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RESUMEN 

El finus c embroides Zucc . es uno de l os p inos p iñone r os 

que c r ece en reg i ones árida s y semiaridas del país , s e emplea 

en la recupe ración de areas de fores tad a s ,su semil l a se usa 

como complemento alimient icio ,ad e mas su mad e ra se uti liza e n 

la construcción de muebles r ús ticos y co~o árbol ornamenta l 

en las zona s urba na s . 

La di sminución constante de bosque s y selvas de l terr i

torio nacional es uno de los grand e s pro b lemas a r eso l ve r y 

las técnicas del cult i vo in vitro , ha mostrado ser ~n a al t e E 

na t iva e n la propagació~ y mejoramiento de las e spe c i es fo 

restales. 

En éste trabajo se plan tea conocer los procesos morfog~ 

neticos prod ucidos sob r e los embri o nes d e Pi~ cembro id e1 

c u ltivados ~ ~itro , con el sumin ist r o d e á cido naf taleacéti 

co (ANA) y be nciladenina( HA) e n d ifere ntes con ce ntra c iones 

par a inducir la formac i ón de b rote s adve nt icios y mostrar 

así el potencia l de la t é cnica e n la propaga c ión . 

Pa ra ello se utilizó semilla de polini z ación abie r ta , 

colectada en e l muni c ipio de Zara goza del e s t a do de Nuevo 

León . Los e mbr iones se disectaron y s e coloc aron e n el me d io 

SH (Schen k y Hildebrandt,1972) o en el DCR (Gupta y Durzan , 

J985l . adicionados c on ANA y BA s olos o c ombi nados y s e col Q 

ca ron en un cuarto de incubación . 

Los resultados muestra n que en ambos medios de c u ltivo 

se o btu vo la formación d e broc e s adven t icios ,siendo los me

jores tratamientos e n el medio SH (lO-4mo lar de 8A;J O- 7molar 
-6. -, 

de ANA con 10 o 10 molar de 8A . ,y con el med i o DCR 



con 10- 7 molar de ANA con 2 . 5x l0-5 Ó 10-4 molar de BA. 

El alargami en to de los brotes se obtuvo por la trans

ferencia del embrió n o los brotes disectados al med i o SH -, sin regul adores de crecimiento y con 20 gL de sacarosa. 

Finalmente se hicieron va rios ensayos in vitro y 

e xtra in vitro para induc ir la formación de raíz a los 

brotes obtenidos . Se emplearon diferentes concentraciones 

de ácido naftalenacét i co (ANA),ácido indolbutirico (AIB) , 

va ri ación en la concentración de saca rosa y aplicación de 

enraizadores comerciales e n polvo y líquido . 

La metodología para la obtención de brotes adventicios 

en embriones de Pinus cembroides Zuec .,queda establecida y 

mue stra el potencia l de la técnica en la propagación masiva 

y su posible aplicac ión en el mejoramiento de la especie una 

vez que se obte nga el e nra izado de los brotes y s e p ueda n 

hace r evaluaciones en s uelo y campo . 

, 



INTRODUCCION 

En la propagación de árbol es forestales , una de las 

principales finalidades es la de increme ntar la produc ti= 

vidad del bosque y con la ayuda de las tecnicas de mejor~ 

miento qenético aumen tar la ca lidad del arbolado. En la r~ 

forestación se debe usar material parental seleccionado 

para garantizar el futuro rendimiento del bosqu e . 

México no cuenta co n proqramas para el mantenimiento 

y recuperación del bos que. mucho menos para incrementar 

su productividad lo que hace necesario buscar opciones 

que proporcione n una rápida propagación a gran escala en 

un menor tiempo. 

La s especies del qénero Pinus siguen siendo la base 

de la industria maderera en Mexico .El Pinus cembroides Zucc. 

si bien no es una especie maderera por excelencia,tiene 

otras no menos importantes características, como la d e 

producir semilla,comunmente llamada piñon muy apreciada 

como complemento alimenticio,ade más eco l ógicamente,puede 

resultar relevante en la recuperación de suelos y en la 

reforestación ya que es una especie que se adapta a cli

mas secos . 

Las técnicas de cultivo in v i tro aplicadas a espec i es 

forestales,abren muchas perspectivas en d iversas áreas,e n 

tre ellas estan las de plantaciones forestales y e l me jor~ 

miento genético . Estas técnicas son un método en la propag~ 

ción vegetativa y que puede tener mayor ventaja que los 

métodos tradicionales como:los injertos,enraizado de esta

cas y los acodos . 



Actualmente las téc nic as de cultivo in vitro se han 

venido desa~rollandose y afinando contin uamente enla mic ro

propagación de árboles. Los resultados obtenidos en muchas 

especies demu es tran el potencial de ésta téc nica . 

En México los trabajos e n cultivo in vitra rea lizados 

en especies fores tales , son pocos y aislados ya que no fo rman 

parte de un programa,que de bieran ser de caracter nacional 

por lo cual es necesa r i o incrementarlos por la gran di vers i 

dad de especies importantes que tenemos . 

Por lo anterior la presente investigación tuvo los 

ob jetivos s i guientes: 

Conocer el comportami ento de l os embriones de 

Pinus c e mbro ides Zucc . cultivados en condiciones 

i~ vi tro. 

Determinar los efectos morfogenéticos "que pueuan 

p~oducir las d iferentes concentraciones de los 

reguladores de crecimiento empleados (ANA y SA) 

sobre l os e mbri o nes . 

. Disectar y est imu la r el crecimien to de los brotes. 

Inducir raíz en los brotes aislados y alargados 

para mostrar así el potencial que gene ra el culti

vo in vi tro en la propagac i ón y mejoramie nto de 

las especies foresta l es de México . 

Simultáneamente se pro barán las hipótesis siguientes: 

La brotación mult ipl e se obtend~á manipula ndo los 

reguladores adicionados solos o combinados en los 

medios de cult ivo. 

2 



El alargamiento de los brotes se logra,ya sea median

te la eliminación de los reguladores de crecimiento 

y/o con la reducción de sacarosa de l medio de cultivo. 

La formación de raíz se logra mediante la r ed ucción 

de la concentración del medio de cultivo y la de saca

rosa o por el suministro de una auxina al medi o de cul 

tivo. 

Ta mbié n el enraizado de brotes se obtiene por la apli

cación de enraizadore s comerciales a los brotes bajo 

condiciones in vitra y extra in vitra. 

3 



2.ANTECEDENTES 

2.1 Importancia del Pinus cembroides Zueco 

2. 1 .1 Distribución 

Es el más importante de los pinos piñoneros . su distri 

bución es muy amplia en el territorio nacional, la cual se 

inicia desde la frontera norte,hasta la parte central, se 

ha colectado en los estados de Baja Ca lifornia Norte y Sur, 

Chihuahua,Coahuila , Sonora,Durango,zacatecas,Tamaulipas,San 

Luis Potosí,Nuevo León,Guanajuato,Jalisco,Hidalgo,México, 

Querétaro , Aguascalientes,Veracruz y Puebla(Egui luz,1978 y 

19851 . 

2.1.2 Descripción botánica 

Son árboles de 5 a 15 m de altura y con un diámetro 

que va de 30 hasta 70 cm:su copa es piramidal o redondeada, 

con ramas ascendentes delgadas y colocadas irregularmente; 

la corteza es cenicienta, delgada y agrietada,dividida en 

placas cortas . Las asciculas se presentan en grupos de tres 

a veces en dos , cuatro y cinco,de color azul pálido,borde e n 

tero,con dos canales resiniferos externos y un haz vascular; 

lo s conos son globosos de S a 6 cm de diámetro y en grupos 

hasta de S , abren en los meses de novi embre y diciembre. 

Las semillas son subci l indricas,ligeramente triangula

res sin ala de S a 6 mm de l ongitud algunas hasta 10 mm,son 

morenas a negruscas,abultada s en la parte superior y delga

das hacia la base,los embriones tienen de 3 a 14 hojas coti

ledonares;la producción de semilla no es sostenida,suele ser 

muy abundante en los años semill e ros (Ma rtinez ,1948;Eg uiluz , 

1978 y 1985;Niembro,1986). 

4 



2 . 1.3 US05 

Las semillas son ampliamente preciadas como complemento 

alimenticio . Su madera se usa como l eña , para elabora r c arbón 

y muebles rústicos,por sus h~bitos de crecimie nto se le usa 

en la recuperación de suelos y debido a que crece en lugares 

secos puede jugar un papel importante para disminuir la de

sertización del país (Eguiluz,19 78 , 1985 y Niembro,19861 . 

2.2 Cultivo in vitra de con íferas. 

2.2.1 Antecedentes históricos. 

Los prime ros trabajos realizados en coníferas bajo con 

diciones i n vitra corresponden a Schmidt (1924) y Gautheret 

( 193 4) quien describió e l desarrollo y citología de la formª 

ción de callo en inóculos de tejido cambial de un pi no el 

Pinus pinaster.Subsecuentemente muchos trabajos se han venido 

haciendo,se pueden consultar las revisiones hechas por: Durzan 

y Campbell (1974) ;Winton y Huntinen (1976);80nga (1977) y la 

de David (1982). 

2 . 2 . 2 Principales inóculos en los cul tivos in vitro. 

LOS tejidos del cambio fueron los usados al prin.cipio, 

en la actualidad la diversidad de éstos es más grande, por 

lo que se habla del cultivo de : gametofítos ,mer istemos , 

raíces,yemas ,ascículas , e mbriones o protoplastos.La mayoría 

de estos cultivos éstan dirigidos a formar nuevas plantas, 

i nduciendo la formación de yemas adventicias sobre el inócu 

lo directamente o a traves de tejido desdiferenciado (callo) 

o células . Los autores agrupan de manera diferente la modali

dades del cultivo in vitro como puede observarse en la men

cionadas por David (1982) y John (1983),a continuac ión se 

dan algunas de estas modalidades, en el cultivo in vitro de 

coníferas. 

5 



6 
2.2.3 Inducción de yemas adventicias 

2.2.3.1 Cultivo de callo 

Los callos son tejidos indiferenciados o desorganizados 

morfofisiológicamente,que derivan de un inócula y a los que 

posteriormente se les induce una respuesta morfogenética . La 

obtención de cal l os se logra generalmente por la manipulación 

de las concentrac i ones de auxinas en el medio de cultivo , las 

cuales pueden ser individualmente o combinadas con citocininas 

(David,1882;John,1983 y Vidalie,et al ,198 61.(ver figura 1). 

Las respuestas morfogenéticas,suelen ser especificas 

para cada especie o tipo de inácula , como l o demuestra el tra
bajo de Mi nocha {19801,en el que probó cerca de 100 combina

ciones de auxina - citocinina, sin obtener respuesta morfogenéti 

ca en callo derivado de Pinus str obus. 

\~asher ,Reilly y Barnett (1977 )usaron segmentos de hipoco

tilos "de p l ántulas de 8 días de Pinus contorta y encontraron 

diferencias en el desarrollo del callo , debido a las variaciones 

en la concentración de los nutrimentos del medio ,pero no logr~ 

ron obtener estructuraS difere nciadas . 

Salmia (1975) en un estudio cito l ógico derivado de 

Pinus cembra se o bservó que el crecimiento del callo no se 

alteró con el número de transferencias ; no se l ogró inducir 

brotes ni raíces . Determinó el numero de una citodi fe rencia

ción , donde el 86% de la mitosis fueron diploides y en menor 

frecuencia se presentaron otros grados de ploidia como haploi 

des y tetraploides . 

Simola y Honkanen (1983)derivaron callo de megagametofi

tos inmaduros de Picea abies , estuvo formado por cerca del 

50% de células haploides , aunque también se observaron diploi

des y mezcla de ambas.El efecto de ciertas poliamidas favore-
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Figura 1. Regeneración de arboles a part i r del cultivo 
de callo somático o cultivos e n suspensión . 
Tomado de Winton y Huhtinen (1976) . 

~ 



cieron el desarrollo de raíces y en cinco callos se formaron 

brotes y raíces pero no estuvieron conectados. Finalmente con

sideran que la capacidad de diferenciación de callos en culti 

vo ,no se debe a la inestabilidad citológica. 

Mehra y Anand ( 1983) usaron diferentes estructuras vege

tativas de Pinus roxburghii como: cotiledones , hipocoti los, ye

mas apicales y puntas de raíz,obtenidas de plantas de ] a 5 

semanas, las estructuras fueron expuestas a diferentes auxinas 

( ANA,ArB y 2,4 - 0 ) solas o combinadas con c i netina o BA , ad e

más agua de coco y caseína hidrolizada .Observaron que el cre

cimiento del callo no decrece con los subcultivos y el estu - 

dio citológico reveló que las células e ran predominantemente 

dip l oides de la cuarta a la décimosegunda semana,aunque tam

bién hubo poliploides y aneuploides . 

El callo derivado de segmentos de hipocótilos de 

Liquidamba r ~raciflua,fue posible inducir diferenciación 

de brotes y ra ices y se muestra la formación de estomas,pri

mordios de hojas y de raices,aunque .hay que considerar que 

e n este caso no se trata de una conífera ( Birchem , Sommer y 

Brown,l981) . 

