro de raiz. Los brotes separados del medio inductor y
subcultivados a medio de elongacion, mantenidos por 8 semanas, se
emplearon para su enraizamiento al alcanzar 11 a 20 mm de longitud. La
induccion de raices en los brotes fue involuntario, no significativo, Unicamente

se registré en un brote en presencia de 25 mg It de IBA (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Induccion de raiz en brotes de Pinus oocarpa en medio DCR/2
modificado con auxinas y citocininas, o carbén activo (C.A.). No registro
diferencia significativa p=0.05.

BA (1 mg I'!) con: CA n Brotes Brotes
ANA IBA AIA  (mgl?) conraiz  conraiz
(mg 1) (%) (#)
25 30 0 0
25 34 0.033 1
25 25 35 0 0
5000 30 0 0

Figura 2. Respuesta de enraizamiento en brote de P. oocarpa en medio DCR/2
modificado con IBA (25 mg I'Y) y AIA (25 mg I'1). Brote con masa inductora de
brotes en la base y presencia de raiz (A); retiro de la masa inductora de brotes

(B).
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DISCUSION

Induccion in vitro de brotes. La induccién de la respuesta organogénica en P.
oocarpa dependié del balance de la hormona exdgena BA, como ocurre en
otras especies de Pinus, en donde también son factores determinantes la
ontogenia del explante y el efecto genético del individuo o familia (Hicks, 1994;
Bonga et al.,, 2010; Ragonezi et al., 2010). El mayor niumero de brotes por
embrion cigotico (2.1 brotes) obtenido en la presente investigacién fue en la
concentracion de 1 mgl! de BA, cuyo resultado coincide con la respuesta
observada en P. peuce, en donde se obtuvieron 2.12 brotes por explante en el
medio GD adicionado con 0.5 mgl! de BA (Stojic¢i¢ et al., 1999). Sin embargo,
estos valores aun son bajos comparados con los registrados en Pinus radiata,
en donde es posible regenerar hasta 6.07 brotes por cada embrién cigético
maduro cultivado en medio LP/2 (medio LP con 50% de sales minerales) con 5
mgltde BA (Hargreaves y Menzies, 2007). Otras especies con alta respuesta
morfogénica son P. massoniana L. (11.6 brotes por explante) (Zhang et al.,
2006), P. maximartinezzii Rzedowski (29.1 brotes por explante) (Robledo-Paz
et al., 2009), P. herldreichii (9.09 brotes por explante) (StojiCi¢ et al., 2012).
Aunque el genotipo es uno de los factores importantes que determinan la
respuesta a la formacion in vitro de érganos, los requerimientos nutrimentales y
el balance hormonal juega un papel importante. La regeneracion in vitro de P.
massoniana a partir de embriones cigoticos maduros se obtuvo en el medio
DCR suplementado con 0.5 mg I'*de BA y 0.05 mg I'de IBA (Zhang et al.,
2006), P. massoniana a partir de embriones cig6ticos maduros en el medio SH
adicionado con 16.8 mg I'*de BA (Robledo-Paz et al., 2009) y P. herldreichii en
el medio GD adicionado con 0.5 mgl! de BA (Stojicic¢ et al., 2012). A diferencia
de P. heldreichii (Pérez Bermudez y Summer, 1987) y P. elliottii (Burns et al.,
1991) ambas especies no presentaron induccion de brotes a partir de

embriones cigoticos maduros en ausencia de BA

Elongacion de brotes. La reduccion de sales minerales del medio DCR y la
baja concentracion o ausencia de BA incrementé la respuesta de elongaciéon y
la supervivencia de los brotes en Pinus oocarpa. Aunque el medio DCR fue

formulado especialmente para especies forestales (Pinus y Pseudotsuga) y
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consiste en una reduccion en la concentracion de nitrdgeno asi como
variaciones en la forma de adicionar este elemento, el medio DCR contiene la
mitad de la fuerza ionica del medio MS (George et al., 2008), nuestros los
resultados indican que Pinus oocarpa aun requiere reducir a la mitad de sales
minerales del medio DCR. Respuesta similar se registr6 en P. radiata, al
reducir el medio LP al 50% de las sales minerales con 5 mg I'de BA; para P.
peuce y P.heldreichii se registré la misma respuesta en el medio GD al 50% de
sus sales minerales con 0.5% de carbodn activado (Stojic¢i¢ et al., 1999, Stoji€ic¢
et al.,, 2012). A diferencia de P. massoniana donde la respuesta se registro en
medio DCR basal con 0.5 mg I de BA y 0.05 mg I'*de IBA; de igual forma P.
taeda registré la misma respuesta de elongacion en medio TE basal con 0.5
mg I*de IBA y 2 mg I"*de BA (Tang et al, 1998).

