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RESUMEN

La micropropagacion de arboles forestales es una alternativa importante para la propagacion de
especies de interés econ6mico o en peligro de extincion. Sin embargo, para que esta tecnologfa

ey

oyla refc ion a

pueda ser implementada como una estrategia para el mejoramiento g
gran escala, existen atiin muchos obstaculos que deben ser r Itos; los que destacan la gran
variabilidad en la capacidad de respuesta morfogenética, la baja tasa de enraizamiento y de
conversion a plantula. Por este motivo, resulta idispensable realizar estudios que aporten

conocimientos acerca de los procesos citolégicos, fisiolégicos y moleculares implicados en la
morfogénesis in vitro. En el presente trabajo se realizé un analisis histolégico para estudiar la
ontogenia de brotes adventicios de Pseudotsuga macrolepis Flous., formados a partir del cultivo in
viro de embriones maduros sobre el medio Schenk y Hildebrandt (SH), comparando dos
tratamientos con reguladores de crecimiento, ANA/BA y 2,4-D/K (0.53/13.32uM).

Los brotes adventicios se desarrollaron via organogénesis directa, inicidandose con la participacion
tanto de la protodermis como de la subepidermis del hipocotilo y cotiledones, aunque también se
obtuvo una respuesta organogénica en el parénquima asociado a los haces vasculares y al
meristemo radicular, especialmente en el tratamiento de ANA/BA. El patron de desarrollo fue el
siguiente: 0-5 dfas: divisiones celulares azarosas en el tejido; 4-6 dfas: divisiones celulares
localizadas (agrupaciones celulares); 6-10 dfas: zonas meristematicas en la superficie en contacto
con el medio o promeristemoides en las superficies laterales o mas alejadas del medio durante el
cultivo, lo cual sugiere un papel en el establecimiento de gradientes en el tejido; 12+ dfas:
meristemoides; 14+ dfas: desarrollo de la yema adventicia. La principal diferencia entre los
tratamiento se relacion6 al tiempo de formaci6n de yemas, encontrandose las primeras en 2,4-D/K
a los 14 dias de cultivo, mientras que en ANA/BA ocurri6é a los 22 dfas, aunque el periodo de
formaci6én de meristemoides se prolong6 a mas de 30 dfas, lo cual pudo haber influido en que se

desarrollara un mayor nimero de éstos.

Este es el primer trabajo en el que se estudia en P. macrolepis la ontogenia de brotes adventicios
formados in vitro. Debido a que parece tener una importante capacidad morfogenética en
condiciones de cultivo y considerando su situacion de especie amenazada, se recomienda

continuar con estudios que permitan su micropropagacion.
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SUMMARY

The histological events associated with the formation of adventitous shoots in cultured embryos of
Pseudtsuga macrolepis Flous, were studied. Explants were cultured on Schenk and Hildebrandt
growth media supplemented with a combination of Naphtalen acetic acid (NAA)/ N6-
Benzyladenine (BA) or 2,4-Dichloridephenoxiacetic acid (2,4-D)/Kinetin (K) at corcentrations of
0.53/13.32uM .

Cytological changes related to shoot development initiated from cells in the protodermal and
subepidermal layers of the explant, first in the hypocotil and later in the cotyledons, in the cell
layers closest to the growth media as well as in the opposite surface; however, an organogenic
response was also observed in parenchyma cells associated with the provascular system and the
root meristem, especially in the explants treated with NAA/BA. The development of adventitious
buds was characterized by the following events: 0-5 days: apparently random mitotic activity
throghout the tissue; 4-6 days: cell divisions become restricted to the protodermal an subepidermal
layers, occasionally forming clusters; 6-10 days: formation of meristematic zones in the cell layers
closest to the media during culture, as well as promeristemoids in the lateral surface or in the
surface furthest from the culture media; 12+ days: meristemoid formation; 14 + days: shoot bud
formation. The main difference among treatments was related to the time required for shoot
formation, which was of 14 days in the explants treated with 2,4-D/K and of 22 days for NAA/BA;
the greater number of shoots formed with NAA/BA could have resulted from the extension of the

meristemoid formation phase to over 30 days.

This study confirmed the organogenic potential of the embryos of P. rnacrolepis. However, as in
most coniferous species, rooting remains the limiting step for the establishment of a method to

micropropagate /2 rmacrolepis, for which further research is still required.
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INTRODUCCION

La propagacion de especies forestales por medio del cultivo de tejidos vegetales ofrece
perspectivas importantes en la produccion de &rboles para satisfacer, tanto el interés de las
diferentes industrias por productos maderables, como las necesidades existentes de
conservacion y recuperacion de los recursos naturales. Estas técnicas se presentan como
una alternativa para la regeneracion de aquellas especies cuyas poblaciones se encuentran
amenazadas o en peligro de extincion, asi como de genotipos seleccionados por su valor
econ6mico. Por ello se ha buscado utilizar el cultivo de tejidos para la micropropagacion

de Pseudotsuga macrolepis Flous.

Pseudotsuga macrolepis, es una conffera que tiene un considerable potencial maderero
debido a las similitudes que presenta en la calidad de su madera con P. menziesii, una de
las especies forestales de mayor importancia econémica (Goldfarb y Zaerr, 1989). Su
distribucién en México esta restringida a pequenios sitios aislados que se pueden encontrar
desde Chihuahua, Coahuila y Nuevo Le6n hasta Hidalgo, Puebla, Tlaxcala y Oaxaca
(Farjon, 1990; Debreczy y Racz, 1995) . Las poblaciones de Tlaxcala constituyen uno de los
limites surefios de su distribuciéon y se ubican en varias localidades de los municipios de
Tlaxco, Terrenate, Emiliano Zapata y Altzayanca (Acosta-Pérez, 1992). Debido a que en
muchas regiones del pafs esta especie ha perdido practicamente su capacidad de
regenerarse de manera natural, ha sido declarada como especie sujeta a proteccion especial

(Anénimo, 2001).

Con ia finalidad de obtener una metodologia que permita la micropropagacién de P
macrolepis, se han realizado varios trabajos a través de los cuales se han logrado obtener
brotes adventicios, su crecimiento y desarrollo, a partir de cultivos de embriones maduros
(Galindo-Flores comunicacién personal; Garcfa-Campusano, 1999; Monjaras-Gonzélez,
2001). A pesar de lo anterior, la gran variabilidad en la respuesta morfogenética y el hecho
de que no se ha logrado determinar una metodologia para el enraizamiento, han limitado

el desarrollo de esta técnica asf como su implementacion a mayor escala.
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Tener un mayor conocimiento de las condiciones de cultivo, particularmente del efecto
que tiene el tipo y las concentraciones de reguladores de crecimiento en el control de la
morfogénesis in vitro, determinar los sitios en el tejido que responden a los tratamientos
inductores y detectar las fases de desarrollo que se presentan, resulta esencial para
comprender el sistema de propagacién que se propone, visualizar sus limitaciones y para
plantear alternativas que ayuden a la solucién de problemas, para asf consolidar un
sistema biotecnol6gico que permita la regeneracion de plantas completas de esta especie.
Por otra parte, realizar estudios dirigidos en este sentido son la base para el
establecimiento de cualquier estrategia de transformacioén genética (Birch, 1997), a la vez
que aportan al conocimiento ya existente informacién sobre los procesos estructurales,

fisiol6gicos y moleculares implicados en la morfogénesis in vitro.

Por ello, se ha planteado estudiar, mediante la implementacién de técnicas histolégicas e
histoquimicas, el desarrollo morfogenético de los brotes de P. macrolepis, que se obtengan
a través del cultivo in vitro de embriones maduros, bajo dos tratamientos distintos de

reguladores de crecimiento.




ANTECEDENTES

El GENERO PSEUDOISUGA

Los arboles del género Pseudotsuga se encuentran de manera natural en el continente
Americano y en el sureste asidtico (Farjon, 1990). En Ameérica se extienden a lo largo de la
costa oeste de los Estados Unidos hasta México, que constituye el limite sur de su
distribucién a nivel mundial. Si bien en EUA las poblaciones son amplias y continuas, en
México se encuentran concentrados en pequerios manchones aislados desde Chihuahua
hasta Oaxaca (Espinosa, 1979; Acosta-Pérez, 1992; Debreczy y Racz, 1995), y son evidencia
de la amplitud del territorio cubierto por estos arboles en periodos geol6gicos anteriores,
mas frios. Lo restringido de su distribuciéon actual ha promovido que los individuos
localizados en México se cataloguen como raros (Anénimo, 2001) y debido a que presentan
variaciones de las especies norteamericanas dominantes, han sido consideradas por
algunos taxénomos como 4 especies diferentes y endémicas: Pseudotsuga flahualti Flous,
. guinieri Flous, F. rehderi Flous y P. macrolepis Flous (Flous fide Martinez, 1953;
Martinez, 1953; Espinosa, 1979; Acosta-Pérez, 1992).

Sin embargo, ain se mantienen muchas controversias sobre la ubicacién taxonémica de los
arboles pertenecientes a este género. Las descripciones varian en cuanto al nimero de
especies desde 22 y 3 variedades segun Flous y sus seguidores (Martinez, 1953), a 4
especies y sus variedades segun el criterio mas conservador de Farjon (1998): para
Norteamérica, /°. macrocarpa (Torr.) Mayr y P. menziesii (Mirb) Franco, con sus dos
variedades, P. menziesii var. menziesii y P. menziesii var. glauca; para Asia, P. japonica
(Shiras.) Beissn y FP. sinensis Dode con las variedades /P sinensis var. sinensisy P. sinensis
var. brevifolia. Existe una tendencia a considerar a las especies mexicanas como
variedades ecotipicas de P. menziesii var. glauca. Cabe senalar, que en general se requiere
la realizaciéon de estudios mas amplios de las especies descritas en México, sobretodo de
las poblaciones mas sureiias; ya que a diferencia de lo que ocurre con las poblaciones de
EUA y Canada, hay pocos trabajos que abarquen la situaciéon ecolégica, fisiolégica y
genética de las poblaciones locales. Ademas seria importante que se evalude su relacién

con las poblaciones del norte, asi como la posibilidad que se hayan presentado eventos de

s
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especiacién en México, como fue mostrado para algunas poblaciones de P. flahualti a
través de analisis aloenzimidticos presentados por Li y Adams (1989). Finalmente, este tipo
de trabajos serfan de gran utilidad para el planteamiento de estrategias de manejo y
conservacién que protejan el potencial evolutivo de esta especie (El-Kassaby y Ritland,
1996). En este trabajo, se consideré el criterio de Martinez (1953), retomado por Acosta-
Pérez (1992), donde se considera a P. macrolepis como una especie definida .

Pseudotsuga macrolepis Flous

Descripcion. Arboles de 12 a 35 m de altura y
con un didmetro de 35 a 75 cm. La disposicion
de las ramas es irregular, siendo las inferiores
extendidas y las superiores ligeramente
levantadas, formando una copa irregular y un
poco rala. La corteza es de color grisaceo por
fuera, rojo anaranjado por dentro, aspera y
hendida, dividida en pequeilas placas
irregulares, amarillas y duras. Las hojas son
lineales y rectas, de 15 a25 mm de largoy 1.25 a
1.4 mm de ancho, de apice agudo aunque en
ocasiones redondeado, con la base torcida y una

hendidura en la cara superior; son de color

verde con la cara inferior de color amarillento-

Fig. ). Pseudotsuga macrolepis Flous., Terrenate,
Tlaxcala, México. glauco. Los estrébilos son ovoides, de 5.5 a 8

cm de largo y de 3.5 a 4 cm de ancho, de color café oscuro-rojizo. Las semillas son
subtriangulares de 5 a 7 mm de largo por 3.5 mm de ancho, planas, de color café y con un
ala de 15 a 16 mm de longitud (incluyendo a la semilla) (Martinez, 1953). Los embriones

presentan de 5 a 9 cotiledones, aunque con frecuencia promedian 6 (Mapula et a/.,1996).

Distribucion. F. macrolepis presenta la distribucién mas austral en lo que se refiere a los

arboles de este género. Usualmente se encuentran en zonas humedas y sombrifas, en
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laderas de cafadas o barrancas con exposicién norte o en valles muy protegidos, entre los
1500 y los 3700 msnm. Ocupan superficies de extensiones muy reducidas y discontinuas
en medio de otros tipos de vegetacion, tipicamente del género Finus o Abies, a lo largo de
la Sierra Madre Occidental, desde Sonora y Chihuahua hasta Zacatecas; en diferentes
localidades montafiosas de Coahuila y Nuevo Leén; en la parte mas alta de la Sierra de
Pachuca, Hidalgo; en la region de Huayacotla Veracruz; en una pequefia drea al centro de
Puebla; asf como en Peria Prieta y Rosa Blanca en las montaiias de San Felipe en Oaxaca
(Espinosa, 1979; Debreczy y Réacz, 1995; Zavala-Chavez y Méndez-Montiel, 1996). En
Tlaxcala, se han encontrado en las regiones boscosas de los Municipios de Tlaxco,
Terrenate, Altzayanca y Emiliano Zapata (Acosta-Pérez, 1992; Mojaras-Gonzalez, 2001) .

Usos. El potencial maderero de P. macrolepis se basa en la calidad de su madera que es
similar a la de P. menziesii, una de las especies maderables mas importantes y valiosas a
nivel comercial. Por su alta productividad, la calidad de su madera, la forma del arbol y
su tasa de crecimiento, ha sido ampliamente utilizado como “arbol de Navidad”, asf como
para la construccién, especialmente de edificios, para la fabricacién de vigas, novopan,
traves, pisos, durmientes, etc.; mientras que la pulpa se ha empleado para la fabricacion de

papel (Aboel-Nil, 1987; Goldfarb y Zaerr, 1989; El-Kassaby y Ritland, 1996).

Debido a lo fragmentado de su distribucioén, a lo reducido de sus poblaciones asi como al
desconocimiento general de su ecologia y potencial productivo, . macrolepis ha pasado
practicamente desapercibida en México como especie maderable (Pérez-Sanchez, 1996).
En Tlaxcala, ha sido utilizada principalmente para construcciones rurales (Acosta-Pérez,
1992), mientras que México importa anualmente arboles de este género para su venta en

navidad (Zavala-Chavez y Méndez-Montiel, 1996).

Problemaitica. Es bien conocido que los bosques estan siendo explotados a una tasa mayor
de la que son capaces de regenerarse ya sea de manera natural o a través de
reforestaciones; esta tendencia pone en riesgo la existencia de una gran cantidad de
especies, asi como la posibilidad de aprovechar estos recursos en el futuro (Thorpe y
Harry, 1991). En México, las poblaciones del género Pseudofsuga permanecen como un

relicto de una antigua distribucién mucho mas amplia de arboles de este género (Farjon,
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1990; Debreczy y Racz, 1995; Anéonimo, 2001). Sin embargo, debido a las diversas
actividades del hombre, en particular a la apertura de terreno boscoso para la agricultura y
ganaderia, a la tala inmoderada y al sobrepastoreo a que es sometido el sotobosque,
aunado a problemas provocados por los incendios forestales y el ataque de plagas a
semillas y estrébilos, se ha reducido la ya limitada superficie que ocupaban los rodales de
este arbol, lo cual se ha traducido a que en muchas regiones del pais se presenten ya
problemas para su conservacién (Dominguez-Alvarez, 1994; Pérez-Sanchez, 1996; Zavala-
Chavez y Méndez-Montiel, 1996).

En el norte del pais la regeneracién natural de arboles de este género parece ser
abundante, sin embargo, lo limitado de su distribucién indica que se requieren estudios y
medidas que permitan un aprovechamiento racional que garanticen su conservacion y
proteccién (Dominguez-Alvarez, 1994; Anénimo, 2001). Con respecto a P. macrolepis, los
problemas de conservacién se agudizan en la frontera sur de su distribucion,
particularmente en Hidalgo y Tlaxcala, debido a su baja regeneracién natural. Al parecer,
esta situacion resulta de la baja producciéon de semillas viables tanto por el ataque de
plagas a losestrébilos, como por el alto porcentaje de semillas vanas y a los reducidos
indices de germinacién. Lo anterior podria indicar que esta especie presenta problemas de
infertilidad y de autopolinizacién como consecuencia del bajo numero de individuos en
las poblaciones (Zavala-Chavez y Méndez-Montiel, 1996). En estudios donde se han
evaluado el numero de semillas viables producidas por distintos arboles en las
poblaciones de la Sierra de Pachuca, Hidalgo, asi como en Tlaxco y Terrenate, Tlaxcala, se
demostré que las semillas disponibles para la regeneraci6n en cada una de ellas
correspondia al 25%, 11.64% y 45.82% respectivamente (Pérez-Sanchez, 1996; Zavala-
Chavez y Méndez-Montiel, 1996). Estos datos son considerablemente bajos si se compara
con lo que se ha encontrado para semillas de FP. menziesii obtenidas de las poblaciones
provenientes de del Valle de Willamette, Oregon, EUA, donde el 98% de la semilla se

encontré sana, es decir disponible para la germinacion (Lavender, 1958).




La reforestacion con especies de Pseudotsuga se ha realizado tradicionalmente a través del
uso de semillas debido a que las especies de este género no se reproducen vegetativamente
de manera natural. Sin embargo, la produccion de semilla es variable y su calidad
depende del estado fisiol6gico de la planta madre; por lo regular P macrolepis, al igual
que muchas confferas, presenta cierta periodicidad ciclica en la producciéon, donde un afto
de cosecha abundante es seguido por un periodo de baja productividad que puede variar
entre los dos y siete afios (Allen y Owens, 1972 fide Pérez-Sanchez, 1996). Esta
irregularidad natural en la producciéon de semillas aunado a los bajos porcentajes de
viabilidad y germinacién de semillas de las poblaciones nativas, complica los esfuerzos de

propagacion y plantea la necesidad de buscar alternativas para su regeneracion.

La regeneracion de especies forestales mediante propagacién vegetativa se ha realizado
tradicionalmente mediante el enraizamiento de estacas o de acfculas, asf como a través del
empleo de injertos; sin embargo, la mayoria de la coniferas no se prestan a este tipo de
manejos (Thorpe y Harry, 1991). En el caso de arboles de Pseudotsuga, el enraizamiento
de estacas ha tenido un éxito limitado por la tendencia de éstas a crecer
plagiotrépicamente por periodos en ocasiones prolongados, antes de que se establezca un
crecimiento normal, lo cual minimiza el valor de los propagulos. Ademas se ha
demostrado que la capacidad de enraizamiento de las estacas disminuye al aumentar la
edad de la planta madre, con lo cual se limita la posibilidad de propagar arboles con
caracteristicas deseadas ya que éstas se expresan principalmente en la madurez (AboEl-
Nil, 1987; Hermann y Lavender, 1990).

Ante esta situacién, la propagacion vegetativa por medio del cultivo de tejidos vegetales se
presenta como una herramienta muy titil para obtener la regeneracion de P. macrolepis, 1a
cual en combinacién con las rutas clasicas de propagacién y la implementacién de
estrategias para su conservacion, proteccion y manejo podria auxiliar en la recuperacion

de las poblaciones de esta especie.
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ASPECTOS GENERALES SOBRE LA MICROPROPAGACION

El cultivo de tejidos vegetales (CTV) se refiere a hacer crecer células, tejidos u 6rganos
vegetales aislados de la planta madre, sobre un medio artificial, bajo condiciones de
asepsia y de ambiente controladas, es decir, in vitro (George, 1993). Se basa en el principio
de la totipotencialidad celular, la cual propone que todas las células nucledas, aan
aquellas que estan completamente diferenciadas, contienen toda la informacion genética
de una planta y por lo tanto son capaces de regenerar un individuo completo si las
condiciones son adecuadas (Westhoff ef al., 1998). Esta técnica se ha empleado tanto en la
investigacion basica como aplicada con el objeto de estudiar diversos aspectos como: el
comportamiento celular, el desarrollo y la transformacién de plantas, la produccién de
plantas libres de patégenos y almacenamiento de germoplasma, la propagacion clonal y
para la produccién de metabolitos secundarios (Gaspar et al., 1996).