La di ferenciación de plantas en gimnospermas a partir 

del cultivo de callo , no ha sido demostrado satisfactoriamente 

ya que faltan muchas investigaciones sobre los aspectos nu

trimentales y hormonales para su crecimiento y para la sub

secuente di ferenciación a plantas , por lo que r esu l ta nece

sario hacerlo para cada especie ( Mehra y Anand ,1 983 ).Cua~ 

do llegue a dominarse la organogénesis de callos y de colo

nias de células asociadas a un determinado origen o proce

dencia, se abrira la puerta para producir un número ilimi

tado de propágulos ( David , 198 2 ) . 

8 



2.2.3.2 Cultivos en suspensión 

El cultivo de células en medio liquido , de ri vadas de ca

llo ofrece un gran potencial e n la propagaci ón de ge notipos 

selectos,partiendo de la activa división celular y que las 

células pueden desarrollar embriones que posteriorme nte o r i

ginen plantascompletas, es parte de lo q ue plantea e l cul t i vo 

en suspensión (John,198).(ver figura 1 y 2) . 

El origen del callo empleado e n l os c ulti vos en suspen

sión pueden provenir de d iferentes tipos de inóculos , por 

ejemplo: Konar (196 3 ) puso e n un med io líquido a 300 agita 

ciones por minuto callo deri vado de s e gme ntos d e hipocotilos 

de Pinus gerardiana y observó que las células individuale s 

formaron hileras constituidas por 3 a 4 células,que mostearon 

divisiones poste r ioees,pero cuando se r eti raron del medio 11 
quido el crec imie n to fue poco o nulo en el su bcultivo . 

La obtenc i ón de pequeños~ioides de 5 a 10 c élu l as 

fueron peoduc idas por Chalupa y Durza n (197J) , al hacer re

petidas transfere ncias de los cultivos del callo de 

Picea ab ies.Winto n y Verhagen (1977) po r su parte o btuv ieron 

embr i oides de J a 5 células e n callo deri vado de Pin u s tae d a 

y Pseudotsug~ menziesii. 

Los resultados obt e nidos en l o s cultivos en suspensión 

animan,ya que parece solo cuestión de ti e mpo para que el m~ 

yor prob lema sea resue lto: la for ma ción d e plantas a partir 

de embrioides .Estos permi ti ran p r oducir c antida des infinitas 

de cualquier f enotipo o especie ,s in embargo el los cultivos 

d e callo se debe tene r cuidado e n que los genotipos perma

nea can estables (Jo hn,19BJ ) . 

, 
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El cultivo de protoplas tos se puede cons ide r a r como una 

modalidad de los cultivos en suspens ión que pro porcionan 

perspectivas para combinac ión de genes,por la fus ión de célu 

las somáticas de diferentes especies o por la incorporación 

de i n formación g e nética foránea a las células seleccionadas , 

produciendo así híbridos para sexuales de especies que sean 

sex ua lmente incompatibles . Un a ná lisis sobre l os problemas y 

perspectivas en el aislamiento , cultivo y fusión de protopla~ 

tos es dado por Ahuja (1982) quién recalca que los tra ba jos 

de ésta índole en las especie s forestales , principalmente en 

coníferas son muy escasos . David,ct ~ . (1982) , obtuvieron agrg 

gados d e 10 a 15 célula s después de 20 días e n cultivo de 

protoplastos derivados de cotiledones de Pinus pinaster. y 

rea li zan un análisis sobre los factores que afectan la pro

ducción y viabilidad de los protoplastos . (ve r figura J) . 

2 . 2 . 3 . 3 Cultivo de embriones 

Las observaciones de muchos investigadores a la ines ta 

bilidad genetica de 105 cultivo~ de=allo y e n suspens ión y 

a los resultados parciales obtenidos en la regeneración ha 

encaminado las investiga ciones a la formación de yemas e n 

otras fue n tes de inóculos . principalmente en regiones meris

temáticas o en tejidos jóvenes . Los emb riones o es truc turas 

embriona r i as como : hojas cotiledonares , hipocótilos y epi cQ 

tilos o btenidos por la germinación de semillas . es t an s iendo 

emp leadas en la micropropagación .La formación de brotes en 

estos inóculos es antecedida por la i nducción de yema s 

(David . 1982 ) . (ver fi gura 4) . 

Muchas semillas de coníferas presentan estado de l a te~ 

cia en el cual . los emb riones son incapaces de crece r por lo 

que resulta conveniente someterlas a u na estratifica ción p! 

ra que recupere su actividad metabólica{ Ha rold y Hocker , 

11 
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1984),5in emb argo Webb y Street (1977) , en semillas de 

Pinus conterta y Picea sitchens i s , no encontraron diferencias 

entre la estratificación y la viabilidad de los embrion e s 

usados en el cultivo,además determinaron que la intensidad 

luminosa influye en la inducción de brotación . 

Un efecto del fotoperiódo en la organogénesis con r e 

lación al medio de cultivo y reguladores empleados ,fue obser 

vado en embrio nes y cotiledones de Pinus brutia por Abdullah , 

et aL (1985) , 

Arnold y Eriksson (1976) estudiaron e l efecto de la tem

peratura en la formación de yemas adventicias y mencionan 

que a bajas temperaturas (lSOC) , los embriones d e Pice a a bies 

permanecieron vivos pero no desarrollaron ;a temperaturas e l~ 

vadas (mayores a los 30 °C¡los embriones perecie ron . Las t emp~ 

raturas donde se obtuvo mayor formación de brote s fue ron los 

20 a 25 Oc y con respecto al fotoperiódo el suministro de lu z 

continua fue superior a cualquier combinación de luz/oscuri-

dad . 

Kolevska,~ aL ~ (198]) consideran que el medio de cultivo 

e mpleado y su concentración pueden influir en la fo rmación de 

yema s . Vargas (1982) muestra que el tipo de medio empleado de

termina e l grado de respues ta en emb riones y estructuras embr io 

narias de Pinus patula y además expone q ue la acción de las a~ 

xinas y citocininas son determinantes en el proceso morfogenét1 

co . 

El efecto de algunos componentes del medio d e cultivo,ta~ 

bién participan en la inducción de yemas:Ellis y Bilderback 

(1984) mencionan que las fuentes de nitrógeno pueden inh ibir 

la brotaciqn en los 

Pinus ponderosa. 

cotiledones de emb r iones de 

Konar 

nitrato de 

y Singh (1980) muestran que la concentración de 

amonio (NH 4NO]1 de 200 a 1400 rng L- l afecta la re~ 
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puesta del inóculo encontraron qu e la baja conce ntración prQ 

duce el mejor crecimiento de emb riones e hipoc6tiloS de 

Pinus wal lichiana . 

15 

Abdullah,~ a l ( 19 85l compa raron tres med ios de cultivo 

diferentes (SH , GD ,y LS) y d eterminaron que el mejor fue el 

SH,consideran que los al tos niveles de potasio ca usan efectos 

benéficos para la organogénesis. 

La concentración de saca r osa u otra fuente de carbono 

interviene en la fo r mación de ye mas . Minocha ( 1980 ) determi 

na la COncentración ópt ima de sacarosa (3\) después de e n

sayar concentracione s d e 1 a 6 % , además menciona que con 

centracione s semejantes de fr uctosa y glucosa fueron igual 

mente efectivas en e mbriones de Pinus ponderosa. 

Arnold y Eriksson (19 81) no encon t raro n dif e re ncias 

e n la formación de yemas sobr e embrione s de Pinus contorta 

al va ria r la concentración de sacarosa de 25 a 200 milimo

les sin embargo Arnold (1987) e studia el e f e cto de la con

centrac i ón de sacarosa en relación a l a acumulac i ón de al

midón en embriones de Picea a bies y su re l ación con la fo~ 

mación de yemas muest ra que los centros de formación de y~ 

mas s e pueden establecer con care nc ia de sacaros a e n el 

medio de c Ultivo ,pero que resulta necesaria para el desa r r Q 

110 a brotes . La ac umula ción de almidón se detecta desd e e l 

primer dí a en cultivo con sacarosa y se localiza principal

me nte e n el cor te x y aumenta con la conce nt ración de sacarQ 

sa .En las células me ri stemáticas no s e observa acumulación 

de almidón,finalmente manifiesta que no e xiste correlación 

en tre la acumulac ión de almidón y la iniciación de yemas 
adventicias . 

En la gran mayor í a de los casos , la inducción de yemas 

adventicias se produc e por la acción de las citocininas, sQ 



las o combinadas con auxinas que generan los centros me ri~ 

temáticos sobre las células epidermales y subepidermales 

de los cotiledones,epicótilos (Sommer,et !l.¡977) e hipoc~ 

tilos (Reilly y Brown,1916:Reilly y Washer ,19 77 y Toribio 

y Pardos,198l) . 

Arnold y Eriksson (1981) observaron que la inducc ión 

de yemas fue más lenta y en menor número en concen t raciones 
-5 elevadas de BA comparadas con la mejor que fue 10 molar . 

La combinación de SA (2 -, -, I ( rngL con ANA yArB 1.25 y 0 . 5 

mgL l mejoró el porcentaje de inducción de yema s en embr.;.9. 

nes de Pinus nigra (Kolevska,et al . 1983) , La formación de 

brotes adventicios en embriones 

to de una aux ina (ArB a 1,2 Y 5 

de PinU$ strobus por el efee ---,-- - -
m9L~ ) lo senala Minocha 

(1980) aunque los me jores tratamientos fue ron combinaciones 

de ArB con BA y la aplicación de TrBA solo o combinado con 

BA incrementa la respue sta . 

El efecto de ot r as c i tocininas en la inducción de ye

mas en embriones,muestran una menor capacidad que el BA, 

tal es e l c aso de la cinetina , zeatina y el 2iP. Cheng (1975) 

observa l a formación de yemas en embriones de 

Pseudotsuga menziesii con altas concentraciones de BA y 2iP 

(0.5 Y 1 . 0 mgL-
1

J . El 2iP resu lta poco efectivo en la induc

ción de yemas en embriones de Pinus con torta y el sumin is 

tro de zeatina no promue ve crecimiento de callo ni la indu~ 

ció n de yemas ( Webb y Street,1977) . 

El suministro de BA f ue indispensable para la inducción 

de yemas en embriones de Pinus ponderosa , pero la adició n 

16 

de auxi nas incremento la respuesta (Ellis y Bilderback,1984J. 



La i ntensidad y desa rrollo homogéneo de lo s brotes , -

depe nde del contac to qu e tenga el inócula co n e l medio d e 

cultivo .Reilly y Washer (1977) detectaron dos r e spuestas 

sobre los cotiledones,los que es tuvieron en e n c ontacto 

con e l medio forma ron yema s más uniformemente que los que 

no estuvieron ,l imitandose a f ormar pequeños brotes en l as 

puntas . Aitken , et aLA1981l obs e r varon un desarrollo asin-

c rónico de los brotes que se fo rmaron e n los cotiledo nes 

de los embr i ones de Pinus radiata , pero cuan do se cortaron 

los cotiledones y se colocaron sobre el medio d e cultivo , 

la r espuesta se i ncremento y el desarro l lo f ue má s sincró

nico . 

La variabilidad e n el núme r o de yema s en cualquier me

d io , s e d ebe en gra n parte a la di ve r s idad g ené tica de los 

embriones y tambié n al ha cho d e que las primeras yemas son 

producid as sobre los cotiled ones que estan en contacto c on 

el medio (Ell is y Bi lde rba c k,1984 ) . 

La reducción en la c onc e nt rac ión d el medio ,así co mo -

la e l iminación de los r egu l adores de crecimiento , f a vo rece 

el desar rollo de las ye mas a la f ormación de bro tes . Cheng 

( 19 75) menciona que e l crecimien to d e las yemas adventicias 

fué es timulada por l a baja concent r ación del medi o si n 

reguladores ,ademá s o b se rva que l a form~ción de l a s y emas 

d isminuye con los subcultivos . Al contar las yemas obteni-

d as e n los cot iledones de embriones de Pi nus palustris y 

transferidas al medio que fu é o no supleme n tado con AIB , BA 

y cloru ro de amonio , s e obse rvó que e n la s p rime ra s sema nas 

ocurrió l a formaci ó n de ascículas p r ima rias y que de algQ 

nos brotes s e dió l a organogénesis de raice s (Sommer , et a l , 

1975). 

17 



El alargamiento de los brotes a pa rtir de yemas indu

cidas e n los cotiledones y epicótilos de embriones de 

Pinus nigEª.se log ra solo si se transferian al medio sin 

regul adores (Jelaska,~ al ,1981l . En la misma especie Ko-

levska , et aL ,(198]) mencionan ,que cuando los embriones 

con yemas formadas se transfirieron al medio sin regulad~ 

res,e l callo formado sobrecreció alcanzando las yemas,por 

lo que fue necesario separa(las para que logra r an desarr2 

lIarse a brotes . 

El suministro de ALA al medio de cultivo a ba jas CO~ 

centraciones (10- 8 a 10- 11 molar) estimula el crecimiento 

de las yemas de Pseudotsug~ menziesii {Boulay y Franclet , 

1977) . y el suministro de carbón activado (0 . 5 %) Y la r e

ducción de la concentración del medio a 1/4 favorece el 

crec i mi ento de l os brotes aislados (Arnold y Ericksson , 

198 1 ) . Konar y Singh (1980) observan que el ala rgamiento 

de las yema s a brotes s e logra cuando se suministra agua 

de coco al medio. 