Enraizamiento in vitro. Con las concentraciones de auxinas usadas para el
enraizamiento de brotes no se registr6 inducciéon de raiz, aun cuando se
emplearon las mas altas concentraciones usadas para dicha respuesta (Patel y
Thorpe, 1994). Como se mencion6 anteriormente, la ontogenética en pinos, el
medio de cultivo, los reguladores del crecimiento exdgenos y el genotipo son
factores a considerar para tener éxito en la rizogénesis. Lo anterior muestra,
gue es necesario ampliar los ensayos de prueba, en cada uno de los factores
antes mencionados. Se sugiere ampliar el barrido hormonal y la combinacién
de fitohormonas, incrementar la concentracion de agar y reducir las sales

minerales, asi como utilizar explantes inmaduros.

Se ha reportado respuesta para la formacion de raiz a partir de embriones
cigéticos maduros en P. massoniana en el medio GD/2 con 2 mg I''de IBA y
0.05 mg I'* de BA (70%) (Zhang et al., 2006); en P. radiata (50%) en el medio
LP/4 (LP con 25% de sales minerales) con 1.5 mg It de ANA y 1.5 mg I'de
IBA (Montalban et al., 2011); en P. peuce (67.5%) y P. heldreichii (0.05%) en el
medio GD/2 con 0.2 mg I* de IBA (Stojici¢ et al., 1999, 2012).
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CONCLUSIONES

Se concluye que los medios DCR/2 y DCR basal a concentraciones bajas o en
ausencia de BA (0 y 0.5 mg I), inducen la mayor formacién de brotes
adventicios formados a partir de embriones cigéticos maduros de P. oocarpa.
Mientras que la mayor respuesta por explante se obtuvo en los medios DCR/2
conl mg It BAy en DCR (0.5 y 1 mg I* de BA). Los mayores valores de
supervivencia se registraron en el medio DCR/2 en ausencia de BA. Se
demostré que Pinus oocarpa puede propagarse mediante organogénesis

directa, por lo que, puede desarrollarse un protocolo eficiente de propagacion.
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V. DISCUSION GENERAL

En esta investigacion se confirma la dificultad de establecer un sistema de
propagacion para las especies forestales, en particular el género Pinus, por lo
tanto, igual ocurre con Pinus oocarpa lo cual se ha atribuido principalmente a
tres factores: la ontogenia del explante, medio de cultivo, y el genotipo de la
especie (Bonga y von Aderkas, 1992). Sin embargo, los resultados que se
presentan pueden considerarse como un gran avance biotecnoldgico para la
micropropagacion de Pinus oocarpa, por medio del empleo de técnicas in vitro.
En la actualidad se han podido regenerar plantas a partir del cultivo de tejidos
en muchas de ellas; convirtiéndose la regeneracion clonal de arboles adultos
via embriogénesis somatica, una realidad para algunas especies (Carneros,
2009), y via organogénesis (Bonga et al., 2010), con la finalidad de integrar los
protocolos establecidos de coniferas a programas de mejoramiento genético
forestal. El objetivo de esta investigacion, fue evaluar la factibilidad del Pinus
oocarpa SCHIEDE EX SCHLTDL, empleando dos vias de propagacion de
cultivos in vitro: via organogénesis y embriogénesis somatica. Sin obtener un
protocolo completo de regeneracion por ambas vias. Los resultados obtenidos,
concluyen que el objetivo general, fue parcialmente alcanzado. Sin embargo,
los resultados de esta investigacion, pueden servir de base para la busqueda
de un protocolo de regeneracion completa, que permita la propagacion de esta

especie, empleando ambas vias de propagacion.

Los resultados de organogénesis constituyen el primer reporte de induccion de
brotes a partir de embriones cigéticos maduros de Pinus oocarpa,
obteniéndose 2.1 brotes por embrion, cuya respuesta fue similar en P. peuce
(Stoji¢i¢ et al., 1999), pero inferior a las respuestas de induccion de brotes
reportados en otras especies donde se han establecido protocolos de
propagacion eficientes como Pinus radiata (Hargreaves y Menzies, 2007), P.
massoniana (Zhang et al., 2006). La busqueda de enraizamiento en brotes es
un factor importante a considerar, cuando éstos no responden al efecto de
auxinas exogenas, se requiere explorar la ontogenia o maduracién de los
explantes, no solo los regenerantes sino de la inmadurez de las estructuras de

donde fueron derivados (Giri et al., 2004), siendo lo anterior una de las
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consideraciones importantes a investigar en la organogénesis de P. oocarpa

para poder culminar los procesos de micropropagacion via organogénesis.

En la actualidad, la biotecnologia proporciona nuevas herramientas, afiadidas a
las convencionales, para la mejora genética de especies forestales. Entre estas
herramientas se encuentra la embriogénesis somatica, la cual requiere un
profundo conocimiento de la biologia celular, sefales bioquimicas,
multiplicacion, diferenciacion y produccion de clones; todo ello a partir de una
célula simple o de un grupo de células diferenciadas o indiferenciadas via
cultivo in vitro (El-Kassaby 2004).