La propagacion de plantas a través del CTV se conoce como propagacion clonal o
micropropagacién ya que plantea la regeneraciéon de un namero indeterminado de
plantulas genéticamente idénticas, a partir de una porcion muy pequeia (in6culo o
explante) de una planta madre (Hartman, 1987; George, 1993). Por ello, esta técnica tiene
un gran potencial como herramienta para la regeneracién de individuos de genotipos élite

asi como de especies raras o amenazadas (Villalobos et a/., 1983; Thorpe y Harry, 1991).

Otras ventajas que proporciona la micropropagacion sobre las técnicas convencionales de
propagacion vegetativa son: (1) permite propagar especies que por su edad no pueden
producirse por medio de otras técnicas; (2) permite la regeneracién de un numero alto de
plantas en un periodo de tiempo relativamente corto; (3) permite el manejo necesario para
el mejoramiento genético de especies; (4) se logra la reduccién de los ciclos de vida de las

especies forestales (Villalobos et al., 1983; Thorpe y Harry, 1991; Thorpe et al.. 1991).

Sin embargo, para el caso de las especies forestales, muchas de estas promesas
permanecen sin cumplirse debido principalmente a las dificultades inherentes al cultivo
que se enfrentan durante el establecimiento de un sistema de propagacién, como la

oxidacién y la contaminacion de los explantes, al intenso trabajo que implica, asi como a
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los altos costos de produccién. Por ello, la micropropagacién en este tipo de especies se
mantiene aGn a nivel de investigacion experimental, a la zaga de especies importantes en

la horticultura y ornamentales (Thorpe y Harry, 1991; Bonga y von Aderkas, 1992).

La regeneracion in vitro de plantas se ha logrado mediante tres rutas: (1) a partir de
meristemos ya existentes, por el desarrollo de yemas axilares; (2) por formacién de
6rganos adventicios (brotes o rafces); y (3) por embriogénesis somatica (von Arnold, 1988;
Thorpe y Harry, 1991; Thorpe et al, 1991; Gamborg y Phillips, 1995). Las primeras dos
rutas se describen como formas de organogénesis, donde usualmente se forman brotes
unipolares que deben ser enraizados posteriormente; mientras que la embriogénesis
somética requiere que el tejido somatico recapitule los pasos del desarrollo embrionario y
origine un embrién bipolar, aunque en un ambiente y bajo circunstancias muy distintas al
del embrion cigotico (Thorpe y Harry, 1991; Howell, 1997). Para el caso de las confferas, la

organogénesis es la ruta mas empleada para la regeneracion (Thorpe et al., 1991).

La formacion de plantulas via organogénesis es un proceso que involucra al menos 4 fases
distintivas: (1) establecimiento del cultivo e induccién de yemas; (2) desarrollo y
multiplicacién de yemas y brotes; (3) enraizamiento de los brotes obtenidos; y (4)
aclimatizacién y transferencia al suelo (Thorpe ef a/. 1991; Bonga y von Aderkas, 1992;
Ahuja, 1993). Debido a que el presente trabajo se enfoca sobre la ontogenia de los brotes
adventicios, a continuaciéon se consideran en mayor detalle algunos de los factores que

influyen sobre las primeras dos fases del proceso de regeneracion.

Establecimiento del cultivo e induccion y desarrollo de brotes.

La morfogénesis 7n1 vitro resulta de la interaccién de tres factores principales: el material
vegetal o explante, el medio de cultivo y las condiciones ambientales. Aunque los
principios basicos para inducir la formacién y el desarrollo de los brotes adventicios ya
han sido bien establecidos, las condiciones Optimas de regeneracién necesitan ser
determinados de manera empirica para cada especie, (Thorpe y Harry, 1991; Piqueras y
Debergh, 1999). En las coniferas, generalmente se ha obtenido la formacién de brotes
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adventicios directamente del tejido (organogénesis directa) sin pasar primero por una fase
de callo (organogénesis indirecta), utilizando material juvenil, principalmente embriones
en diferentes estados de maduracion, cotiledones y secciones de epicotilo, asf como a
partir de yemas laterales de arboles jévenes y maduros (von Arnold, 1988; Thorpe y Harry,
1991); sin embargo hay que sefalar que la regeneraciéon a partir de material maduro, como
acficulas, se ha limitado a muy pocas especies, entre las que destacan P. menziesii, Finus
lambertiana (Gupta y Durzan, 1985), Sequoia sempervirens y Pinus pinaster (von Arnold,
1988), o a partir de meristemos apicales como en Pinus pinaster (Dumas y Monteuuis,
1995). Es decir, el genotipo, el estado fisiolégico asf como la edad ontogénica de la planta
madre y del explante, juegan un papel muy importante para la competencia morfogenética
del tejido (Piqueras y Debergh, 1999).

Por su parte, inducir la redeterminacion de las células de un explante hacia un tipo de
desarrollo y su expresion, estan fuertemente ligadas a la manipulacién de las condiciones
de cultivo, tanto nutrimentales como ambientales, pero especialmente de reguladores de
crecimiento. Se han formulado diversos medios de cultivo para la formacién de brotes, los
cuales varfan en las concentraciones de sales minerales, especialmente en su fuente de
nitrégeno, ya que se sabe que las concentraciones de los minerales afectan la capacidad
morfogenética del explante, el aprovechamiento de otros componentes y la morfologia de
las estructuras. Los medios contienen ademas una fuente de carbono (usualmente
sacarosa), vitaminas, nitrégeno reducido (aminoacidos) y en ocasiones una serie de
compuestos complejos (extractos de levadura, agua de coco, etc.) (Piqueras y Debergh,

1999).

El papel del ambiente de cultivo sobre la morfogénesis ha sido menos estudiado, sin
embargo, algunos de los factores que se sabe lo afectan son: (a) la forma fisica del medio,
ya sea liquido o s6lido y en éste ultimo, afecta también las caracateristicas quimicas del
agente gelificante y la concentracién utilizada ya que esto influye sobre la disponibilidad
de agua, nutrimentos y reguladores de crecimiento (Bornman y Vogelmann, 1984); (b) el
pH, que se ajusta usualmente entre 5.6 y 5.8; (c¢) el ambiente gaseoso (Buddendorf-Joosten
y Woltering, 1994); (d) la luz (calidad, intensidad y fotoperiodo); y (f) la temperatura.

Cabe senalar que las condiciones éptimas para el desarrollo de estructuras varian
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dependiendo de la especie con la cual se esté trabajando, de las caracterfsticas del cultivo
que se desea obtener y de una fase del cultivo a otra (von Arnold, 1988; Thorpe y Harry,
1991; Piqueras y Debergh, 1999).

Los reguladores de crecimiento juegan un papel determinante en la morfogénesis in vitro
y su efecto corresponde quizais a uno de los fené6menos mejor documentados, pero menos
comprendidos dentro de este tipo de trabajos. En general, los reguladores empleados con
mayor frecuencia para la micropropagacién son las citocininas y las auxinas, aunque se
sabe que el etileno, el acido absisico (ABA), las giberelinas y las poliaminas, entre otros,
también ejercen una actividad regulatoria y se han empleado en los cultivos (Gaspar et al,

1996).

Las citocininas se han utilizado ampliamente en los cultivos debido a que estimula la
division celular e induce la formacién de brotes adventicios (Gaspar et a/, 1996). En
coniferas, la induccion de meristemoides que posteriormente se desarrollen en brotes
adventicios, requiere obligadamente de la aplicacion de citocininas, ya sea sola o en
combinacién con auxinas, en concentraciones que varfan entre 0.5-30 uM, cuando éstas son
incluidas en el medio, o de 50-500 uM cuando son empleadas como pulsos (von Arnold,

1988).

Aunque en la naturaleza se conocen al menos 25 tipos de citocininas (George, 1993), la
citocinina utilizada con mayor frecuencia en los cultivos de coniferas es la Nes-
Benciladenina (BA), aunque la kinetina (K), la 2-isopentiladenina (2-iP) y la zeatina (Z), o
combinaciones de ellas, han sido empleadas también con éxito. Cabe sefialar que aunque
estos compuestos pertenecen a un mismo grrupo de reguladores de crecimiento, su efecto
en cultivo y las concentraciones en las cuales inducen una caulogénesis é6ptima, es distinta
y parece estar muy relacionada al genotipo del explante (Sul y Korban, 1994), por lo cual

se sugiere que los explantes varian en su sensibilidad a uno u otro tipo.

Por ejemplo, Flinn et al. (1986) encontraron que en cultivos de FPinus strobus, tanto el 2-iP
como la BA, eran igualmente efectivas para inducir la formacién de brotes adventicios en

sus respectivas concentraciones OJptimas, las cuales al compararse, variaban
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considerablemente, siendo de 10 mg/l para 2-iP y de 0.5 mg/1 para BA. Asi mismo,
diversos autores, al igual que Lopez-Escamilla (2000) para Fricea chihuahuana, han
encontrado que la BA induce un desarrollo retardado de brotes aunque éstos se forman en
un mayor numero. Lu et al. (1991) para Picea rubens, Harry y Thorpe (1994) para Finus
banksiana, Sen et al., (1994) para Pinus eldarica  Martinez-Pulido et al., (1994) para Finus
canariensis, asi como Kolevska-Pleitikapic® y Buturovic’-Deric (1995) en cultivos de Ficea
omorika, encontraron algo similar, aunque recomendaron el empleo de combinaciones de
BA con K o Z para la obtencién de brotes mas vigorosos. Sin embargo, a diferencia de los
autores mencionados con anterioridad, Sul y Korban (1994) en cultivos de Seguoia
sempervirens encontraron que la citocinina mas efectiva para inducir la formacion de

brotesera la Z.

Por su parte, las auxinas influyen sobre muchas actividades, entre las que destacan la
expansiéon celular, la acidificacién de la pared celular, el inicio de la mitosis (al afectar la
replicacion del DNA) y la organizacién de los meristemos, para dar lugar ya sea a tejido
desorganizado (callo) o a 6rganos definidos (usualmente raices); asi mismo, promueve la
diferenciacion vascular y el mantenimiento de la dominancia apical (Gaspar ef al, 1996).
Las auxinas empleadas con mayor frecuencia son el acido naftalenacético (ANA), el acido
indolbutirico (AIB) y el acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). En general, se considera
que las auxinas inhiben la formacién de brotes adventicios en cultivos de coniferas, ya que
tienden a inducir el desarrollo de callo, sobretodo a concentraciones mas altas; sin
embargo, en algunas especies como Frnus eldarica (Sen et al, 1992) y P. macrolepis
(Garcia-Campusano, 1999; Monjaras-Gonzalez, 2001) se emplearon a bajas concentraciones

sin que se notara un efecto negativo.

MICROPROPAGACION DEL GENERO PSEUDOTSUGA

La utilizacién de técnicas de cultivo de tejidos vegetales (CTV) para la regeneraciéon de
especies forestales se ha extendido considerablemente desde que se obtuvo la primera
plantula /in vitro de Pinus palustris en 1975 (Somumer et al., 1975 fide Aitken-Christie y
Thorpe, 1984; von Arnold, 1988). Desde entonces, se han logrado producir plantulas de
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mas de cien especies de arboles forestales, de las cuales una tercera parte son
gimnospermas, con particular énfasis en especies del género Finus (Thorpe et al., 1991).

Sobre el género Pseudotsuga, se han realizado trabajos principalmente con FP. menziesii
(Mirb.) Franco (Goldfarb y Zaerr, 1989), en los cuales se han desarrollado una variedad de
protocolos para su micropropagacion, donde se han empleado distintos explantes y se
han obtenido diferentes rutas de regeneracién (Dunstan y Thorpe, 1985 fide Thorpe et al.,
1991). En el Cuadro 1 se resumen las principales técnicas propuestas para la obtencion de
plantulas a partir del cultivo in vitro de embriones o cotiledones.

Cuadro 1. Resumen de las técnicas para la micropropagacién via organogénesis de
Pseudotsuga menziesii, en los cuales se utilizaron embriones o cotiledones como
explantes.

Autor Explante Medio de cultivo | Reguladores de Respuesta
crecimiento
La Rue (1935) (a) Emb. WH modificado 0.05 mg/! AIA Plantulas
Cheng (1975)  (b) Emb y cot MS modificado 1.5 uM de AIA, AIB, Callo
2iP y BAP
Callo MS25% 0.5-1mM BAP Yemas
Yemas MS 50% Ninguno Brotes
Sommer (1975) (a) Emb SO 0.1-4 mg/1 BAP +0.01 Yemas
mg/l ANA
Chalupa (1976) (a) Cot 1S50% 1 mg/1 BAP + 0.01 Yemas
mg/l ANA
Yemas LS50% ninguno Brotes
Brotes LS50% 1 mg/1 AIB 6 polvo de | Plantulas
auxina + perlita
Chalupa (1977) (a) Emb Ls 1-2mg/1ANA + 1 Callos, yemas y
mg/1 BAP aciculas
Yemas s ninguno Brotes

xplantes: emb: embriones; cot: cotiledones. Medios de cultivo: BL: Brown y Lawrence, 1968; CH: Cheng. 1977; MS mod:

Murashige y Skoog, 1962 modificado; WH mod: White, 1934 modifi

d

> SO:

1975; LS: Linsmaier y Skoog; WPM:

Lioyd y McCown, 1981. Fuentes: (a) Goldfarb y Zaerr, 1981; (b) Cheng, 1977; ( ¢) Cheng y Voqui, 1977; (d) Montes-Rivera,

1993.
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Cuadro 1 (cont.). Resumen de las técnicas para la micropropagacion via organogénesis de
Pseudotsuga menziesii, en los cuales se utilizaron embriones o cotiledones como

explantes.
Autor Explante Medio de cultivo |Reguladores de Respuesta
crecimiento
Winton y Verhagen Emb BL mod 0.1-0.5 mg/1 BAP Yemas
(1977) (@)
Yemas BL mod Ninguno Brotes
Brotes BL mod 0.1 mg/1 BAP+ S mg/1 | Callo, yemas y brotes
NOAA
Brotes BL mod 4.1 mg/1 AIB Plantulas
Cheng (1977) [ Cot CH 5 uM BAP+0.5-5.0 nM Yemas
ANA
Cheng y Voqui (1977) | Cot CH 5 uM BAP+0.550nM | Yemas
c, ANA
Yemas CH Ninguno Brotes
Brotes CH + 0.5% sacarosa Plantulas
Chalupa (1983) (a) Cot MS bajoen No WPM | 1-2 mg/1 BAP + 0.005 — | Yemas
0.01 mg/1l ANA
Yemas MS bajoen N o WPM ninguno _ Brotes
Brotes WPMS50% 2mg/1 AIB + 2 mg/1 Plantulas
ANA. perlita
Montes-Rivera (1993) Emb. maduros MS50% Brotes
{d) GD50% Crecimiento de brotes

Explantes: emb: embriones; cot: cotiledones. Medlios de cultivo. BL: Brown y Lawrence, 1968; CH: Cheng, 1977;: MS mod:
Murashige y Skoog, 1962 madificado; WH mod: White, 1934 ; SO; 1975; LS: Li y Skoog; WPM:
Lioyd y McCown, 1981. Fuentes: (a) Goldfarb y Zaerr, 1981; (b) Cheng, 1977; ( c) Cheng y Voqui, 1977; (d) Montes-Rivera,
1993.

ificad,

Para el caso de Pseudotsuga macrolepis Flous, se realizaron tres trabajos con el objeto de
producir plantulas mediante el CTV. Galindo-Flores (1996 y comunicacién personal)
probo el cultivo de diferentes explantes (Yyemas, embriones maduros y megagametofitos)
de arboles de P. macrolepis provenientes de Tlaxco y Terrrenate, Tlaxcala, en diferentes
medios de cultivo (Murashigue y Skoog y B5 modificado por Litz) contemplando 24
combinaciones de fitoreguladores (ANA/BA). Obtuvo la formacién de brotes en el 19%
de los embriones; asimismo, observé que se obtenfa un mayor numero de embriones con
brotes en las siguientes concentraciones de reguladores de crecimiento (ANA/BA):
0.0/3.0; 01 /50 y 1.0/1.0 mg/l. Se formaron un total de 16 brotes via organogénesis
directa, susceptibles a ser enraizados, a los 75 dias de cultivo. No obstante, no se obtuvo

su enraizamiento.
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En un estudio posterior, se realizaron 14 ensayos a lo largo de los cuales se modificé la
metodologia hasta entonces propuesta, con la finalidad de optimizar la formacién de
brotes adventicios. Se encontr6 que el medio Shenck y Hildebrandt y una temperatura de
incubacién de 22°C era lo mas adecuado para inducir a formacion de estas estructuras. No
obstante que se establecieron diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos con respecto a la respuesta morfogenética, asf como en el namero de
explantes que formaron yemas, no se observé un patréon definitivo con relacién a estas
diferencias. Las diferencias observadas entre tratamientos fueron principalmente de orden
cualitativo; en los tratamientos sometidos a 2,4-D/K se obtuvo un desarrollo mas rapido
de los brotes que aquellos obtenidos con ANA/BA, aunque en éstos se formaron un

mayor namero de yemas (Fig. 2). Se obtuvieron primordios de rafces en tres de los brotes

obtenidos, después de que fueran sometidos a un pulso de 72 horas en 10 mg/1 de AIB en
medio MS y subcultivados en SH al 50% (Garcia-Campusano, 1999).

Fig.2. Explantes cuitivados durante 130 dias, idos a i con 0/5.0 mg/l de: (A) ANA/BA; (B)
2.4-D/K. Note la diferencia entre el tamafio v el nimero de brotes formados. Fuente: Garcia-Campusano. 1999.

En base a este trabajo, Monjaras-Gonzalez (2001) realizé modificaciones a los tratamientos
de desinfeccion y escarificacion, asi como en el cultivo de los embriones (contemplando ya
unicamente 6 tratamientos de ANA/BA y 2,4-D/K) con los cuales se obtuvo la formacioén
de brotes en el 51.54% de los embriones tratados. Al igual que en el trabajo anterior
tampoco se observaron grandes diferencias estadisticas, aunque la concentracién de

0.1/3.0 mg/l de ambas combinaciones de reguladores result6 favorable de manera
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consistente en los 6 ensayos evaluados. Cabe sefialar, que en este trabajo también se hace
mencién de las diferencias cualitativas observadas entre los embriones cultivados con
ANA/BA y 2,4-D/K . Para la induccién de rafces se usaron 23 tratamientos contemplando
diferentes concentraciones y tipos de auxinas, asf como una cepa de hongo micorrizégeno;
se obtuvo la formacién de primordios radiculares en 3 de los brotes sometidos a

tratamientos con diferentes concentraciones de ANA.

A pesar de que se ha logrado establecer un protocolo que permite la obtencién de brotes
adventicios via organogénesis directa, la baja respuesta morfogenética y la falta de
enraizamiento impiden la aplicacion de estas técnicas para la regeneracién a gran escala de
este arbol. Por ello, conocer los eventos celulares que culminan en la formacién de estos
brotes puede resultar de gran utilidad para conocer los efectos que tienen las condiciones
de cultivo, en particular el tipo de regulador de crecimiento, sobre la morfogénesis in

vitro.