Dav id (1982) menciona que las condiciones que estimu

lan una abundante inducción inhibe el crecimiento continuo 

de los brotes y que su transferencia a un medio sin citoci 

ninas y con muy bajas concentraciones de auxinas estimulan 

el alargamiento,además señala que para el alargamiento de 

los brotes,es necesario la formación del sistema radicular 

y que en condiciones ~ vitro el alarga miento es en propor 

ción más lento que in situ,demostrando que los medios de _ 

cultivo no compensan la ausencia del sistema radicular . Lo 

an terior demuestra que no e xiste un estudio sistemático p~ 

ra la inducción y formación de plántulas a partir de yemas 
a brotes . 

Cuando los inóculos provenien tes de plántulas , los te

jidos tienden a disminuir su capacidad morfogenética con 

la edad,Toribio y Pardos (1981) o bservaron que los tejidos 

18 



jóvenes tienen gran plasticidad morfogénica y mencionan -

que existen células específicas determinadas genéticamente 

para el proces o de ocganogénesis y que los reguladores de 

c recimiento activan di c has células . Hricova ~ a1 , ( 1981) s~ 

ñalan que la hab ilidad de r egeneración en el cultivo de tg 

jidos depende de l a edad del inóculo,de las condiciones de 

cultivo, compos ición y concentración d e los componentes del 

medio, así como la iluminación, a d emás de otros factor es . 

2.2 .3.4 Cultivo de ascículas 

El uso de ascículas c omo inóculos , puede convertirse 

en una de las actividades preferidas por l os investigadores 

hablando e n términos de propagación clonal , ya que se esta

r í a multipl icando el genotipo del árbol parental y no como 

ocurre en l os embriones que e n la mayoría de los casos prQ 

vienen de pol i nizac ión abierta,excepto c uando se tra baje -

con material de polinización controlada. 

Jansson y Bornman ( 1980) logran la formación de yemas 

adventicias en un 22 , de las ascículas,con adi c i ón de 5 

micromole s de BA y 50 nanomoles de ANA,su desarrollo a brQ 

tes se hizo por la transferencia al medio libre de regula 

dores y a un terc io de su concentración original de los -

componentes del medio básico ; los inócu los empleados fue r on 

obtenidos de plán tu las de 20 a 22 días de Picea ab ies, las 

cuáles fueron consideradas de un ano debido a un tratamiento 
de congelación. 

Jansson y Bornman (1981 ) observaron qu e la iniciación 

de yemas e n ascículas en la misma e s pecie , es gradualmente 

afectada por la edad en función de su longitud, a sí las -

ascículas de 5 mm produc ieron yemas sobre t oda su superfi-

19 



cie,las de 10 mm en la porción proximal e inmedia tamente 

d i stal a la zona de abscisión . Las yemas originadas en la 

zona proximal a la absci 3ión , se i niciaron en las células 

epide rmales y de las células subsidi ar ias de los estómas, 

mientras que las originada s en la parte distal solo e n cé" 

lulas epidermales . 

20 

Usando segmentos de ascículas pr imarias de Pinus radiata 

de 10 a 12 semanas de edad Reilly y Brown ( 1976)logra r on -

la formación de callo que posterio r mente transf irieron a 

un medio a la mitad de su concentración y sm r egu ladores 

de crecimiento,donde ocurrió la formac ión de pequenos me-

cisternas api c ales,que pudieron ser inducidos a fo rmar bCQ 

tes cuando se cortaron y t ransfirieron a medio fresco y 

libre de reguladores de c r ecimi e nto . 

Inóc ulos provenientes de á r boles juveniles de tres 

especies de pinos mexicanos ( Pinus patula, P. cembroides y 

P.pseudostrobus ) Barrientos ( 1983 ) sembró las ascículas 

que se tomaron de ramas jóvenes en dife rentes medios va-

riando las concent r aciones de BA y ANA , logró la fo rmación 

de ca llo sin comunicar orga nogénes is. 

2 . 2 . 3 . 5 Cultivo de brotes apicales y axilares 

Los cultivos de yemas apicales así como los brotes 

axilares s e enfocan en l a propagación de arbol es maduros 

lo s que han e xpre sado su potencial genético y que pueden 

ser s e leccionados para la propagación .Arnold y Eriksson 

(191 9 ) log r aron formar ye ma s adventic i as sobre la punta 

de ye ma s vegetativas de Picea a bies colectadas de á rbo-

l es de 5 a 50 años sin encontrar correlación ent re la ca

pacidad de f ormac i én-· de yemas y la edad del árbol paren'" 



tal,además los estudios anatómicos mostraron que las yemas 

se iniciaron d e los primordios d e ascículas y no de las y~ 

mas axilares. 

Utilizando restos de yemas terminal e s de árboles de 

Pseudotsug~ menziesii de 30 añosde edad en prese ncia de BA 

y ANA se formaron yemas ad venticias.Thompson y Zaerr (1981) 

determinaron que para la formación de yemas ad venticia s , son 

muy importantes la época de colecta,concentración de algunos 

componentes del medio,específicamente las fuentes de nitró

geno. 

Mapes,et ~- ,(1981) desarrollaron un método para el culti 

VO de yemas axilares de Pseudotsug~ menziesii con el que 

encontraron que la citocinina y la auxina e n el medio son 

pre requisito para su desarrollo,sin embargo la prolife ración 

de las yemas,se logra cuando fueron transferidas al medio 

sin reguladores de crecimiento. 

David (1982) menciona que los problemas por superar e n 

el cultivo de yemas vegetativas son el rejuvenecimiento p~ 

ra restituir la actividad morfogénica del inóculo ,y el alar 

gamiento normal de los brotes así como su enraizado. 

2.2.4 FormaciGn de raíz 

Los resultados e n la inducc ión de raíz en los brotes 

aislados,obtenidos por el cultivo in vitro son va riados, 

el proceso puede dividirse en dos fases:la inducción de 

raíz y el sobrecrecimiento del sistema radicular generado 

que permita su establecimiento bajo condiciones de inver

nadero,vivero o campo.Las técnicas empleadas presentan di 

ferentes modalidades y condiciones,así por ejempl9:Campbel l 
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y Duezan (1976) observaron la f ormaci6n de raíz e n l o s 

brotes que fueron cortados y t ransfer i dos al medi o s in 

requladores;Sommer et al. (1975). mencionan que el aporte de 

auxina incrementa el enraizado en los brote s de 

Pinus palustris . 

Webb y Street (1977) logran bajo condiciones no e s-

tériles enraizar el 20 % de los brote s de Pinus conterta 

y Picea sitchensis en atmósfe ra con niebla;sin embargo e l 

porcentaje de enraizado se incremento por la adición de 

2iP o ci netina . 

La inmers i ón de los brotes de Pinus pi nas ter en una 

solución de un e nraizador comercial durante 24 h Y que po~ 

teriormente se colocaron en una mezc l a esterilizada de 

turba/perlita , se logró el enraizado en un 60 y 90 % depen

diendo del tipo de inócula de l que provienen los brotes 

(David,et ~,1978) . 

El suministro de .AIB (10 micromoles)promovió el e n

raizado de un 5 \ en brotes de Pseudotsuga menzi e sii 

(Winton y Verhagen, 1977).La formac i ón de raices ocurrió 

espontáneame nte e n el medio diluido;sin embargo Arnold y 

Eriksson ( 198 1) aumentaron la respuesta al suminist rar AIB 

en e l medio de cultivo. 

Vargas (1982) lográ la inducción de ra íz en brote s 

indi viduales de Pinus patula,colocados en el medio básico, 

con su concentración original , pero con reducción de saca

rosa al 1 \ Y con adición de ANA y AIB.El tamaño de los -

brotes fue considerado por Mehra , et ~ , ( 1977 )ya que obser

varon'.qJe para enraizar los brotes de Pi nus taeda deberían 

tener un tallo de 5 mm de longitud. 
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La forma ción de raices en gimnospermas ha sido e~tudi~ 

da poco, solo se han logrado fo rmarlas en brotes d e rivados 

de embriones , o de e st ructuras de plantas de pocos días o 

anos y solo en determinadas e species.EI porcentaje de enrai 

zado suele ser muy bajo sin e l aporte de reguladores de 

crecimiento , alrededor del 1 \ (Oavid,1982). 

2 . 3 . factores que intervienen en el cult ivo in vitra 

2.3.1 Selección del inóculo 

Todas las células vegetales t iene n la aptitud po tenc ia l 

de dividirse y crear un nuevo indi viduo completo y sem e j ante 

al que se l e tomó la mue stra .a és ta capacidad se le conoce 

como totipote ncialidad ce l u la r , e n la actualidad es dif i c il 

demostrar en fo rma g ene r al , solo se ha logrado ba jo cond i ci2 

nes muy pr ecisas y e n cierto grupo de plantas .Por lo tant~ 

resu lta impor tant e y con ven iente l a selección d e un g rupo 
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de célu las a usar como inóculo , pa ra que sea n capaces d e rea~ 

c ionar bajo las co nd iciones de cult ivo y pe r mitir ~ si l a 

multiplicación vegetativa {Vida l i e , et al, 1986) . 

Depe ndiendo de la eda d y la e tapa f i siológica de la 

planta madre, e l i nóculo puede variar sus respuesta s en 

gran medida,ya que las plantas jóvenes disminuyen s u poten 

cial idad con la e dad o incluso por su posición de un mismo 

árbol (ve r figura 5) como lo e xpon e Bon ga (1 982) . 

Los e mbr io nes como las estructuras embr i o nar ias han 

de mostrado su potenct ~ lidad como inóculos como lo demu e s

tran los trabajos de~cng ,1976: Arnold y Eriksson , 1978 y 

1981; Va r g3s ,1 982:El lis y Bilderback,1984 entre otros . El -



B 

D 

A 

Figura 5 . Grad iente de juvenilidad en coníferas. 
El g rado d e juvenilidad d e un meriste mo 
apical es i nve rsamente proporcional a 
la d istancia entre la unión del brote A 
y el meristemo.Así AB > AD >AE>AF s iendo 
B el me ristemo más maduro y F el más ju
venil . Tomado d e Bonga (1982). 
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uso de los cotiledones es para Vidalie,et al. ,(1986) la mejor 

via para afinar las condiciones nutrimentales para e l uso 

de inóculo5 de mayor edad.Aunque en embriones falta mucho 

por hacer sobre todo por la diversidad en los r esultados 

obtenidos por muchos in vestigadores , incluso trabajando con 

la misma especie . 

2 . 3 .2. Epoca de colecta del inócula 

En l as coníferas se observan dos etapas una activa y 

otra en que disminuyen las funciones matabólicas . Durante 

éstas etapas las reacciones a menudo son diferentes duran

te el ciclo anual en el cual cambian los equilibrios inter

nos de la planta,aumentando la presencia de auxinas y cito

c in inas así como de giberalinas durante la primavera , en el 

verano disminuyen ; en el otoño se detectan los primeros in 

hibidores y en el invierno la mayoría de los centros de cr~ 

cimiento entran en dormancia .Por lo tanto la época de cole~ 

ta debe dete r minar las diferentes reacciones del inóculo ba 

jo las condiciones del cultivo in vitro (John ,1983). 

En l os t rabajos de propagación por estaca s se observa 

claramente la influencia de la época de colecta como lo se

ñala n Whitehill y Schwabe (1975l .En el cultivo i n vit ro se 

puede observar el mismo comportamiento por ejemplo Arnold 

y Eriksson ( 1979) no encontraron diferencias en el cultivo 

de yemas de Picea abies colec tadas entre los meses de sep

tiemb re a mayo , pero mencionan que nunca se o bse rvó la fo r 

mación de yemas adven ticias en las colectadas en verano . 

Vidalie , et !l . ,(1 986) e xpone que éste o bstáculo se puede 

librar,aplicando tratamiento en frío a las p l antas madre, 

por iluminación especial y por el uso de reguladores, tra~ 
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de cambiar los niveles de los reguladores internos de los 

inóculas. 

Patiño (197)1,Eguiluz ( 1978) y Nie mb ro (1986J ,mencio

nan las é pocas de colecta de los conos de varias especi es 

de pinos mexicanos.En el caso del uso de embriones como 

inóculas es importante contar con semilla que garantice la 

madurez del embrión y por lo tanto su viab ilidad para su 

establecimien to in vitro. 

2 . 3.3 Tamaño del inocu lo 

Con respec to al tamaño del inoculo , cuanto mayor sea 

más determinan tes serán los equili br ios e ndógenos , po r lo ta~ 

to el efecto de los reguladores exógenos,incluidos e n el me 

dio de cultivo serán limitados: en contras te un inóculo pequg 

quena se rá afec tado con mayor facilidad por las sustancias 

en el medio,como lo pueden ser los regulado r es de cre cimien

to {Vidal i e , et a~, 19861. 

