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RESPUESTAS EMBRIOGENICAS in vitro
DE Pseudotsuga macrolepis FLOUS

EMBRYOGENIC RESPONSES OF Pseudotsuga macrolepis FLOUS
in vitro CONDITIONS

Gabriela I. L. Vilchis Garcia'

RESUMEN

A partir del cultivo in vitro embriones cigoticos
maduros de Pseudotsuga macrolepis Flous se
obtuvieron embriones somaticos.
Identificandose las respuestas en cuanto la
formacion de embriones de manera directa y a
partir de callos con diferente capacidad
embriogénica. En los medios de cultivo se
emplearon las sales inorganicas de Murashige y
Skoog (1962) (MS), suplementado con tlarmna
040 mglL”, piridoxina 60.0 mglL”', y
combinando diferentes concentrac:iones de
acido 2.4 d|c|or0fen0)<lacet|co (2,4-D) 0.0, 3. 0 y
8.0 mgL y kinetina con 0.0 y 4.0 mgL y
como coadyuvantes se empleo la caseina
hidrohzada 500.0 mg.L”" y L-glutamina 500
mgl' e empleo del 2 4 D mgl”,
benciladenina (BA) 1 0 mg.Ll’ y caseina
hidrolizada 100.0 mg. B permitio el desarrollo
de callos. El medio basico MS (1962), donde se
disminuyeron las fuentes de nitratos a un 50%,
y 75% aumentando los fosfatos al 200%, y el
amonio disminuido al 25%, agregando el
polietilén-glicol (PEG) 7.5 grLl”' mas caseina
hidrolizada 100 mg.L™" desarrollaron callos con
una elevada capacidad embriogénica, asi como
la conformacién de diversas estructuras
embrionarias. La maduracion de proembriones
y la diferenciacion de embriones se obtuvo en
un medlo MS (1962), incorporando glutamma
450 mg.L" y caseina hidrolizada 500 mg. L'y
combinando diferentes tratamientos de BA y
kinetina, asi como concentraciones de
carbohidratos destacando los medios con
galactosa.

Palabras Clave: Embriones somaticos, cultivo
in vitro, acido 2,4 diclorofenoxiacético, kinetina,
caseina hidrolizada, L-glutamina, benciladenina,
polietilén- glicol, galactosa.

' Tesista
? Director de Tesis.

José L. Rodriguez De La 0?

ABSTRACT

In this work were obtained somatic embryos
from in vitro culture of mature zygotic embryos
of Pseudotsuga macrolepis Flous. Was
identified the direct formation of embryos and
also its formation from callus with different
embryogenic capacities. As culture medium
were used Murashige and Skoog (1962) (MS
inorganic salts) supplemented with thlamtne
(0.40 mg.L™"), pyridoxine (60.0 mg.L"), and
comblnlng different concentrations (0.0, 3.0, 8.0
mg.L") of 2,4- dlchlorophenox:acehc acid ( 2,4-
D) and kinetin (0.0, 4.0 mg. L"), and was used
as an adjunct hydrolyzed casem (500.0 mg.L’ )
and L- glutamme (500 mg.L™"). The use of 2 4-D
(1.0 mg.L™"), bencyladenin (BA) (1 .0mg.L") and
hydrolyzed casein (100.0 mg.L’ ), allowed the
development of callus. In the Murashige and
Skoog basic medium, the nitrates sources were
reduced to 50% and 75%, the phosphates were
increased to 200%, ammonia was reduced to
25%, and was added polyethylene glycol (PEG)
(7.5 g.L'") and hydrolyzed casein (100 mg.L™).
This allowed the development of callus with a
high embryogenic capacity, as well as the
formation of various embryonic structures. The
maturation of pro embryos and the
differentiation of embryos was obtained in a
Murashige and Skoog medium, incorporating
450 mg.L" of L-glutamine and 500 mg.L” of
hydrolyzed casein and mixing different BA
treatments and  kinetin, as well as
concentrations of carbohydrates resulting
outstanding the galactose medium.
Keys words: Zygotic embryos, in vitro culture,
2,4-  dichlorophenoxiacetic acid, kinetin,
hydrolyzed casein, L-glutamine, bencyladenin,
polyethylene glycol, galactose.
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I. INTRODUCCION

Pseudotsuga es uno de los géneros de arboles de mayor importancia econémica a
nivel mundial y desde mediados del Pleistoceno ha sido el principal componente

de los bosques del oeste de Norteamérica (Hermann y Lavender, 1990).

Sus especies se localizan exclusivamente en dos grandes regiones del hemisferio
norte, en el oeste de Norteamérica y en el sureste de Asia. Pseudotsuga forma
bosques puros y continuos de gran extension en la region costera y en las
cordilleras del interior de Canada y Estados Unidos, en cambio en el suroeste de
este Ultimo pais y en México su area se vuelve discontinua y fragmentada,
formando poblaciones aisladas, la mayoria de las veces en convivencia con otras

especies arbdreas (Farjon, 1990).

En México se distribuye a lo largo de tres sistemas montafnosos: la Sierra Madre
Occidental, Sierra Madre Oriental (Martinez, 1963) y Sierra Madre del Sur
(Debrecz y Racz, 1995). En la actualidad debido al aislamiento y la segmentacion
en su area de distribucion, la Norma Oficial Mexicana NOM-ECOL-059-2001
considera al género Pseudotsuga como un grupo taxonomico sujeto a proteccion
especial desde el afio de 1994, categoria que fue ratificada en el ario 2002 (DOF,
2002).

No obstante la proteccion legal establecida en la citada Norma Oficial Mexicana,
muchas de las poblaciones naturales de este género estan sometidas a fuertes
presiones antropogénicas, especialmente aquellas situadas en el limite de la
frontera agricola o en zonas de aprovechamiento forestal (maderero o de otra
indole), por lo que existe un riesgo elevado de destruccion y pérdida de recursos
geneéticos valiosos.

La propagacion exitosa de Pseudotsuga, como la mayoria de las coniferas, se da

principalmente por semilla. De igual forma se realizan practicas de reproduccion



asexual empleando estructuras vegetativas, obtenidas de ramas y tallos de
arboles jovenes y aplicando hormonas para inducir su enraizamiento, aunque a la

fecha para esta especie no se tienen buenos resultados.

Ante tal situacion, los beneficios potenciales de la biotecnologia son alentadores
en silvicultura de la especie Pseudotsuga, ya que existe la posibilidad de ganar
tiempo en los procesos de multiplicacion, preservacion y mejoramiento de la

especie.

El cultivo in vitro de tejidos vegetales ha permitido resolver problemas de
produccion de plantas y rendimiento en diversas especies maderables y de otros
productos forestales mediante diferentes metodologias que permiten obtener
material uniforme de alta calidad genética y libre de problemas fitosanitarios,
principalmente en aquellas especies que unicamente se pueden reproducir a

través de semillas.

La embriogénesis somatica es una técnica biotecnolégica de propagacion de
plantas que permite obtener embriones a partir de células somaticas desde
cualquier tipo de tejido. Dicha tecnica se ha convertido en el complemento idéneo

de las practicas de mejora clasica en diversas especies forestales.

El objeto del trabajo presentado a continuacion es obtener embriones somaticos
de Pseudotsuga macrolepis Flous, asi como evaluar las respuestas embriogenicas
a partir del cultivo in vitro de tejidos embriogénicos de semillas, al ser una especie

de alto impacto ecolégico y econémico en México y el mundo.



Il. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Establecer las condiciones in vitro que permitan la obtencion de embriones
somaticos de Pseudotsuga macrolepis Flous mediante el cultivo de tejidos

embrionarios.

2.2 Objetivos Especificos

Promover la obtencién de embriones somaticos de Pseudotsuga macrolepis Flous

a partir del cultivo in vitro de embriones cigoéticos maduros.

Evaluar los mejores coadyuvantes, tipos y concentraciones para la promocion de
embriones somaticos.

Evaluar las condiciones que permitan la obtencién de callos embriogénicos y su
misma capacidad embriogeénica.

Evaluar las respuestas embriogénicas a partir de callos obtenidos de embriones

cigoticos cultivados in vitro.



Ill. REVISION DE LITERATURA

3.1 Importancia del recurso forestal a nivel mundial

Segun los célculos efectuados en 2005, el total de la superficie forestal cubria el
30% de la superficie del planeta, es decir, casi 40 millones de km?. Esto equivale
aproximadamente a 0.62 hectareas (6,200 m?) per capita, aunque su distribucion
es desigual. Estos calculos se basan en los datos sobre la superficie forestal

proporcionados por 228 paises y territorios. (Cuadro 1).

La deforestacion, y en particular la transformacién de bosques en tierras de cultivo
esta avanzando a un ritmo alarmante. La superficie forestal mundial disminuyo en
un 0.22% anual entre 1990 y 2000 y en un 18% anual entre 2000 y 2005. Sin
embargo, la pérdida neta de bosques esta disminuyendo como resultado de las

repoblaciones forestales y la expansion natural de los bosques.

Los bosques primarios ocupan mas de un tercio de la superficie forestal del
planeta. Sin embargo, cada ano la tala de arboles y otras actividades humanas
ocasionan la pérdida o alteracién de 60 000 km? de bosque primario (superficie
similar a la de Irlanda). Las plantaciones forestales van en aumento, aunque
representan menos del 5% del total de la superficie forestal. El resto esta
constituido principalmente por bosques naturales modificados y bosque
seminaturales. (FAO, 2005)

Europa es también la regién con la mayor area de bosques del mundo, con mas
de mil millones de hectareas, lo que significa el 46% de su area total, seguida por

Sur América con 875 millones de hectareas, equivalente al 51% de su area total.

En América Latina el 10.3% del area boscosa esta dentro de las reservas

forestales y parques nacionales.



La pérdida del bosque natural es sintoma de otros problemas sociales incluyendo
la falta de estimulos econdmicos y generacién de fuentes de empleo en las zonas

rurales.

Las maderas tradicionales provenientes de los bosques naturales, existentes en el
comercio, se estan acabando. Bajo estas circunstancias, la producciéon de
maderas para abastecer el comercio mundial provendra de las plantaciones
forestales comerciales. En América Latina existen mas de 12 millones de
hectareas de plantaciones forestales y se proyecta aumentarlas a 17 millones para
el 2020. La reforestacién ha sido mas exitosa en los sitios en donde ha habido
incentivos fiscales para su desarrollo, como en Brasil, Chile y Costa Rica. El nuevo

producto de los bosques naturales es el turismo ecolégico.