ONTOGENIA DE BROTES ADVENTICIOS OBTENIDOS /N VITRO

La formacion de estructuras diferenciadas durante el cultivo Zn vitro, como brotes, raices o
embriones, se considera como un proceso complejo en el cual intervienen una variedad de
factores tanto intrinsecos como extrinsecos (Joy Iv y Thorpe, 1999). Resulta de la
interaccion de eventos bioquimicos, bioffsicos y fisiol6égicos que culminan en o son
producto de cambios en la expresion génica y que se presentan como una respuesta a la
manipulacién de las condiciones externas, especialmente de reguladores de crecimiento, a
los cuales son expuestos los explantes durante el cultivo. A través de estas interacciones,
células meristematicas o parenquimatosas se especializan durante etapas sucesivas de
desarrollo, para dar lugar a células y tejidos particulares que se encuentran integradas en
sus actividades, como 6rganos o embriones (morfogénesis) (Hicks, 1980; Patel y Berlyn,
1983; Hanke y Green, 1994; Joy Iv y Thorpe, 1999; Ziv, 1999). El cultivo de tejidos ha

resultado ser una herramienta importante para estudiar los procesos de morfogénesis en




las plantas en general, aunque su enfoque ha sido principalmente la de comprender y
optimizar el sistema de produccién de plantulas.

Si bien existen mas de cien protocolos que describen la regeneraciéon de especies forestales
mediante estas técnicas (Thorpe et al, 1991), el namero de trabajos que intentan describir
los procesos morfogenéticos ya sea a nivel estructural, fisiolégico, bioquimico o molecular
son mucho menores (Cuadro 2), siendo Finus radiata la especie mas ampliamente
estudiada (Thorpe y Kumar, 1993; Joy Iv y Thorpe, 1999). A través de éstos trabajos y los
realizados en otras especies, como Nicotiana tabacum (Joy Iv y Thorpe, 1999), se ha
logrado establecer que la formacion de estructuras durante el cultivo in vitro se puede

dividir en tres fases generales (Thorpe y Kumar, 1993):

1) La obtencién de competernicia o fase de pre-induccién, durante la cual las células
somaticas se desdiferencian, retomando un estado meristematico o basal; es decir, la célula
adquiere un estado en el cual puede expresar su totipotencialidad (Lyndon, 1990). En la
micropropagacion, la competencia se refiere a la capacidad que tienen las células para
responder organogénicamente a un estimulo inductor (Christianson y Warwick, 1985 fide
Ellis y Bilderback, 1989). Se presenta usualmente como resultado del aislamiento, de

lesiones o a través del establecimiento de nuevos gradientes a través del tejido (Ziv, 1999);

2) La fase de induccién o determinacion, en la cual, a través de la manipulacion de las
condiciones de cultivo, se compromete a las células competentes a seguir una ruta de
diferenciacién particular, en este caso, organogénica o embriogénica, que persiste (o se
expresa) aun en ausencia de las condiciones que lo indujeron inicialmente. Es decir, el
concepto de determinacién es relativo ya que depende tanto de las condiciones
experimentales como de las propiedades del explante; a su vez, la determinacién implica
cambios estables en el fenotipo que permanecen aiun en ausencia de estimulos externos.
En general, se considera que el éxito en la regeneracién de plantas completas depende de

la posibilidad de manejar esta fase (Meins, 1986; Lyndon, 1990);
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3) La fase de expresion, donde se presenta la morfogénesis. Esto se lleva a cabo
generalmente en ausencia de reguladores de crecimiento exégenos, o con tipos y

concentraciones distintas a las requeridas por la fase de induccion.

Se desconocen muchos de los mecanismos estructurales, bioquimicos y moleculares que
Hevan al establecimiento de la competencia y la determinacién celular (Westhoff ef
al,1998); de hecho, s6lo una pequefia parte de la poblacién de células en un explante
responde morfogénicamente. Al respecto, Meins et al., (1982 fide Meins, 1986), estim6 a
partir de cultivos de tejidos de tabaco, con base en el namero de 6rganos formados, que el
numero de células competentes en un explante varia entre 103 - 10<4. El establecimiento de
la competencia celular durante el cultivo es un proceso que ocurre muy temprano y al
parecer, depende fuertemente del estado fisiolégico del explante. Al respecto, Ellis y
Bilderback (1989) encontraron en cultivos de embriones de Pinus ponderosa, que existe un
plazo reducido de tiempo al inicio del mismo (las primeras 48 horas) en el cual las células
tienen la capacidad de responder al tratamiento inductor formando brotes, después del
cual se reduce o inhibe la capacidad organogénica; lo cual parece ser comun a los cultivos
de coniferas ya que ha sido reportado también para FPinus radiata (Biondi y Thorpe, 1982)
y Picea abies (von Arnold y Eriksson 1985 fide Thorpe y Kumar, 1993). Este periodo, si
bien resulta variable de una especie a otra, se relaciona en la practica con el tiempo 6ptimo

de exposiciéon a reguladores de crecimiento para comprometerlas hacia la organogénesis

(Fig.3).

Fig.3. Representacion esquematica de las fases de desarrollo que culminan en la formacion
de estructuras (Flinn er al., 1988)
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Cuadro 2. Estudios histolégicos sobre ontogenia y desarrollo in

en coniferas.

vitro de brotes adventicios

Autores Especie Tipo de Regulador | Origen de Fases de desarrollo Dias de
explante de estructuras deacritas cultivoe
crecimiento
Cheah y P g Cotiled (2- | 5 uM BAP Hipodermis *Activacion de division 4
Cheng e 4 de + celular
(1978) germinacion) 5nM ANA *Meristemoides 12
*Yemas 12-21
“*Brote adventicio
21
Mesofilo
*Callo 4-10
Yeung ot Pinus radiata Cotiledones (5- | 22 uM BAP *Activacion de division 1-3
al. (1981) 7 dfas) Epidermis y celular
subepidermis en *Estrato meristematico 6
contacto con el *Meristemoides 12
medio “*Meristemo apical 18
*Brote adventicio 40
Janssony Prcea abies Aciculas 5 uM BAP “*Meristemoides -_—
Bornman 3-5mm + Epi y subepidermis | *Primordios de Brote 14
(1981) 5nM ANA *Brotes adventicios 90
10 mm Epi dermis e
15 mm hipodermis
Aitken- Pinus radiata Acfculas
Christie y Dias de
Thorpe germinacion:
(1982) 1 Epidermis “Estratos de celulas -
23 « plej meri Ati
5 inmaduro)
Kirby y Pscud. 5 Cotiled “4- |5 uM BAP Hipodermis y *Ruptura de epidermis 7
Schalk ] 5 ) + mesofilo *Meristemoides 14
(1982) 5nM ANA *Primordios de brotes 21
*Yemas 28
*Brote adventicio 35
Villalob Finus radi Cotiled 25 uM BAP Epidermis y “Promeristemoides 3
et al. (1985) subepidermis en “Meristemoides 10
contacto con el *Yemas 21
medio
Rumary et | Prcea glauca y Epicotilo 5 uM BAP Regiones *Promeristemoides 23
al. (1985) Prcea mariana + intercotiled ias *Mer id 8
5 uM 2iP *Primordios de brotes 15
*Yemas 25
Subepidermis *estructuras secundarias 30en
adelante
von Pricea abies Embriones 250 UM BA/ | Epidermis y *Zonas meristermnaticas 6-9
Arnold y maduros 2h subepidermis en *Centros meristematicos 12
Gronroos contacto con el *Primordios de brotes _—
(1986) medio
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Cuadro 2 (Cont). Estudios histolégicos sobre ontogenia y desarrollo in vitro de brotes

adventicios en coniferas.
Autores Especie Tipo de Regulador de | Origen de Fases de desarrollo Dias de
lante crecimiento estructuras descritas cultivo
Wagley of | Pinus cidarica | Callo (636 | 1-2 mg/1 K P D *Di Tocalizad —
a/(1987) meses) + *formacion de estratos
0.5 mg/1 AIB dérmicos
*Mersitemo apical
*Organizacion de haces
vasculares
Flinn et al. | Pinus strobus Cotiledones |1 mg/1 BAP Epidermis y *Divisiones celulares 3
(1988) bepid F i s
*Meristemoides 14
bepid " oMeri p 21
Von FPrcoa ablies Embriones 250 uM BA/ 2h | Epidermis y *Proliferacion de celulas 1-7
Armold y maduros subepidermis que *Moeristemoides
Hawes rodean alos “Catafilas 7-14
(1989) complejos *Meristemos apicales
/| B -} 21
2B-56
Saravitz ef | Abies fraserii Embriones Epidermis,
al. (1993, maduros bepid i Promer id 3
fide cotiledones
Kulchetscki
et al, (1995)
Hipocotilo * Promeristemoides 3
*Meristemos apicales —
*Brotes adventicios
Nour et al. Thuja Embriones 1 uM BAP Meristemo apical *Divisiones en el MA 3-5
(1993) occide 1 d *Diferenciacion de 67
regiones periféricas del
MA
Brotes
Meristemos axilares | *“Formacion de 2 brotes 12
*Desarrollo de brotes 14
Kulchetscki | Abies arabilis | Cotiledones 10 uM BAP (7d) | Epidermis y *Divisiones celulares 34
et al. (1995) (5 d1as) + subepidermis en *Promeristemoides 5
10 uM BAP + contacto con el =Zonas meristematicas 12
10puMZ medio “Meristemoides 18
*Brotes adventicios 24
Pelletier y Pinus Embriones 6 uM BAP Regiones *Crecimiento del explante | 1-7
Laliberté banksiana maduros intercotiledonarias, | *Actividad organogénica |9
(2000) hipocotilo y *Primordios de hojas y 14-16
cotiledones cerca o | meristemos apicales
lejos del medio
segun la posicion
del embrion.
Lopez- Picea Embriones 3 y5mg/1 BAP | Subepidermis de *Promeristemoides 14-17
Escamilla chihuabhiuana maduros oK cotiledones *Meristemnos apicales 24-30
et al. (2000)

Por lo regular, no ha sido posible describir morfolégicamente la adquisicién de
competencia y determinacién; aunque se han descrito una serie de estructuras que

aparecen de manera gradual en el tejido, que se han relacionado a la organogénesis de
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novo. Respecto a esto, la mayorfa de los autores (Cuadro 2) coinciden en que el proceso

organogeénico se inicia con la activacion de una sola célula, epidérmica o subepidérmica, la

cual se divide para dar lugar a promerist ides, meristemoides y primordios, a cuya

estructura se van incorporando células circundantes.

Los promeristemoides aparecen entre los 2 y 7 dfas de cultivo y se han descrito como
estructuras organizadas de 6-8 células, originadas a partir de divisiones periclinales y
luego anticlinales de una sola célula inicial. Las células que conforman esta estructura
presentan nucleos grandes y citoplasma denso, paredes muy delgadas entre si, con pocos
o sin espacios intercelulares y abundantes conexiones via plasmodesmos (Villalobos et a/.,
1985). A nivel citoquimico, Patel y Berlin (1983) con /Pinus coulteri y Flinn et al. (1989)
con Pinus strobus, relacionaron la acumulacion de lfpidos, o una degradacién mas lenta de
éstos, con los sitios de formacién de agrupaciones celulares y promeristemoides; asi
mismo se observé la rapida disminucion de las proteinas de almacenamiento, aunque este
proceso usualmente se inicié con un retraso con respecto al tejido del explante que no
respondié formando estas estructuras. Aunque los promeristemoides no han sido
descritos en todos los sistemas, han sido considerados como precursores de los
meristemoides; mientras que Flinn et a/ (1988) en su sistema de cultivo de cotiledones de
Prinus strobus, relacioné la presencia de estas estructuras con la competencia del explante
para formar brotes adventicios; aunque en la mayoria de los sistemas estudiados ésto no se

ha podido correlacionar.

Por su parte, los meristemoides, n6dulos o centros meristematicos, se han reportado a
partir de los 10 dias de cultivo , usualmente en los estratos epidérmicos y subepidérmicos
de la superficie del explante en contacto con el medio (Cuadro 2). Se les considera un sitio
de crecimiento activo, de tejido indiferenciado, a partir del cual se generan nuevas células
o estructuras adventicias (von Arnold, 1988). Son masas esféricas de pequeiias células
isodiameétricas, del tipo meristematico, con citoplasma denso, vacuolas pequeitas y en
general tienen un mayor contenido de organelos, asi como un nicleo prominente con una

mayor cantidad de material nuclear (George, 1993).
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Segun los estudios citoquimicos realizados a partir de cultivos de cotiledones, Yeung et al.
(1981) y Biondi y Thorpe (1982) para Pinus radiata, Patel y Berlin (1983) para Pinus coulters
y Flinn et al. (1989) para Finus strobus, encontraron que la acumulacion de lipidos que se
evidenci6 durante la etapa de promeristemoide disminuye de manera notoria al formarse
los meristemoides y durante la formacién de los brotes, lo cual concuerda con el
incremento en la actividad de lipasas. Se cree que este cambio en el metabolismo de los
lipidos puede ser un indicador de un cambio en la determinacion de las células hacia a la
organogénesis, ya que es muy posible que sea el metabolismo de los lipidos el que esté

implicado en produccién de la energia necesaria para este proceso, al menos en coniferas

(Thorpe, 1982).

Por otra parte, el papel que tiene el almid6n sobre la morfogénesis aun no se ha resuelto.
De acuerdo a los trabajos realizados por Thorpe y Murashige (1970) en callos de tabaco y
aquellos realizados por Patel y Thorpe (1984) en Pinus radiata y Patel y Berlin (1983) en
Finus coulteri, se relacion6 la acumulaciéon de almidones en las capas epidérmicas y
subepidérmicas de los explantes con las etapas iniciales de la morfogénesis, el cual era
utilizado como fuente primaria de energia para el desarrollo de meristemoides y brotes;
sin embargo en los estudios realizados por Biondi y Thorpe (1982) para Pinus radiata, por
von Arnold y Hawes (1989) para Ficea abies y por Flinn et al (1989) para Finus strobus, el
efecto de los almidones sobre la morfogénesis no logré demostrarse y de hecho, no parecié

necesaria su presencia para que se presentara la organogénesis.

Aunque el concepto del meristemoide ha sido ampliamente utilizado para el estudio del
desarrollo de brotes y raices adventicias, la etapa en la cual células meristematicas llegan a
constituir un meristemoide y el tamaifo que éste llega a tener, nunca ha sido definido con
claridad. Se considera que inicialmente son apolares y se ha planteado la posibilidad de
que constituyen centros de actividad meristematica relativamente indeterminados (es
decir, que pueden originar tanto brotes o raices), aunque esto no se ha demostrado en

todos los casos (Hicks, 1980; George, 1993). Regularmente, poco después de su formacion,
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muestran una actividad direccional y divisional que lleva a la formacién de un primordio

unipolar (Joy-Iv y Thorpe, 1999).

Otro tipo de arreglo celular que ha sido descrito durante la organogénesis es la formacion
de zonas meristematicas. von Arnold y Grénroos (1986) durante el cultivo de embriones
de FPicea abies, las describen como estratos de cé€lulas meristematicas de la epidermis y
subepidermis, que se forman a partir de los 9 dias de cultivo a lo largo del embrién o en
las porciones de éste que se encuentran en contacto directo con el medio. Yeung et al.
(1981) y Villalobos et a/. (1984) mencionaron este tipo de organizacién celular en cultivos
de cotiledones de Pinus radiata. En general, a medida que progresa el cultivo, la actividad
meristemdtica de las células se detiene y éstas se vuelven vacuoladas, mientras que
muchas acumulan taninos, exceptuando unas pocas a partir de las cuales se inician los

meristemoides y posteriormente las yemas.

Finalmente, la yema apical presenta una estructura tipica, conformada por el meristemo
apical y los primordios foliares. De acuerdo a Steeves y Sussex (1989) y con base en las
descripciones del meristemo apical de Ginkgo biloba, en las gimnospermas el meristemo
apical tiene la forma caracteristica de un domo, sin una zonacién aparente, aunque una
Organizacion radial que se centra alrededor de unas células de mayor tamario
denominadas “células madre centrales”. A diferencia de lo observado para el modelo de
“tinica —corpus”, las células de la capa superficial que pueden presentar divisiones tanto
anticlinales como periclinales u oblicuas; mientras que los primordios foliares se originan a
partir de divisiones periclinales del estrato exterior de la zona periférica que rodea, bajo la

superficie, a las células madre centrales.

Si bien el patron de desarrollo de los brotes adventicios en los diferentes sistemas de
cultivo Jin vitro parecen ser similares, su estudio a un nivel histolégico e histoquimico
resulta de gran utilidad ya que permite comprender mejor el proceso productivo asi como
visualizar sus limitaciones. Ademas, permite complementar el conocimiento ya existente

acerca de la morfogénesis in vitro, lo cual puede servir de base para la aplicacién de otras
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herramientas de estudio (bioquimicas y moleculares) que permitan una mayor

comprensién de como ocurren estos procesos en la naturaleza.

En la gran mayoria de los trabajos histol6gicos que se han realizado, se ha obtenido un
seguimiento de los patrones de divisién y diferenciacién celular, asf como cambios
metabédlicos que se han relacionado con la formacién de los brotes adventicios, en los
explantes que han sido sometidos a tratamientos con distintos tipos, combinaciones y
concentraciones de reguladores de crecimiento, especialmente citocininas (Patel y Berlin,
1983; Patel y Thorpe, 1984; Flinn et al, 1986 y 1989). Asimismo, se han analizado las
diferencias en la organizacion del tejido como respuesta a tratamientos inductores de
brotes y en aquellos donde se induce callo (Cheah y Cheng, 1978) y el papel de los
gradientes formados en el tejido como consecuencia de su posicién sobre el medio (Yeung
et al, 1981; Pelletier y Laliberté, 2000) y tiempo de exposicién (von Arnold y Grénroos,
1986). Existe, a su vez, diversos de trabajos que comparan el efecto de diversas citocininas
(L6pez-Escamilla et a/,2000, ) y otros reguladores de crecimiento en el numero de
estructuras inducidas. Sin embargo, existe un namero considerablemente menor de
trabajos que comparen el efecto que tienen los distintos compuestos reguladores sobre el
metabolismo y patréon de desarrollo observado (Biondi y Thorpe, 1982; von Arnold y
Groénroos, 1986).

Debido a lo anterior, se plante6 estudiar el efecto que tienen dos combinaciones de
reguladores de crecimiento en la morfogénesis in vitro de P. macrolepis. Siendo P.
macrolepis una conifera, se espera encontrar un patrén de organogénesis similar a lo que
ha sido reportado para otras coniferas cultivadas in vitro . Ademas, se espera encontrar
diferencias en la forma en las cuales se expresa la organogénesis directa , asi como en los
sitios del explante donde esta expresion se lleva a cabo, como resultado de los distintos
tratamientos. Cabe seialar, que a causa de la baja respuesta morfogenética que presentan
los embriones de P. macrolepris, éste dista de ser un modelo para el estudio de la
morfogénesis /n vitro; sin embargo, este tipo de estudio puede resultar util para

comprender mejor el impacto que tiene el tipo de regulador de crecimiento (citocinina)
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sobre el explante durante el cultivo y sobre la formacion de estructuras. Por este motivo y
debido a que se desconoce cémo se presenta el proceso morfogenético en los cultivos in

vitro de embriones maduros de P. macrolepis, en el presente trabajo se han planteado los

siguientes objetivos:
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OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar la ontogenia de los brotes formados mediante el cultivo in vitro de embriones

maduros de P. macrolepis, sometidos a dos tratamientos diferentes: ANA/BA y 2,4-D/K.