2.3 . 4. Asepsia de l inóculo 

Lograr la asepsia total del inóculo es determinante en 

el éxito del cultivo , además el proceso no debe dañar la via

vilidad del inóculo . Los cult ivos continuame n te están expues

tos a la invasión de microorganismos,los cuales proliferan 

más rápidame nte y terminan invadiendo al inóculo.Algunos de 

los agentes químicos más ampliamente usados para lograr la 

asépsia de los inóculos son los siguientes; 



tti.¡::oclorito de calcio 

Hipoclorito de 5OOio 

Cloruro de mercurio 

Peróxickl de hidrégeno 

(n) 

(1 a 2\1 

(40 a 50%) 

(40 a 50%) 
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Algunos ag entes físicos también son usados en la técni

ca de cultivo in vitro sin embargo no se aplican directamente 

sobre los inóculos , solo e vitan la presencia de los microor

ganismo ambientales durante la manipulación y siembra, entre 

los que se encuentran:los sistemas de filtración,rayos ultr~ 

vi oleta ,flama de meche r o y temperaturas ar riba de 120°c . Gen~ 

ralmente se deben dete rminar las condiciones óptimas para 

cada "tipo de inácula , la duración,concentración, combinación 

de agentes (Narayanaswamy,1977;Vidalie,et a 1., 1986). 

2.3.5. Medio de culti vo 

La composición del medio de cultivo es importante en 

el establecimiento del inóculo in vitro . Cada tipo de tejido 

requiere una formulación diferente , dependiendo del objetivo 

que se persig,a . Los medios de cultivo ésta n constituidos por 

un balance de macronutrime ntos requeridos en grandes canti

dad es por las plantas como e l calcio , magnesio , potasio , nitrQ 

geno,fósforo y azúfre ; otros nutrimentos son requeridos en 

pequeñas cantidades,los micronutrimentos como : hierro , molib

deno , boro,cobre,cinc,manganeso , cloro ,n iquel , aluminio e ntre 

otros . El hierro es un elemento esencial mientras que los 

otros son adicionados como medida de precaución ya que se 

desconoce o se sabe muy poco de su inf l uencia en el creci

mie nto de los tejidos (Vidalie ,~ ~ . ,1986 ) . 

En el cu ~tivo in vit ro los tejidos también requ ieren 

de sustancias o rgánicas para su crecimiento , como fuente de 



carbono se usa comunmente la saca rosa aunque también . se lha.n 

e mpleado otras como la glucosa.Las vitaminas que se añaden 
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a los medios pertenecen al complejo B y de éstas la t iamina 

es esencial , otras son la piridoxina,ácido nicotfnico y el 

mi o - inositol , ésta última mejora el crecimiento de los teji

dos pero no par ece esencial.Los aminiácidos son e l otro 9 r~ 

po de sustancias orgánicas que algunos tejidos o células de 

c i erta espec i e r equier en ,a veces se agregan como caseína hi 
drolizada o bien se ag r egan los isómeros -L de asparag ina , 

glu tami na ,arginina, ácido aspárt i co .ácido glutámico y tirosina 

solos o combi nados (Nar ayanas wamy,19 77 y Vidalie , et !1 , 1986) . 

Alg unos productos naturales compl ejos suelen agrega rs e 

con la finalidad de enriquecer el medio de cultivo o favorece n 

una dete rminada r espuesta e n el inóculo ,a lgunos de éstos son : 

agua de coco, jugo de tomate,de naranj a y otros extractos de 

plantas así como levaduras (Narayanaswamy , 1977) . 

La función primaria del mayor núme ro de los componentes 

del medio es nutrimental , es dec ir suministran energía o sir

ven de materia prima po;raconstrucción de otras molécul as esen

cia l es para las células de las plantas. Sin embargo el agar es 

un agente solidi fican te más común e n los medios y éste parti

cipa más físicamente que químicame nte. Aunque Bonga (19 82)men

ciona que el agar es una fuente de muchos minera les particu

larmente de sodio y posiblemente de algunas vitaminas y toxi

na s que pueden complica r los e studios metabólicos y nutrimen

tal es además cita que puede ser bené f ico porque tiene capaci

dad de absorción y puede remover algunos productos de desecho 

celular como el carbón activado ;se puede esperar diferencias 

en la r espuesta de crecimiento de los cultivos dependiendo de l 

grado de pu r eza del agar. 
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CCMPUFSro Murashige Schenk y Gresshof Arnold y 
y Skoog Hildebrandt y Doy Eri.ksson 
(1962) ( 1972) ( 1972) (1977) 

Mio-inositol 100 100 10 100 
Tiamina.HCl 0.1 5 1 5 
Acido nicotínico 0.5 0.5 0.1 2 
Piridoxina.HCl 0.1 0.5 0.1 1 
Pantotenato de 
Calcio - - - -
Biotina - - - -
Glicina 2 - - 2 
Vitamina B12 - - - 4.5 
Acido fálico - - - -

Murashige,T.y F.Skoog.1962.Phys iol.Pantarum.15:473-479. 
Schenk,R.W.y A.C.Hildebrandt.1972 .Can.J.Bot.50:199-204. 
Gresshof,P.M.y C.H .Doy. 1972.Planta.107:161-170. 
Arnold,S.von y T.Eriksson.1977.Physiol.Plant.39:257-260. 

Lloyd y Bornman 
McCown 
( 1980) ( 1981) 

100 90 
1 1. 7 
0.5 0.6 
1 1.2 

- 0.5 
- 0.125 
2 2 

990 1. 1 

Lloyd,G.B.y B.H.M::Cown. 1980.Proceeding if the International Plant Propagation 
Society.30:421-427. 
Bornman,C.H.1981.Symposium on Clonal. Forestry.Sweden.pp.43-56. 
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Algunos investigadores han desarrollado medios que se 

ajustan más a los requerimientos de las coníferas como son : 

Rancillac ,~ ~ (19BO) ,Lloyd y McCown (19BO) ,Bornman (19B) 

y Gupta y Duezan ( 1985) . Pero la generalización a todas las 

especies de alguno de los medios no es posible (ver cuadro 

1 ) . 

2 . ] . 6 Reg uladores de crecimiento 

Las auxinas fue r on los primeros reguladores de crecimie~ 

to descubiertas en 19]4 y hacia los cincuentas las giberalinas 

y las c itocininas y el ácido abscisico en los sesen ta .~as sus

tancias empleadas como reguladores de crecimiento se puede n 

considerar de naturaleza endógena (si son sintetizadas por e l 

propio vegetal) , o exógena (sintet izadas por el hombrel,Vidali e , 

e t al. (1986' , (ver figura 6'. 

Los reguladores de crecimiento presen ta n característi

cas que le son comunes : actuan e n concentraciones bajas,pues 

en al tas resultan tóxicos,solo interactuan con otros r egula

dores ,intervienen en muchos procesos fisiológico s , es decir 

no son especificas , los reguladores en dógenos son metabol i

zados por la maquinaria celular y son contro lados r áp idamen

te o eliminados mientras que los exógenos actuan duran te más 

tiempo . De los regu ladores más importantes en el cultivo 

in vitro (au xinas y citocininas'aunque no se puede dar una 

respuesta precisa r especto a la forma e n que actuan,sin em

bargo algunos investigadores mencionan la presenc ia de cie! 

tos receptores auxini cos en e l citoplasma o en las membranas 

pero hasta ahora se consideran como una hipótesis(Vidalie , 

~ -ªl. ,1 986l. 



Figura 6. Auxinas y cit=ininas más errpleadas en el 

cultivo in vitro. 
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Con respecto a la acción de las citocininas Zaerc y 

Mapes ( 1982) mencionan que actuan directamente sobre las 

enzimas,controlando más la acción de éstas que la síntesis. 

La expresión de la actividad de las citocininas es influen 

ciada por las variaciones estructurales.Por la configuración 

espacial,así como el tipo de átomos en el nitrógeno (N-6). 

La aplicación de los reguladores de crecimiento en el 

cultivo in vitcQ es determinante . en el campo forestal des~ 

fortunadamente son poco s los trabajos que han tratado el 

mecanismo de acción/la determinación de l os mejores ,así c2 

mo sus concentraciones, se han der ivado empíricamente, el 

campo de acción de los reguladores a l ser aplicado a un n~ 

mero de especies puede dar resultados contradictorios 

Zaerr y MapesJ1 982) . {Ver figu r a 7 l. 

Zaerr y Mapes ( 1982) menciona"n que l a proporción de 

auxinas/citocininas , usualmente contro lan la dirección mor

fogé nica,pero no siempre ,ya que algunas especies forestales 

han sido rege neradas por la s técnicas in vitro , pero se puede 

observar que los procedimientos son diferentes para cada 

especie . El futuro del cultivo in vitrQ dependerá de la habi

lidad para esta blecer las condic iones propicias con r e specto 

a los nutrimentos , a la concentración de los reguladores así 

como al ti empo de e xposición para obtener la respuesta dese~ 

da. Los pr inc ipales regulador es empleados en e n el cul t ivo 
i n vitro son : 

.Auxinas 

.Citocininas 

.Giberalinas 

Auxinas . Las auxinas más apliamente usadas en el culti vo 

in vitro se muestra e n l a figura 7 , sin embargo en las 
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especies foresta les se ha n e mpleado otros como : el ácido 

indo l propiónico {AIP);el ácid o naftoacét ico (ANOI,el ácido 

2 . 3 , 6-tric l orobenzoico y el ácido 2-benzotiozol-oxiacét ico 

(Zacrr y Ma pes , 198 2 ; vidalie.et a l, 1986) , 

Los efectos de las au xinas son variados,puesto que in 

ter vi enen en numerosos fenóme nos fisiológicos entre ellos : 

Crecimie nto celular (alargamiento celular) . 

Mod i f icación de la permeabil idad de la membrana celu

lar. 

Estimula la división cel ular ,que condu ce a la forma ción 

de ca llo , efecto c a li f icado de " histógeno ". 

En la síntesis de etileno , e l cual regula la s concentra

ciones de aux inas, a l menos a nivel de transporte . 

Re tard a n la caída de hoj a s y f rutos . 
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Acción rizógena (Zaerr y Map~S i , 1982 ; Vidali e , e t ~ , 1986) . 

Citocininas. Son los reguladores mas importantes junto 

con las au xinas , ya que ha n permitido grandes adelantos e n 

la propagac ión vegeta tiva , sus principales efectos son : 

.!~c r emento e n la división cel ular que es ta en f unción de 

la p roporción aux inajcitocinina . 

Participación en el proceso organogénico , antagónico al 

rizogénico . 

Como estimulantes del metabolismo , aumentando la sint esis 

prote ica y prote ger a los met aboli tos de la acción de 

l a s e nzimas hidrolíticas produci endo un r etraso e n la 

s enescencia . 

Efecto ontogénico de la dominanci a ap ical. 



En el cultivo in ~itro de árboles,la mejor de las c ito 

cin inas , es el BA considerada altamente efectiva ,de carac ter 

e xógeno , emplead a en la inducción d e cal l o y p rinc i palmente 

en la i nducción de b rotes . Se le ha emp leado e n l a inducción 

de raíz . La aplica ción de BA que suele combinarse con baj as 

con cent raciones de auxina,lo que conduce a suponer que l a 

dirección de la morfogénesis está de terminada crfticam e n t e 

por la COncen tración empleada de los reguladores (Z a er r y 

Mapes ,1982 y Vidalie,~ ~. , 19B6). 

Giberalinas. El ácido gibe rélico fue el primero en 

ser identificado y actualmente se conocen más de SO;en l a 

práctic a las utilizadas son GA) o ácido giberelico,el GA
7 

y la mezcla de GA 4 + GA 7 . LoS principales efectos observados 

son: 

Alargamiento de los e ntrenudos . 

Activación de meristemos . 

Son est i mulantes del me tabol i smo, favorecen l a sín

tesis de e nzimas hidrolíticas. 

En la floración tienen una acción compl e ja . 

En el desarrollo de los f rutos. 

En la liberación de la dormancia. 

En la organogénesis muestra acciones antagónica s 

que parecen oponerse a la difere nciación. 
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En el campo forestal, los efectos de las gibe ral i nas son 

poco c laros o no han sido observados , por lo que no ha c e n ne

cesario el suministro de niveles e xó q enos (Zaerr y Ma p e s , 

1982 y Vidalie , et ~1. ,1 986) . 



2.3 . 7 Condiciones de cultivo 

El metabolismo de los te jidos del inócu la , se pueden 

mod ificar por completo si se establecen en el medio líquido 

o sólido _en é ste último la concentración de agar o agente 

solidificante y su calidad puede tener efectos claros e n 

función del tipo del inócula y del pH al que se ajuste el 

medio . En los med ios líquidos,la velocidad de agitación debe 

con s i derarse , el intercambio gaseoso raramente es estimado . 

El pH es un factor crítico y generalmente se ajusta e n tre 

5 . 5 a 5 . a,aunque debe tomarse en cuenta que disminuye con 

el transcurso del tiempo de c ult iv o ( Narayanaswamy ,1979 y 

Vidali e ,et al~ 1986 ). 