Cuadro 1. Cubierta forestal seglin subregiones 2005

! Areade . . = %del4rea
Regidén/subregion - . bosque d/; ?: t?er:raa forestal
j . (1,000 ha) 7 o mundial
Africa oriental y meridional 226,534 27.8 5:73
Africa del Norte 131,048 8.6 3.32
Africa occidental y central 277,829 44.1 7.03
Total de Africa 635,412 21.4 16.08
Asia Oriental 244 862 21.3 6.20
Asia meridional y sudoriental 283,127 334 7.16
Asia occidental y central 43,588 4.0 1.10
Total de Asia 571,577 18.5 14.46
Total de Europa 1,001,394 44.3 25.34
Caribe 5,974 26.1 0.15
Centroamérica 22,411 43.9 0.57
Norteamérica 677,464 32.7 17.14
Total de Norteamérica y Centroamérica 705,849 32.9 17.86
Total de Oceania 206,254 243 5.22
Total de Sudamérica 831,540 47.7 21.04
Mundo 3,952,025 30.3 100.00

1 hectarea (ha) = 10, 000 metros cuadrados (m°) = 0.01 kilémetros cuadrados (km®)



3.2 Comercio internacional de maderas

En las décadas de 1940 a 1970, los pinos tropicales originarios de México,
Honduras, Guatemala, Nicaragua y el Caribe tenian importancia en los mercados
regionales del Caribe, Centro y Sur Ameérica, pero en la actualidad son de poca

importancia econémica.

Aunque México es el pais que mas variedad de especies de pinos y coniferas
tiene a nivel mundial (Martinez, 1963), desde hace muchos anos es importador
neto de productos de madera y celulosa. Hay plantaciones importantes de pinos
tropicales en Brasil, Venezuela, Colombia, Kenia, Zimbabwe y Fiji. Sin embargo, a
excepciéon del Brasil, la madera es utilizada principalmente para abastecer a los
mercados locales y no es importante econdmicamente como mercancia

internacional, aunque hay algunas pocas excepciones.

Existen otras especies de valor comercial proveniente de bosques naturales, pero
no en cantidades industriales para la produccion de madera comercial de

mercados internacionales.

3.2.1 Maderas de zonas templadas

Las coniferas dominan los mercados de productos forestales internacionales de
los paises en la zona templada. Hay grandes exportaciones de madera en rollo,
madera aserrada, madera astillada y de celulosa de Norte América y de
Escandinavia. Durante los afos cincuenta a ochenta, los bosques de abetos y
pinos de Alaska fueron explotados en su totalidad para abastecer los mercados de

Japén.

Las maderas de pino de Oregon o abeto-Douglas (Pseudotsuga menzisii) se han

utilizado para construcciones en Europa y Asia, ademas de Norte América.



Aunque todavia existen bosques naturales de esta especie, las trozas grandes
como las que existian hace 50 afios se han agotado. Buena parte de la madera
proviene de bosques secundarios que se han levantado naturalmente después de
grandes incendios y otros fenomenos naturales. El pino de Oregon también se
planta ampliamente en el Pacifico Noroeste de los Estados Unidos, en el Norte de

Europa y en la Isla Chiloé en el Sur de Chile.

Durante muchos afos, las maderas de pino ponderosa (Pinus ponderosae) fueron
las mas cotizadas para la produccién de molduras, marcos de ventanas y puertas.
Es una madera suave y estable para tales productos y, ademas, el arbol en pie
tiene alta resistencia a los fuegos, comunes en el oeste de Norte América. Sin
embargo, los arboles grandes de pino ponderosa se han acabado y en el presente
es una madera escasa en los depdsitos de materiales de construccion. EI pino
ponderosa no se esta plantando ampliamente debido a su lento crecimiento y a los
ataques de una planta parasita, muérdago enano, la cual es una plaga que mata
tanto a los arboles grandes como a los pequefos.

Las especies de pino blanco de Norte América (Pinus strobus, P. lambertiana, P.
monticola) fueron explotadas durante los siglos diecinueve y veinte. Durante la
gran expansion norteamericana hacia el oeste, los grandes bosques de pino
blanco en Minnesota y Michigan fueron explotados para suministrar material para
la construccién de las ciudades del viejo oeste como Dodge City, Virginia City y
Kansas City. La madera del pino blanco también fue importante para la produccion
de molduras, marcos de ventanas y puertas durante el siglo veinte, pero ya no
existe en el mercado. El pino blanco no se planta a escala comercial debido a su
susceptibilidad al ataque de hongos e insectos que lo afectan tanto en bosques

naturales como en plantaciones.



3.2.2 Maderas finas

Las maderas finas tropicales también se estan acabando. Aunque la caoba
(Swietenia sp) y el cedro rojo (Cedrela sp) son especies originarias de casi toda la
América Tropical, en la actualidad estas maderas son muy escasas. La ultima
fuente importante de arboles grandes de caoba esta en la region amazoénica de
Santa Cruz, Bolivia, y en estos momentos esta bajo una intensa explotacion. Hace
muchos afos en el mercado de Colombia se reemplazé el cedro por otras
especies, notablemente la Ceiba roja o Ceiba tolua (Pachira o Bombacopsis
quintana), la cual tiene un aspecto algo similar al cedro. Las especies de caoba de
Africa (Khaya sp) y cedro de Asia (Toona ciliata) también se estan acabando
rapidamente en los bosques naturales. Aunque se han hecho muchos ensayos
para establecer plantaciones, los cedros y las caobas no se estan plantando a
nivel comercial, aunque hay algunas pocas excepciones, debido a su
susceptibilidad al ataque por los insectos barrenadores Hypsipylla sp. El
barrenador generalmente no mata el arbol, pero causa su bifurcacion originando

crecimientos en forma torcida.

Las maderas de palo de rosa (Dalbergia sp) se acabaron hace afos y fueron
reemplazadas en el comercio por maderas del género Pterocarpus sp. El palo de
rosa se planta en pequefia escala en el Sur de Asia, principalmente en Pakistan e
India, pero con turnos muy largos, hasta 80 afos. Debido a su lento crecimiento y
su tendencia a bifurcarse, la produccion de madera comercial de palo de rosa en

plantaciones es baja.

El nogal negro (Juglans nigra 'y J. neotropica), el nogal blanco (Juglans cinerea) y
el nogal cafetero o laurel (Cordia alliadora) son maderas finas muy escasas y muy
cotizadas para muebles. En Norteamérica se ha tratado de plantar el nogal negro
y el nogal blanco, pero sin éxito, debido a los problemas que ocurren por la
pudricién de las raices, su lento crecimiento y su exigencia en cuanto a calidad del
sitio. El nogal cafetero se ha plantado en Colombia y Costa Rica como sombra

para el café, pero no ha resultado promisorio en plantaciones para la produccion



de madera, debido a su tendencia a bifurcarse y a su crecimiento relativamente

lento.

Durante el siglo veinte, se vio la caida de los mercados de muchas especies
importantes en Norte América, incluyendo el castafio (Castanea dentada) y el
olmo (Ulmus americana) especies de mucha importancia en la industria de la
construccion y de muebles. Estas especies fueron azotadas por enfermedades
introducidas de Europa y Asia. El castafio y el olmo ya no tienen importancia en
los mercados, aunque las especies todavia existen en los bosques naturales de

Norte América.

Los robles de Norte América y Europa (Quercus sp) y los de Centro Ameérica y Sur
Ameérica tropical (Quercus sp., Tabebuia sp.) y los de Chile y Argentina
(Nothofagus sp), son importantes en los mercados internacionales para la
produccion de paneles decorativos, pisos y muebles. Aunque hay muchas
especies de robles, sus maderas son similares en textura y calidad. No se plantan
los robles a escala comercial a causa de su lento crecimiento. No obstante,
todavia hay disponibilidad de madera de roble en Norte América, Europa y en
Chile, debido a la regeneracion natural de estas especies en los bosques

naturales.

La teca (Tectona grandis) es originaria del Sur de Asia. Es una madera muy fina
utilizada en yates para navegacion maritima, en paneles decorativos, en muebles
y en artesanias trabajadas en madera. La ultima fuente importante de la teca
natural estd en Myanmar (Birmania), pero se esta acabando rapidamente debido a

la tala de aproximadamente 600 mil metros cubicos por ano.

De todas las especies en el mundo conocidas por sus maderas finas, la teca es la
Unica que se maneja en plantaciones comerciales a gran escala. Segun la
informacion de la FAO, habia 5,7 millones de hectareas de teca plantada en el

mundo en el afio 2000, la gran mayoria de ellas se efectud en Asia. A pesar de ser



una especie de larga vida, su tasa de crecimiento (el incremento medio anual) se
maximiza en plantaciones jovenes, entre los 9 y 12 afos de edad. Es decir, es una
especie con una tasa de crecimiento similar a muchas especies de pinos
tropicales. Ademas, es una especie que tiene una corteza gruesa que la protege

contra los incendios al igual que ocurre con muchos pinos tropicales.

Aunque la teca se maneja en la India con turnos de mas de 100 afios y en
Indonesia con turnos de entre 40 y 80 afios, el crecimiento de la teca permite la
produccién de trozas para aserrio con turnos de entre 20 y 25 afios en los sitios
adecuados para su desarrollo (Miller, 1969).

Cuadro 2. Estimacion de la produccién de madera por sectores en los 10 mayores
productores del mundo (miles de m?)