Obijetivos particulares
a) Obtener la formacion de brotes a partir del cultivo /7 vitro de embriones maduros,

con diferentes combinaciones de reguladores de crecimiento: ANA/BA y 2,4-D/K.

b) Estudiar y comparar la ontogenia de los brotes en cada una de las fases de
desarrollo (induccién, proliferacion, crecimiento de brotes), mediante la utilizacion

de técnicas histolégicas.

c) Realizar estudios histoquimicos de los embriones para inferir acerca de los
procesos fisiol6gicos que se presentan durante el desarrollo de brotes en los

explantes.
d) Inferir, con base en los analisis histol6gicos e histoquimicos, cé6mo influyen los
reguladores de crecimiento en los procesos celulares que conllevan a una respuesta

morfogenética.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo in vitro de P. macrolepis
Pretratamiento de la semilla

Las semillas limpias se colocaron en per6xido de hidrégeno (H20:;) al 30% (v/v) durante
60 minutos en agitacion para su escarificaciobn. Posteriormente, se desinfectaron en una
solucién fungicida (Benomyl 0.5 g/1) durante 24 horas. Al finalizar este tiempo, las
semillas se agitaron, primero en una solucién bactericida (cloranfenicol 20 mg/1) durante
45 minutos y luego en blanqueador doméstico al 15% (v/v) (6% de cloro activo) durante
60 minutos; después de lo cual se sumergieron en H2O:2 al 1% (v/v) por 48 horas en
refrigeracion. Las semillas que presentaron megagametofito se seleccionaron y se eliminé
la testa en condiciones de asepsia. Los megagametofitos se sumergieron en cloro
comercial al 15% (v/v) durante 60 segundos, para luego disectar el embrion, que antes de
ser cultivados fueron lavados en la solucién de cloranfenicol durante 30 segundos. Cabe
sefialar, que después de cada uno de los tratamientos de desinfeccion y escarificacion, las

semillas, megagametofitos o embriones se enjuagaron en agua destilada estéril.

Cultivo de embriones

A.- INDUCCION. Se cultivaron de 10 a 12 embriones completos en cajas petri, sobre el
medio Schenk y Hildebrandt (SH) (Anexo 1), solidificado con Phytagel® (6g/1), al cual se
le adicion6 ANA/BA o 2,4-D/K a las concentraciones respectivas de 0.53/13.32 uM. El
PH del medio fue estabilizado entre 5.7 y 5.8 antes de ser esterilizado. La incubacion se
realizé a 22°C, bajo luz blanca, fria, con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de oscuridad

durante 30 dias.

B.- FORMACION DE BROTES Y ELONGACION DE TALLO Y HOJAS. Posteriormente al
tiempo de induccion, los explantes se subcultivaron sobre medio SH reducido al 50% s6lo
en sus componentes inorganicos, con sacarosa al 0.3% y sin reguladores de crecimiento.

También se le adicioné polivinilpirrolidona (250 mg/l) como agente antioxidante y un
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agente antivitrificante (0.5 g/1). Los brotes formados se individualizaron una vez que
alcanzaron una longitud de 7 a 10 mm. Los explantes y brotes disectados se mantuvieron

bajo las mismas condiciones de incubacién citadas anteriormente y se subcultivaron

quincenalmente.

Técnicas histolégicas
Se basaron en las técnicas mencionadas por Lépez-Curto et al. (1998).

A.- FIJACION. Se colectaron de 4 a 6 explantes intactos y muestras a los 3, 6, 10, 12, 14, 16,
22, 30 de cultivo sobre medio SH con reguladores de crecimiento, y a los 45 y 90 dfas de
cultivo sobre medio SHS50% sin reguladores de crecimiento. Esos se fijaron
inmediatamente con FAA (Formol, acido acético, alcohol 96% y agua destilada, 1: 0.5: 5: 3.5

) durante un minimo de 48 horas.

B.- DESHIDRATACION. Los explantes fijados fueron enjuagados en agua corriente
durante un minimo de una hora y posteriormente se transfirieron de manera gradual en
una serie de diluciones de alcohol etilico (al 30%, 50%, 70%, 85%, 96% y 100%),

realizadndose los cambios cada hora.

C.- INCLUSION. Se manejaron dos técnicas de inclusién: en Paraplast y en LR White
(LRW). Para la técnica de inclusién en Paraplast, las muestras se sumergieron en xilol
durante 10 minutos, y luego se transfirieron gradualmente a mezclas de xilol -Paraplast
derretido en proporciones de 3:1, 1:1; y 1:3, durante una hora cada una. Posteriormente se
colocaron en paraplast puro durante un minimo de 24 horas a 56°C, para luego proceder a

su inclusién.

Para la técnica de LRW , se colocaron las muestras durante 1 hora en mezclas de LRW-
etanol al 100% en proporciones de 1:3, 1:1, 3:1. Posteriormente se colocaron en LRW al
100% durante 24 horas a 4°C. Finalmente, se incluyeron en LRW puro, en ciapsulas de
gelatina y se polimerizaron en ausencia de oxigeno a 56°C (Ruzin, 1999).
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D.- MICROTOMIA. Se obtuvieron cortes seriados en Paraplast de 8 a 10 pm de grosor

mediante el uso de un microtomo de rotacién; las muestras incluidas en LRW se cortaron

a 1-3 pm utilizando un ultramicrotomo con cuchillas de vidrio. Para el andlisis

histoquimico, se realizaron cortes en fresco de 8 um de grosor, por medio de un

microtomo de congelacion.

E.- TINCION E HISTOQUIMICA. En los cortes de inclusiéon en Paraplast, se llevo a cabo
la tincion doble de safranina-verde rapido, para contrastar el nicleo y figuras mitéticas,

citoplasma y pared celular. Los cortes incluidos en LRW se tifieron con azul de Toluidina.

Se realizaron diferentes tinciones para localizar e identificar los siguientes compuestos:

1)

2)

3)

1)

Polisacaridos insolubles y proteinas totales: a través de la técnica de tincién doble
de Acido Periédico-reactivo de Schiff (APS) y azul negro de naftol. Los
polisacaridos tifieron color fucsia, mientras que las protefnas tomaron una
coloracién azul;

Taninos condensados: se utilizé vainillina, una coloracién roja confirmé una
reaccion positiva;

Almidoén: se uso lugol; los granulos tomaron una coloracién azul-negra;
Lipidos: con rojo “O” de aceite o Azul Nilo. Con rojo “O” de aceite los lipidos se
tineron de rojo; con Azul Nilo, grasas, aceites y ceras se tifieron de rojo, mientras

que acidos grasos libres y fosfolipidos tifieron de azul.
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RESULTADOS

Observaciones

Para la descripcion del proceso morfogenético de los cot
cultivos in vitro e estudio, se tom6é como punto pr
inicial al embrién maduro al momento de ser
cultivado, el cual se dividi6 en cuatro zonas:
cotiledones, hipocotilo (que comprende el resto del
embrién bajo los cotiledones exceptuando a la v

radicula), la radicula (que incluye meristemo
radicular (MR), columela de la cofia y células de la MR /

cofia) y el meristemo apical del tallo. De estas zonas, ]'{
[
9

se describieron los cambios observados en la

protodermis, en el mesofilo de los cotiledones y

. . . Fig. 4. Esquema de un embriéon maduro. MA:

coértex del hipocotilo, en el procambium, en ambos meristemo apical del tallo; MR: meristemo

. . dicular; H: hip ilo; Cout: iled pr:

meristemos y en la cofia. protodermis; se: bepidermis; cv: cilindro
vascular; c:cofia .

Se defini6é a las regiones con apariencia meristematica como aquellas donde se observaron
células relativamente pequenas, isodiamétricas, con nucleo prominente y céntrico y
citoplasma denso, que formaban agrupaciones relativamente compactas, con pocos

espacios intercelulares, que dieron positivo para proteinas al teiirse fuertemente con azul

negro de naftol.

Control

Los embriones intactos presentaron la morfologia tipica de un embrién de conifera: 6 a 7
cotiledones, en medio de ellos el meristemo apical del tallo, el hipocotilo y la radicula que
comprende también al meristemo radicular y a la cofia. Tienen un color amarillo palido y
miden de 2 a 2.5 mm de longitud. El embrién durante esta etapa tiene la apariencia de un

cono, cuya base corresponde a los cotiledones y el apice a la cofia (Fig. 4).
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La protodermis, tanto de los cotiledones como del eje hipocotilo-radicula (H-R), esta
formada por un solo estrato de células rectangulares (aplanadas longitudinalmente); sin
espacios intercelulares visibles (Fig. 5-A). En general, las células de la superficie abaxial de
los cotiledones son mas aplanadas que las de la superficie adaxial, las cuales tiene una
apariencia un poco mas cibica. El nidcleo ocupa de un cuarto a un tercio del espacio
intracelular y el interior de la célula se ve con poco o sin material granular que se tifia con

safranina.

El tejido fundamental, tanto de los cotiledones como del hipocotilo, esta formado por
células parenquimaticas rectangulares-ciibicas, dispuestas ordenadamente a lo largo del
eje, con pocos espacios entre ellas, con inclusiones de diversos tamanos muy abundante,
principalmente lipidos, sobretodo en las capas mas externas(Fig. 5-A y 5-B). Aunque se
observé la presencia de granulos de almidén en algunas regiones del hipocotilo, éste en
general fue poco abundante. En los cotiledones el tejido fundamental esta conformado por
3 a 5 estratos de células rodeando a los haces pro-vasculares, mientras que en el eje H-R se
ve formado por 9 a 10 estratos celulares. Comiunmente en el estrato hipodérmico del
hipocoyilo se encontraron células alargadas, con citoplasma denso con un nucleo grande y
alargado, que pudieran corresponder a los canales secretores descritos por Allen (1947b),
en los cuales se observé una abundante acumulacién de lipidos, probablemente acidos

grasos libres, segun lo que mostré la tincion con Azul Nilo (Fig. 5-B).

P " rcle i

Fig. 5. Cortes longitudinales del hipocotilo. (A) Note la lacién de inclusi lul , teflidas con Ap
la flecha sefala la protodermis; (B) Corte tefiido con azul Nilo para evid iar la pr ia de lipid en este caso, la mayoria
corresponden a dcidos gr libres y fosfolipidos (C: canal secretor).
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Por su parte, la region del tejido provascular del embrién esta formada por células y
nucleos alargados y angostos, los cuales se diferenciaran en los haces vasculares, asf como
por células mas redondeadas que corresponden al parénquima asociado a los haces
vasculares. En los cotiledones el tejido provascular esta formado por 7 a 9 hileras de
células hacia la region basal del mismo, que disminuyen a medida que se acerca al apice,
con material granular presente aunque poco abundante. En el hipocotilo, tiene de 7 a 16
hileras, siendo las dos o tres hileras centrales de una apariencia totalmente distinta a las
circundantes ya que sus células son mas grandes, cuadradas-rectangulares, con abundante

material granular, especialmente en regiones pré6ximas al meristemo apical.

El meristemo apical del tallo esta
constituido por células
relativamente isodiamétricas, de
nucleo prominente (ocupa la mayor
parte del citoplasma), carentes de
material granular, que forma una
estructura de domo caracteristica,

de 4 a 5 hileras de células, cuya

capa mas externa tiene de 6 a 8

células (Fig. 6).

Fig.6. Meristemo apical del tallo.

La radicula incluye a la zona del

meristemo radicular y la cofia. La
zona del meristemo radicular esta
formada por células redondeadas,
de nucleo grande, con poco o nulo
material granular, a partir de los
cuales se extienden en direccién al
meristemo apical, el cilndro central

y hacia la cofia la columela, la cual

Fig. 7. Corte longitudinal de la co
lugol; la mayor lacion de almidé
observa en el estrato celular superficial de la cofia .

T o R — tiene de 3 a 5 células de espesor y es
embriéon tefiida con
inclusi negras) se
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rica en inclusiones sobre todo en las regiones mas proximas al meristemo. Las cé¢lulas
laterales de la cofia son alargadas e inclinadas, convergen hacia la columela del embrion.
Se observan pocos espacios intercelulares, excepto en la parte mas distal de la cofia, asf
como poco material granular. Cabe sefialar que en el estrato externo de células de la cofia
se noté una considerable acumulacién de almidones, los cuales no fueron tan evidentes en

el resto del embrién (Fig. 7).
En ninguna de las regiones descritas se observaron figuras mitéticas.

Tres dfas de cultivo

A los tres dfas de cultivo in vitro, se observaron cambios morfogenéticos en los embriones
de ambos tratamientos, iniciando con un ligero crecimiento por el aumento-en su longitud
total y en el grosor, especialmente de la region correspondiente a la radicula-cofia.
Asimismo, se observé el curvamiento de los embriones, quedando céncavos con respecto
al medio de cultivo y un cambio de coloraciéon de amarillo palido a amarillo brillante y en

algunos casos, a rosado a lo largo del eje H-R.

A nivel estructural, en ambos tratamientos, se observé que la protodermis tanto de los
cotiledones como del hipocotilo, mantuvieron el citoplasma denso y sin inclusiones. Por
su parte, las células del tejido fundamental presentaron una forma rectangular y un
incremento en el tamarfio de las vacuolas, y en general muy pocas divisiones en esta etapa.
En ANA/BA el curvamiento del embrién pareci6 relacionarse al incremento en el
volumen de las células, a diferencia de las células del coértex del hipocotilo de la
superficie alejada del medio (SAM), las cuales presentaron vacuolas mas grandes y por
tanto un citoplasma reducido en comparacién a las de la superficie en contacto con el

medio (SCM); en general este fenébmeno no fue tan evidente en 2,4-D/K.

Por otra parte, se noté una disminuciéon considerable de las inclusiones en el tejido

fundamental (Fig. 8-A y 8-B), particularmente de los granulos mas pequefios,
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observandose la presencia de granulos mas grandes que se concentraron sobretodo en las
regiones mas proximas a los haces provasculares y en las regiones adyacentes por abajo
del meristemo apical del tallo; lo cual serfa quiz&s un indicador del incremento en la
actividad metabélica de los tejidos.

En el tratamiento de ANA/BA, se observ6é a su vez, un posible -y ligero- aumento del
grosor de esta regién, lo cual indicarfa que se presentaron divisiones periclinales en la
zona, aunque No se registraron mitosis en el meristemo radicular ni en el cortex
circundante. A diferencia de lo anterior, en los explantes tratados con 2,4-D/K, se observo
que las células de la zona del coértex pr6xima al meristemo radicular presentaron una

actividad mitStica considerable, al parecer de distribucién azarosa, observandose

divisiones tanto anticlinales como periclinales, sobretodo en los estratos superficiales (Fig.
8-A).

Fig. 8. Corte longitudinal del eje H-R a los 3 dias de cultivo. (A) Se pueden observar varias divisiones, en su
mayoria anticlinales en un embrién tratado con 2,4-D/K (flechas) : (B) Note la dismi ién en la idad
inclusi 1ulk con > al control.

En la regiéon de la radicula se observé el crecimiento de la regién de la radicula-cofia que se
debié probablemente a un incremento en el volumen de las células, asi como a un
incremento en los espacios intercelulares, que le da una apariencia laxa y ligeramente

desarreglada a la cofia, especialmente en las porciones mas distales.
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Para ambos tratamientos el meristemo apical del tallo presenté poca actividad, aunque en
2,4-D/K se llegaron a observar algunas células en mitosis.

Seis dfas de cultivo

A los 6 dias de cultivo los embriones de ambos tratamientos midieron entre 3 y 5 mnm de
longitud y presentaron aumento de volumen de la regién final de laradfcula, en particular
de la cofia, la cual tom6 una apariencia hidratada y brillante, hialina-blanquecina. Se
observé también el engrosamiento y alargamiento de los cotiledones, aunque mantuvieron
una apariencia lisa y compacta y un cambio de coloracién a un amarillo mas intenso o

verde.

Histol6gicamente, uno de los
aspectos mas notorios, en ambos
tratamientos, fue la presencia de
taninos condensados en las
células de la protodermis, tanto
de los cotiledones como del

hipocotilo (Fig. 9), con una

acumulacién ligeramente mayor — 20 um

en las células de la superficie que Fig. 9. Corte longitudinal del h ilo a los 6 dias de cultivo, donde
R se observan divisi pericli y iclinales en la sub epidermis,
estuvo en contacto con el medio. asi como la lacién de i en la protodermis (flecha).

Si bien este fenémeno se observé

por primera ocasion a los seis dias de cultivo, se mantuvo hasta los 90 dias. Por otra parte,
se obtuvo una disminucién notoria de las inclusiones en las células del cortex, mesofilo y
haces provasculares. Hubo un incremento en la cantidad de mitosis, especiaimente en la
protodermis y en los primeros estratos hipodérmicos, mientras que en las células donde
no se observé este tipo de respuesta, se incrementaron ligeramente las vacuolas, aunque

siguieron presentando citoplasma denso.
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Asf mismo, se observé un aumento en el volumen de las células pertenecientes a la regién
del meristemo radicular asf como divisiones en el cortex circundante; hacia el &pice del
meristemo radical se form6 un cinturén de células, de forma irregular que presentaron la
acumulacién de taninos condensados. Las células laterales y centrales de la cofia se
alargaron y formaron grandes espacios intercelulares, lo cual le dio una apariencia y

consistencia muy laxa al tejido y se evidenci6 el inicio de la degeneraciéon de esta zona.

ANA/BA

En general, en los cotiledones se present6é una actividad mitética considerable. En la
protodermis se detectaron algunas divisiones anticlinales, mientras que en el mesotfilo se
observaron divisiones tanto anticlinales como periclinales, particularmente en las capas
mas superficiales. En las células provasculares, se registraron también divisiones

mitéticas, asi como la diferenciacién de algunas de estas células en traqueidas.

En el hipocotilo se not6 una tendencia hacia la localizacion de las divisiones celulares en la
protodermis y el primer y segundo estrato subepidérmico, las cuales fueron tanto
anticlinales como periclinales y oblicuas (Fig. 10-A, 10-B y 10- C). Las células
protodérmicas del hipocotilo presentaron principalmente divisiones anticlinales, aunque
en algunas regiones se observaron dos estratos de células, lo cual indica que se
presentaron divisiones periclinales en esta capa celular; cabe sefialar que éstas células
protodérmicas presentaron usualmente una menor tincién con safranina que el resto (Fig.

10-A y O).

Generalmente el cortex asociado a regiones de protodermis biestratificada presento
también divisiones celulares. Las divisiones fueron mas abundantes en la superficie en
contacto con el medio (SCM) y se observaron con frecuencia agrupaciones de tres y cuatro
células (clusters), originados primero por una divisién periclinal seguida por una
anticlinal de una célula (Fig. 10-B) y ocasionalmente la formacién de promeristemoides
(Fig. 10-D), ast como el principio de la formacién de zonas meristematicas (Fig. 10-C) La

actividad mitética se registré también en el eje provascular y en células circundantes,
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donde se presentaron divisiones anticlinales, relacionadas probablemente al crecimiento

general del explante.

Fig. 10. Cortes longitudinales a los 6 dias de cultivo en ANA/BA. (A) DIV i periclinal en la p dermis (pr) ¥y

anuclmales en Ia subcpldermts del hnpocoulo. SCM ; (B) Aparicién de i en lap dermis, asi como divisiones
periclinales y ¢ en la subepidermis, bajo un canal (c) SCM; (C) Formacioén de una zona meristemiética, SCM, asi
como divisi periclinales en la pr dermis; (D) Promeristemoide (pm) en el cértex asociado a los haces vasculares.

En el meristemo apical del tallo se detectaron divisiones celulares anticlinales en la capa
mas externa, asi como algunas divisiones periclinales y anticlinales en el interior. Sin

embargo, la actividad en esta region siguié siendo baja.

Por medio de las tinciones con APS-azul negro de naftol se observé que los granulos
presentes en las capas epidérmicas que se tifien intensamente con safranina, no son
polisacaridos insolubles ni proteinas; por otro lado, se encontr6 que la regién de la cofia es
rica en polisacaridos insolubles que se presentan formando pequefios granulos o un

contenido difuso en los espacios intercelulares.
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2,4-D/K

En los cotiledones, las células del meséfilo, se observaron agrandadas, ligeramente
desordenadas, con espacios intercelulares, lo cual dio indicios acerca de una
desorganizacién en este tejido. Cabe mencionar que muchas de estas células presentaron
vacuolas muy grandes, poco citoplasma y el nucleo aplanado. El tejido provascular

presento la diferenciacion de algunas traqueidas, asf como unas pocas divisiones celulares.