I..os principales factores del medio a mb·iente son la luz 

y la tempe ratura , con r especto a la luz hay que considerar 

la in tensida d luminosa (comunmente de 10 a 15 w/m
2

) , la durª 

ción de la iluminación ( 16 a 18 h/dia )y la calidad espec

tral reci b ida ,generalmente proporcionada por tubos de lu z 

flu orescente blanca;aunque algunas veces se complementa con 

lám pa ras incandescentes . Existe n trabajos que demuestran que 

ciertas longitudes de o nda , pueden activar c i ertos fitocromos 

y que é stos pueden inducir r espuestas mor fognéticas . La temp~ 

r atura se establece entre lo s 22 a 25 °C ,pero debe tomarse 

en cuenta si la especie es de clima templado o t r opical , por 

lo que entónc es se recomientan temperaturas de 20 a 25 Oc 
~ 1 Oc, r e spectivamen te ( Bon9a,1 982 y Vidalie . et a L , 1986l . 

2 . 4 Aplicac ión del cultivo in vitro de á rboles 

El desarrollo de las técnicas de c ultivo in vitro en 

el campo fores t al ha abierto un sin numero de áreas de apli 

cae ión que fo mentan y abren nuevas alternativas del conoci-
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miento,que permitirán el óptimo aprovechamiento de los recu~ 

sos forestales.A continuación se dan algunas áreas donde la 

aplicación del cultivo in vitra es evidente: 

En trabajos de investigación básica rela cionadas con fi

siología,bioquímic~eenética,biología celular, .. . ctc . 
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En el mejoramiento d e las especies f oresta l es más impor 

tantes por medio de la propagación de árboles plus o élite, 

para el establecimiento de huertos semilleros o plantacio

nes comerciales. (Ver figu ra 8 y 9). 

En la formación de híbridos somáticos de tipo homocigótico 

o heterocigótico . ( Ver figur a 10). 

Para obtener líneas homocigóticas para programas de cruzas 

específicas de genotipos conocidos. 

En la obtención de árboles lib res de enfermedades causadas 

por bacterias,hongos y virus. 

-. Para el estudio y determinación de las relaciones ent r e 

huésped/parásito ·o bien relaciones simbióticas . 

Obtención de árboles resistentes a plagas , enfermedades , 

heladas,s equía o salinidad. 

Para el almacenam~ento de recursos genéticos,por medio 

del establecimiento de bancos genéticos' in vitro . 

En la introducción de genes o segmentos de éstos mediante 

recombinaciores génicas ,por ejemplo: la introducción de 

material genético de Rhizobium a las especies forestales , 

para incrementar la eficiencia en la asimilación y fija

ción de nitrógeno , lo que repercutiría directamente en la 

producción . 

Incrementando la variabi lidad genética por inducción de 

mutaciones . 

Para la obtención de productos de síntesis para la industria 

farmacéutica entre otras . 

(Durzan y Campbell,1974;Bonga, 1977 ;Bonga y Durzan,1982; 

John , 1983). 
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El potencial del cultivo in vitro está establecido y 

su futuro dependerá de la intensificación de las investiga

gaciones,afinando muchas técnicas y ge nerando otras , lo que 

sin duda repercutirá en la ampliación de los conocimientos . 
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.3 

3. MATERIALES Y METODOS 

El presente trabajo fue realizado en el l aboratorio de 

embriogénesis de Centro de Fruticultura del Colegio de Pos~ 

graduados. 

Se empleó semilla de polinización abierta de pino piño

ne ro ( Pinus ~mbroides zucc.),proporcionada por la División 

de Ciencias Forestales de la Unive rsidad Autónoma de Chapin

go,que fue colectada en la localidad de San Juanito de Salís , 

del municipio de Zaragoza del estado de Nuevo León . 

3 . 1 Establecimiento del inóculo 

3.1 . 1 Disección del inóculo 

La extracción de los embriones fue hecha de la manera 

siguiente: las semi llas fueron lavadas con agua potabl~ 'l 

detergente, posteriormente se enjuagaron hasta eliminar los 

residuos del detergente, usando agua potable , seguido por un 

enjuague con agua destilada . 

La semilla se desin fes tó,por inmersión e n una solución 

de cloruro de mercurio al 0.1 % (p/v) durant e S min , enjuagadas . 

2 a 3 veces con agua destilada. Posteriormente la semilla se 

colocó en un pe queño volumen de agua destilada durante 24 h , 

con la finalidad de hidratarla y para reblandecer la teca . 

finalmente se volvieron a sumergir en alcohol al 70 , 

(v/v) durante min,seguido por la inmersión en clo ru ro de 

mercurio (0.1 %) -durante 5 min y se enjuagaron de 2 a 3 con 

agua destilada esterilizada (Vargas,1982). 
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La di sección de los e mbriones fue hecha baj o una campana 

de flujo laminar y fueron colocados horizontalmente sobre el 

medio d e cultivo (2 0 mIl contenido en frascos de vidri o de 

boca ancha (SOx75 mm l . se colocaron ) embrione s por frasco 

hac iendo un total de 15 embriones por c ada tratamie nto . 

Los frasco s con los embriones fueron ma r 9ados para su 

i dentificación y se col ocaron en un cuarto de incubación , 

iluminados con una intens idad de 3000 lux (15 W/m2 ) propor

cionada por lámparas de l uz blanca fluore scent e en forma cOQ 

t inua y la temperatura fue mantenida a 25 Oc ~l°C . 

3 . 1.2 Medio d e cultivo 

Para e l desar r o l lo de és t e t r abajo se e mplearon los me

dios básicos desa r ro l lados por Schenk y Hi ldehrand t (1972) 

denominado SH , que ha sido usado ampliamente pa ra e l rápido 

c recimiento de callo de angiospermas, pero que también se ha 

empleado en el cultivo in yi tro de gimnosperma s (Reilly y 

Washe r,1977¡Barri e n tos ,19 83) po r lo que fue selecionado para 

observar la r espuesta d e los embriones de la espec i e e n est~ 

dio .E l segundo medio básico empleado fue el d e nominado DCR 

desarrollado por Gupta y Durza n (1985),que ha s ido usado pa

ra la mul t iplicación d e brotes de tejidos maduros d e conífe

ras , e mpleado en éste tra ba jo para probar su efecto e n los 

emb riones de l a especie c i t ada. Oe ésta manera se determinará 

cuál de los dos medios favo r ece más la formación de brotes y 

así emplea r lo en fu turos e nsayos .En el cuadro 2 se da la co~ 

pos ición y e n los anexos 1 y 2 la preparación de las soluc i 2 

nes concen tradas y su mezcla . 

La esterilización de los medios de cu lt ivo se hizo e n 

autoclave a 121°C y a 1 . 14 Kg cm - 2 de p r esión du r ante 20 min, 



Cuadro 2. Medios empleados en el cultivo in vitrQ 

de embriones de Pinus c e mbroide s Zucc. 

(Schenk y Hilde brand, SH ( 19 72 ) y Gu pta 

y Durzan,DCR (198 5 )). 

COMPONENTE 

KN0
3 

NH 4No 3 

NH
4

H
2

Po
4 

Ca(N03 J 2 .4H 20 

KH 2Po4 
MgS0

4
.7H

2
0 

CaC1 2 .2H 2o 

H3Bo 3 
MnS04 .H 2o 

Mnso 4 .4H2o 

ZnS0
4

.7H
2

0 

Cuso4 .5H
2o 

KI 

FeS04 .7H
2

0 

Na 2EDTA 

CoC1 2 .6H
2

o 

NiC1
2

.6H
2o 

NaMo0 4 .2H 2o 

Glicina 

Mio-inositol 

Tiamina.HCl 

Piridoxina.HCl 

Ac. nicotínico 

Sacarosa 

Agar 

MEDIO SH 
-1 mg L 

2500 

300 

400 

200 

5 

20 

0.2 

15 

20 

0.2 

0.2 

10 

5 

0.5 

5 

30000 

7500 

MEDIO DCR 
-1 mg L 

340 

400 

556 

170 

370 

85 

6.2 

22. 3 

8.6 

0.25 

0.83 

27.8 

37.3 

0.025 

0.025 

0.25 

2 

200 

1 

0.5 

0 . 5 

30000 

750 0 
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el p H fué a justado a 5 . 8 con NaOH y Hel 0 . 1 N. La sacarosa 

fué agreqada a la concentración de 30 gL- 1 Y la cantidad 
-1 -1 

de agar fué de 7.5 gL para el me dio SH y de 6.0 gL pa-

ra el medio DeR . 

3 . 1.3 Regu ladores de crec imiento 

Los medios de cultivo fueron suplementados con dife

rente s combinaciones de ANA (ácido nafta lenacético) y BA 

(benciladenina) en conc e ntraciones que se dan en el cuadro 

3 para el medio SH y en el cuadro 4 para el DCR . 

3 . 2 Multiplicación del inócula 

Los embriones fueron tra nsferidos a medio fresco cada 

4 Ó 5 semanas.Cuando las yemas adventicias completaron su 

desarrollo a brotes (tallo,hojas primarias y mcristemo api 

cal bie n diferenciados) fueron diseetados del embrión y se 

colocaron en los medios básicos al 100 % de su concentración 
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pero sin reguladores de crecimiento (Campbell 

y se redujó la concentración de sacarosa a 20 

y Du rzan,1976) 
-1 y 10 gL con 

la fina lidad de obtener el ala r gamiento de los brotes 

(Vargas , 1982) . Otra forma de lograrlo fue transfiriendo al 

embrión completo a las condiciones anteriores para que los 

brotes más pequeños crecieran y pudieran disectarse sin da

ñarlos. 

3.3 Enraizami ento in vitro 

En los ensayos de inducción de raíz solo se emplearon 

brotes bien diferenciados mayores a 0.5 cm según Mehra,et al. 

( 197 7) . Para cada ensayo se utilizaron 15 brotes po r 



cuadro 3. 

BA o.o 
ANA 

o.o 1 

* 10-7 6 

10-6 11 

10-5 16 

10-4 21 

canbinaciones de ANA Y BA establecidas 
para inducir brotes adventicios en e l 
medio SH. 

Concentración rrolar* 

10-6 10- S 2.5x10-5 10-4 

2 3 4 5 

7 8 9 10 

12 13 14 15 

17 18 19 20 

22 23 24 25 

... 
-.J 



ANA 

o.o 

Cuadro 4. -combinaciones de ANA y BA establecidas para 

inducir brotes adventicios en e l me dio DCR. 

Concentración molar * 

BA o.o 10-6 10-5 2.5x10-S 10-4 

2 3 4 5 

10-7 6 7 8 9 1 o 

---------------------------·----------------------------------

.to 
00 



tratamiento,excepto cuando se indique lo contrario. 

3.3.1 Reducción de la concentración d el medio 

y sacarosa 

Los brotes al alcanzar el tamaño establecido (0.5 cm 

mínimo) se transfirieron al medio SH al 50 % de su concen 
-1 -1 tración y la sacarosa s e redujo de 30 g L a 20 y 10 g L 

con carbón activado hacie ndo un total de cuatro tratamientos 

que se dan en el cuadro 5.Finalmente se colocaron en el 

cuarto de incubación bajo las condiciones de inducción. 

TRATAMIENTO CONCENTRACION 

NUMERO DEL MEDIO DE SACAROSA DE CAR BON 

% L-1 L-1 

50 10 l. o 
2 50 1 o 2.0 

3 50 2 0 1 . o 
4 50 20 2.0 

Cuadro 5.Reducción del medio básico SH al 50% , de 

sacarosa y con carbón activado para inducir raíz. 

3.3.2 Aplicación de enraizador en polvo 

Se colocaron 2 g del enraizador en un vaso d e precipi

tados que fue sellado perfectamente y esterilizado en auto

clave durante 15 min (121 ºe y 1.14 Kg cm- 2 ).Despué s en la 

campana de flujo laminar se seccionaron los brotes de los 
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embriones y se introdujo su base en e l enraizador ( 10 000 

ppm de AIB y 300 ppm de ANAI,posteriormente se d ió una 

peq ueña sacudida para eliminar el exceso de en r aizador y 

se colocaron e n el medio SH al 50% de su concentración , con 
- 1 _1 

20 gL de sacarosa y 2 gL de carbón activado y se mant~ 

vieron ba jo las condiciones del cua r to de incu bación . 

3 .3. 3 Aplicación de enraizador líquido 

Después de cortar los brotes directamente del inócula 

se sumergieron sus bas e s en el e nraizador liqu ido "Radix " 

(10 000 mg de AIB y 30 mg de ANA por 100 mI de enraizador) , 

durante di ferentes tiempos:5,10 y 15 min posteriormente 
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se transfirieron al medi o SH al 50% con 20 gL- 1 de saca rosa 

y 2 gL-
1 de car bón acti vado .La esterilización del enraiz ador 

se efectuo por filtra ción a través de un filt ro de membrana 

con un tamaño de poro de 0 .4 5 micrómetros y los brotes se 

col ocaron ba jo las condiciones del cuarto de incubación . 

3 . 3. 4 Tr a tamientos de ANA y AIB 

Se probaron 20 tratamientos de ANA y Ara adicionados 

solos o combinados al medio SH con 10 gL- 1 de sacarosa y 

2 gL- 1 de carbón activado, en el cuadro 6 se mu es tran las 

combinaciones de auxinas.Los brote s se man tuvieron en los 

tratamientos durante cuatro semanas y posteriormente el 

50\ de ellos se transfiri e r on a l mismo medio pe ro sin las 

auxinas y e l otro 50% se utilizó para efectuar un e nsa yo 

extra in vitro . 