Tableros de madera maciza Tableros de contrachapade Tableros de particulas Tableros de fibras

Pais Yolumen Pars Volumen Pais Yolumen Pals Volumen
EE.LL. 109,806 EE. L. 18771 Alemania 1108 EEUU, £.438
Antiqua LRSS 105,000 Indhanesia 7435 EELIL. 6 877 tntigua LRSS 4,140
Canada 54 906 Japon G415 Antiqua URSS 597 China 1.209
Japon 29,781 Canada 1.971 Canada anz lapen 923
China 23160 Antiqua URSS 1.744 ltalia 3050 Canada 774
Iria 17 460 Malada 1,363 Franda 2464 Brasil 20
Erasil 17,779 Bvasil 1.9% Bekgica Lusembarg 2.222 Falenia B
Alemania 14.726 China 1.2 Espania 1750 4lemania 452
Suedia 12.018 Logea 1124 Luslria 1.523 Nugva I=landa 442
Franci 110 6L Finlandia 6d3 Peirn Unido 1.317 Espana 20
Mundial 305,468 Mundial 47314 Mundial 41,358 Mundial 20248

Fuenie: FAD 19523,

3.3. Importancia del recurso forestal en México

3.3.1 Superficie forestal Mexicana
México posee una gran diversidad de bosques y selvas que representan el 33%

del territorio total. Estos bosques tienen un alto valor de biodiversidad, producen

numerosos beneficios econémicos y son criticos para el bienestar de muchas
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comunidades, 2depositarias de conocimientos ancestrales sobre sus recursos

naturales.

Los bosques templados de pino, encino y oyamel generalmente se encuentran en
la parte alta de las montafas. México es centro de diversidad tanto de pinos como
de encinos con mas del 50% de todas las especies de pino y mas de 150 especies
de encinos del mundo. En estos bosques habitan una gran cantidad de especies
animales, entre las que sobresalen el oso negro, la cotorra serrana y la mariposa

monarca.

Los bosques nublados se encuentran en zonas con gran cantidad de lluvia en la
parte media de las montafias. Actualmente estan muy restringidos. Son
caracteristicos de estos bosques los helechos arborescentes, plantas epifitas,

aves como el quetzal entre otras especies de flora y fauna autoctonas.

Las selvas tropicales secas se distribuyen en las partes bajas. Contienen gran
cantidad de especies endémicas y son el habitat del jaguar, la iguana, el monstruo
de gila y la guacamaya verde. La selva tropical humeda ha desaparecido de las
planicies costeras, reduciéndose a un 10% de su extension original. En este
complejo y diverso ecosistema habitan el tapir, los monos arafia y aullador, gran
variedad de pericos y tucanes y la imponente aguila arpia. Sin embargo, los
bosques y selvas se estan perdiendo a una velocidad alarmante. La tasa anual de
pérdida de bosques y selvas en México ha sido estimada entre 300,000 y
1,500,000 hectareas. (SEMARNAT, 2002)

Las areas forestales deben ser valoradas con base en las multiples funciones

ambientales, sociales y economicas que cubren y que son fundamentales para el

pais, sus regiones y comunidades.
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3.3.2 Estado actual de las areas forestales en México

El 80% de la superficie forestal nacional se encuentra bajo el régimen de
propiedad social y con una poblaciéon aproximada de 10 millones de habitantes
que son duefos del 80% de los recursos forestales del pais; 15% es privada y
pertenece a pequefos propietarios con bosques de menos de 20 hectareas, y 5%
son terrenos nacionales. La propiedad social integra comunidades y ejidos en la
que aproximadamente mas de 27% habla alguna lengua indigena.

Las comunidades y ejidos, por la similitud en sus caracteristicas de organizacion,
pueden ser consideradas dentro de un mismo grupo. De ellas, 8,417 que
representan 28% del total de las comunidades rurales del pais (29,983) poseen
recursos forestales. Sélo en 421 ejidos y comunidades la actividad forestal
constituye el principal sustento econémico, y la mayoria de éstos se concentra en
Chihuahua (99) y Durango (122).

3.3.3 Principales especies forestales mexicanas

México se ubica dentro de los 12 paises megadiversos, albergando 70 % de la
biodiversidad del planeta. Respecto a las coniferas (destacando el género Pinus)
se registran un total de 71 especies, de las cuales 50% de ellas son endémicas, lo
que representa el 48% del total de especies conocidas en el mundo, colocando a
México en el primer lugar del mundo en cuanto a riqgueza de especies de pino. De
igual forma sucede con los encinos, de las 135 especies reportadas para México,
115 son endémicas lo que hace un 70% del total de las especies reconocidas
mundialmente.

México dispone de un bajo nivel de aprovechamiento forestal, de los 21 millones
de hectareas con potencial, sélo la cuarta parte aproximadamente, se encuentra

bajo aprovechamiento.
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Tal situacion se debe principalmente a los bajos niveles de eficiencia y
productividad, lo que conlleva una reducida presencia en el producto interno bruto
nacional, aunado a las dificultades existentes para incrementar la competitividad,
al no disponer de infraestructura y apoyos necesarios, se suma la falta de
mercados diversificados y el grave deterioro que causan los incendios, las plagas

y las talas masivas ilegales.

Por estados, el 81% de la produccion forestal se localizé en cinco entidades
federativas: Durango (31%), Chihuahua (21%), Michoacan (17%), Oaxaca (7%) y
Jalisco (6%).

La mayor produccién forestal corresponde a las coniferas (especies de pino
principalmente) con el 88% del total, seguida de las latifoliadas (sobre todo el

encino), con el 8% y de las maderas preciosas y comunes tropicales con un 4%.

Los productos no maderables se obtienen mediante procesos de recoleccion y en
algunas zonas marginales constituyen la unica fuente de ingresos para la mayoria
de la poblacion; la mayor parte de estos productos (candelilla, lechuguilla, yuca,
orégano, pimienta, palma, entre otros) proceden de las regiones de Baja

California, Coahuila, Zacatecas, Michoacan, Puebla, Veracruz y Chiapas.

3.3.4. Areas potenciales para ser utilizadas con recursos forestales

De acuerdo al ultimo inventario forestal realizado en el pais en 1994, la superficie
forestal existente en el territorio estd ocupada por la vegetacion de zonas aridas
(arbustos y matorrales); en segundo lugar, las areas forestales perturbadas;
después, por los bosques (coniferas, coniferas/latifoliadas y latifoliadas) seguido
por las selvas (selvas altas y medianas, selvas bajas y otras asociaciones) y por
altimo, a la vegetacion hidréfila y halofila.
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Figura 1. Superficie total forestal por ecosistema
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La superficie forestal del territorio nacional esta formada por 141 millones 745 mil
169 hectareas y de acuerdo a sus caracteristicas naturales actuales; para orientar
el uso y manejo mas apropiado del recurso forestal se clasifica en zonas de

produccion, restauracion y conservacion.

La primera se refiere a aquellos terrenos que tienen condiciones de vegetacion y
suelo apropiadas para la produccion de madera y otros productos no maderables
en forma sostenida a largo plazo. La segunda son terrenos de aptitud
preferentemente forestal dedicados a otros usos, o que estan en proceso de
degradacién por incendios, plagas y otros factores y la tercera, se refiere a las

areas naturales protegidas declaradas legalmente en el pais.

Figura 2. Superficie de las principales zonas forestales
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3.4. Situacién del género Pseudotsuga en México

En México el género Pseudotsuga ha sido poco estudiado y en gran medida
relegado, principalmente en los aspectos relacionados con su biologia. En paises
como Estados Unidos y Canadd, Pseudotsuga es uno de los géneros de coniferas
econdmicamente mas importantes y es el mas utilizado como arbol de navidad; en
México anualmente se importan al rededor de 2 millones de arboles con este

proposito.

Es urgente hacer algo para rescatar las areas de bosque de Pseudotsuga que han
disminuido a ritmos acelerados en nuestro pais, principalmente por la tala
indiscriminada y la apertura de nuevas tierras para cultivos agricolas anuales, asi
como la depredacion de conos y semillas por insectos y otros animales (Zavala y
Méndez, 1996)

Ante tal situacion, el género Pseudotsuga se encuentra seriamente amenazado,
las poblaciones estan mas limitadas para producir semilla; ante tal situacion se
disipa un importante recurso genético lo que obliga a la busqueda de estrategias
que preserven el potencial evolutivo de Pseudotsuga, tales como fomentar la
creacion de huertos semilleros, micropropagando la especie, estableciendo
plantaciones para la produccion de arboles de navidad, con todos los beneficios
ecolégicos y econémicos que se generan, asi como las aplicacion de técnicas

silvicolas necesarias para la preservacion y mejora de las poblaciones del género.
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3.4.1. Distribucion

El género Pseudotsuga presenta una distribucion disyunta entre el norte de
América y el este de Asia, considerandose al estado mexicano de Coahuila como
el centro de origen (Figura 1), basandose en el registro fosil mas antiguo que se
conoce (Contreras et al., 2001).

Figura 3. Centro de Origen (CO) y rutas de dispersion del género Pseudotsuga.

Pseudotsuga es una de las coniferas mas importantes del mundo por su amplia
distribucién, por la superficie plantada en varios paises y por su valor econémico.
En América la distribucién natural de la especie es muy amplia. En la costa del
Pacifico_se extiende desde los 55° de latitud norte en Columbia Britanica y Alberta
en Canada, hasta el norte de California en Estados Unidos de América; en las
Montanas Rocallosas, desde la parte central de la Columbia Britanica hasta el sur
de Estados Unidos (Fowells, 1965).

En México, la distribucion natural comprende los estados de Chihuahua, Sonora,
Coahuila, Durango y Zacatecas en la Sierra Madre Occidental; en la Sierra Madre
Oriental en Nuevo Leén y Tamaulipas. En la region central del pais Pseudotsuga
se encuentra en los estados de Hidalgo, Puebla, Tlaxcala y Veracruz (Dominguez,
1986). En la Sierra Madre de Oaxaca, al sur de México, alcanza el limite mundial

mas septentrional a los 17°01" 05" de latitud norte (Acevedo, 1998).
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La mayoria de las poblaciones de Pseudotsuga conocidas en Meéxico,
particularmente en el centro del Pais ocupan pequefas superficies aisladas,
sumamente fragmentadas y sujetas a una fuerte presion antropica, existen indicios
paleobotanicos que en el pasado geoldgico de México este género tenia una
distribucion mas amplia, ocupando vastas extensiones en la actual cuenca de
Sabinas, Coahuila, en el Valle de México y norte de Chiapas. (Rzedowski et al.,
1977)

3.4.2. Clasificacion taxonémica
De acuerdo con Rzedowsky (2001) Pseudotsuga macrolepis Flous se clasifica de

la siguiente manera:

Reino: Plantae
Divisiéon Pinophyta
Clase: Pinopsida
Orden: Coniferas
Familia: Pinaceae
Género: Pseudotsuga

Especie: macrolepis

3.4.3. Caracteristicas morfolégicas de la especie Pseudotsuga macrolepis
Flous

La especie Pseudotsuga macrolepis F. es un arbol de 12 a 15 m de altura;
diametro de 35 a 50cm, ramas subverticiladas irregularmente dispuestas, las
inferiores extendidas y las superiores ligeramente levantadas, formando una copa
irregular no rala. Ramillas alternas en algunos casos opuestas de color rojizo
cerca de la extremidad, la superficie es hirsuta con pubescencia esparcida y corta.
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3.4.4. Corteza

En arboles jovenes es gris, delgada,
suave y cubierta de bolsas de resina.
En el arbol adulto maduro se torna café-
rojizo, gruesa, esponjosa, agrietada,
aspera, escamosa Yy con un espesor
que puede llegar a 10 cm o mas.