Las ventajas que proporciona la propagacion por embriogénesis somatica son
la produccién de un elevado numero de plantas y la posibilidad de
criopreservar a largo plazo las lineas embriogénicas (Merkle y Nairn 2005;
Nehra et al., 2005). Sin embargo, la embriogénesis somatica, presenta ciertas
desventajas principalmente la restriccion del estadio morfofisioldgico especifico
en los embriones cigéticos en sus fases tempranas del desarrollo. Aunado a lo
anterior, la utilizacion de embriones cigéticos inmaduros en la induccion
presenta una serie de inconvenientes: su disponibilidad se restringe a un
periodo anual determinado y corto, y la posible heterogeneidad genética en los
cultivos embriogénicos causada por la poliembrionia (Klimaszewska et al.,
2007).

El estado de desarrollo del embrién cigotico en el género Pinus un factor critico
en la iniciacién de la embriogénesis somética (Lelu et al., 1999). Keinonen-
Mettala et al., (1996), describieron en P. sylvestris, una ventana de respuesta
comprendida desde el momento de la fecundacion hasta el establecimiento del
embrién dominante, aunque las mayores frecuencias de induccién se obtenian
en embriones en sus primeras fases del desarrollo (Lelu et al., 1999). Un patron
similar se ha descrito en P. strobus (Klimaszewska et al., 2001). En P. pinaster,
las mayores respuestas de iniciacion se obtubieron en embriones cigoticos en
estado precotiledonar (Bercetche y Paques, 1995; Lelu et al., 1999; Miguel et
al., 2004).
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Por regla general, cuando se utlizan semillas inmaduras se cultivan los
megagametofitos completos, sugiriéendose que el megagametofito suministra
nutrientes y/o fitohormonas enddgenas al embrion cigdtico, cuando las
concentraciones en el medio de cultivo resultan subdptimas para la induccion.
A lo anterior, Becwar y Pullman (1995) describieron en Pinus taeda que las
frecuencias de induccién eran mas bajas cuando se empleaban embriones
cigbticos aislados de los megagametofitos frente a completos; resultados
similares se obtuvieron en los resultados de embriogénesis somatica de este
trabajo, en donde se obtuvo un mayor porcentaje de extrusion y desarrollo de
callo, asi como en la proliferacion de callo a partir del megagametofito
completo. Ademas se ha observado que el subcultivo prolongado de los tejidos
embriogénicos puede ocasionar la pérdida de su capacidad embriogénica
(Breton et al., 2006).

La falta de material vegetal por registrar afios productivos y afios sin
produccién, el desconocimiento claro de las etapas ontogenéticas de
maduracion de los explantes y el incrementar los subcultivos con el propésito
de ampliar los barridos de busqueda de respuesta, pudieron haber sido los
factores que limitaron el establecimiento de los primeros pasos de la
embriogénesis somatica en P. oocarpa, sin embargo, las células

parenquimatosas de la periferia mostraron potencial regenerativo celular.
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ANEXO 1

Medio de cultivo 1250 (Pullman et al., 2006) empleado en el Capitulo I:
Morfogenésis in vitro de callo a partir de embriones cigéticos inmaduros

de Pinus oocarpa Schiede Ex Schltdl.

Componentes

Concentracion del

Sales medio basal (mg I
1 NH4NO3 603.8
2 Ca(NO3)2:4 H20 236
3 FeSO47H20 6.95
4 C10H14N2Na20g 2H20 9.33
Otros
5 Biotina 0.05
6 Acido félico 0.5
7 Mio-inositol 1000
8 Sacarosa 30,000
9 pH?2 5.7

a Ajustar pH antes de la autoclave

Concentraciones de reguladores de crecimiento vegetal utilizado en el
medio de cultivo en la etapa de inducciébn de masas de tejido y

proliferacién de callo.

Concentracién (mg I-1)
Induccion masas Proliferacion

Regulador del crecimiento
vegetal (°)

de tejido de callo
2_,4-D (a(:|do_2,4:-_ 452 055
diclorofenoxiacético)
BA (N®-benciladenina) 4.4 0.22
KIN (cinetina) 4.65 0.21
ABA (&cido abscisico) 3.78 0.66

b Esterilizados previo al medio de cultivo
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ANEXO 2

Medios de cultivos empleados en el Capitulo Il: Induccién in vitro

de brotes a partir de embriones cigéticos maduros de Pinus oocarpa

Schiede Ex Schltdl.

Componente (mg I%)

1 KNOs 340
2 NH4NO3 400
3 Ca(NOs3)24H20 556
4 CaCl22H20 85
5 MgSO47H20 370
6 KH2PO4 170
7 FeSO47H20 37.3
8 Na2EDTA 37.3
9 MnSO47H20 29.432
10 ZnS047H20 8.6
11 H3BOs3 6.2
12 Kl 0.83
13 Na2MoOa42H20 0.25
14 CuS047H20 0.25
15 CoCl2 0.025
16 NiCls 0.025
17 Thiamine-HCI 1
18 Nicotinic acid 0.5
19 Pyridoxine-HCI 0.5
20 Glycine 2
21 myo-inositol 200
22 Sacarosa 20000
23 Casein hydrolisate 500
24 *L-glutamine 500
25 BA (1 mg/ml) 0.56
26 pH 5.8
27 Agar 8000

* Se agrega después de autoclave.
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