Cuadro 6. 

AIB 

ANA 

o.o 
o .o 1 

* o.os 
o. 1 

3. 3. s 

Tratamientos de ANA y AIB para inducir 

raíz a brotes de Pinus c e mbro:!_des Zucc. 

CONCENTRACION ( mg L-1) * 

o.o o. o 1 o.os o. 1 1. o 

2 3 4 s 
6 7 8 9 10 

11 12 13 14 1 S 

16 17 18 19 20 

Adición de e nraizador líquido al medio de 

cultivo 

S 1 

En éste ensayo se utilizó el medio DCR al SO% d e su 

concentración al que se le suministró directamente diferentes 

cantidades de enraizador líquido (Radix),ver cuadro 7.Se em

pleó una concentración de sacarosa de S g L- 1 ,la de agar de 
-1 ,., -1 

6 g L y con carbon activado g L ;los brotes fueron man-

tenidos en éste medio durante 4 semanas y post e riormente se 

transfirieron al mismo medio pero sin el enraizador. 

Cuadro 7. Tratamientos con "Radix" adicionado al medio 

DCR. 

TRATAMIENTO CANTIDAD DE CONCENTRACION (mg L-1) 

NUMERO RADIX (ml) AIB ANA 

1 10 1000 3 

2 s soo 1. s 
3 100 0.3 

4 o.s so 0.1S 

s o. 1 10 0.03 



CO" 

3 . 3.6 Combinación de auxinas con BA y vari ación 

de sacarosa con AlB 

Se utilizó el 

6 gL- 1 de agar 

medi o OCR al 50% de su 
-1 y 2 gL 

concentración 

de carbón activado . Las auxi
_1 

nas empleadas fueron el AIB (1 . 0 Y 5 . 0 rngL yel ANA 
_1 _1 

(0 . 05 . 0 . 1 Y 1 . 0 mgL ) que se combinaron con 1. 0 rngL de 
-1 .. BA Y con S gL de s3carosa . Tamb1en se ensayaron difer e n-

tes concentraciones de sacarosa ( 60 , 30 , 20 y 5 gL-
1

¡ con 
-1 10 rngL de AlB,ver cuadro 8. 

3.3. 7 Transferencia al medio DCR sin reguladores 

Los brotes cortados se tran sfi rieron al medio DCR 

al 100\ de su concentrac ión con 5 gL- 1 de saca r osa y 
-1 6 gL de agar, en éste e nsayo se prue ba el efecto del 

medio para inducir raices d e manera es pontánea y tener 

un testigo . 

3.4 Enraizamie nto extra in vit r Q 

3 . 4 . 1 Transferencia de brotes a una mezcla de tierra 

de monte/agrol ita 

De spués de cortar los brotes de los inócu los se sumer

gieron sus base s en el e nraizador liquido durante 2 min, 

posteriormente se colocaron en mace tas que contiene n 

la mezcla de tierra de monte/agrolit~ en proporción de 

2 : 1 (v/v) , qu e fue esterilizada previame nt e e n la aut2 

clave (15 minl . Los brotes ya en las macetas se cu bri~ 

ron con bolsas de plástico sujetas con ligas;para evitar 
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Cuadro 8. Combinación de auxinas (AIB y ANA) con BA 

y variación de la concentración de sacarosa 

con AIB para inducir raíz a los brotes de 

Pinu~ cembrQides Zucc.obte nidos in vi tre. 

TRATAMIENTO AIB ANA BA SACAROSA 

(número) -1 (mg L ) (g L-1) 

o.os s 
2 o. 1 s 
3 o. s s 
4 s 
s s o.os s 
6 s o. 1 s 
7 1 o 60 

8 1 o 30 

9 10 20 

10 10 s ------------------------------------------------------------
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la evaporación excesiva que pudiera dañar al brote , los rie

gos se realizaron dos veces por semana con agua potable con 

1 9 L- 1 de un fungicida (Captan) .Las condiciones de temper~ 
tuca e iluminación fueron las del c uarto de incubación. 

3.4 . 2 Transferencia a la mezcla de tierra!agrolita 

después de un tratamiento con ANA y ArB 

El 50% de los brotes empleados en el punto 3 . 3 . 4 fue

ron transferidos a macetas con tierra de monte y agrolita 

sin la aplicación de e nraizador en las bases de los brotes , 

eliminando los residuos de aga r con agua destilada colocan 

dolos y cubriendo los como en el punto anterior. 

3.5 Toma de datos 

Se tomaron diferentes datos durante el desarrollo del 

presente tra bajo , de pe ndi endo de la respuesta obtenida en 

ios inóculos . 

Las observaciones se efectuaron semanalmente, en la 

primera se separaron los frascos que mostraron invasión 

de microorganismos, los cuales fueron eliminados y reempl~ 

zados para man tener constante el número de embriones por 

tra tamiento . Se tomó nota de los cambios observados en los 

e mbriones con la finalidad de integrar y descubrir las 

respuestas e n cada tratam.'. ento . 

La toma de datos núm~ricos se efectuó hasta la primer 

transferenc ia de acuerdo a los parámetros sigui"ntes ; 
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Número de embriones que f ormaron callo , también se de

terminó e l tipo de callo en base al color ,textura y 

crecimiento . 

Se contabili zó los brotes bien d ife r enciados registra~ 

do : 

El número de brotes por embrión 
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Número m~ximo de brotes por embrión en cada t ra tamiento . 

Promedio de brotes por tratamiento en base al número 

de embriones que formaron brotes. 

Tiempo de forma ción de los brotes . 

Tamaño de los brotes a las 16 semanas de iniciado 

el cultivo e n e l medio SH y a 10 semanas en el DCR . 

Se tomó nota de las estructuras embrionarias donde 

tuvo lugar la formación de los brotes como informa

ción adicional. 

3.5 . 1 Análisis estadístico 

Para el análisi s del experimento , constituido por 25 

tratamientos determinados por la combinación de ANA y BA 

(ve r c uadro 3) , se r ealizó un arr e glo factorial de 52 com

pletamente al azar con 15 r epeticiones en cada tratamiento . 

Se considero el número de brotes por tratamiento y sólo -

los primeros 15 tratamie ntos pue sto que en los restantes 

no se obtuvo formación de brotes en el medio SH . 

El e xpe rimento se ajustó al mode lo siguiente : 

Yij : m + Li + Eij 

i - 1.2.3, ..... 15 t 

j = 1,2. 3 •.. . .. 15 = r 



Donde: 

Yij Observac ión del i- é simo trat ami e nto y la 

j-és i ma repe t ición . 

m Efecto de la media. 

Li Ef e cto de l i-és imo tra tamiento. 

Eij Error aleatorio. 

Para detectar la s diferenc ias entre los factores de 

variación e n e l núme ro d e brotes formados,se t omó e l ni ve l 

de signi f i c ancia de l 5%. Así para la comparación estadísti c a 

entre las media s se e mpl eó la prueba de Tukey al nive l de 

significancia d e l 5%. 

Para el cálculo de la diferencia mínima significativa 

honesta (DMSH),se r e alizo por mediode la ecuación siguiente : 

w qa(t;GLE) s i 

Do nde : 

qa(t;GLE) Valor de F al ni ve l d e l 5% . 

t Número de tratamientos. 

GLE Grados de libe rtad del e rror. 

si CME 

r 

CME Cuadrado medio del error. 

r = Número de r e peticiones. 

El aná l is i s e s tad í stico de los 10 tratamientos con 

e l med io DCR (ver c uadro 4), se empleó el mismo mode l o a 

justandolo al núme ro de r e pe ticione s . 
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4 RESULTADOS Y DISCUSION 

4.1 Respues tas del inóculo durante el establecimiento 

e inducción 

4.1.1 Des infestación y medios de cultivo. 

El procedimiento de des infestación de la semilla fué 

efectivo en un 85 % en la muestra emple ada para éste t ra ba 

jo . Con respecto a los medios básicos empleados (SH y DCRl , 

en ambos se observó una r espuesta favorable en el estable

cimiento ,inducción y crecimiento de 105 brote s a dventicios . 

Los resu ltados son similares a los que menciona Bornman 

(198)l , quién me nc iona l a dificultad de generali zar la res

puesta de un ,nedio de c ulti vo ya que ex isten células y t f::ji 

dos ampliamente tolerantes a un bu en núme ro de componentes 

de los medios.Por su part e Ellis y Bilderback (198 4 ) al pro

bar varios medios de cultivo obtuvieron r espuestas d iferen

tes en la formación de yemas adventicias e n embriones de 

Pinus ponde r osa .En el cultivo de embriones de pinus patula, 

Vargas ( 1982) observó diferencias cualitativas con los medios 

empleados ( 11urashige y Skoog , 1962 y el de Gresshoff y Doy, 

1975) ;pero hace notar que al emplear concentraciones se:ne

jantes de los reguladores,la r espuesta fué muy similar en 

ambos medios,ésto difiere de nuestros res ultados (ve r cua

dros 9 y 10 Y las figuras 11 y 12) . 

Las dif e rentes res puestas observadas dentro de un mis

mo tratamiento pue de n ser atribuidas a la diversida d gené 

tica de l os embriones , además también a que las estructuras 
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cuadro 9. Efecto de los tratamientos sobre los embriones de 

Pinus cembroides Zucc.cultivados eneel.medio SH 

durante la inducción de brotes adventicios. 

TRATAMIEN'TOS No.brotes máx. No.brotes Tiempo de Tamaiio de 

No. flNA BA por embrión * por embrión fonnación los brotes 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

o 
o 
o 
o 
o 

10-7 

10-7 

10-7 

10-7 

10-7 

10-6 

10-6 

10-6 

10-6 

10-5 

o 
10-6 

10-5 

2.5x10-5 
10-4 

o 
10-6 

10-5 

2.5x10-5 

10-4 

o 
10-6 

10-5 

2.5x10-5 

10-4 

3 

4 

9 

13 

28 

12 

5 

3 

2 

3 

2 

(X) 

0.46 

1.06 

2.46 

4. 13 

5.8 

4.33 

0.6 

0.33 

0.13 

0.33 

o. 13 

** 

6-7 

6-7 

6-7 

11-12 

6-7 

6-7 

6-7 

6-7 

16 

14 

11-12 

min y máx *** 

0. 5 - 1.0 

0.2 - 0.3 

0.3 - 0.5 

1.0 - 3.0 

0.5 - 1.0 

0.5 - 2.5 

0.3 - 0.5 

0.5 - 1.0 

0.2 - 0.3 

0.2 - 0.3 

0.3 - 0.4 

* Número de brotes máximo obtenido en un embrión al ser disectad0s. 

** Tiempo en que se diferenciaron los brotes en serranas. 

*** Tamaiio en centímetros después de 16 semanas de iniciado el cultivo. 
U1 
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embrionarias estén o no en contacto con el medio de cultivo 

así como el estado fisiológico del embr ió n como exponen 

Ellis y Bilderback ( 1984). 

4.1 . 2 Efecto de 105 reguladores de crecimiento 
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Auxina. La acción de las diferentes concentraciones en 

que se aplico e l ácido naftalenacético (ANA) e n combin ac ión 

con e l medio SH , manifest6 diferentes respues tas . En concentr~ 

ción de 10- 7 molar se formó un peque RO callo de color crema 

sobre l a radícula,pero se oxidó rápidamente,en algunos embri~ 

nes se o bservó el crecimiento de la radícula,el hipoc6tilo 

así como e l alargamiento de epicótilo . 

La formación del cal l o fue más abundant e e n la concen --, tración de 10 molar de ANA. El callo,que mostró un co l or ver 

de claro , con oxidac ión en ciertas porc iones duran te e l culti 

vo tuvo su orLgen en la zona de la radícula si n evitar que 

esta creciera , aunque e n menor proporción que en el tratamiento 

anterior,tambien se alargó e l hipocót ilo y el epicótilo. 

. -5-4 ConcentraCLOneS de 10 y lO molar de ANA resultaron 

tóx icas , a pesar de que i ni cialmente se formó callo en l a zo

na de la radícula el cuál se e xte ndió sob re todo el em brión 

que terminó o xidándose. 

La concentración de 10-7 molar de ANA fue la única que 

se probó con el medio DCR y que mostr6 la formación de un 

pequeño callo e n la zona de la radícul a ,mostrando al mismo 

tiempo alargami ento de la raíz,hipocótilo y los epicótilos 

no se desarrollaron en ningún embrión. 
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Es importante mencionar que en ninguno de los tratamien 

tos de ANA en combinación con 105 medios empleados ,se obser

vó formación de yemas y por ende la formación de brotes . 

La formación de tejido friable (callo) sin la formación 

de yemas sobre las estructura s e mbrionarias de Pinus stxbbus 

fue observada por Minocha (19BO),además menciona que el cre

cimiento de la raíz embrionaria se puede suprimir con el su

ministro de auxinas . 

La formación de callo de color café sobre la radícula 

en embriones de Pinus wallichiana con sumi n istro de ANA lo 

menciona n Konar y Singh (1 980) y Arnold y Eriksson (1978) e n 

61 

embriones de 

aquí. excepto 

Picea abies,informes que coinsiden con lo 
---- - 6 
para el tratamiento con 10 molar de ANA 

e xpuesto 

'n 
que el callo presentó una coloración verde en el medio SR. 