3.4.5. Hojas

Son aciculas (hojas) delgadas, lineales, planas y
obtusas en el apice, o agudas en los brotes
primarios, blandas y flexibles, de color verde-
amarillento, verde oscuro o verde azuladas, de
1.5 a 5.5 cm de longitud, de 1.5cm de ancho; las
yemas son largas ovoides de 5.5 a 7cm de
largo, algunas veces hasta 8cm por 3.5 a 4 cm
de diametro

Figurab. Aciculas del ultimo periodo
vegetativo de Pseudotsuga

3.4.6. Flor

Conifera diclino o monoica. Los amentos masculinos crecen lateralmente en las
ramas en la parte inferior de éstas y son de color verde-amarillo o anaranjado a la
floracion. Los conos femeninos son péndulos oval a ovados, cilindricos, de color
café, delgadas y ocasionalmente algo alargadas en el apice, mas largas que
anchas.
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Figura 6. A) Flor masculina B) Flor femenina

3.4.7. Fruto
Son conos de 35 a 180 mm de largo por 30 a 70 mm de ancho, nacen en posicion
terminal de pequefias ramillas, tienen numerosas y caracteristicas escamas

trifidas (estériles o téctriles).

Figura 7. Fruto de Pseudotsuga

3.4.8. Madera

Posee albura de color amarillo-claro y duramen amarillo-ocre a ligeramente
rosado, con brillo mediano, olor ligeramente aromatico (resina), textura fina y
homogeénea, de grano derecho y veteado pronunciado. Anillos anuales bien

visibles con un alto porcentaje de madera tardia (madera de verano). Rayos
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medulares bien visibles y muy numerosos. El lefio tardio es muy abundante, de
color café-rojizo. Madera que se puede clasificar entre liviana y medianamente

liviana y de dureza intermedia. Es poco durable en contacto con el suelo.

3.4.9. Semilla

Ligeramente ovoide o subtriangular de 5 a 7mm de largo por 3 a 4mm de ancho,
aplanada en cara y convexa en la parte que queda envuelta por la base del ala,
color café opaco en la cara plana y castafo en la convexa, ala de 15 a 16mm de
largo incluyendo la semilla. Es un arbol perennifolio, florece de abril a mayo y el
polen se disemina de mayo a abril. De agosto a septiembre se pueden encontrar
los conos maduros de sus frutos. Generalmente la producciéon abundante de
conos ocurre cada 4 6 6 afos. La diseminacién de la semilla es por viento.

El embrién esta constituido por un verticilo de cotiledones u hojas embrionarias, 4
a 12, los cotiledones rodean la estructura cénica formada por un tejido
meristematico llamado pluma o epicdtilo, esta estructura da origen al tallo de la
plantula y a las hojas primarias. El hipocotilo es la region de transicién entre tallo y

raiz, en la region inferior se localiza la radicula, la cual esta formada por tejido
meristematico (Niembro, 1986).

Abves Pumdhca

L= emegiren aoges
I’- .

Figura 8. Semilla de Pseudotsuga
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3.4.10. Habitat

Pseudotsuga macrolepis Flous, se reproduce mejor en altitudes de 2 mil 800

metros sobre el nivel del mar, minima de mil 500 y maxima de 3 mil 600.

Los suelos segun la clasificacién de la FAO que son propicios para plantar o
sembrar este arbol son: Regozol, Feozem, Leptosol, Cambisol. Esta especie se
establece sobre suelos jovenes, en laderas con pendientes de 20 a 70 por ciento y
con exposicion norte, noroeste y noreste, prefiriendo las primeras. Se adapta a
una gran variedad de suelos, aunque aquellos que presentan altos contenidos de

Nitrégeno y buena porosidad son los preferidos.

El clima adecuado para la especie es de bosques templado frio subhumedo con
lluvias en verano, con temperatura promedio minima de 4.5° centigrados, media
anual de 13°centigrados y temperatura promedio maxima de 22° centigrados.
Tolera una precipitacion minima de 600 milimetros, una media de 1,200 y una

maxima de 1,800 mm.

Se le encuentra en superficies muy reducidas y se desarrolla en sitios sombrios y
humedos, preferentemente viven en laderas de canadas, barrancas o valles muy
protegidos.

Presenta raices poco profundas por lo que se debe procurar plantarlo en lugares
protegidos del viento; es medianamente tolerante a la sequia.

3.4.11. Plagas y enfermedades de Pseudotsuga en México

En todas las areas de distribucion natural de Pseudotsuga en México asi como en

las zonas con plantaciones se encuentra el patdgeno Tizon Suizo Phaeocryptopus

gaeumanii, infectando arboles de todos tamanos. La infeccion se presenta en
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aciculas de todas edades, el follaje puede estar verde a verde amarillento y
eventualmente café; la caida prematura de aciculas comienza en el follaje mas

viejo y en ataques severos el follaje joven también se puede desprender.

Cancro resinoso por Fusarium circinatum. Es un hongo de gran importancia en
plantaciones comerciales en el Estado de Meéxico, los arboles infectados por el
hongo muestran exudaciones de resina en la corteza de troncos, los arboles
infectados presentan un aspecto marchito con ramas de color rojizo, al avanzar la

infeccién, causa la muerte del arbol (Cibrian et al., 2007).

Las semillas y conos son atacados por insectos tales como Pityophthonis orarius,
Critonia oregonensis, C. washigtorensis, Comptomyia pseudotsugae y Barbara
colfoxiana, entre otros. Larvas de Barbara sp. infestan los conos y se pueden
comer las semillas, se considera que esta plaga tiene un impacto negativo en la
regeneracion natural de un arbol hospedero, y es una limitante en la obtencion de
semillas; se han registrado infestaciones severas de esta especie en Coahuila y
Tlaxcala, en donde destruyeron mas del 90% de los conos. Las larvas de
Choristoneura (Tortricidae) atacan los conos desarrollados, alimentandose desde
el exterior, alimentandose igualmente del follaje (Cibrian et al., 1986).

Respecto al ataque por insectos de arboles jovenes y maduros se encuentra el
descortezador Dendroctonus pseudotsugae, atacando y matando arboles en
grandes volumenes. Rhabdodline pseudotsugae, es un insecto que causa daios
al follaje, provocando grandes pérdidas del arbolado.

Los muérdagos enanos son patégenos que parasitan especies del género
Pseudotsuga. Arceuthobium douglasii tiene como hospedante arboles de la
especie, propiciando la pérdida de vigor, ocasionando mayor susceptibilidad al

ataque de otras plagas y enfermedades.
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3.5 Propagacion forestal in vitro

Las especies forestales principalmente las coniferas pueden ser propagadas en

forma econdmica a través de semillas.

Los programas de mejoramiento genético convencionales en estas especies
consumen mucho tiempo, ya que para las coniferas la primera fase se requiere
que los arboles madre inicien la produccion de semillas para posteriormente
realizar fecundaciones controladas o libres, esperar la produccion de semilla,
producir nuevamente planta, esperar que dicha planta originada de la primera
fase, proveniente de huertos semilleros alcance la madurez, realizar la
correspondiente polinizacion y nuevamente obtener semilla y asi sucesivamente,
de acuerdo a los objetivos del programa de mejoramiento que se este llevando a

cabo.

Los bosques de coniferas son muy heterogéneos ya que la semilla de individuos

sobresalientes no necesariamente da origen a una progenie mejorada.

La semilla artificial ofrece la posibilidad de clonar aquellos arboles sobresalientes a

costos razonables y en un tiempo minimo.

Los beneficios potenciales de la biotecnologia son aun mayores en silvicultura que
en agricultura, ya que en la mayoria de los casos, da la posibilidad de ganar
tiempo en los procesos de mejoramiento de especies forestales, mediante la
clonacién de individuos genéticamente superiores, atendiendo problemas de
produccion y rendimiento de semillas, materias primas maderables y de otros
productos, dificultades con los que se enfrentan los silvicultores por la necesidad
de obtener la mayor cantidad de materias forestales en turnos mas cortos y en
areas cada vez mas compactas y con problemas de erosién y bajos rendimientos

tal como en la agricultura.
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La biotecnologia utilizada como herramienta en programas de mejoramiento de
especies forestales se puede resumir en las siguientes categorias:
almacenamiento in vitro y crioconservacion, esta técnica consiste en el
mantenimiento de células, tejidos u érganos en cultivos, los cuales reducen la
velocidad de crecimiento manipulando luz, temperatura o nutrientes o mediante la

suspensioén en nitrogeno liquido.

Utilizacién de marcadores moleculares. Esta técnica implica la identificacion
mediante reacciones bioquimicas muy perfeccionadas de las variaciones
moleculares celulares como el DNA y las proteinas, contrariamente a las
caracteristicas fenotipicas de los individuos de estudio, los marcadores
moleculares ofrecen la ventaja de que no cambian por efecto del medio ambiente,

si no por la fase de desarrollo de la planta.

Ingenieria genética. Consiste en la insercion y expresion de nuevos genes en
una planta o la modificaciéon del genoma existente mediante la manipulacion del
DNA, La transformacion de nuevas especies con genes disponibles, constituira un

importante logro en la biotecnologia.

El cultivo in vitro puede definirse como “El cultivo sobre un medio nutritivo, en
condiciones estériles, de plantas, semillas, embriones, 6rganos, tejidos, células y

protoplastos de plantas superiores”.

3.5.1 Embriogénesis in vitro

El proceso de embriogénesis somatica comienza con una fase de induccion, en la
que se obtienen uno o varios embriones. Estos se multiplican velozmente y de

forma constante, dando lugar a miles de ellos. Se inicia entonces la fase de

maduracion-germinacion-conversion en planta, en la que hay que lograr parar el
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proceso recurrente para que cada embrion individual se comporte como una

auténtica semilla y germine para dar lugar a una planta.