En el hipocotilo, se registraron para la protodermis divisiones anticlinales. En la region
subepidérmica se evidenciaron divisiones celulares anticlinales, periclinales y oblicuas, asf
como la formacién de camulos de 4 a 6 células arregladas en hileras de dos. En células
proximas al eje vascular se observaron algunas divisiones periclinales, aunque menos

abundantes que en el tratamiento con ANA/BA.

Se observé un ligero crecimiento del meristemo apical del tallo, debido a divisiones en el

interior del mismo.

Diez dias de cultivo

A los 10 dias de cultivo, los embriones que respondieron a los tratamientos midieron entre
4 a 5 mm de longitud y presentaron un incremento notorio en el grosor, particularmente
de los cotiledones. Los cotiledones, aunque engrosados, presentaron aun una apariencia
lisa y compacta, asi como un cambio de coloracién a verde brillante que abarcaba hasta %
partes del hipocotilo (sin incluir la radicula-cofia); superficialmente no se observaron
diferencias entre ellos segiin su posicién con respecto al medio. La radicula —cofia tomé
una apariencia aan mas hidratada, hialina-blanquecina, con una tendencia a volverse
granulosa y en algunos casos comenzé a tomar una coloracion café. Entre la porcién verde
brillante del hipocotilo y la cofia hialina, se observé la formacién de una interfase

blanquecina. En esta fecha no se observé la presencia de protuberancias o estructuras.
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ANA/BA
Se registraron divisiones anticlinales en las células de la protodermis de los cotiledones las
cuales presentaron un nicleo prominente. En general, las células del mesdfilo se
presentaron agrandadas, desarregladas con espacios intercelulares abundantes, con
vacuolas grandes, aunque también se presentaron células pequefias con nicleos
prominentes en varias capas cercanas a la protodermis, sobretodo en la parte del cotiledén
en la SAM. En el tejido pro-vascular se distinguieron algunas divisiones anticlinales asi

como la diferenciacion de traqueidas.

En el hipocotilo, la epidermis
present6 caracterfisticas similares a
las del cotiled6n, si bien las células
tendieron a presentar una forma
mas cubica. Por su parte, en las
regiones del cortex,
particularmente en las capas mas

préximas a la protodermis, se

observaron divisiones anticlinales,

icli 1 bli . Fig. 11. Corte longitudinal de hip ilo a los 10 dias de cultivo, en
periciinales y oblicuas, asl como ANA/BA mostrando la for i6n de agrupami tul en la
SCM.

agrupamientos de 4 y 8 células con

nucleo prominente que formaron

pilas, mas abundantes en la SCM (Fig. 11). En la superficie contraria, las células de esta
region fueron mas grandes y desordenadas. En la porcion central del eje vascular se
observaron células muy grandes, muy engrosadas en comparacién al resto, asf como

algunas divisiones; también se apreci6 la diferenciacién de algunas traqueidas.

En la parte del embrién correspondiente a la radicula, en ambos tratamientos, se observé
mitosis en células redondeadas de la zona meristematica, asi como en la region pro-
vascular mas cercana. Las capas superficiales del cortex, a la altura del meristemo

radicular, presentaron una acumulacién considerable de taninos condesados (12-A), asi
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como un desarreglo generalizado en las regiones mas distales de la cofia que tendi6 a
desgarrarse al realizarse los cortes debido a su laxitud. La prueba histoquimica de PAS

mostré también una fuerte acumulacion de algun polisacarido, formando una matriz

alrededor de las células de la cofia (12-B).

Fig. 12. Meristemo radicular y
cofia a los 10 dias de cultivo.
Enambos tratamientos. (A)
cofia desorganizada con la

laciéon de i (e))
en ¢l cériex que rodea al
meri dicular;(B)
presencia de una matriz
extracelular de polisacéridos
en lacofia .

En la parte del embrion correspondiente a la radicula, en ambos tratamientos, se observé
mitosis en células redondeadas de la zona meristematica, asi como en la regioén pro-
vascular mas cercana. Las capas superficiales del cértex, a la altura del meristemo
radicular, presentaron una acumulacién considerable de taninos condesados (12-A), asi
como un desarreglo generalizado en las regiones mas distales de la cofia que tendi6é a
desgarrarse al realizarse los cortes debido a su laxitud. La prueba histoquimica de PAS
mostré también una fuerte acumulacién de algan polisacarido, formando una matriz

alrededor de las células de la cofia (12-B).

En el meristemo apical del tallo se observaron algunas divisiones celulares, anticlinales en
la capa exterior, anticlinales y periclinales en el resto, que produjo un ligero incremento en
el namero de células, que se volvieron mas pequenas, aunque no aumento notoriamente el
tamarno de la estructura en general. Por debajo de la region meristematica, donde confluye

con los haces pro-vasculares, se observé la acumulacion de células con taninos.
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2,4-D/K

En los cotiledones, se apreci6, sobretodo en las primeras capas, que las células del mesofilo
se encontraban muy agrandadas, desordenadas y con abundantes espacios intercelulares,
es decir, se observé el inicio de una desorganizacion en este tejido. En la region vascular

continué la diferenciaciéon de traqueidas.

En el hipocotilo, se obtuvo la formacién de algunas protuberancias; las células
protodérmicas tomaron una forma cubica. El cértex present6 células agrandadas, algo
irregulares y desarregladas, aunque en ciertas partes la primera capa de células bajo la
epidermis present6 una disposicién muy ordenada, de células de igual tamafio, que
contrasté con las circundantes. Continué la acumulacién de material granular en las

células debajo del meristemo apical, las cuales tuvieron un mayor tamano en comparaciéon

a las células del meristemo y una forma irregular.

El namero de células que conforman el estrato externo del meristemo apical del tallo se
incrementé notoriamente, debido a divisiones anticlinales en esta region, aunque no se
registraron mitosis para las células interiores del mismo, que en realidad tuvieron una
apariencia un poco aplanada. En algunas células de la capa externa del MA, se aprecio la

acumulacién de taninos, asi como en la parte del mismo que se conecta con los haces

vasculares.

Doce dias de cultivo

Los embriones a esta fecha aumentaron su longitud de 5 a 6 mm. Presentaron los

cotiledones engrosados de color verde brillante al igual que los dos tercios superiores del
hibocotilo, y mantuvieron una apariencia lisa y compacta. La radicula y la cofia se vieron
hidratadas y se inici6 la oxidaciéon del extremo mas distal, el cual present6é una textura
pegajosa y friable que tendia a desprenderse con facilidad del resto del explante al ser

manipulado. En embriones expuestos al 2,4-D/K, se observé la formacién de pequenias
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protuberancias en las superficies laterales del embrion, sobre la porcién superior del

hipocotilo y en la superficie externa de los cotiledones.

ANA/BA
En general se detecté poca actividad meristematica en los cotiledones; la mayorfa de las
células del meséfilo se encontraron agrandadas por la presencia de vacuolas prominentes,

aunque mantuvieron un arreglo y una orientacién ordenada en el tejido.

En el hipocotilo se hicieron evidentes algunas ondulaciones de la superficie,
particularmente hacia la mitad mas cercana al meristemo radical. Estas ondulaciones se
encontraron tanto en la SCM como en la SAM y fueron producto de la actividad de células
protodérmicas y del cortex, ya que se registraron divisiones tanto anticlinales como
periclinales en estos estratos. En la SAM se formaron las primeras protuberancias
producto de divisiones de la protodermis y de células subepidérmicas, asi como
estructuras cuya apariencia semejé a los meristemoides (Fig. 13-A). Al parecer estas
estructuras también tuvieron un origen doble (a partir de divisiones en ambos estratos) ya
que se encontraron evidencias de que la protodermis no solo forma un estrato de células
superficiales sino que participa en agregar células al cuerpo de la estructura mediante
divisiones periclinales. Este comportamiento podria no ser tan inusual si se toma en
consideracion que en los meristemos apicales de las gimnospermas la capa externa
frecuentemente presenta tanto divisiones anticlinales como periclinales. Cabe sefalar que
las células protodérmicas que formaron parte de estructuras presentaron por lo regular
una menor acumulacién de taninos en comparacién con las células protodérmicas

circundantes.

En la SCM del explante, las células meristematicas se arreglaron formando regiones mas
amplias que comprendian de dos a tres estratos y mas de 15 células, también de origen
doble (zonas meristematicas) (Fig. 13-B). En general se observé la acumulacién de células

llenas de material (taninos condensados) en el cértex bajo las zonas meristematicas.
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Fig. 13. Corte | itdinal de hi ilo a los 12 dias de culuvo en ANA/BA. (A) Menslemo:de en la SAM
la

(ﬂecha) (B) Zona mensteminca en la SCM, formada por divisi de ¥y subepidermis con p
for 6n de un meri ide (flecha); i6n de i (T)en las célul-s interiores.

El tejido fundamental del hipocotilo y del cotiled6n, exceptuando a las células con
apariencia meristematica, se conformé por células grandes, relativamente cuadradas, con
vacuola prominente y espacios intercelulares grandes. En general no se registraron

mitosis.

En cuanto al procambium del embrién, se observé el engrosamiento de las células asi
como el desarrollo de algunas traqueidas. El parénquima asociado al procambium, por su
parte, tomé una apariencia muy distinta al resto de los tejidos que lo rodean.
Aparentemente esta formado por células con vacuolas muy grandes y con paredes muy
delgadas, relativamente rico en la acumulacién de material granular, que se vié
fuertemente afectado por el procesamiento al que fue sometido el embrién durante su
preparacién para el corte, ya que tendi6é a separarse del resto de los tejidos y romperse
durante (o quizas antes) la inclusién. Cabe sefialar que este tipo de tejido se encontré a

partir de los 12 dias de cultivo en todos los explantes independientemente del regulador

de crecimiento al que fuera sometido.
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La cofia se encontr6 disgregada sobretodo en las partes externas debido a la presencia de
espacios intercelulares grandes que promovieron la separacién de las células durante la
inclusion. Se observé la acumulacion de una gran cantidad de material (taninos
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condensados) que separaba la cofia en desintegracion del resto de los tejidos del embri6n,

aunque este result6 un fené6meno coman en ambos tratamientos (Fig. 14-B).

2,4-D/K

En estos embriones, la actividad meristematica de los cotiledones se vio restringida a los
apices de los mismos, aunque a este tiempo no fue posible distinguir si se debi6 a la
formacion de un meristemoide o si eran el reflejo del alargamiento de estos 6rganos. Bajo
estas regiones se localizaron células grandes que acumularon una gran cantidad de
taninos condensados. El resto de las células del meséfilo presentaron vacuolas grandes y

un arreglo muy laxo por los grandes espacios intercelulares.

El hipocotilo present6 un cértex de apariencia muy similar al de los cotiledones, aunque se
noté un mayor desarreglo en las células de la SAM. Las regiones meristematicas se
observaron también con ondulaciones en la superficie, sobretodo en la SCM. Aqui
nuevamente se observoé el desarrollo de zonas meristematicas, formadas por dos a tres
estratos de células, donde parte del estrato subepidérmico mas externo parecié haberse
originado a partir de divisiones periclinales de la protodermis. También se observé la
aparicion de pequeiias agrupaciones de células meristematicas en las regiones

intercotiledonarias (Fig. 14-A).

Fig. 14. Cortes Iongnudmales a Ios 12 dias de cultivo en 2,4-D/K. (A) Formacion de un menslemonde (ﬂechls) en la

iled ia (* inter iled i0); (B) Reglén del mc- cuyo
1 de i en las

regién inter
citoplasma y nuacleo se tifien fucrtemente en el cortex y

superficiales.

r
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La zona del meristemo radicular y su parénquima circundante present6 una gran
actividad mitética asf como la formacion de agrupaciones de 2, 3 y 4 células; esta actividad
fue mas notoria en lo que corresponderia a las superficies laterales del embri6n con
respecto a su posicion sobre el medio durante el cultivo, en los tejidos que no se

encuentran en contacto directo con el medio.

Catorce dias de cultivo

A los 14 dias de cultivo y a partir de entonces, en ambos tratamientos se observé un
crecimiento notorio del embrién, pero particularmente un engrosamiento de los
cotiledones; éstos tomaron una coloracién verde brillante. Por otra parte, la radicula
continué con su proceso de degeneracién. En general presentaron pocas diferencias con
respecto a los 12 dfas de cultivo, aunque en algunos explantes, la superficie en contacto

con el medio empez6 a tomar una coloracién ligeramente parda.

Histol6gicamente, se observé que las células del c6rtex embrionario tenian un arreglo laxo
por la presencia de abundantes espacios intercelulares; por lo regular presentaron una
vacuola grande, nicleo pequefio y poco citoplasma. Cerca de las regiones meristematicas
y alrededor de los haces vasculares, las células acumularon una gran cantidad de material,
probablemente taninos condensados. Por su parte, las regiones meristematicas son las

unicas que mantuvieron una apariencia de tejido compacto.

ANA/BA

En este tratamiento se observé una
considerable actividad mitética en los
cotiledones en comparacion con fechas
anteriores. Las zonas meristematicas

se organizaron formando una capa de

2 a 4 células de grosor en la
Fig. 15. Conte | itudinal de hi| ilo a los 14 dias de cultivo

hipodermis. En cortes externos de cn ANA/BA. Zona meristematica subepidérmica, que pudiera
estar organizandose para formar meristemoides (2). El resto de
las células de cértex ti las grandk
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estas regiones, la tincion con APS demostr6 la presencia de abundantes granulos de

polisacaridos insolubles, probablemente almidones.

Por su parte, en el hipocotilo se observé la formacién de ondulaciones en la SAM durante
el cultivo, aunque las zonas mersitematicas (Fig. 15) se encontraron sobretodo en la
porcion del hipocotilo mas cercana a los cotiledones, asf como en regiones
intercotiledonarias. En la SCM se observ6é el agrupamiento de estas células en el

parénquima asociado al haz vascular cerca de la region del meristemo radicular.

2,4-D/K
En general, la actividad meristematica de los cotiledones fue muy baja. Estos tomaron una
apariencia engrosada, donde el cotiled6n en contacto con el medio fue, de manera regular,

mas corto que el resto de los cotiledones.

Por otro lado, en las superficies laterales del embrion o en aquellas mas alejadas al medio
durante el cultivo del hipocotilo, se observé la formacion de los primeros nédulos, con la
forma de un domo. La protodermis del embrién constituyé parte de la estructura,
mientras que en el cuerpo se observaron divisiones periclinales, anticlinales y oblicuas. En
general hubo una reducida actividad mitética y meristematica en el resto del embrién.
Cabe senalar que no se identificaron estructuras intermedias entre las agrupaciones de 3 a
4 células observadas en las etapas anteriores y estas agrupaciones mucho mas amplias. En
el analisis histoquimico se evidenci6 nuevamente la acumulacién de granulos de

polisacéridos en los tejidos mas externos del embrion.

Dieciseis dias de cultivo

Los embriones presentaron algunas diferencias en talla y apariencia general en relacién
con aquellos descritos en la fecha anterior. Sin embargo, cabe seiialar que para los 16 dias
se observ6é de manera generalizada la aparicion de pequefias protuberancias en la

superficie del embrion. En ANA/BA se formaron pocas protuberancias y parecieron
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limitadas a la superficie mas alejada del medio; mientras que en 2,4-D/K éstas se
observaron en la parte baja del hipocotilo, cerca de la zona de transicién entre las
porciones compactas y el tejido en degeneraciéon de la radicula-cofia, asf como en la base
de los cotiledones en la superficie en contacto con el medio. La superficie de los
cotiledones y del hipocotilo en contacto con el medio tomé una apariencia irregular. Se
inicié un desarrollo diferencial de los cotiledones en 2,4-D/K ya que aquellos mas alejados

al medio se encontraron ligeramente mas alargados que el resto.

ANA/BA

Se observé que las células . o
epidérmicas de la superficie
adaxial del cotiled6n presentaron
una apariencia mas aplanada y
acumularon menos taninos que
aquellas de la abaxial, las cuales

se observaron mas agrandadas,

con la acumulacién de mucho 16
- - - =] * <

ig. 16. Corte longitudinal de I;;I cotiledén a los 16 dias de cultivo
en ANA/BA. Yemas apicales en la superficie abaxial.

material y con tendencia a

desorganizarse, especialmente en

los cotiledones en contacto
directo con el medio. En la region apical y lateral de los cotiledones se observé ademas la

presencia de protuberancias nodulares y yemas apicales (Fig. 16), donde se evidenciaron
divisiones anticlinales en la capa mas externa y divisiones periclinales, anticlinales y
oblicuas en las méas internas. Por su parte, en el haz provascular se encontré una gran

acumulacién de material granular, tanto en el parénquima circundante como en las células

alargadas que lo conforman.

En los tejidos del hipocotilo en contacto con el medio, se observé una considerable
actividad mitotica que tendié a la formacion de zonas meristematicas continuas de 6 a 10

células de grosor, que dio origen a abultamientos. Hacia el interior del cértex se observé la

49 TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




formacién de agrupaciones de 3 a 4 células, que dieron la impresién de un desarrollo
tardfo o secundario de posibles estructuras organizadas (meristemoides). As{ mismo, se
observé el desarrollo de meristemoides formando un anillo en el sitio de transicion entre el
hipocotilo y la radicula; éstos resultaron probablemente de las divisiones observadas en
etapas anteriores en la region del cértex. Se encontr6 ademas la presencia de células de
tipo meristematico en las regiones intercotiledonarias, formando ya meristemoides y con
traqueidas diferenciadas asociadas. En la superficie mas alejada del medio la actividad
mitética parecié reducida y s6lo se formaron pequeiias agrupaciones de células en la

hipodermis.

Se observé el desarrollo del meristemo apical del tallo con la diferenciacion de primordios

foliares, asi como la acumulacién de una gran cantidad de taninos en las células del

parénquima bajo esta estructura.

2,4-D/K

La actividad mitotica de los cotiledones se centr6 principalmente en las superficies en
contacto con el medio, donde se formaron zonas meristematicas rodeadas por células con
una gran cantidad de material granular, inclusive en la protodermis del mismo. Aunque

en general, los cotiledones presentaron poca respuesta morfogenética.

En el hipocotilo se observé la formacion de meristemoides, tanto en la superficie en
contacto con el medio como en las superficies alejadas y laterales (Fig. 17-A y B); aunque
cabe sefialar que fueron poco abundantes. En cortes longitudinales estos meristemoides
tuvieron alrededor de 3 a 5 células de grosor, donde se observé su asociaciéon con
traqueidas diferenciadas que no se relacionaron con el cilindro vascular del eje
embrionario. Los meristemoides se encontraron sobretodo en las regiones
subepidérmicas, aunque también se observaron algunos arreglos celulares concéntricos en

el parénquima del cértex del embriéon. Se observaron también zonas meristematicas en la

superficie en contacto con el medio (Fig. 17-C).
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Fig. 17. Cortes longitudinales de hipocotilo a los
16 dias de cultivo. 2,4-D/K.

(A) Meristemoides en la SAM (flechas).
Note las divisiones periclinales en la
protodermis, asi como ¢l canal en la
subepidermis;

(B) Meristemoidesen la superficie lateral;

(C) Zona meristemitica en la SCM; note la

lacién de tani
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Veintidé6s dfas de cultivo

En esta fecha los embriones midieron entre 7 y 8 mm de longitud y presentaron una
coloracién verde brillante en los cotiledones y la parte superior del hipocotilo, mientras
que la radicula inici6 su oxidacién. En ANA/BA se observaron pocas protuberancias y en
general éstas se presentaron en la base de los cotiledones, en las zonas intercotiledonarias
y en la superficie abaxial de los mismos. En 24-D/K el desarrollo diferencial de los
cotiledones fue mas notorio que en fechas anteriores, aquellos en contacto con el medio
durante el cultivo se encontraron engrosados y mas cortos que aquellos mas alejados del
medio. En estos embriones se formaron protuberancias y algunas hojas dispersas en el

hipocotilo, en las superficies laterales asi como en aquella mas alejada al medio.