Citocinina.Las diferentes concentraciones de bencilade 

ni na (BA) en combinación con el medio SR , mostraron diferentes 

efectos sobre los embriones , así como la formación de brotes 

adventicios lo que comprueba el e fecto organogénico de ésta 

citocinina. 

En las bajas concentraciones se observó una tendencia 

a formar un menor número de brotes y más pequeños ,al aumentar 

la concentración de BA también se incrementó el número de brQ 

t es en función de la concentrac i ón de BA. 

A la concentración de 10-6 molar de BA se observó el 

crecimiento de la raíz con la formación de un pequeño ca

l l o que se oxidó rápidamente ésto último también se obse r 



cuadro 10. Efecto de los tratamientos sobre los errbriones de 

Pinus cembroides Zucc.cultivados en el medio DCR 

durante la inducción de brotes adventicios. 

TRATAMIENI'OS 

No. ANA BA 

No. brotes máx. 

por embrión * 
No. brotes Tiempo de Tamaño de 

por embrión formación los brotes 

{X) ** min y máx *** 

1 o o 
2 o 10-6 

3 o 10-5 8 1.0 4-5 0.5 - 2.0 

4 o 2.5x10-5 15 1.6 4-5 0.5 - 2.0 

5 o 10-4 

6 10-7 o 
7 10-7 10-6 5 0.46 4-5 0.5 - 2.5 

8 10-7 10-5 10 1.6 4-5 0.5 - 4.0 

9 10-7 2.5x10-5 14 2.6 4-5 0.5 - 6.5 

10 10-7 10-4 10 1.2 4-5 0.5 - 3.5 

----------------------------------------------------~------------------------

* 
** 

*** 

Número de brotes máximo obtenido en un embrión al ser disectados. 

Tiempo en que se diferenciaron los brotes en semanas. 

Tamaño en centímetros después de 16 semanas de iniciado el cultivo. 
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v,;j .~" los otros t ra tamie ntos e ><cepto a la con,~~nl -r .-;,ción de 

2 . 5 x 10- 5moLI1:, d .,nde lo~ ep icotilos qued-ron cortos al 

igu,¡.l que los cotiledones pero que aumentaron de volumen 

considerableme nte,ademá s no se desarrollo el epicótilo . 

Las concent raciones de BA en combinación con el medio 

DCR , r e spond ieron de manera di f erente los embriones ya q ue 

solo se obtu vo la formación de brotes en dos tratamientos 
- 5 -5 I (10 Y 2 .5 x 10 molar . 11 la concentrac ión más baja 

(10 - 6molarlsolo se o bservó el alargamiento del hipoc6tilo 

y del epicótilo con la formación de un pe quenQ callo en 

la zona de la r adicula que se ox i dó rápidamente,a la con

centración más al ta (10- 4molar) los embriones se d e sdife 

re nciaron en ca l lo o xidándo se completamente . (Ver cuadr o 10 

y figuras 12 y 14 ) . 

Al comparar las concentraciones d e BA empI cadas en 

otros trabajo s donde se obtuvo la formación de brotes se 

observa que son seme jantes , Nebb y 5trce t (1977)emplearon 

conce~traci o nes de 10- 6a 10-5molar en e mbriones de 

Pinus sitchensis y Pinus contorta ,mien tras 

Eriksson (1978 }en e mb riones de Picea abies 

que Ar nold y 

con 10-4 
- 5 -6 -6 ----

lO molar y 5 x 10 a 10 molar. Reilly y Wash e r ( 19 77) 

en embriones de Pi nus r ad iata obtuvieron brotes e n el 90 % 
-1 

de los embriones con S mg L de BA. 

En uno de los t r atamie ntos d e BA (2 . 5 x 10- Smolar) 

en combinación con e l medio DCR ,se observó un embrió n 

que mostró ..:aritcter al b ino q\_e , no obs t an te ,bajo las co n

diciones in vitro el emb rión mostró c r ecimiento y capaci

dad morfogenética , en su radícula tuvo lugar la formación 

de c a llo que se o x idó parcialmente,sobre los cotiledones 

y l a z ~na d el epic6tilo t uvo luga r la formació n de las 

yemas ad vent icias , a lgunas de ellas se desarrollaron en 
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Figura 13. N6mero d e brotes obtenidos por tratamiento 
e n el medio SH. 

"' Vl 



brotes pero que al ser t ran sferidos a medio fresco murieron. 

Se cOt"lsi.1era qu ,", se d ebe a la variab ;.lidad genética d el el!! 

brión . 

Rel ación au~ina/citocini na . De l as 16 combinaciones 

con el medio SH,sol o e n cuatro se o bse r vó la fo rmación di

recta de brotes sob r e las estructura s embrionarias (cuadro 

9 y figuras 15 y 16) en los tratamientos con 10-6molar de 

ANA con 10-6 ,10-5 Ó 2 . 5 x 10- 5molar de BA , so l o se formaron 

brotes , cuando los inoculos se transfirieron a l tratamiento 

con 10- 4 molar de SA , a partir de callo y su número fué muy 

bajo . (Cuadro 9) . 

La mayor cant idad así como los mejores brotes se regi~ 

traron con la concentración más baja de ANA con las diferen 

tes co ncentraciones de BA y la intensidad de respuesta dis

minuyó al aumentar la concentración de la citocinina . (F igu

ra 11 ) . 

De manera semejante Kolevska,et a~ , (1983lmejoraron el 

porcentaje de inducción de yemas adventicias en embriones 

de ~ nigra al combinar una au x ina (ANA o AlBl con ben

ciladenina (BAl .M inocha (1980) obtuvo la mejor respuesta 

en la formación de brotes adven t icios en e mbriones de 

Pinus strobus con la combinación d e BA (0 .1 Y 1 . 0 mg L- 1l 

con una auxina { 1. 0 mg L- 1de AIB) . Por su parte Ellis y 

Bilderback (1984) men cionan que el suministro de BA fué 

indispe nsable para la inducción de yemas pero que el sumi 

nistro de auxinas inc reme ntó la respuesta e n embriones de 

Pinus ponderosa . 

Al incrementar las concent raciones de ANA con cualquier 

concentrac i ón de BA, la r espuesta fue la formaci ón de callo 

que se oxidó oca~ ionando la muerte del inóculo . Esto coincide 

con l o expuesto por Konar y Singh {1980) ; Arnold y Eriksson 
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(1981) Y Abdullah , et !l . , ( 198 Sl , que mencionan que las altas 

concentraciones de ANA con BA resultan tóxicas o inhibito

Tias en la inducción de brotes (f igura 11 y 1]). 
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De las cuatro comb inac iones de ANA con BA probadas con 

el medio DCR,también s e obtuvo la formación de brotes aunque 

en menor proporción ya qu e el número de emb rione s que respoQ 

dieron fue ba jo ;por el contrario en el medio SH,al i ncremen

to de la concentración de BA se mejoró la respuesta . En los 

embriones se formó call o en ' ~ zona de la radícula ,que en 

a lgu nos casos se extendió al epicótilo y los cotiledo nes , con 

la consecuente dism inución de brotes. ( Figura 12 y 14 ). 

4.1. 3 Tiempo de inducción de brotes 

La respuesta inicial observada al final de l a primer 

semana en cult i vo ,fue el aumento de volumen,los cotiledones 

se abr i eron y algunos hipocótilos se arquearon ligeramente 

al ti empo que se tornaban verdes .Las diferencias entre los 

tratamie ntos expresada s en l os embrione s fue en la cuarta 

~,observándose la iniciación de los primordios de yemas 
-6 - 5 -5 -7 e n los tratamientos ; con 10 ,lO , 2.5xl0 IIIOlar de BA; 10 

-6 -5 -5 -4 molar de ANA c ombinado con 10 ,l O ,2. 5xl0 Y 10 molar 

de BA y co n 10- 4 molar de BA fue hasta la séptima semana 

(cuadro 9 y 10l.Las yema s se o bservaron como protuberancia s 

generada s e n la superficie;de e llas se de rivaron los primo~ 

dios de asclculas , que s emej a ban pequeñas coronillas , las c uales 

se diferenciaron e n ve r daderos brotes e n la sexta a sépt ima 

semana ,excepto para el tratamiento con 10- 4 molar de BA,que 

fue nece sar io transferir a los embriones al medio de cu ltivo 

s in regu l adores ,lo que permitió su desarrollo a b r otes entre 

la décima y décima segu nda semana.(Figura 15 y 16) . 



Figura 15. Inicio del cultivo de embriones de 
Pinus cembroides Zueco en el medio 
SH a 6 días de cu l tivo. 
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Figura 16. Formación de yema s adventicias sobre 
cotiledones y zona del epicótilo ¡ se 
observa callo e n la radícula . 
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Jelaska,et al,,{198 1) lograron solo el desarrollo de la s 

yemas a brotes , generados en los c otiledone s y embriones 

completos d e Pinus ni~ra solo si el medio empleado carec ía 

de reguladores tal como s uced ió e n los brotes obtenidos en 

el tratamie nto con 10- 4 molar de BA . En cuanto a l a concentr~ 
ción de BA Arnol d y Eriksson (198 1 ) observaron que el desa

rrollo de las yema s fue poc o frecuente y má s l e ntamen te en 
-5 concentraciones mayores a 10 molar. 

El tiempo reque rido para l a inducción de yemas e n varias 

especies es diferen te: de dos a t r es semana s me ncionan Rci lly 

y Wa s her ( 1977) en embriones de finus ~iata;cuatro semanas 

en embriones de Pinus patula (Vargas,1 982 l;de cinco a se is 

semanas en e mbriones de Pinus brutia (Abdullah , et al.,198S ) 

y hasta ocho semanas e n Pinus monticola y Pinus PQnderosa 

(Mott y Amer son ,1981 y EIlis y Bilderbac k, 1984 respectiv ame nte). 

Al compa rar el tiempo de inducción e n el medio SH con ' 

el medio DCR ,se observó que en éste último l as protuberancias 

se formaron en la tercera sema na y l os bro te s ya dife renciados 

hacia la cuarta y quinta semana l o que muestra que la compos i 

c ión del medio de cultivo modifica el tiempo de i nducció n que 

e n éste c aso se redu jo de seis a siete semanas e n el medio SH 

a cuatro o cinco e n e l medio DCR.(Cuadro ' 1 1) . 



4.1 . 4 Zo nas de formación d e los brotes sobre 

los emb riones 

Las pr i ncipales lonas o estructura s e mbrionarias , donde 

t uvo lugar la formación de yema s advent icias,que s e desarrQ 

lIa ron a brotes en l os medios ensayados , s e localiza r on prin

cipalmente sobre lo s cotiledones , la base de los cotiledones 
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y la zona del e pic6=ilo (cuad ro 11 y 12) . Se o bserva que la 

me j or zona fué la del e picótilo y la base de los coti l edones 

y en menor cantidad los cotiledones , a pesa r de que se form a 

ron muc hos brotes en los cot i ledone s que estuvieron e n conta~ 

to con el medio de cultivo de mane ra semejante a lo observado 

por Re illy y Nashe r (1977) y Aitken,et al . J1981lo 

Ellis y Bilder bac k (1984) observan la formació n de bro

tes en l a punta de los c oti ledones y sobre todo el cotiledón 

cuando éste es tuvo e n contac to con el medio de cult i vo ;Arnold 

y Eriksson ( 1981)obse rvaron que la formación de yemas ocur~ió 

solo en la zona del e picotilo y al incremen t ar la concentra

c ión de BA la r espuesta se e x t e ndió s ob re los cotiledones ,por 

el contrario Somme r , et a l .¡197 5) raramente observaron la for

mación de yemas entre el área del epic6t i lo y la base de los 

cotile dones , reg istrando la mayo r cantidad de brotes e n los 

cotiledone s . 

4. 1 . 5 Características de los brotes 

Los brotes que mostraron un tal l o bi e n definido , ascí 

culas con long itud propo rciona l y con e l meristemo a pical 

d e fini do donde se gene ran nuevas ascículas , se nombraran 

como brot es típ i cos . 



cuadro 11. Intensidad de respuesta a los diferentes tratamientos durante 
la inducción de brotes adventicios en el medio SH,en embriones 
de Pinus cembroides zucc. 

'ffiATAMIENro FORMACICN ALARGAMIENro FORMACION DE BROTES EN 

(Nl.MERO) DE DE Cot bCot zJ:pi 

CALLO RAIZ Hipo Cot J:pi 

++ ++ + +++ 
2 + + + + ++ + ++ 

3 + - + + - + ++ 

4 - - - + - + ++ + 

5 + - - + - + ++ +++ 
6 + +++ ++ + + 

7 + + + + - + ++ +++ 
8 + - - + + + ++ +++ 

9 + - - + - + ++ +++ 
10 ++ - - + - + ++ +++ 

11 ++ + + - + 

12 +++ 

13 +++ 

14 +++ - - - - f 

15 +++ 

Hipo:hipocótilo;Cot:cotiledones;Epi : epicotilo;b:base;z:zona . 