La multiplicacion mediante embriogénesis somatica es tan eficiente que como
ejemplo, a partir de un embrién somatico de alfalfa podrian producirse mas de 2
cuatrillones de embriones somaticos.

La dificultad mas importante en este momento, es que no se conocen bien cuales
son los estimulos que llevan a una o varias células a sufrir esta "reprogramacion”,
algo que la genémica esta tratando de exponer. Por ello, y a pesar de que la
embriogénesis somatica se ha logrado en cientos de especies vegetales,
conseguirlo con una nueva especie, y sobre todo con arboles centenarios, es
siempre complejo. A esto hay que afadir que, el costo de producir “arboles
clénicos” es mas elevado que el de arboles producidos de manera convencional

por semillas, lo que frena su aplicacién industrial.

Hoy en dia la micropropagacion in vitro, a través de la embriogénesis somatica es
una de las principales técnicas de propagacion vegetativa para algunos arboles de
interés comercial, se han logrado avances en especies recalcitrantes,
extendiéndose al cultivo de embriones, germinacion de semillas, clonacion,
produccion de plantas libres de enfermedades, micropropagacion, variacion

somaclonal, induccién de haploides, manipulacion genética, etc.

Sin embargo en coniferas es dificil la regeneracion de plantas viables, cuando es a
partir de protoplastos, y la forma principal de regenerar in vitro es la

embriogénesis.
La embriogénesis somatica es una técnica biotecnolégica de propagacion de

plantas que permite obtener embrioides a partir de células somaticas desde
cualquier tipo de tejido.
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Merkle y Dean 2000, sefialan que en el proceso de embriogénesis somatica, al no
haber fusion de gametos, no existe combinacion genética, por tanto el embrioide

generado en un clon cien por ciento idéntico al arbol madre o donador de tejidos.

Diversos autores han manifestado que la regeneracién de plantas por
embriogénesis somatica es una via menos expuesta a generar variacion genética,
debido a que su consecucion implica la expresion de muchos genes, y cualquier

alteracion en los mismos haria inviable el proceso (Celestino et al., 2005).

Mediante el empleo de promotores y reguladores de crecimiento, se promueve el
desarrollo de células hacia otra funcién, formando conjunto de masas celulares
desorganizadas llamadas callo, las cuales a travées de cambios hormonales

aplicados a los medios de cultivo estimulan la formacion de estos grupos celulares

Murashige (1977), menciona que la embriogénesis somatica no es definida,
solamente se ha logrado acelerarla o en su caso retardarla, debido a que su

induccion no envuelve directamente suplementacion hormonal.

La influencia de factores que controlan la iniciacion de embriones asexuales, tal
vez indculos y ciertas cualidades fisiolégicas asociadas con ellos sean mas
significativos, comunmente se han utilizado estructuras reproductivas como partes
florales, ovulos fertilizados y no fertilizados, embriones cigéticos, endospermo,
anteras y macrosporas, asi como inoculos de tejidos vegetativos como apices,
secciones de hipocotilo y mesocotilo, raiz, etc., los cuales vez producen embriones

de forma directa (Tisserat et al., 1979).
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Ubicacion del experimento
El proyecto presentado, se llevé a cabo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales del Departamento de Fitotecnia de la Universidad Auténoma Chapingo,
en Chapingo Estado de México.

4.2 Procedencia del material vegetal

El material vegetal empleado, consistente en semillas, para la realizacion de este
trabajo fue donado por la empresa Agros Navidad S.A. de C.V. procedente del
rodal ubicado en Terrenate, Estado de Tlaxcala a los 19°31'12" latitud norte y

longitud oeste a los 97°54'58" con una altura de 2950 msnm.

4.3 Desinfestacion de material vegetal

Las semillas empleadas para el desarrollo del experimento fueron tratadas para
disminuir la contaminaciéon en condiciones in vitro. La desinfestacion del material
consistio de las siguientes acciones: Se limpio la semilla, retirando las impurezas
presentes, se procedié a lavarlas vigorosamente con detergente liquido Tween 80
y agua, posteriormente se enjuagaron con agua destilada, una vez eliminado el
detergente, se suspendieron las semillas en hipoclorito de calcio (Ca(OCl),) al 4%
durante 15 minutos, se escurrieron, se enjuagaron en agua oxigenada, se
colocaron en un recipiente esterilizado en una solucion de agua oxigenada y
fungicida sistémico al 0.1% durante 24 horas en agitacion (agitador rotatorio
shaker) a 50 rmp.
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4.4 Medio de cultivo

4.4.1. Medio para promover la iniciacion de callos embriogénicos
El medio empleado para este propdsito fue el medio basico MS (1962), la
induccion de callos se logré con dos tratamientos, que se describen a

continuacion:

Tratamiento 1 (CE1). Se incorporaron las fuentes de amonio a un 25% y las
fuentes de nitratos a un 75%, el resto de las sales se incorporaron normalmente al

100%, con 3% de sacarosa y 7% de agar, las vitaminas normales incluyendo:

Fuente Dosis
Myo-inositol 100 mg.L
Tiamina | 0.40mg.L"
Piridoxina 60 mg.L™
2.4-D i 8.0mg.L”
BA 40mg.L”
Kinetina 4.0 mg.L"’
Caseina hidrolizada 500 mg.L"
L-glutamina 500 mg.L™”

Tratamiento 2 (CE2). Disminucién de nitratos a un 50%, aumentando la fuente de
fosfatos al 200% con 7% de agar y 3% de sacarosa.

Tiamina 40 mg.L”

2,4-D 3.0mg.L"’
BA 1.0mg.L"”
Caseina hidrolizada 100 mg.L™

Ambos tratamientos fueron probados adicionando carbén activado al 1%.
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4.4.2. Medio para inducir la embriogénesis somatica
Para inducir la formacion de embriones a partir de callos cultivados, se probaron

dos tratamientos con cuatro variaciones.

El primero el Medio de Proliferacion (MP) con los siguientes compuestos: medio
basico MS (1962), disminuyendo los nitratos a un 50%, aumentando la fuente de

fosfatos al 200% con 7% de agar y 3% de sacarosa y los siguientes

complementos:

Tiamina 40 mg.L
2,4-D 3.0mg.L”’
BA 1.0 mg.L"
ABA 423 mg.L"
PEG 7.5grL"
Caseina hidrolizada 100 mg.L™

Este medio de proliferacion fue probado con luz y oscuridad en medio sélido y en

medio liquido.

El segundo tratamiento Suspensién embriogénica (SE) se compone de medio
basico MS (1962), con las fuentes de amonio disminuidas al 25% y fuentes de

nitratos al 75% con 7% de agar y 3% de sacarosa, complementado con:

Tiamina 40 mg.L”
2,4-D 3.0mg.L"
BA 1.0 mg.L™”
ABA 423 mg.L"
PEG 7.5gr.L’
Caseina hidrolizada 100 mg.L™”
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De igual forma, el medio de suspension embriogénica se probé en medio solido y

liquido con luz y oscuridad.

4.4.3. Medio para fomentar la diferenciacién embriogénica

Para inducir la diferenciacion de embriones a partir de callos cultivados, se
probaron tres tratamientos, el medio de diferenciacién (DE) se compone de
medio basico MS (1962) y con vitaminas WS al 100%, los complementos y

reguladores de crecimiento se describen a continuacion:

Caseina

Tratamiento  Glutamina Galactosa Kinetina

2,4-D

hidrolizada

DE1 450 mg.L”" | 500 mg.L" 6% 3mgLl’ | 1mglL -
DE2 450 mg.L”" | 500 mg.L” 3% 1mgLl"’ | 0.3mg.L" --
DE3 450 mg.L"" | 500 mg.L” 6% | = 2 &=

i i 0.5mg.L" | 0.1 mg.L" | 0.1 mg.L
DE4 450 mg.L" | 500mg.L" | 6% , : :

5 ; 0.5mg.Ll" | 0.5mg.L
DE5 450 mg.L"" | 500 mg.L’ 6% - 1 .

El tratamiento DE2 tiene disminuido el medio basico MS al 50%. La fuente de
hidratos de carbono para el Desarrollo Embrionario (DE) se otorgo a través de la

galactosa.

Nota: Para cada uno de los experimentos realizados en esta investigacion se
utilizaron frascos gerber con tapas plasticas, esterilizados por 45 minutos en
autoclave a una temperatura de 121°C y 1.2kg/cm? de presion, solidificandose a

temperatura ambiente.
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4.5 Cultivo

El cultivo de embriones para la formacion de callos embriogénicos asi como el
subcultivo de los mismos, fue realizado bajo condiciones asépticas en el area de
siembra del laboratorio de cultivo de tejidos vegetales del Departamento de
Fitotecnia de la UACh, dentro de la campana de flujo laminar, con microscopio
estereoscopico, pinzas para diseccién, mango con bisturi, navajas numero 11y
24, cajas petri de cristal, mechero, alcohol al 70 y al 96%, agua esterilizada con
antioxidantes, hipoclorito de calcio, algodén, cubre boca y cofia.

4.5.1 Cultivo de embriones cigoéticos

Una vez realizada la desinfestacion de las semillas, se colocaron dentro de la
campana de flujo laminar en cajas petri con agua esterilizada con antioxidantes,
con la ayuda del microscopio estereoscépico fueron disectadas hasta liberar el
embrién del resto del material de reserva de la semilla para posteriormente con la
ayuda de pinzas de diseccion introducirlo en el medio de cultivo en forma vertical,

se colocaron cinco embriones por frasco.

Nota: fueron cultivados embriones completos y segmentados, sin embargo

unicamente formaron callo los embriones completos.

4.5.2 Subcultivo de callos embriogénicos

El subcultivo de callos fue realizado dentro de la campana de flujo laminar,
enjuagando a los callos el medio existente en cajas petri de cristal con agua
esterilizada con antioxidantes. Cuando se presentaron areas necrosadas en los
callos fueron retiradas con bisturi y posteriormente fueron enjuagadas en agua
esterilizada con antioxidantes, en ambos casos su colocaron en el medio

profundizando aproximadamente 3 milimetros, cultivando cinco callos por frasco.
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Se cultivaron callos completos y segmentados los cuales se desarrollaron de igual

forma de acuerdo al tamafo de cada callo.