ANA/BA

Los cotiledones tuvieron una apariencia similar a lo descrito para los 16 dias de cultivo.
Sin embargo, cabe sehalar que se encontraron amplias zonas meristematicas en la
superficie de los cotiledones, que le dieron una apariencia ondulada a estos 6rganos. Estas
regiones usualmente abarcaron toda la superficie externa y el apice de los cotiledones y
tuvo un grosor de 4 a 5 células, en la base de los cuales usualmente se encontré la
asociaciéon con traqueidas. Se registr6é también la formacion de brotes en la superficie

interna de los cotiledones.

En general la mayoria de las células del hipocotilo presentaron grandes vacuolas, el nucleo
y el citoplasma aplanado contra las paredes de las células y carencia de material granular;
asimismo tuvieron un arreglo muy laxo y parcialmente desorganizado. En células
parenquimaticas del co6rtex asociado a los haces vasculares se encontraron arreglos
concéntricos de células con micleo y citoplasma prominente, posiblemente meristemoides,
mientras que en las superficies laterales del embrién, con respecto a su posicion sobre el
medio durante el cultivo, se formaron ondulaciones por el desarrollo de zonas
meristematicas de origen epidérmico y subepidérmico, donde se visualizaron algunas

yemas apicales. Bajo este tejido se encontraron células con una disposicién muy laxa,
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algunas de las cuales acumularon material amorfo de manera considerable, en algunos
casos taninos condensados. Una importante actividad mit6tica se observé también en el
parénquima que rodea al meristemo radicular. Por otro lado, en la zona correspondiente

al tejido provascular se encontraron traqueidas bien diferenciadas.

Cabe sefialar que fue frecuente
encontrar la formacién de brotes (uno o
mas) a partir del meristemo apical del

embrién.

Fig. 18. Meristemo apical del tallo a los 22 dfas de
culivo en ANA/BA. Dos brotes formados a
partir del meristemo apical del tallo del embri6n .

2,4-D/K

Las células del meséfilo de los cotiledones mas alejados del medio durante el cultivo,
presentaron un mayor desarreglo que aquellos mas cercanos a ¢l, mientras que las células
de la protodermis disminuyeron su tamaifio, excepto en las superficies en contacto con el
medio donde se llenaron de taninos condensados. Por lo regular las unicas regiones
compactas correspondieron a las agrupaciones de células con apariencia
meristematica(meristemoides), usualmente hacia el apice de los cotiledones y en el tejido

intercotiledonario.

Las mayoria de las células del cortex del hipocotilo fueron similares a lo anteriormente
descrito. Se observé una actividad meristemitica considerable en el hipocotilo donde se
formaron regiones similares a las descritas para ANA/BA y se obtuvo la diferenciaciéon de
brotes con un par o dos de primordios foliares. También se obtuvo la respuesta de células
del cértex, alejado de la superficie, en algunos de los embriones seccionados. Todas estas
estructuras presentaron traqueidas diferenciadas asociadas, las cuales no parecieron tener

relacién con el cilindro vascular del embrién.
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Treinta dfas de cultivo

En los embriones sometidos al tratamiento con ANA/BA se observé un incremento
notorio en el grosor de todos los cotiledones, independientemente de su posicién con
respecto al medio. Se obtuvo una mayor formacion de brotes en los &pices de los
cotiledones, asi como en las superficies laterales del eje embrionario y en aquella mas
alejada del medio; mientras que las SCM se formé una menor cantidad de brotes que a su
vez tendieron a desarrollarse con mayor lentitud. Por su parte en los embriones tratados
con 2,4-D/K se observé una clara diferencia entre los cotiledones. Aquellos mas distantes
al medio se alargaron considerablemente y tomaron la apariencia que adquiere cualquier
embrién germinado. En general estos cotiledones no formaron brotes. Los brotes se
originaron solo a partir de los cotiledones de las superficies laterales o en contacto con el
medio. En el hipocotilo se obtuvo la formaciéon de brotes con hojas largas en la superficie

alejada del medio, mientras que en la superficie contraria se obtuvo la formacion de

nédulos grandes e irregulares.

ANA/BA

Las células de la protodermis de los cotiledones se observaron muy delgadas a
comparaciéon de las células que conformaron el meséfilo, exceptuando aquellas que se
encontraron en contacto directo con el medio durante el cultivo, las cuales se presentaron
llenas de taninos condensados. Por su parte, el meséfilo se conformé por células muy
grandes y de disposicion irregular debido a los grandes espacios intercelulares. En general
la actividad mitética se limit6é a las zonas meristematicas (formada por estratos de 5 a 6

células de grosor) y a las yemas formados en los apices de los cotiledones.

Por su parte, las superficies laterales del hipocotilo presentaron una gran actividad
mitética y meristematica que en la SCM dio origen a grandes nédulos. Estos nédulos
estuvieron conformados por células de apariencia tipicamente meristematica y hacia el
centro presentaron células que acumularon material granular, a la vez que una disposicion
mas laxa. Hacia el interior del cortex también se observé la presencia de agrupaciones de

células con niicleo prominente, probablemente meristemoides, las cuales en ocasiones se
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asociaron a traqueidas diferenciadas, aunque no parecieron tener relacién directa con el
cilindro vascular del eje embrionario. En SAM se obtuvo la formacién de yemas apicales.

El resto de las células del cortex se mantuvieron con las caracteristicas descritas para

fechas previas.

Fue comun encontrar la formacion de un brote a partir del meristemo apical del tallo del
embrién o la formacién de mdas de un brote a partir de este tejido. Por su parte, el
parénquima alrededor del meristemo radicular también mantuvo una considerable
actividad, aunque no para el desarrollo de la radicula sino para la formacién de
meristemoides. Bajo el meristemo se mantuvo la franja de células con taninos
condensados que separa el tejido de la cofia en degeneracion del resto del embriéon.

Cabe senalar que tanto en ANA/BA como en 2,4-D/K las yemas apicales formadas
tuvieron la clasica apariencia de un domo meristematico con primordios foliares, donde
las células apicales y subapicales presentaron una menor acumulacién de material
granular que lo observado en la protodermis. Usualmente se encontraron traqueidas
diferenciadas asociadas a la base de esta estructura aunque no se relacionaron al cilindro
vascular. Asi mismo se observé la formacion de dos columnas de células hacia el centro
de la estructura ya sea con vacuolas muy grandes que le dieron la apariencia de estar

vacias, o llenas de material amorfo, probablemente taninos.

24-D/K

La apariencia de las células del mesofilo
de los cotiledones variaron ligeramente
con respecto a la posicién del cotiledén
sobre el medio durante el cultivo. En el

cotiledon mas alejado al medio se

observé que este tejido tuvo un arreglo

dinal de un iledén a los30 dias de

mas laxo y desordenado que en el Fig. 19. Corte longi
cultivoen 2,4-D/K do la for ion de una p

zona meristematica en su dpice.
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cotiled6n en contacto con el medio; al parecer el aumento en la longitud del primero se
debi6é a un aumento en la longitud de las células y de los espacios intercelulares mas que a
un aumento en el namero de células. Al igual que en ANA/BA, se observé una fuerte
acumulacién de taninos en la epidermis y el mesofilo en contacto directo con el medio.
Las tnicas regiones que tuvieron una apariencia compacta, asf como actividad
meristematica, correspondieron a las regiones meristemiticas en los apices de los

cotiledones (Fig. 19). Asf mismo, se observé el desarrollo de meristemoides

intercotiledonarios.

En el hipocotilo, al igual que en ANA/BA, las regiones meristemiticas en la SCM
originaron nédulos grandes, a partir de los cuales iniciaron su desarrollo meristemos
apicales (Fig. 20-A); cabe sefialar que en muchas de estas estructuras se acumulé una gran
cantidad de taninos en las células mas externas (Fig. 20-B). Los primeros brotes
diferenciados con primordios foliares se encontraron en las superficies laterales y mas
alejadas. En la mayoria de estas estructuras la epidermis pareci6 participar activamente en
donar células tanto a la superficie como al cuerpo mismo; sin embargo, se encontraron
evidencias de protuberancias nodulares, cuyo origen pareci6 ser mas interno, que
rompieron la epidermis al emerger. Se identificaron también algunas estructuras con un

arreglo celular concéntrico en el parénquima asociado al haz vascular.

itudinal de h ilo a los 30 dias de cultivo en 2,4-D/K. (A) Formnc:én de yemas (flechas) a partir
de protub dul SCM (B) Zonas meristemadticas (flecha) y p 1 (pn) en la superficie
del embrién cercana al mcn“emo radicular.

Fig. 20. Conc
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Se observé con regularidad el desarrollo del meristemo apical del tallo del embrion, el cual

en esta fecha present6 al menos 6 hojas largas, con inicios de un haz vascular diferenciado,

asf como la elongacién del tallo.

Cuarenta y cinco dias de cultivo

En esta etapa, los explantes incrementaron considerablemente su grosor y aquellos que
formaron estructuras adventicias las presentaron usualmente en los apices de los
cotiledones, sobre las superficies laterales del hipocotilo asf como en las mas alejadas del
medio donde los brotes formados presentaron un mayor crecimiento. En las superficies en
contacto con el medio se observé la aparicién de algunos brotes, aunque por lo regular se
obtuvo la formacién de protuberancias nodulares, o masas irregulares de células
compactas. Los explantes que no formaron brotes usualmente presentaron un tejido muy
engrosado, de apariencia hiperhidratada, aunque comiinmente mantuvieron una
coloracién verdosa en el hipocotilo y cotiledones.

ANA/BA

A los 45 dias de cultivo, los embriones de este tratamiento presentaron un respuesta mas
extendida. En cortes realizados se evidenciaron meristemos, yemas apicales y brotes con
maltiples hojas formados a partir de las regiones epidérmicas y subepidérmicas del
embrion, las cuales conservaron aparentemente la epidermis del explante (Figs. 21- A, 21-B
y 21- E), asi como a partir del parénquima asociado al tejido vascular tanto en los
cotiledones como en el hipocotilo (Fig. 21-F); sin embargo, también se encontraron
evidencias de la emergencia de primordios de brotes o protuberancias nodulares a través
de la epidermis (Fig. 21< y 21-D), que provocaron la ruptura de ésta, los cuales parecen
haber tenido un origen en una regién mas profunda del explante. Ambos mecanismos de

emergencia de los brotes han sido descritos para diferentes sistemas de cultivo.

En general los brotes formados presentaron el desarrollo de novo de traqueidas, que no

parecieron unirse o relacionarse con el haz vascular principal del embrion, excepto en los
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cotiledones donde se encontré que la mayoria de los brotes adventicios formados en el
4apice presentaron conexiones con el haz vascular de este 6rgano (Fig.- 21-E). Cabe seftalar
que también se registré la formacion de protuberancias nodulares grandes, usualmente en

la SCM, a partir de los cuales se inici6 la diferenciacién de algunos meristemos apicales

(Fig. 21-B).

Por lo regular el meristemo apical del tallo formé uno o mas brotes, que usualmente
presentaron tejido vascular (diferenciacion de traqueidas); por su parte, las células zona
del meristemo radicular exhibieron una enorme actividad, muchas protuberancias
nodulares y meristemoides se desarrollaron a partir de esta parte del explante. La franja
de células con taninos condensados que separa la radicula en degeneracién del resto del

tejido se mantuvo considerablemente gruesa (Fig. 21-H).

2,4-D/K

Los embriones de este tratamiento si bien presentaron el desarrollo de brotes adventicios,
éstos se formaron en un numero notoriamente reducido, con frecuencia a partir de
nédulos grandes y principalmente en las superficies laterales del embriobn que no
estuvieron en contacto directo con el medio durante el cultivo o a partir del apice de los
cotiledones. Sin embargo, en muchos de los embriones se observé la disgregacion del
cértex, las células se separaron mucho unas de otras y el espacio entre ellas se llené de un
material extracelular amorfo, formado principalmente por polisacaridos insolubles (Fig.
21-G). Los meristemoides formados en estos tejidos se encontraron usualmente muy
aislados unos de otros y rodeados de este material, asi como por células que acumularon
una gran cantidad de taninos condensados. Seria importante sefialar que en los explantes

que en esta fecha no formaron brotes, presentaron una estructura muy similar.
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Fig. 21. 45 dias de cultivo, (A-F y H: ANA/BA). (A) Bmhc:én m\’nlhple, mayor desarrollo en aquellos en la SAM
(B)Aumento del hipocotilo de la SCM:; (C) y (D) Protut dulares que emergen ro

i > la protod
(flecha); (E) Aumento de un cotiledon con brote adventicio en Ia SAM:; note la conexion del bn;te con el haz vascular
principal del cotiledén (flecha); (F) Formacion de meristemoides en el parénquima asociado a los haces vasculares;

(G)2,4-D/K. Desarrollo exagerado de matriz extracelular en el hipocotilo; (H) Meristemoides rodeados por células
con taninos; cértex total desorganizado.
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90 dias de cultivo

Los explantes que dieron lugar a estructuras T 4 -
presentaron en su superficie yemas y brotes en i -
diversos estados de desarrollo, usualmente con - :
mualtiples hojas. En 2,4-D se observé la elongacion del .
tallo de uno o mas brotes, mientras que en ANA/BA, .
la mayorfa presentaron poco alargamiento (Fig. 22). N
Fig 22. Corte longitudinal de un brote en el hipocotilo a los 90 .
dias de cultivo. La protodermis del explante sigue intacta y - . Y
parece continua con la epidermis del brote. Existe una &
aparente prolongacion del eje vascular del brote (flecha) hacia 255 “m
el explante pero este no se une al eje vascular principal. L 22
©oelmr o Estructuralmente, en ambos
R "\ . v tratamientos se observé que la
l _-‘ protodermis usualmente seguifa intacta,
.- _‘j;' con inclusiones, por lo cual la forma
d general del embrién seguia
'_ manteniéndose. Sin embargo, el cortex

. - ya presenté diversos estados de

. " 23 degeneracion; la mayoria de las células

Fig. 23. Corte longitudinal det hip ilo alos 90 dias de estaban muy separadas unas de otras,

cultivo. Las flechas sefialan rastros de la porcién basal de
los brotes. Asimismo se observa el gran tamafio de las

vacuolas de las células del cSrtex que no formaron parte 1 - al
de las estructuras. acumularon taninos aunque en gunas

tenfan grandes vacuolas y muchas

se observé la formacion de cuerpos
lipidicos. En ANA/BA, en el cortex se observé lo que serian rastros de la porcion basal de
los brotes y de sus haces vasculares (Fig. 23), aunque no se observé que éstos se asociaran

a los haces vasculares principales del explante, excepto en el cotiledén.
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Cuadro 3. Resumen de las observaciones estructurales sobre la ontogenia de los brotes.

Tiempo de
cultivo

TRATAMIENTOS

ANA/BA

24-D/K

3 dfas

COI‘[LEIX)NE- pocos. cambios. Consumo del
ial de almac

HIPOCOTILO:. duuunuc:bn de inclusiones
lul Ligero eng >

RADICULA: aumento notorio del volumen de
las células, incremento de los espacios
intercelulares.

MA: sin cambios aparentes

COTILEDONES: ligero engrosamiento, aian con
s, ial de al i

en el de

de inclusi

HIPOCOTILO: ligero inc
las células del cortex; dismi ic
celulares.

RADICULA: alta actividad meristeméatica de
parénquima asociado al MR. Inicia la
desorganizacion de la cofia.

pocas

MA: se reg

6 dfas

COTILEDONES: ac lacién de ial en la
protodermis de todo el embrién. Actividad
mitética de la hipodermis y en células
provasculares.

HIPOCOTILO: divisiones periclinales en

COTILEDONES: similar a ANA/BA. Las células
del messéfilo con vacuolas g
espacio intercelular.

HIPOCOTILO: mayor ac lacion de en
células en contacto con el medio. Divisiones en
células subepidérmicas; formacion de pilas de 4 a

algunas regiones de la protodermis. Ir
actividad mitética en ler y 2do estrato de
células del cortex.

RADICULA: alta actividad meristematica de
parénquima asociado al MR. Acumulacion de
taninos en cofia y c¢lulas que rodean al MR.

MA: divisiones anticlinales en capa externa,
peri y anticlinales en el resto.

6 células.

RADICULA: desarreglo generalizado de las
células

MA: crecimiento del domo apical.

10 dfas

COTILEDONES: células del mesdfilo con
vacuolas y espacios intercelulares grandes.
Pequeilos grupos de células de apariencia
meristematica en los cotiledones alejados del
medio de cultivo.

HIPOCOTILO: divisiones anticlinales,
periclinales y oblicuas, asi como agrupaciones
de 3 a 4 células en la hipodermis, mas
abundante en la SCM.

RADICULA: MR rodeado en su porcion basal
por células que acumulan taninos. La cofia

COTILEDONES: mesofilo similar ANA/BA
HIPOCOTILO: p ta abul i »s. Células
del cortex desarregladas y con vacuolas grandes,
excepto bajo la protodermis donde toman una
disposicién ordenada.

RADICULA: similar a ANA/BA
> de >

MA: ligero inc

contintia su disgregacion.

MA: meristemo apical; MR: meristemo radicular; SAM: superficie alejada del medio durante el
cultivo; SCM: superficie en contacto con el medio durante el cultivo; SL: superficies laterales del
explante con respecto a su posicion sobre el medio de cultivo.
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Cuadro 3. Resumen de las observaciones estructurales sobre la ontogenia de los brotes

(cont).

Tiempo
de
cultivo

TRATAMIENTOS

ANA/BA

2,4-D/K

12 dfas

COTILEDONES: poca  actividad mitotica;

COTILEDONES: mitosis en el &pice de los

agrupaciones de 3-4 células en perficies

laterales.

HIPOCOI'II.D: ond iones en la perficie.

en la superficie mis cercana al MR.
SAM nodulos o protuberancias por divisiones
periclinales y anticlinales del cortex y la
protodermxs

Aticas (2-3 estratos celulares)

cotiled b.,o los ¢ 1 e e células
que acumulan taninos.

HIPOCOTILO: SCAf zonas meristemiticas (2-3
estratos de células) originadas por divisiones en la
protodermis y cortex. Agrupaciones de células
meristemsticas en las regiones intercotiledonarias.

RADICULA: mitosis en células que rodean al MR;
agrup de 3-4 células en las SL del embrion.

14 dfas

COTILEDONES: considerable actividad mitotica;
células del mesofilo se organizan en zonas
meristematicas de 2-4 células de grosor bajo la
protodermis. Ac laciébn de granulos de
polisacéridos insolubles en capas externas.

HIPOCOTILO: células de apariencia
meristemdtica cerca de los cotiledones y en
regiones intercotiledonarias; asi como en el

COTILEDONES: poca  actividad mitStica;
cotiled6n mas corto en contacto con el medio.

HIPOCOTILO: formacién de nédulos y MA's
bien diferenciados en las SL y SAM: la
protodermis forma parte de las estructuras.

parénquima asociado a los haces v

16 dias

COTILEDONES: ac lacion de inos en
células de la SCM. En los apices se forman

nédulos y MA’s con primordios foliares.

HIPOCOTILO: SCAMf: formacion de estratos de 8-
10 células de grosor ba;o la protodermis de
apa. ia mer a que originan
ab i 8. Cortex i agrupaciones de 3-
4 células y meristemoides en la zona de transicion
entre el hipocotilo y la radicula. Meristemoides
intercotiledonarios con traqueidas. SAAM: poca
actividad, se forman pequefas agrupaciones de
células en la subepidermis.