4.6 Incubacion

Las semillas y callos empleadas en esta investigacion se mantuvieron en el area
de incubacion del laboratorio de cultivo de tejidos vegetales del Departamento de
Fitotecnia de la UACh, bajo condiciones controladas con una temperatura
promedio constante de 27°C +- 1°C durante el dia y una temperatura minima
promedio de 23°C durante la noche con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas
de oscuridad con lamparas fluorescentes de 75 wats.

Los frascos gerber con las semillas y callos respectivamente se colocaron en el
nivel central del estante del lado izquierdo de la camara de incubacion bajo una

intensidad luminosa promedio de 31 7"M.m?.s-'de segundo.

Para la prueba correspondiente a la fase de oscuridad del medio de proliferacion
(MP) y suspension embriogénica (SE) los frascos gerber que contenian los callos
respectivos fueron colocados dentro de la incubadora Lab-line a una temperatura
constante de 25°C, respecto a la fase liquida del mismo experimento se colocaron
los frascos gerber tapados en su totalidad con papel aluminio en el agitador
rotatorio shaker.

4.7 Evaluacién del crecimiento de callos en medio MS (1962) con BA, 24-Dy
KIN

Evaluacion del medio de cultivo para inducir la formacion de callos embriogénicos
(CE1 y CE2). Se evaluaron los embriones cigéticos que dieron origen a los callos
embriogénicos durante 3 meses y medio tomando observaciones cada dos
semanas. Las variables a evaluar fueron nivel de respuesta y nivel de

necrosamiento.
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Medio MS (1962)
24DmglL’' BAmgL' Kinetinamg.L"
|
T2 3mg.L” 1mg.L’ } -

Tratamiento

8 mg.L

4 mg.L

Cada uno de los tratamientos para este experimento tiene variaciones en las
fuentes de nitratos, amonio y fosfatos, las cuales se describen en el apartado

correspondiente a la elaboracion de los medios de cultivo.

El analisis estadistico de los datos se realizdé en el paquete estadistico SAS, con

un nivel de significancia del 99%.

4.7.1 Modelo estadistico

Por la naturaleza del experimento, se emple6 un disefio completamente aleatorio,
la unidad experimental fue un frasco, conteniendo cinco callos por frasco; el
disefio consta de 2 tratamientos y 10 repeticiones, la variable evaluada fue el
crecimiento del callo y nivel de necrosamiento. Cada tratamiento fue probado

adicionando carbén activado al 1% al medio de cultivo, definido por:

Yi= ptgte

Bardaii=128....L 51,23

Y. respuesta obtenida en la j-ésima repeticion del i-€simo tratamiento.
t: numero de tratamientos.

r: numero de repeticiones.

i - media general.

7. efecto del j-ésimo tratamiento.

;. error aleatorio, donde ej ~N(0,02)
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4.8 Evaluacion de la induccion de embriogénesis somatica

Para evaluar la induccién de la embriogénesis somatica, se evaluaron los
tratamientos medio de proliferacion (MP) y suspension embriogénica (SE) en sus
diferentes variantes, medio sodlido y liquido con luz y con oscuridad
respectivamente fueron evaluados por 50 dias tomando datos cada dos semanas

evaluandose el nivel de respuesta y el nivel de necrosamiento.

Los tratamientos son descritos a continuacion:

Medio MS (1962)
Tratamiento
Nitratos Fosfatos
MP 50% 200% 100%
SE 75% 100% 25%

Los reguladores de crecimiento y complementos de ambos tratamientos son los
mismos para el medio de proliferacién y suspension embriogénica, los cuales se
describen en el apartado 4.4.2. Ambos tratamientos fueron probados en medio

liquido y sélido, con luz y oscuridad, sin carbén activado y con carbén activado al
1%.

El andlisis estadistico de los datos se realizd en el paquete estadistico SAS, con

un nivel de significancia del 99%.

4.8.1 Modelo estadistico
Para la interpretacion estadistica se empled un disefio en bloques completos con

tratamientos aleatorizados, el cual esta definido por:
Yy= prphbyTe

Para:i=1,23,..,b;j=1223....t

Y respuesta obtenida en el i-ésimo bloque del j-€simo tratamiento.
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b : numero de bloques

t: numero de tratamientos

u . media general

Bi: efecto del i-ésimo blogue.

7;. efecto del j-ésimo tratamiento.

ej. error aleatorio, donde e; *N(0,62)

4.9. Evaluacion de la diferenciacion embriogénica

Respecto a la evaluacion de la diferenciacion embriogénica, se evaluaron los cinco

tratamientos DE por 60 dias tomando datos cada dos semanas evaluandose el

nivel de respuesta y de necrosamiento. Los tratamientos son descritos a

continuacion:

Tratamiento

Glutamina

Caseina

hidrolizada

Medio MS (1962)

Galactosa

2,4-D

Kinetina

Uno 450 mg.L™" | 500 mg.L™ 6% 3mgLl’ | 1mg.lL’ .
Dos 450 mg.L™" | 500 mg.L" 3% 1mg.Ll" | 0.3mg.L” -
Tres 450 mg.L" | 500 mg.L”" 6% - - p
! ; 0.5mg.L" | 0.1mg.L | 0.1 mg.L’
Cuatro 450 mg.L’ 500 mg.L™”’ 6% ; . ;
) 54 4 0.5mg.L" | 0.6 mg.L"
Cinco 450 mg.L 500 mg.L" 6% --

La interpretaciéon estadistica se llevd a cabo con el paquete estadistico SAS, con

un nivel de significancia del 99%.
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4.9.1 Modelo estadistico
Para la interpretacion estadistica se empled un disefio en bloques completos con

tratamientos aleatorizados, el cual esta definido por:

Para:i=1,2.3,...,b;j=123...t

Y respuesta obtenida en el i-ésimo bloque del j-ésimo tratamiento.
b : numero de bloques

t: nimero de tratamientos

u : media general

Bi: efecto del i-ésimo bloque.

1;: efecto del j-ésimo tratamiento.

ej: error aleatorio, donde e ~N(0,02)
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Respuestas obtenidas a la iniciacion de callos embriogénicos
La obtencion de callos embriogénicos de Pseudotsuga macrolepis Flous,
empleando embriones completos y fraccionados en los medios de cultivo para la

iniciacion de callos embriogénicos o primera fase: Tratamiento 1 (CE1). Con las

fuentes de amonio al 25%, fuentes de nitratos a un 75%, resto de las sales
normales al 100%, 3% de sacarosa, 7% de agar, Myo-inositol 100 mg.L™", tiamina
0.40 mg.L", piridoxina 60 mg.L"', 24-D 8.0 mg.L' BA 4.0 mglL’, kinetina
4.0mg.L", caseina hidrolizada 500 mg.L™" y L-glutamina 500 mg.L" y Tratamiento
2 (CE2). Disminuyendo las fuentes de nitratos al 50%, aumentando las fuentes de
fosfatos al 200%, 3% de sacarosa, 7% de agar, tiamina 40 mg.L"', 2,4-D 3.0
mg.L”", BA 1.0 mg.L"' y caseina hidrolizada 100 mg.L™"; manifestaron un indice de
germinacion por debajo del 1% cuando los embriones se establecieron
fraccionados y de 99% cuando se emplearon embriones completos, reconociendo
que esta respuesta se manifesté debido a que el embriéon como tal, ocupa mas del
90% de la cavidad embrionaria (Mapula et al., 2008), aunado a las condiciones de
autofecundacion, y cruzamiento de individuos relacionados genéticamente en las
poblaciones de Pseudotsuga del centro de México, zona de donde procede el
material empleado para esta investigacion, se perdio la capacidad de germinacion
en el caso del material seccionado; por tal motivo se decidié6 emplear embriones
completos y promover la formacion de callos en los tratamientos.

El cultivo de embriones cigéticos en medio MS (1962) en los tratamientos 1 y 2
descritos anteriormente se incubd en condiciones de luz, con un fotoperiodo de 16
horas luz y 8 horas oscuridad probando los tratamientos con y sin carb6n activado.
Las respuestas de los embriones cigoticos a los estimulos de la tiamina, kinetina,
BA y 2,4-D, contenidos en los tratamientos 1 y 2 para la iniciacién de callos
embriogénicos, se empezd a manifestar a los 15 dias de haberse iniciado su
incubacién. Durante el desarrollo de la fase de formacién de callos embriogénicos

no se presentaron problemas de contaminacion.
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A la cuarta semana de haber iniciado su incubacién los embriones cigéticos
establecidos en los tratamientos 1 y 2 de iniciacion de callos embriogénicos en su
modalidad con carbén activado, comenzaron a morir, esta respuesta se atribuye a
una inadecuada cantidad de carbon activado, 1 gramo por litro en el medio de
cultivo, ocasionando la absorcion de nutrientes por el carbén y la falta de
disponibilidad para los callos que se encontraban en fase de multiplicacion celular

y crecimiento.

El andlisis del material y toma de datos, se realizo bajo microscopio
estereoscopico cada diez dias para verificar el nivel de respuesta manifestado a
los tratamientos 1 y 2 para la iniciacion de callos embriogénicos, nivel de
crecimiento, color y densidad de los callos asi como niveles de necrosamiento y
contaminacion; al realizar el subcultivo en medios nuevos 1 y 2 respectivamente
para continuar su crecimiento, se observé que el 95% de callos eran de
consistencia compacta, lo cual indica que los tratamientos para la induccion de
callos embriogénicos 1 (CE1) y 2 (CE2) tuvieron efectos deseados al inducir
masas de células bien organizadas e interconectadas con elevada capacidad
embriogénica y solo un 5% de callos de células friables no embriogénicos con

pocas conexiones intercelulares.

Estadisticamente no se encontraron diferencias entre los tratamientos para iniciar

la formacion de callos embriogénicos 1y 2 (P < 0.001); Tratamiento 1 (CE1), con

fuentes de amonio al 25%, fuentes de nitratos al 75%, resto de las sales normales
al 100%, 3% de sacarosa, 7% de agar, Myo-inositol 100 mg.L™, tiamina 0.40 mg.L°
' piridoxina 60 mg.L™", 2,4-D 8.0 mg.L™", BA 4.0 mg.L", kinetina 4.0mg.L™", caseina
hidrolizada 500 mg.L"" y L-glutamina 500 mg.L"" y Tratamiento 2 (CE2),
disminuyendo las fuentes de nitratos al 50%, aumentando las fuentes de fosfatos
al 200%, 3% de sacarosa, 7% de agar, tiamina 40 mg.L™", 2,.4-D 3.0 mg.L™", BA 1.0
mg.L™" y caseina hidrolizada 100 mg.L”, en la iniciacién de callos embriogénicos,
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sin embargo el tratamiento 2 (CE2) cuya fuente de fosfato se aumento al 200% y

nitratos se disminuyeron al 50% generaron callos de mayor volumen (Figura 9).

Respuesta a la formacion de callos

0.00 ~

Numero de tratamientos

Figura 9. Obtencion de callos embriogénicos a partir de embriones cultivados de Pseudotsuga
macrolepis Flous en los tratamientos 1(CE1). Con amonio al 25% y nitratos a un ?5% las sales al
100% 3% de sacarosa, 7% de agar, Myo -inositol 100 mg L, tiamina 0.40 mg.L", p|r|doxma 60
mg.L", 24-D 8.0 rng g BA 4.0 mg.L", kinetina 4.0mg. L', caseina hidrolizada 500 mg.L" y L-
giutamlna 500 mg.L” y (CE2). mtratos al 50%, aumentando los fosfatos al 200%, 3% de
sacarOSa 7% de agar, tiamina 40 mg. L' 2,4-D 3.0 mg. L', BA 1.0 mg.L" y caseina hidrolizada 100
mg.L" a los 90 dias.

El color de los agregados celulares para los tratamientos de induccion de callos
embriogénicos CE1 y CE2 fue verde intenso en la mayoria de los casos, asi como
una de consistencia compacta, caracteristicas tipicas de la capacidad

embriogénica de los callos embriogénicos cultivados in vitro.

En el tratamiento CE1 se manifestd una tonalidad verde-amarillo, color que se
atribuye a la reduccién al 75% las fuentes de nitratos.
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Figura 10. Etapas de crecimiento de los callos y de embriones somaticos de Pseudotsuga
macrolepis Flous durante 90 dias en los tratamientos CE1 y CE2. Imagen 1. presenta crecimientos
preliminares de tipo globular, 2 desarrollo de estructuras globulares o proembrionarias y 3
corresponde a la obtencion de embriones maduros a partir de callos embriogénicos compactos.

5.2 Respuestas obtenidas a la induccion de la embriogénesis somatica

Los callos obtenidos de la fase de iniciacion de callos embriogénicos fueron
establecidos en dos medios: Medio de proliferacién (MP) compuesto de medio
basico MS (1962), disminuyendo los nitratos a un 50%, aumentando la fuente de
fosfatos al 200% con 7% de agar y 3% de sacarosa suplementado con tiamina 40
mg.L", 2,4-D3.0mg.L", BA1.0mg.L" ABA4.23mg.L", PEG 7.5 gr.L"" y caseina
hidrolizada 100 mg.L™ y el tratamiento suspensién embriogénica (SE) compuesto
de medio basico MS (1962) con las fuentes de amonio disminuidas al 25%,
fuentes de nitratos al 75%, con 3% de sacarosa, 7% de agar, suplementado con
tiamina 40 mg.L", 2,4-D 3.0 mg.L", BA1.0mg.L", ABA4.23 mg.L", PEG 7.5 gr.L
'y caseina hidrolizada 100 mg.L”", ambos tratamientos fueron probados en
medios solidos y liquidos con luz y en oscuridad, con y sin incluir carbon activado
en los medios de cultivo.
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Los medios de cultivo empleados para la segunda fase de induccion de la
embriogénesis somatica en callos de la especie Pseudotsuga macrolepis Flous,
denominada en esta investigacién como fase de suspension embriogenica (SE) y
medio de proliferacion (MP), resulto ser un factor importante para las respuestas
embriogénicas de los callos obtenidos de la primera fase de iniciacion
embriogénica, donde destaca la disponibilidad de nitratos en el tratamiento
suspension embriogénica disminuida al 50%, y para el tratamiento medio de
proliferacion disminuida al 75% las fuentes de amonio reducidas al 25%
aumentando la fuente de fosfatos al 200% con los reguladores de crecimiento en
cantidades iguales para los dos tratamientos SE y MP, destacando el 2,4-D con
3.0 mg.L", y la tiamina en dosis de 40 mg.L", asi como la aplicacion in vitro de
coadyuvantes como la caseina hidrolizada aplicada en 100 mg.L-1 en ambos

tratamientos de induccién de la embriogénesis somatica.

Para el caso de la fase experimental en medios liquidos con reguladores de
crecimiento tiamina 40 mg.L™", 2.4-D 3.0 mg.L"', BA 1.0 mg.L", con ABA 4.23
mg.L"', PEG 7.5 gr.L”' y caseina hidrolizada 100 mg.L™", a partir de la segunda
semana se comenzd a presentar necrosamiento en los callos, hasta perderse el
total del material de ambos tratamientos de suspension embriogénica SE y medio
de proliferacion MP, no obstante que los medios liquidos permiten una mayor
disponibilidad de nutrientes y una mejor difusion de los metabolitos excretados; sin
embargo, para el caso de los callos de Pseudotsuga macrolepis Flous originados
de la primera fase experimental o de iniciacion, al tener una consistencia
compacta, se asume iniciaron problemas en la aireacién asi como la vitrificacion

de los tejidos ocasionando la muerte a los callos (Celestino et al., 2005).

La segunda fase de este experimento dio inicio con el total de los callos
subcultivados a los tratamientos medio de proliferacion MP y suspension
embriogénica SE que inici6 en medio sodlido con reguladores de crecimiento,

transfiriendo la parte que fue incubada inicialmente en oscuridad pasada a luz,

41



puesto que en dicho material presenté Unicamente crecimientos de estructuras

globulares no embriogénicas.

Al cabo de los 50 dias que se sometieron los callos a los procesos de suspension
embriogénica y medio de proliferacion, se obtuvieron callos cristalinos y
mucilaginosos (Aitken y Connett, 1992), lo que nos indica que esta fase
experimental generé callos embriogénicos; el efecto del ABA en los medios de
cultivo detuvo los procesos de proliembrionia, lograndose inducir la formacion de
embriones somaticos y la transformacion de los crecimientos globulares, asimismo
el efecto del PEG 7.5 gr.L™" y la caseina hidrolizada 100 mg.L™" en los tratamientos
medio de proliferacion MP y suspension embriogénica SE contribuy6 a la

estabilizacion de los procesos de formacién y maduracién embriogénica.

Los datos generados del analisis de varianza indican que no existen diferencias
significativas entre los tratamientos para inducir la embriogénesis somatica (P =
0.001); sin embargo en el caso de medio de proliferacion (MP), compuesto de
medio basico MS (1962), disminuyendo los nitratos a un 50%, aumentando la
fuente de fosfatos al 200% con 7% de agar y 3% de sacarosa suplementado con
tiamina 40 mg.L”", 2,4-D 3.0 mg.L", BA 1.0 mg.L"", ABA 423 mgL"', PEG 75
gr.L"y caseina hidrolizada 100 mg.L™" al cabo de 50 dias cuyo medio de cultivo no

contenia carbon activado, presentaron un mayor nivel de necrosamiento.

En el caso de los tratamientos de suspension embriogénica (SE) el nivel de
necrosamiento fue similar en su variacion con carbéon activado, compuesto de
medio basico MS (1962) con las fuentes de amonio disminuidas al 25%, fuentes
de nitratos al 75%, con 3% de sacarosa, 7% de agar, suplementado con tiamina
40 mg.L", 24-D 3.0 mg.L", BA 1.0 mg.L"", ABA 423 mgL"', PEG 75 grL'y
caseina hidrolizada 100 mg.L™" (Figura11).

El peso seco de los callos obtenidos de esta fase experimental de un total de 35

callos por cada uno de los tratamientos, fue de 23.96 gramos para el tratamiento
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de suspension embriogénica (SE) compuesto de medio basico MS (1962) con las
fuentes de amonio disminuidas al 25%, fuentes de nitratos al 75%, con 3% de
sacarosa, 7% de agar, suplementado con tiamina 40 mg.L”", 2,4-D 3.0 mg.L”", BA
1.0 mg.L"", ABA 4.23 mg.L"", PEG 7.5 gr.L" y caseina hidrolizada 100 mg.L" y de
17.48 gramos para el medio de proliferacion (MP), compuesto de medio basico MS
(1962), disminuyendo los nitratos a un 50%, aumentando la fuente de fosfatos al
200% con 7% de agar y 3% de sacarosa suplementado con tiamina 40 mg.L", 2,4-
D3.0mgLl"' BA1.0mg.L" ABA4.23mg.L" PEG 7.5gr.L" y caseina hidrolizada
100 mg.L™"; a los 50 dias de haber iniciado su incubacién, lo que nos permite
inferir que los componentes de SE promueven un mayor incremento en masa, por
lo que el medio suspension embriogénica, donde fueron disminuidas las fuentes
de amonio al 25% y las fuentes de nitratos al 75%, influyeron de manera
determinante a la iniciacién de masas de embriones cigoéticos inmaduros, lo cual
nos permitira contar con mayor material para seguir promoviendo la diferenciacion
de embriones somaticos a partir del subcultivo de callos embriogénicos (Figura
12);
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Figura 11. Resultados sobre la induccion de la embriogénesis somatica a partir de callos de
Pseudotsuga macrolepis Flous, obtenidos en un medio con las sales MS, en tratamiento medio de
proliferacion (MP) compuesto de medio basico MS (1962), disminuyendo los nitratos a un 50%,
aumentando la fuente de fosfatos aI 200% con 7% de agar y 3% de sacarosa suplementado con
tiamina 40 mg.L™”, 24D 3.0 mg.L", BA 1.0 mg.L", ABA 4.23 mg.L”", PEG 7.5 grL” y caseina
hidrolizada 100 mg.L™" y su variacién adicionando 1 gramo por litro de carbon activado asi como y
el tratamiento suspensién embriogénica (SE) con las fuentes de amonio disminuidas al 25;6
fuentes de nitratos al 75%, con 3% de sacarosa, 7% de agar, supiementado con tiamina 40 mg. L