COTILEDONIES: la actividad mité6tica se centra en
la SCM, aunque hay poca respuesta.

HIPOCOTILO: formaci6én de nodulos en la SCM,
en la SAM 1y en SL po-:o abun-

enlah mis bién se fc en el
cortex interno. N6dulos tienen traqueidas
asociadas en su porcion basal formadas de novo.

MA: brote apical bien desarrollado.

MA: meristemo apical; MR: meristemo radicular; SAM: superficie alejada del medio durante el
cultivo; SCM: superficie en contacto con el medio durante el cultivo; SL: superficies laterales del
explante con respecto a su posicion sobre el medio de cultivo.
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Cuadro 3. Resumen de las observaciones estructurales sobre la ontogenia de los brotes

(cont).

Tiempo
de
cultivo

TRATAMIENTOS

ANA/BA

2,4-D/K

22 dfas

COTILEDONES: zonas meristemiticas, de 34

células de pesor en la perficie ab y
pical, con tr. idas en la parte mas interna.

Células del cortex presentaron vacuolas grand

COTILEDONES: creci difi ial de
cotiledones producto del ahrgam:ento de las
células. Las pocas reg:ones con\p.:hs
cor den a zonas meri as

HIPOCOTILO: meristemoides en el parénquima
asociado a los haces vasc SL: se fc
MA'’s con primordios foliares. Cortex formado
por tejido muy laxo.

RADICULA: importante actividad mitotica en el
par que rodea al MR.

del ﬂpice

HIPOCOTILO: actividad mitotica considerable en
SCM, con la formacion de algunos estratos

celul mas gr »s. Formacion de brotes.

30 dfas

COTILEDONES: células de la protodermis muy
delgadas; formacion de zonas meristematicas
amplias (5 o mas estratos) al costado de los
explantes y MA’s en el dpice.

HIPOCOTILO: SCM: formacioén de
protuberancias nodulares grandes de células con
apariencia meristematica; meristemoides en el
interior del cortex y MA’s en la SAM.

RADICULA: meristemoides en el parénquima
circundante al MR.

COTILEDONES: meristemoides y MA’s en el
apice; meristemoides con forma de domo en la
zona intercotiledonaria

HIPOCOTILO: SCAM: protuberancias nodulares
grandes a partir del cual se inicio el desarrollo de
MA'’s. SAMy SL:brotes con primordios foliares y
hojas. Protuberancias nodulares que rompen la
protodermis para emerger.

MA: Brotes bien desarrollados.

45 dfas

COTILEDONES: formacién de nodulos, MA’s
con primordios foliares y brotes con conexion al
haz vascular del cotiledén.

HIPOCOTILO: formacién de las diferentes
estructuras, usualmente con la participacion de la
protodermis y el cortex aunque se encontraron
n6édulos que rompen la superficie. SCAM:
diferenciacion de MA’s a partir de protuberancias
nodulares.

RADICULA: gran cantidad de protuberancias
nodulares y meristemoides de la zona del MR.

MA: desarrolio de uno o mas brotes.

COTILEDONES: meso&filo sumamente laxo, pocas
zonas meristerniticas en los dpices.

HIPOCOTILO: se forman pocos meristemoides y
MA'’s a partir de la hipodermis; la mayoria de las
células del cortex tienen vacuolas grandes y estan
muy separadas entre si por material extracelular,
aparentemente una pared muy gruesa. Células
con taninos repartidos entre el cortex.

RADICULA: deshecha. Abundante acumulacion
de taninos en las regiones basales.

MA: meristemo apical; MR: meristemo radicular; SAM: superficie alejada del medio durante el
cultivo; SCM: superficie en contacto con el medio durante el cultivo; SL: superficies laterales del
explante con respecto a su posicion sobre el medio de cultivo.

63

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




DISCUSION

Han sido pocos los estudios acerca de la ontogenia de las estructuras adventicias formadas
in vitro, si se comparan con el namero de especies que han sido regeneradas mediante
estas técnicas. En el género Pseudotsuga, s6lo se ha trabajado con P menziesii, y es
quizias una de las especies de coniferas para la cual se han desarrollado una mayor
cantidad de protocolos de regeneracién, ya sea via organogénesis o embriogénesis
somatica (Durzan y Gupta, 1987), debido a su importancia econémica a nivel mundial. Sin
embargo, respecto a la formacién de brotes adventicios, iunicamente se han reportado dos
trabajos que tratan acerca del desarrollo ontogénico de estas estructuras para F. menziesii
(Cheah y Cheng, 1978; Kirby y Schalk, 1982). Este seria el primer estudio acerca de la
ontogenia de brotes adventicios formados a partir del cultivo in vitro de embriones

maduros completos de . rnacrolepis.

La respuesta morfogenética de un explante depende en gran medida de las condiciones
del cultivo, en particular del tipo y de la concentracién de los reguladores de crecimiento;
aunque ésta también es altamente dependiente de factores intrinsecos al explante mismo,
como lo son su genotipo y estado fisiolégico (incluyendo edad fisiol6gica y ontogénica); el
tipo de 6rgano o tejido que sirve como explante; el tamaiio; la estacién del ano durante el
cual fue recolectado y la calidad general de la planta madre (Thorpe y Patel, 1984; Ahuja,
1993). En el caso particular de F. macrolepis, se emplearon embriones maduros como
explantes ya que han sido los que han presentado una mayor receptividad al manejo in
vitro (Galindo-Flores, datos no publicados); sin embargo, esta eleccién pudo ser un factor
que influy6 sobre la variabilidad en los resultados observados; ya que estos explantes
(embriones completos) fueron el producto de una fecundacién por polinizaciéon abierta, no
existe una uniformidad genética que pudiera presuponer uniformidad en cuanto a las

respuestas que se manifiestan (Vogelmann et al/, 1984)

Al igual que en los estudios anteriores con P. macrolepis (Garcia-Campusano, 1999;
Monjaras-Gonzalez, 2001), se encontré6 que las diferencias entre los tratamientos con

reguladores de crecimiento eran de orden cualitativo. Es decir, los embriones tratados con
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ANA/BA formaron yemas y brotes, aparentemente en mayor namero y en conglomerados
cuya elongacién fue mas lenta y su sobrevivencia mas baja. Por su parte, en los
tratamientos con 2,4-D/K el naumero de brotes fue generalmente menor y su crecimiento
fue mas rapido, lo cual permitfa su individualizacién en un tiempo mas corto. Estas
observaciones concuerdan con lo reportado por otros autores para diferentes coniferas,
especificamente para los cultivos de . menziesii (Cheng, 1977), Pinus strobus (Flinn et al.,
1986), Picea rubens (Lu et al, 1991), Pinus banksiana (Harry y Thorpe, 1994), Finus
eldarica (Sen et al., 1994) y Ficea chihuahuana (L6pez-Escamilla, 2000), donde documentan

la formacién de un mayor niimero de brotes por embrién en los explantes tratados con BA

que con K.

En general, el proceso de formacién de brotes sigui6é un patrén similar a lo observado por
otros autores; sin embargo, la distribucion espacial y la asincronfa temporal del proceso,
asi como la via de desarrollo que siguieron las células activadas por el tratamiento de
induccién, presenté variaciones que no parecieron tener tanta relacién con el tipo de
reguladores de crecimiento empleados, como con la posicién de las células con respecto al
medio de cultivo. Estas observaciones parecen concordar con la hipétesis de que el
establecimiento de gradientes hormonales y nutrimentales en el tejido del explante son un
factor preponderante para el establecimiento de la competencia celular y de la posterior
determinacién (Yeung et al, 1981; Joy-Iv y Thorpe, 1999; Ziv, 1999). La respuesta se
relacion6 con la presencia de sitios particularmente “sensibles” a los tratamientos
inductores; es decir, a ciertas zonas que aparentemente presentaron una predisposiciéon
para responder a los tratamientos, como: el meristemo apical del brote, el tejido

intercotiledonario y posiblemente la protodermis.

Debido a que el proceso organogénico varié temporalmente entre los explantes, aan
dentro de un mismo tratamiento, a nivel estructural, el desarrollo in vitro de brotes

adventicios de PP macrolepris se separ6 en varias etapas, que se discutirdan en orden

cronolégico (Fig. 24):
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Etapa 1 (0-5 dfas): Divisiones azarosas en el teyido

La activaciéon de la divisién celular fue la primera respuesta del explante al tratamiento
inductor y contribuyé de manera importante al crecimiento generalizado y al posterior
curvamiento del explante (ademas del crecimiento por aumento en el volumen celular), lo
cual parece un evento comuin durante la micropropagacion, ya que ha sido descrito por

varios autores (Yeung, 1981; Flinn et a/., 1988; Kulchetscki et a/, 1995).

Por otra parte, se sabe que la reactivacién del ciclo celular en células diferenciadas bajo la
influencia de un estimulo externo, es un reflejo de su competencia mitética y se cree que es
un paso indispensable para que se presente el cambio de un tipo celular determinado a
uno que permita la rediferenciacion de la célula y el reinicio de la morfogénesis (Joy-Iv y
Thorpe, 1999; Ziv, 1999; Thorpe y Stasolla, 2001). Sin embargo, siguen sin esclarecerse del
todo, que factores son los que establecen la competencia de una célula ya que las células en

un cultivo varfan en su capacidad de responder a la induccién.

Las hipétesis al respecto, parten del enunciado de que los tejidos empleados para iniciar
un cultivo estan constituidos por una poblacién de células muy heterogénea tanto en su
potencial de desarrollo como en su grado de organizacién, por lo cual pueden ser
permisivas a la morfogénesis, o inductivas, dependiendo de sus antecedentes genéticos
(Meins, 1986, George, 1993). Segun evidencias relativamente recientes, en cultivos de
capas delgadas de células de tabaco (Gilissen et a/., 1994), se relacioné la localizacién del
sitio de origen de la mayoria de los brotes adventicios formados (epidermis y
subepidermis), con la ploidia de las células constituyentes; en este caso aquellas con una
ploidia normal de 2C presentaron una mayor competencia, ya sea que encontraran
detenidas en un fase G1 o G2 del ciclo celular. La velocidad con la cual las células
responden a las sefiales inductoras y reactivan su ciclo celular puede, por lo tanto,

determinar el momento en el cual se inicia la determinacién de las células y la posibilidad

de éstas para desarrollarse.
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Con respecto a esto, Street (1977 fide George, 1993), seiiala que de la poblacién de células
potencialmente competentes, aquellas que inician su desarrollo primero inhiben el
desarrollo de células circundantes al tomar de ellas metabolitos esenciales; esto puede
encontrar sustento en observaciones realizadas a partir de andlisis citoquimicos que
muestran una disminucién mas rapida de material de almacenamiento (almidones, lipidos
y protefnas) de las células que no responden morfogénicamente (Patel y Berlin, 1983; Patel
y Thorpe, 1984; Flinn et a/,1989). Por su parte, otros autores plantean que aquellas células
que se inducen primero inhiben el desarrollo de las células circundantes a través de la

liberacién de compuestos reguladores del crecimiento (George, 1993).

Etapa 2 (4-6 dfas): Localizacion de las divisiones celulares

En los cultivos de P. macroleprs, resulté dificil establecer a partir de que estrato celular se
inicié la respuesta a la induccién, si de la protodermis o de la hipodermis, ya que en
muchos de los casos se encontré evidencias de que ambas participaron simultdneamente
en el desarrollo de los meristemos, regiones mersitemaiticas, n6dulos y yemas; por lo cual
se propone, al igual que varios autores, un origen multicelular para la mayoria de los

brotes adventicios obtenidos.

La concentracién de las divisiones celulares en los estratos proto e hipodérmicos del
explante ocurre dentro del mismo periodo que ha sido reportado por otros autores: entre
los 3 y 9 dfas de exposicién a las citocininas y generalmente en la superficie en contacto
con el medio (Cheah y Cheng, 1978; Yeung et al, 1981; Aitken-Christie et a/, 1982; von
Arnold y Grénroos, 1986; Wagley et al. 1987); este fené6meno se ha relacionado a una
activacion mitética orientada hacia la morfogénesis, aunque no se ha logrado establecer si
en este periodo las células se encuentran ya determinadas (Flinn et a/, 1988; Joy-Iv y
Thorpe, 1999), aunque es posible sugerir que éstas son competentes. A partir de ellas se ha
observado el desarrollo de promeristemoides (Villalobos ef a/, 1985; Flinn et al, 1988;
Saravitz et al., 1991 fide Kulchetscki et al., 1995; Kulchetscki et a/., 1995; Lopez-Escamilla e¢
al., 2000; Pelletier y Laliberté, 2000), o de regiones mas amplias de células de apariencia
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meristemaitica (centros meristematicos) (Yeung et a/.,1981; von Arnold y Grnroos, 1986;
Kulchetscki et al, 1995).

A diferencia de lo observado en el cultivo de cotiledones de P. menziesii, donde el origen
de las estructuras es totalmente hipodérmico y los brotes emergen a la superficie
rompiendo la epidermis (Cheah y Cheng, 1978; Kirby y Schalck 1982), la protodermis de
los embriones de PFP. macrolepris participa activamente en el proceso organogénico,
formando parte de las estructuras en desarrollo, creciendo mediante divisiones
anticlinales, tal como ha sido observado en los sistemas de micropropagacion propuestos
para Pinus radiata (Yeung et al.,1981; Villalobos et al,1985), Picea abies (von Arnold y
Gronroos, 1983), Finus strobus (Flinn et al, 1988), Abies fraserii (Saravitz et al., 1991 fide
Kulchetscki et al, 1995) y Abies amabilis (Kulchetscki et al., 1995).

Por otra parte, las células protodérmicas de P. macrolepis presentan también divisiones
periclinales con lo cual participan agregando células a la regiéon cortical y a las regiones
meristematicas en formacién. Aunque este tipo de actividad se ha observado con
frecuencia en especies como Begonia rex, Crassula multicava, Dionaea muscipula,
Nicotiana tabacum y Saintpaulia ionantha (Popham, 1966 fide Jansson y Bornmann, 1981),
se ha reportado pocas veces en coniferas; solamente en cultivos de aciculas de Frcea abies
(Jansson y Bornmann, 1981), en los cotiledones y a partir de células del sistema estomatal
inmaduro de aciculas de Pinus radriata (Aitken-Christie et a/.. 1982; Villalobos et a/.,1985) y

en cultivo de cotiledones de Pinus strobus (Flinn et al,1988).

Aunque este tipo de respuesta pudo verse estimulada por el tratamiento inductor, también
es posible que se haya presentado por una predisposicion del tejido a responder
meristematicamente; en el unico estudio que se ha reportado acerca de la embriogénesis
cigética en Pseudotsuga (Allen, 1947a y b), se encontr6 que los embriones no tienen una
epidermis en el sentido tradicional ya que las células que la conforman son altamente

meristematicas y presentan tanto divisiones periclinales como anticlinales.
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El hecho de que en los cultivos de cotiledones de P. menziesii la epidermis no participara
en el proceso organogénico, podria deberse a una situacion endégena del explante, ya sea
que en esta especie las células epidérmicas no posean la capacidad de responder
organogénicamente y que esta capacidad no se logra inducir mediante los tratamientos
propuestos en el sistema de cultivo; o que las células perdieron su competencia debido a

que los cotiledones empleados ya presentaban cierto grado de madurez (2-5 semanas de

germinacién).

Vale la pena enfatizar el hecho de que la mayor parte de la respuesta morfogenética se
inici6 en el hipocotilo, desde la regién que rodea al meristemo radicular a la
subcotiledonaria. Lu et al, (1991) reportaron la formacion masiva de brotes a partir del
hipocotilo de embriones de PFicea rubens, mientras que en Ficea sitchensis y Pinus
contorta, se report6 este tipo de respuesta de manera ocasional (Webb y Street, 1977 fide
Lu et al, 1991); sin embargo, estos autores no hicieron un seguimiento histolégico del
proceso ontogénico. Por este motivo, este tipo de respuesta es dificil de comparar con lo
observado por otros autores, ya que la mayoria s6lo usaron los cotiledones en diferentes
grados de maduracién como explantes (Cuadro 2). De los trabajos en coniferas donde se
empleé al embrién completo, s6lo von Arnold y Gronroos (1986) describieron el desarrollo
de brotes a partir de meristemoides y centros meristematicos del hipocotilo del embrion;
Nour et a./ (1993), por su parte, encuentran respuesta anicamente a partir del meristemo
apical del embrién, a partir del cual se generan dos brotes; mientras que Pelletier y
Laliberté (2000) y Lopez-Escamilla et a/ (2000) mencionaron la formacién de yemas y
brotes solamente a partir de los cotiledones, del tejido intercotiledonario y de las porciones

del hipocotilo mas cercana a los mismos.

En embriones maduros de F. macrol/epis, la respuesta de los cotiledones fue tardia, lo cual
sugiere que se requieren tiempos de induccién mas prolongados para que se presente una
actividad morfogenética, lo cual fue observado también por Lépez-Escamilla (2000). En
ANA/BA, una considerable actividad mité6tica se hizo evidente a partir de los 14 dias de
cultivo, mientras que en 2,4-D/K se inici6 entre los 22 y 30 dias y se vio6 limitada al apice
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de los cotiledones, lo cual correspondi6 a los sitios de actividad mitética mas prolongada
en este tipo de 6rganos, debido a que el resto exhibié una pérdida de competencia por la
maduracién de los tejidos (Jansson y Bornman, 1981; Ellis y Bilderback, 1989; Saborio et al.,

1997).

Etapa 3a (6-10 dias): Zonas meristemdticas

Las zonas meristematicas, segun la descripci6én realizada por von Arnold y Génroos
(1986), se refiere a un tipo de organizacién celular amplia, usualmente iniciada a partir de
la protodermis y regiones hipodérmicas, probablemente derivada de la activaciéon mitética
de varias células contiguas. Esto no coincide con la descripcion “clasica” de los
meristemoides y estructuras subsecuentes planteada por otros autores (Thorpe, 1980 fide
Joy-Iv y Thorpe, 1999), quienes sugirieron que se originan a partir de la division de una
sola célula. Segan von Arnold y Gronroos (1986) la formacion de las zonas meristematicas
se debe a la exposiciéon prolongada a citocininas; al parecer, disminuir el tiempo de
exposiciébn a BA promueve la formacién directa de brotes, lo cual fue la respuesta que se

obtuvo en el presente trabajo en los tejidos mas alejados del medio.

El desarrollo de estas zonas meristematicas quizas sea la evidencia mas notoria de la
influencia de los reguladores de crecimiento y de la cercania al medio de cultivo, sobre la
activacion de las células del explante y el posterior desarrollo morfogenético; las zonas
meristematicas se formaron generalmente en la superficie en contacto con el medio de
cultivo y a medida que aumenté6 la distancia de los estratos celulares con respecto al
medio, este tipo de organizacion celular fue reemplazada por la formacién de
meristemoides. Esto sugiere la formacion de un gradiente a través del tejido, que va de
una mayor concentracién de regladores de crecimiento en las zonas de contacto explante-
medio a una de menor concentracion en las zonas mas alejadas. Lo cual parece
congruente con la hipétesis de que las citocininas, al menos la BA, como fue demostrado
en explantes de Picea abiesy Pinus sylvestris, se distribuye a través del tejido por difusiéon

pasiva (Vogelmann et a/.. 1984).
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A diferencia de lo observado por Pelletier y Laliberté (2000) en cultivos de embriones
maduros de Pinus banksiana, donde las células en contacto con el medio de cultivo
proliferaron pero no dieron lugar a la formacion de 6rganos, en P. macrolepis, los estratos
externos de estos centros meristemiticos desarrollaron meristemos y yemas apicales.
Otros autores han obtenido este tipo de organizacion celular, ya sea a partir de cultivos de
cotiledones como Yeung et al, (1981) y Aitken-Christie et al.. (1982) para Pinus radiata;
von Arnold y Grénroos (1986) para Ficea abies y Kulchetscki et al, (1995) para Abies
amabilis.; o a partir de cultivo de epicotilos como Rumary et a/,(1986) para FPicea glaucay
Picea mariana. Sin embargo, para P. macrolepis el desarrollo de los brotes se presenté
tardfamente, usualmente después de que los embriones fueran transferidos a un medio sin
reguladores de crecimiento. Esto sugiere la posibilidad de que las concentraciones de
reguladores de crecimiento y nutrimentales fueran supra-6ptimas en los estratos celulares
mas cercanos al medio, por lo cual el desarrollo de brotes se vio inhibido; no obstante, su
desarrollo después del subcultivo también demostré que estas células ya se encontraban

determinadas caulogénicamente (Meins, 1986; Lyndon, 1990).