24-D30mgL" BA1.0mgL" ABA423mgL" PEG7.5grL"ycaseina hidrolizada 100 mg.L" y

su variacion adicionando 1 gramo por litro de carbon activado después de 50 dias de incubacion
con luz

Figura 12. Callos de Pseudotsuga macrolepis Flous, en un medio con las sales MS, de prohferacmn
(MP) 1, con mtratos al 50%, y fosfatos al 200%‘ 7% de agar y 3% de sacarosa, tiamina 40 mg. L
2,4-D 3 0mg.L”", BA1.0 mg.L", ABA 4.23 mg.L", PEG 7.5 gr.L" y caseina hidrolizada 100 mg.L’ y
medio de suspensién embnogentca (SE) 2 con amonlo al 25%, nltratos al 75%, 3% de sacarosa,
7% de agar, tiamina 40 mg.L™ aCEdo 24-D3.0mg.L" BA 1.0 mgL", ABA 423 mgL"' PEG 7.5
gr.L”" y caseina hidrolizada 100 mg.L”" después de 50 dlas con luz .
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5.3 Respuestas obtenidas de la diferenciacion embriogénica

El efecto de la combinacién caseina hidrolizada 500 mg.L-1 y galactosa al 6%
después de 60 dias en los medios de diferenciacion embriogénica promovio
procesos de maduracion preembrionaria del material obtenido de la fase
experimental de suspension y proliferacion embriogénica, como se observa en la
figura 13, donde se aprecian dichas estructuras, sin embargo las dosis empleadas
en esta combinacion (caseina hidrolizada 500 mg.L™" y galactosa al 6%) no fueron
suficientes para que los callos alcanzaran la capacidad de almacenamiento de
sustancias de reserva necesarias para evitar la desecacion del material en

proceso de diferenciacion embriogénica. (Fernandez et al., 1994)

Como sefalan Ramirez y Salazar 1998, los resultados del ensayo de
diferenciacion embriogénica, estuvieron marcados por la combinacion de los
reguladores de crecimiento tiamina, 2,4-D, BA, ABA, asi como los coadyuvantes
polietilen glicol y caseina hidrolizada en los cinco ensayos, asi como las
concentraciones de carbohidratos del 3 al 6% a través de la galactosa, influyendo
en la formaciéon de tejido embriogénico, después de 60 dias en incubacion se
empezaron a manifestar estructuras proembrionarias, de aspecto blanco cremoso
(Figura 13).

Se realizaron subcultivos, cambiando el material a frascos con medio de cultivo
con y sin carbén activado con medio basico MS (1962) y vitaminas WS al 100%
bajo los tratamientos, ya que el material en esta fase comenzé a deshidratarse y a
necrosarce, manifestandose los mismos sintomas de estrés en los cinco
tratamientos, optandose por utilizar medio sin carbon activado para que los
nutrientes estuvieran disponibles al 100% para los callos.

Los resultados del analisis de varianza, (P < 0.001), nos permiten concluir que

existen diferencias entre tratamientos. Se utilizé la prueba de Tukey (P = 0.05)
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para determinar el tratamiento que tuvo mejor efecto en la formacion de

estructuras proembriones (Cuadro 3). El tratamiento DE2 tuvo menores niveles de

necrosamiento y el tratamiento DE4 un nivel

proembrionarias.

Cuadro3. Resultados de los tratamientos de diferenciacion embriogénica por la prueba de Tukey

Tratamiento Grupo Media

N DE1 a | 333
DE2 b* 2.33

DE3 a 2.83

DE4 ¢’ 2.03

DES a 3158

Tratamientos con la misma letra no son estadistica diferentes, segun Tukey (P < 0.05)

mas alto de estructuras
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Figura 13. Embriones de Pseudotsuga macrolepis Flous a partir de callos, estructuras , obtemdos
en un medio MS (1962) al 100%, vitaminas WS al 100%, DE1 con L-glutamina 450 mg L, 500
mg.L”" de caseina hldrollzada Qalactosa 6%, acido 2,4- D 3mgL"y BA 1 mglL" DE2 con L-
glutamma 450 mg.L™', 500 mg.L"' de caselna hldrollzada galactosa 3%, acido 2,4-D 1 mg.L" y BA
0.3 mg.L". DE3 con L -glutamina 450 mg.L™", 500 mg.L" de casema hidrollzada galactosa 6%, sin
reguladores de crecimiento. DE4 con L glutamlna 450 mg.L", 500 mg. L™ de caseina hidrolizada,
galactosa 6%, aC|do 2,4-D 0.5 mg. L', BA 0.1 mgL" y 0.1 mg L" de kinetina y et DE5 con L-
glutamina 450 mg.L™”, 500 mg.L™" de caseina hidrolizada, galactosa 6%, BA 0.5 mg. L"y0.5mg.L”

de kinetina despues de 60 dias con luz. Imagen 1 callo en tratamlento DE2, imagen 2 en
tratamiento DE4 e imagen 3 tratamiento DE4

Grado de necrosamiento
5]
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Figura 14. Niveles de necrosamiento obtenidos en callos de Pseudotsuga macrolepis Flous
después de 50 dias de incubacion bajo los tratamientos sin carbén activado con medio basico MS
(1962) y vitaminas WS al 100% bajo las variaciones: DE1 con L- glutamma 450 mg.L", 500 mg.L"

de casema hidrollzada galactosa 6%, 2,4-D 3 mg.L" y BA 1 mg.L™". DE2 con L- glutamma 450
mg.L™", 500 mg.L" de casema hldrohzada galactosa 3%, 2,4-D 1 mg.L™' y BA 0.3 mg.L™". DE3 con
L~giutamma 450 mg.L", 500 mg.L" de casema hldrollzada galactosa 6%, sin reguladores de
crecimiento. DE4 con L glutamma 450 mg. L 500 mg.L™" de caseina hidrolizada, galactosa 6%,
2,4- D 0.5 mg.L”, BA 0.1 mgL"y 0.1 mglL" de kinetina y el DE5S compuesto por L-glutamma 450
mg.L™", 500 mg. L' de caseina hidrolizada, galactosa 6%, BA 0.5 mg.L™” y 0.5 mg.L"' de kinetina,
del desarrollo embrionario.
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VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Para la primera fase o fase de iniciacion de callos embriogénicos, se recomienda
cultivar de embriones cigéticos maduros completos en medio MS 1962 con
disminucion de nitratos a un 50%, aumentando fosfatos al 200%, reguladores de
crecimiento descritos para tal fin, aumentando la sacarosa al 6%, con la finalidad
de generar callos con suficiente reserva de nutrientes para continuar la segunda

fase de maduracion.

Respecto a la fase de germinaciéon de embriones continuar con el empleo de los
tratamientos sugeridos en esta investigacion medio de proliferacion (MP) vy
suspension embriogénica (SE) probando dosis mas altas de PEG y ABA para
acelerar la diferenciacién y maduracion de los embriones que se encuentren en

estado inicial o globular asi como estabilizar los procesos embriogénicos.

Continuar incluyendo el empleo de caseina hidrolizada para tener callos
embriogénicos con suficiente material de reserva y resistencia a la desecacion. Se
sugiere probar estos tratamientos sin reguladores de crecimiento y realizar
subcultivos cada 20 dias.

En la fase de inducciéon de la embriogénesis somatica, se sugiere ensayar en
medios liquidos con inmersion transitoria (causar estrés por la ausencia de
nutrientes) por una semana y subcultivar a medios solidos para ejercer un efecto
regulador en el desarrollo de los embriones somaticos.

Probar temperaturas bajas hasta 4°C para generar un shock térmico que induzca
a las masas celulares a acumular nutrientes y favorecer la maduraciéon de

embriones.

Establecer pruebas de los tratamientos recomendados en esta investigacion para

inducir, proliferar y madurar embriones somaticos a partir de embriones cigéticos
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inmaduros de Pseudotsuga mocrolepis Flous de acuerdo a estudios realizados
para inducir la embriogénesis somatica en el género Pinus donde se han
regenerado plantas hasta el 95% iniciando con embriones cigéticos inmaduros

hasta un 55% de embriones cigoéticos maduros (Tautorus et al., 1991).

De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente investigacion, en la fase de
iniciacion de la embriogénesis somatica, emplear el tratamiento donde la fuente de
fosfato se aument6 al 200% vy los nitratos se disminuyeron al 50% para obtener

masas celulares de mayor volumen para continuar la fase de proliferacion

Para lograr la maduracién de embriones somaticos, continuar con el empleo de
fuentes de carbohidratos con galactosa y con los coadyuvantes caseina
hidrolizada y polietilenglicol, realizar subcultivos cada 15 dias para eliminar los
exudados de compuestos fendlicos emitidos por los callos en la fase de

maduracion enjuagando el material en agua esterilizada con antioxidantes.

Probar inhibidores de la oxidacion en los medios de cultivo que no sea a base de
carbén activado ya que por practica adquirida en esta experimentacion, este
inhibidor adsorbi6 los nutrientes, imposibilitando la nutricion de las masas de callos

durante procesos de division celular.
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Vil. ANEXOS

Cuadro 4. Medio Basico de Murashige y Skoog (MS, 1962)
Formula sales inorganicas

Nombre del compuesto

Concentracion

original mg/L

Nitratos:

NKO4 1900
NH:NO, 1650
Sulfatos:

MgS0QO,-7H,0 370
MnSQO,-H,0 16.9
ZnSO4-7H20 8.6
CuS0,-5H,0 0.025
Haldégenos:

CaCl,-2H,0 440
Kl 0.83
CoCl,-6H,0 0.025
Fosfatos:

PO4, 803, MOO4

KH,PQO, 170
H3BO3 6.2
N32MOO4-2HQO 0.25
Solucion de Fierro:

NaFe-EDTA

Na,EDTA-2H,0 41.23
FeSQ0,4-7H.O 27.8

Cuadro 5. Vitaminas WS (Aguilar, 1997)

Cantidad 100 mL

Compuesne de solucion madre
Tiamina | 10 mg
Pantenol de calcio 10 mg
Myo-inositol 100 mg
Piridoxina HCL 10 mg
Acido nicotinico 50 mg
Rivoflavina 5 mg
Acido Félico 1 mg
Biotina 0.1 mg
Acido para- 5mg
aminobenzoico
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