En embriones tratados con 2,4-D/K y en algunos de ANA/BA, estas zonas dieron origen
ademas a nédulos grandes de células meristematicas; a partir de las células superficiales
de estas estructuras se obtuvo la formacién de varios brotes, mientras que de las células
ubicadas hacia el centro del mismo, tendieron a formar vacuolas grandes y a llenarse de
taninos. Pelletier y Laliberté (2000) describieron la formacion de nédulos
parenquimatosos a partir del tejido en contacto con el medio, sin embargo no mencionaron

su potencial meristematico.

Etapa 3b (6-14 dfas): Agrupaciones celulares y promeristemoides

Las agrupaciones celulares (clusters) aparentemente presentaron una forma de activaciéon
mitética y una organizacion distinta a lo observado para centros meristematicos, ya que
presentaron una distribucién dispersa en el tejido. Al comparar el tiempo de formacion de
las agrupaciones celulares con lo observado en cultivos de Pinus radiata (Yeung et al, 1981;

Villalobos et al, 1985), Picea glauca, Ficea mariana (Rumary et al, 1986) y Pinus strobus

71



(Flinn et al, 1988 y 1989), donde su desarrollo se inici6é entre los 3 y 5 dfas, se puede inferir
que P. macrolepis requiere tiempos de induccién mas prolongados, especialmente en los
cotiledones, donde se vuelve comparable con lo observado para Picea chihuahuana

(Lopez-Escamilla et al., 2000) y para Abies fraseri (Saravitz et al, 1993 fide Kulchetscki et
al,1995).

Flinn et al, (1988) relacionaron la presencia y desarrollo de estas agrupaciones celulares
con la competencia organogénica de un tejido; de hecho plantearon la posibilidad de que
estas agrupaciones correspondan a “células blanco”, relativamente indiferenciadas en el
tejido embrionario predispuestas a la division como parte del proceso de germinaciéon y

que dan origen a los meristemoides.

En este trabajo no fue posible relacionar la formacién de estos agregados celulares al
desarrollo de meristemoides, ya que por lo regular no se encontraron estructuras
intermedias, de 4-6 células o los promeristemoides reportados en otros trabajos (Villalobos
et al.. 1985; Flinn et al., 1988 y 1989). De hecho, los promeristemoides se identificaron a los
6 dias de cultivo, en el tratamiento de ANA/BA, en pocas ocasiones, a partir de células
del cortex del hipocotilo, asi como de la hipodermis de la interfase hipocotilo-radicula, lo
cual se aparta del patrén descrito por los autores antes mencionados. Todo esto sugiere
varias posibilidades: primeramente, que existe una gran variabilidad en la capacidad de
respuesta de los explantes; en seguida, que las fechas en las cuales se realizaron los cortes
durante estas etapas iniciales (0-10 dias) del cultivo, quizas debieron ser mas cercanas
entre sf; y finalmente, que en . rmacrolepis, bajo las condiciones de cultivo propuestas, la
formacién de estructuras no sigue una ruta de desarrollo en el cual intervengan los
promeristemoides. Otro punto a sefialar es que la mayor parte de la respuesta
organogénica se origina en el hipocotilo, zona donde pocos de los autores que han
cultivado embriones completos han mencionado su presencia (von Arnold y Grénroos,
1986; von Arnold y Hawes, 1989; Pelletier y Laliberté, 2000). De hecho, solo Saravitz et al.,
(1991 fide Kulchetscki et al., 1995) lo reportan para cultivos de embriones de Abies frasers.
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Etapa 4 (a partir de los 12 dfas): Meristemoides

Por lo general los meristemoides se formaron a partir de células localizadas ligeramente
alejadas del medio de cultivo (usualmente no en contacto directo con €¢I, aunque no se
excluye esta posibilidad), en las superficies laterales o en las mas distantes, asf como a
partir de células intercotiledonarias. Es muy posible que la formacion de estas estructuras
responda al establecimiento de un gradiente en el tejido (de citocininas entre otros) como
ha planteado Thorpe (1980 fide Joy-Iv y Thorpe, 1999) y von Arnold y Grénroos (1986), y
que se hayan originado por la activacién de una o muy pocas células iniciales, aunque
posteriormente indujeran a células circundantes a participar en el desarrollo de la
estructura (por ejemplo células protodérmicas), dando lugar a la formacién de dominios

organogénicos como fue descrito por Patel y Berlin (1983).

El origen de la mayor parte de los meristemoides fue protodérmico e hipodérmico, lo cual
corresponde a las observaciones de la gran mayoria de los autores acerca del origen de
estas estructuras; ademas una parte importante de ellos se desarrollaron a partir de células
en el tejido intercotiledonario. Esta capacidad ha sido demostrada en otros estudios, por
ejemplo con FPicea engelmanii (Patel y Thorpe, 1986 fide Pelletier y Laliberté, 2000) asf
como en Picea glaucay Picea mariana (Rumary et al., 1986) y Pinus banksiana (Pelletier y
Laliberté, 2000). Segun Rumary et al..(1986) esta respuesta se debe a la recanalizacién de
células totipotenciales del parénquima hacia una nueva ruta de diferenciacién; aunque
existe también la propuesta de que estos sitios se encuentran predispuestos a la
organogénesis, por lo cual es posible que expresen su estado de competencia con mayor

facilidad ante un estimulo inductor (Pelletier y Laliberté, 2000).

Thorpe (1980 fide Joy-Iv y Thorpe, 1999) menciona que si bien la localizacién especifica de
los brotes y el tiempo en el cual se presentan es muy variable de un sistema de cultivo a
otro, en general los estratos epidérmicos y subepidérmicos se mantienen como los
principales tejidos a partir del cual se origina la respuesta morfogenética. Esto se ha
constatado en practicamente todos los trabajos, incluyendo el presente. Sin embargo, se

identificaron meristemoides que aparentemente se originaron de células del cértex y del
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parénquima asociado al cilindro vascular a partir de los 12-16 hasta los 30 dias de cultivo,
en embriones tratados con ANA/BA y con menor frecuencia en 2,4-D/K. Estos se
formaron principalmente en el hipocotilo, a lo largo del eje provascular, pero
especialmente concentrados en el cortex que rodea al meristemo radicular. Lo anterior
indica una gran susceptibilidad del explante al cultivo, especialmente hacia ANA/BA, lo
cual podria ser una de las razones por la cual los explantes sometidos a esta combinacién
de reguladores de crecimiento desarrollan un mayor namero de brotes. Este es un proceso
que en general no se ha reportado para cultivos de coniferas, aunque hay que recalcar
nuevamente que la mayoria de los cultivos estudiados a la fecha han sido de cotiledones,
usualmente de plantulas que ya presentan cierto grado de diferenciacién, por lo cual
regiones distintas a la epidermis y subepidermis puede que muestren poca susceptibilidad

a los tratamientos.

A medida que los meristemoides “maduraron” para originar meristemos, se encontraron
traqueidas diferenciadas de novo asociadas a la regién mas cercana al cértex. Por medio
de las observaciones histolégicas no qued6é claro si estas traqueidas se originaron al
interior del meristemoide en desarrollo, como respuesta de las células al tratamiento
inductor, en particular a la aplicacién de auxinas (Burguess, 1985), o si la diferenciaciéon
obedeci6é al inicio de la formacién de un haz vascular. Por otra parte, en estudios
realizados en cultivo de callos de Pelargonium, la formacion de traqueidas se asoci6 a las
etapas tempranas del desarrollo de las yemas apicales, ya que al parecer los nédulos
meristematicos con traqueidas asociadas dieron lugar a la formacion de brotes una vez
que los callos se subcultivaron en medio sin hormonas (Chen y Galston, 1967; Cassells,
1979 fide George, 1993). De ser este el caso en los cultivos de P. macrolepis, la formacion
de traqueidas pudiera ser una senal de la determinacién de la estructura hacia el

desarrollo de una yema adventicia.

A los 90 dias de cultivo, se observan extensiones de lo que podrian ser haces vasculares de
los brotes en el interior del cértex del embrién, sin embargo, excepto en los cotiledones,

este tipo de arreglo celular no parece dirigirse a los haces vasculares principales del
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explante. No son muchos los autores que discuten si los brotes se unen vascularmente o
no a sus explantes, exceptuando Rumary e# al/ (1986), quienes encontraron que en sus
explantes (epicotilo) los brotes primarios formados a partir de la actividad de células
intercotiledonarias si se unen al sistema vascular principal, lo cual al parecer estimula su
desarrollo; por otra parte, encontraron que los brotes secundarios que se formaron

posteriormente no presentaron este tipo de conexiones.

Una importante cantidad de células que acumulan taninos se concentraron en la
epidermis, alrededor de los haces vasculares y en las células del cértex que rodean a los
meristemoides y centros meristeméaticos; al parecer, éste es un fenémeno comin durante el
cultivo de coniferas (Cheah y Cheng, 1978; Harry y Thorpe, 1994; L6pez-Escamilla, 2000) y
se ha relacionado al proceso de maduracion y a un estado avanzado de la diferenciacion

de los tejidos, aunque su sintesis puede también deberse a una respuesta del explante a las

condiciones in vitro.

Etapa 5 (a partir de los 14 y 22 dfas): Desarrollo de la yema adventicia

El desarrollo de yemas fue asincrénico y de hecho no se observaron grandes diferencias
entre los tratamientos durante las primeras fases del cultivo, aunque las primeras yemas se
formaron a partir de los 14 dias en 2,4-D/K y de los 16 en ANA/BA. En la superficie en
contacto con el medio el desarrollo de brotes fue a partir de los 22 en 2,4-D/K y entre los
30 y 45 dias-en ANA/BA, lo cual fue conguente con el hecho de que a los 30 dias atin se
encontraron meristemoides. Al parecer, los embriones tratados con BA requieren mayores
tiempos de induccién, ademas de que este regulador o su efecto parece mantenerse activo
en el tejido por un tiempo mas prolongado; segan lo reportado por Lépez-Escamilla (2000)
la BA induce la sintesis de proteinas a una tasa mas lenta que la K, aumentando
paulatinamente a lo largo del cultivo; mientras que la K induce rapidamente la sintesis
protéica aunque ésta disminuye notoriamente a los 30 dias de cultivo. Vale la pena
recordar, que si bien ambos RC corresponden a la familia de las citocininas, éstas no son

iguales ni cuantitativa ni cualitativamente en su accién, ni en la tasa en la cual son
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metabolizadas por las plantas y que esto puede tener efectos particulares sobre la sintesis

de protefnas (tasa y tipo) y la expresion génica.

La reducida respuesta, en cuanto a namero de brotes, que se observé en los cultivos con
2,4-D/K pudo deberse a que la K por lo regular indujo un menor namero de células que la
BA; ya que esta altima estimulé6 el desarrollo de meristemoides de una mayor variedad de
tejidos; sin embargo, serfa también importante recalcar el posible papel del 2,4-D, ya que
siempre se ha considerado como un fuerte inductor del desarrollo de callo (George, 1993),
mientras que en Ficea rubens se report6 que su aplicacién disminufa el niumero de
embriones que respondian al tratamiento inductor (Lu et aZ, 1991). Por otra parte, la falta
de crecimiento de muchos de los brotes formados en ANA/BA pudo deberse a varios
factores, entre los que destacan: la competencia entre los brotes por nutrimentos, RC, etc;
la sintesis de algin compuesto por los brotes “dominantes” que resulte inhibitorio para el
desarrollo de otros brotes (George, 1993); el efecto de una exposicién prolongada a la BA
que se sabe tiende a producir brotes de crecimiento reducido, cuyo tamafo no mejora

después de los subcultivos (Flinn et a/., 1986).

Radfcula

El desarrollo de la radicula no se observé durante los cultivos, aunque si se registr6 una
gran actividad mitética y posteriormente meristematica a partir del cortex que rodea
meristemo radicular. Al parecer ante el estimulo inductor, las células de esta zona, al ser
altamente susceptibles a dividirse, expresaron su totipotencialidad redirigiendo su
desarrollo para formar brotes en lugar de una raiz. Este seria el primer reporte para

coniferas acerca de la formacién in vitro de brotes adventicios a partir de esta region del

embrién.

Por su parte, la cofia mostr6 sefales de degeneracién muy temprano en el cultivo, que

inicié con el alargamiento y la separacién de las células y culminé con la acumulacion de

una gran cantidad de taninos. El crecimiento celular en cultivo es una caracteristica que se

le ha atribuido siempre a las auxinas (George, 1993), y existe la posibilidad de que el
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alargamiento de las células respondiera a la presencia de este regulador; sin embargo, en
trabajos previos (Garcia-Campusano, 1999; Monjaras-Gonzalez) este fen6meno también se
report6é para aquellos embriones sometidos a tratamientos sin auxinas exégenas. Una
explicacién plausible a este fen6meno puede ser que el meristemo radicular de los
explantes al no dar lugar a la radicula tampoco genera células que puedan destinarse a
formar parte de la cofia y que por ello, ésta degenera. Segun Allen (1947a), la cofia se
origina a partir de la division de las células de la columna de la cofia las cuales, a su vez, se

originan a partir de células del meristemo radicular.
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Fig. 24 Esquema que resume las etapas implicadas en la formacion de yemas en los
embriones cultivados de Pseudotsuga macrolepis (las fechas senaladas
corresponden a las observaciones realizadas en el hipocotilo).
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CONCLUSIONES

Este es el primer estudio acerca de la ontogenia de brotes adventicios formados

mediante el cultivo in vitro de embriones maduros de FPseudotsuga macrolepis Flous.

A través del anilisis histolégico, se confirmé que el desarrollo de los brotes fue
adventicio y via organogénesis directa, a partir de tejidos del hipocotilo, cotiledones y

regiones intercotiledonarias.

El desarrollo de estructuras se inici6 a partir de la protodermis y de los primeros dos
estrato s hipodérmicos, asf como a partir del parénquima asociado a los haces

vasculares y al meristemo radicular.

El patrén de desarrollo fue similar a lo observado para otras especies; encontrandose
de manera sucesivas las siguientes etapas: (a) 0-5 dias: divisiones azarosas en el tejido;
(b) 4-6 dias: localizacion de las divisiones celulares; (c) 6-10: formacion de zonas
meristematicas en la superficie en contacto con el medio; (d) 6-14 dfas: formacion de
agrupaciones celulares y promeristemoides; (e) a partir de los 12 dfas: desarrollo de
meristemoides (superficies laterales y alejadas del medio); (f) a partir de los 14 y 22
dias (en 24D/K y ANA/BA respectivamente): formacién de yemas y desarrollo de

brotes.

La presencia de diferentes rutas morfogenéticas: la formacién de zonas meristematicas

o meristemoides como origen de estructuras, se debi6é probablemente a la formacién de

gradientes en el tejido.

Debido a que la mayoria de las estructuras se formaron mediante la participacién de la

protodermis y regiones hipodérmicas, se propone para ellas un origen multicelular.

Al parecer, las células de los embriones de /Z. macrolepis son mas sensibles a la BA que

a la K; las diferencias observadas entre los tratamientos con respecto al numero de
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brotes se debio6 en parte al hecho de que en ANA/BA la formacién de meristemoides
se prolongé hasta los 30 dias, e indujeron a células de la protodermis, hipodermis y
tejido fundamental, tanto del hipocotilo como de los cotiledones; mientras que en 2,4-
D/K esta respuesta fue mas limitada. Cabe sefialar, que este es el primer reporte para
coniferas acerca de la formacién in vitro de brotes adventicios a partir del tejido

fundamental que rodea al meristemo radicular.

Se podria el recomendar empleo de la BA como regulador de preferencia para inducir
la formacion de brotes adventicios, si se estableciera un manejo que permitiera el
alargamiento de los brotes formados, ya sea reduciendo los tiempos de exposicién a la

hormona o a través de la combinacién con otras citocininas.

Debido a la baja regeneracién natural de Pseudotsuga macrolepis y a las dificultades
para propagarla vegetativamente por otros medios, el cultivo de tejidos sigue
presentandose como una alternativa importante para su produccién. Estudios como el
presente pueden contribuir generando informacién acerca del proceso de morfogénesis
in vitro, asi como esclarecer el porqué de la baja respuesta a las condiciones de cultivo
y la falta de enraizamiento, para obtener una metodologia que permita la formacion de

plantulas completas.
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PERSPECTIVAS

Los estudios histologicos han sido ampliamente utilizados en diversas areas de
investigacién y en el caso de los estudios in vitro, han servido para comprender mejor las
interacciones que se presentan entre el medio de cultivo y los explantes, que conducen a la
morfogénesis. Sin embargo, aunque muchos trabajos presentan micrografias con las
cuales demuestran la presencia de las estructuras que describen (llamese brotes, raices o
embriones), son considerablemente menos aquellos donde se busca describir los procesos
celulares que llevan a la morfogénesis. Los estudios histolégicos, al decribir los cambios
en la organizacion del tejido, la aparicion de diferentes formas de organizacién que
conducen a la morfogénesis y los sitios y el tiempo en el cual ésto ocurre, forman la base a
partir de la cual otro tipo de estudios, fisol6gicos y moleculares, pueden desarrollarse, que

cobran todavia mas relevancia si se consideran las estrategias actuales de transformacién

genética.

En el caso particular del cultivo in vitro de Pseudotsuga macrolepis. el aspecto pendiente
quizas de mayor relevancia en este momento es la falta de enraizamiento. Faltan mas
estudios en los cuales se busque las condiciones que estimulen la formaciéon de rafces (con
sustancias promotoras del enraizamiento, manejando distintos tiempos de induccién etc.);
asf como estudios que reconozcan a nivel estructural, fisilégico o molecular las razones por

las cuales se presenta o no el enraizamiento.

Por otro lado, continuar con estudios que permitan la utilizacién de otras estrategias para

la regeneracion de esta especie, como la embriogénesis somatica, podrfa resultar de gran

valor.
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ANEXOS
MEDIO NUTRITIVO

SCHENK Y HILDEBRANDT (Gamborg y Phillips, 1995)

mg/11 g/l
= MACRONUTRIMENTOS
KNOs 2500 25
MgSO.7HO 400 0.4
NHH:PO, 300 03
CaCl22HO . 200 0.2
s  MICRONUTRIMENTOS
KI 0.1 0.001
H:BOs 5.0 0.005
MnSO: HO 20 0.02
ZnSO4..7H0 1.0 0.001
Na:MoO42H20 0.2 0.0002
CuSO42H0 0.2 0.0002
CoCl.6HO 0.2 0.0002
* FEDETA
Na2EDTA 20 0.02
FeSO4+7HO 15 0.015
=  VITAMINAS
Piridoxina HCL 0.5 0.0005
Acido nicotinico 5.0 0.005
Tiamina HCL 5.0 0.005
Mio-inositol 1000 1.0
=  OTROS
Polivinilpirrolidona 250 0.25
Agente Antivitrificante 1000 1.0
Sacarosa 30000 30.0
Phytagel® 5500 6.0
PH 5.7-5.8
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