- sin respuesta; +baja; ++regular ; +++buena. .._¡ 
\,J 



LOS brotes fue r on dife r ente s e n algunos tra t amientos 

con e l med i o SH,a s i en el t r a t amiento c on 10 - 5molar de BA 

la s yemas formadas f ue ron muy pe q ue nas y mu y pocas l og raron 

de sarrolla rse a bro tes ,a pesar de s e r tra nsfe ridos a l medio 
-5 - 5 si n r eguladores, en las conce nt ra c i one s de 10 y 2 . 5xl0 

de BA con 10- 7molar de ANA s e o bse rvaron brote s con ascícu

la s muy cortas sobre el t allo bien di fe r e nc iado lo c ua l su 

gi e re una interrogante sobre la estabilidad ge nética de los 

br-o tes. 

-7 -4 En el trata mi e nto 10 (10 molarde ANA c on 10 mol a r de 
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BA ) ,además de los brotes típicos se formaron conglomerados 

de ascículas que no mostraron tallo ni meristemo apical,los 

cuales fueron seccionadas para establecer subculti vos,en los 

que mostraron diferente s grados de oxidación sin que se di

ferenciaron en brote s.Además se obtuvieron brotes a partir 

de cal l o e n los tratamie ntos con 10-6molar de ANA con IO-~ 
- 5 - 5 ,10 Y 2.Sxl0 de BA solo de spués de ser transferidos los -, -embri o nes a medio con 10 molar de BA,su numero fue muy ba-

jo y no sobreviv i eron al ser disectados y subcultivados . 

Los brotes formados e n el medio DCR en los diferentes 

tratamientos mostraron las caracte rísticas de los brotes 

tipicos ya descritos. El crecimiento de los brotes en ambos 

medio s r ué asincrónico , de bido a que ci e rtas partes embriónicas 

estuvieron en contacto c o n l os me dios y empezaron a formar 

brotes más rápidamente y por lo tanto alcanzaron un mayor 

tamaño al momento de la evaluación;la diver s idad genética 

tambi é n tuvo su participación como lo exponen Re illy y 

Washer ( 1977 );Aitlten,et aL,(1981) y Ellis y Bilderback (1984). 



Cuadro 12. Intensidad de respuesta a los diferentes tratamientos durante 
la inducción de brotes adventicios en el medio DCR,en embriones 

de Pinus cernbroides Zucc. 

TRATAMIENTO FORMACION ALARGAMIENTO FORMACION DE BROI'ES EN 

(NUMERO) DE DE Cot bCot zEpi 

CALLO RAIZ Hipo Cot Epi 

++ ++ - +++ 

2 + - +++ + +++ 

3 + - ++ + - - - ++ 

4 + - + + - + ++ ++ 

5 +++ 

6 + ++ +++ - + 

7 + - ++ + - - + ++ 

8 + +++ + ++ - + ++ +++ 

9 ++ - + ++ - + ++ +++ 

10 ++ - + + - + ++ +++ 

Hipo:hipocotilo;Cot:cotiledones ;:r.:pi: epicotilo;b:base;z:zona. 

- sin, r espuesta; + baja; ++ ruguJ.ar ; +++ buena. 

....¡ 
V1 



4.1.6 Aná lisis estadístico para formación de 

brotes 

El a nálisis estadí s tico solo s e realizó para los pr i

meros 15 tratamientos de l medio SH en donde se obtuvo la [or 

mación de brotes y para los tratamientos ensayados con el 

medio DeR . 
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En e l cuadro 13 se da el enálisis de varianza para los 

t ratami e ntos con el medio SH en donde se muestran diferencias 

s igni ficativas en tre los tratamientos al nivel de 5% . ya qu e 

la P calculada fue mayor a l a P de ta b l a s . por lo tanto en 

el cuad ro 14 se muestr a el efecto de las diferentes combina

ciones de ANA y BA e n la formación de brotes en el medio SH 

según la prueba de DMSH d e Tukey al nivel del 5\. 

Se puede observar que e l tratamiento 7 ( 1 0 ~7 molar de 

ANA con 10-6 mo l ar de BA) . [ ~ e significativamente superior 

a los demás seguido por l a s co ncentraciones de 10-4 molar de 
-7 -5 BA Y de 10 molar de ANA con 10 molar de BA y con menor 

-5 s ignificancia el t ratamiento con 2 . 5xl 0 molar de BA y el 

de 10 - 5 molar d e BA. 

Como in formación compl e mentaria a la formación d e bro

t e s, se dan en el cua d r o 9 datos sobre e l número de brotes 

por tratamiento;número máximo de brotes por embrión, pr omedio 

de brotes por embr ión: tiempo de fo rma ción y el tamaño de los 

brotes d espués de 16 semanas de iniciado el cul t ivo . 

Con r e specto al medio DCR el análisis de varia nza 

(cuadro 15) no mostró d ifer e ncias s igni ficativas e ntre 

los tratami entos , por lo que no fue necesario efectuar la 

prue ba de Tukey (D~lSH) . Sin embargo en el cuadro 10 se muestra 

que s e debió a l bajo núme ro d e embriones que formaron brotes ,al 



Cuadro 13. Análisis de varianza para la formación de brotes e n embriones 
de Pinus cernbroides Zucc . cultivados en el medio SH. 

FUENI'E DE 

VARIACION 

TRATAMIENI'OS 

ERROR 

TOI'AL 

* Fe = calculada 

* ** GRADOS DE SUMA DE MEDIO CUADRAOO Fe Ft 

LIBERTAD a.JADRAOOS 

---- -----------------

14 859 . 57 61. 39 11.04 1.67 

210 1168. 667 5 . 56 

224 2028 .24 

Fe es mayor que Ft por lo tanto existen di ferencias 
entre l os tratamientos . 

** Ft = de t ablas al nivel de 5% de signifi ::aneia . 

-.J 
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Cuadro 14. Ccroparación de medias para e l número de brotes obtenidos 

en los diferentes tratamientos en e l medio SH. 

TRATAMIEN'ro NLMERO DE BROTES(X) 

t estigo o. o a 

2 0 .46 ªb 
3 1.06 b 

4 2.46 e 

5 4. 13 d 

6 o.o a 

7 5.8 e 

8 4. 3 d 

9 0.6 ab 

10 0.33 ab 

11 o.o a 

12 0.13 ab 

13 0. 2 ab 

14 o. 13 ab 

15 o.o a 

los valores =n las mismas letras son estadísticament e iguales de 

acuerdo =n la prueba CMSH de Tukey a l nivel de 5% . 

-.J 
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tomar en cuenta solo los embriones que formaron brotes se 

puede mencionar que los mejores tratamientos fueron los 
- 7 -5 - 5 -4 de 10 molar de ANA con 10 ,2 . 5xlO y 10 molar de BA 

-5 Y el de 2.Sxl0 molar de BA. 

En el cuadro 10 se muestran los datos complementarios 

a la formación de brotes obtenidos en combinación con el 

medio DCR , donde se observa que el tiempo de formac ión se 

redujo a 4 Ó 5 semanas y que su tamaño fué superior a los 

obtenidos en el medio SH. 

4.2 Crecimiento d e los brotes 

Cuando se diferenciaron l os brotes en los embriones 

éstos se disectaron y transfirieron al mismo medio (SR) sin 

reguladores de crecimie nto 

ción de sacarosa de 30 gL- 1 
y con reducción en la concentr~ 

- 1 a 20 y 10 gL .El alargamiento 
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de los brotes fué evidente entre la tercera y c~a~~a se~a~~ 

de ser disectados,los brotes más peque ños sobrevivieron menos 

que los mayores a los 5 mm . Con r especto al efecto de la con

centración se observó que los bro tes que se colocaron en el 

medio SH con 20 gL- 1 crecieron más . (Figuras 17 y 18). 

En el cuadro 9 se da el tamaño minimo 'y máximo observado 

en los brotes,desde el inicio de l cultivo de los embriones en 

el medio SH,que incluye la etapa de inducción (6 a 7 semanas) 

y el alargamiento de los brotes (9 semanas). 

LoS brotes obtenidos en e l medio DCR,mostraron mayor 

crecimiento ya que no fué necesario disectarlos , debido al 

buen tamaño que alcanzaron después de 10 semanas en cultivo 

(cuadro 10),10 que muestra que la composición del medio in

flu ye en el crecimiento de los brotes formados . 



cuadro 15. Análisis de varianza para la formación de brotes en embriones 
de Pinus cent>oides Zucc. cultivados en el medio DCR. 

FlJENI'E DE 
VARIACION 

TRATAMIENIDS 

ERROR 

TOTAL 

* Fe = calculada 

* ** GRAOOS DE SUMA DE MEDIO a.JADRADO Fe Ft 
LIBERTAD aJADRADúS 

9 103.754 11.529 1.59 1.63 

140 1011.07 7.22 

149 1114.834 

Fe es menor que la Ft por lo tanto no existen diferencias 

entre los tratamientos,p::¡r lo que no es necesario hacer 

la prueba de J:M.SH de Tukey. 

** Ft = de tablas al nivel de 5% de significancia. 

(X) 

o 



Figura 17. Desarrollo de las yemas adventicias 

a brotes.En el medio SH sin regula

dores de crecimiento. 
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La f o r ma de o btene r e l a la r gamiento de l os brot e s o b

tenidos en el medio SH, fué con la eliminació n de lo s regu

lador e s de crec i mie nto como me nciona n Ar nold y Er iksson 

(1981) y Varga s ( l Y82 ),aunque e l los también variaron l a 

concentración de l medio . 

Con respecto a la concentración d e s acarosa Arno l d 

( 1987) obs e r vó que 1 . 5\ de sac aro sa f ué mejor que e l 2 

y J i ,aunque me nciona que es necesa r ia pa ra e l desarro l lo 

de los brotes.Abd ul l a , et al ( 198S ) no encont r a ron di fe ren 

cias e n e l ~largami ento de l as yemas a brote s con l a adi 

ción de 1 y 2 % de sac arosa al medio empleado. 

El alargamiento de los brotes también se es t imuló en 

el medio adicionado co n carbón activado {Boulay , 1979 y 

Arnold y Eriksson , 19811 y con la adición de ba j as conc en-
. d ( - 8 - 11 

t rac ~ones e ArA 10 a 10 molar) como l o me ncionan 

Boulay y Fran c let (1977). 

4. 3 Respuestas de los brotes du rante la 

inducción de raíz 

4. 3 .1 Respuestas e n los ensayos in v i tro 

4 . 3 .1.1 Ef e cto de la redución de la concentrac ión 

de sacarosa y d el medio SH 

Al e mplear e l me d io S H al 50% de su concent r ac i ón o ri 

ginal, se obtu vo u na mayor sobrevive ncia ( 8 0%) d e los b rotes 

cuando s e adi cionó 20 g L-
1

de s a c arosa , mi e ntras q ue so l o se 

obtu vo el 50% cuando e l medi o conte nía 10 9 L- 1de sac arosa . 

B2 



Figura 18. Brotes disectados para su 
en el medio básico SH sin 
de crecimiento. 

alargamiento 
r eguladores 
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Los br ote s qu e s obrevivie r o n s iguie ron crec iendo, pero en 

n i nguno de ellos se obs e r vó la formación de raí z , sol o una ci

catriz en l a base donde s e e fectuó e l corte para s epararlo 

d e l embrión. 

Con respecto al efecto del carbón activado no se obse~ 

varon diferencias en la r e spuesta de los brotes , e mpleados 

para éste ensayo,que fué evaluado después de ocho semanas . 

A difere ncia de los traba jos rea l izados por Campbell y 

Durun (1976) ; Somer et ':!.!..,(1975J y Vargas ( 1982) en que 

si obtuvieron la di f erenciación de raice s e l imi na ndo los 

reguladores de crecimiento y reduciendo la concentración del 

medio y sacarosa adicionando carbón activado,en los brotes 

de Pinus cembroides no fué factible. 

4 . 3 . 1.2 Efecto del enraizador en polvo y líquido 

La evaluación del ensayo e n que se empleó e l enraizador 

en polvo se efectuó después de cuatro semanas y en e l cuál no 

se tuvo pérdida de brotes y en e l l os se formó callo de color 

ve rde o c a f é en la base , de consistencia dura y compacta,sus 

tamaños fueron de 2 a 5 mm de diáme tro . Además en el 20 % de 

los brotes se observó de sdifere nc iac ión del tallo y de las 

hoja s basipé talas ,que posterio r me nte c a uso l a muerte del me

ristemo a pical y a la s e xta s e man a s e incrementó la prolife

ración de l callo . (Figura 19). 

En e l e nsayo con el e nrai zador líquido (Rad ix ) s e o b tuvó 

c omo úni c a respuesta la fo rmación de callo en l a base de los 

brotes,de consistencia d ura y compa c t a , s u tamaño de pendió del 

tiempo de exposición en e l en rai zador. Asi los brotes que se mmt.!:!; 



Figura 19. Formación de callo en la base del 

brote,después de aplicar el enrai 

zador en polvo ( 10000 ppm de AIB 

y 300 ppm de ANA) y cultivados en 

el medio SH sin reguladores. 
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vieron durante 5 min tuvie ron e n promedio 3 mm de diámetro; 

los de 10 mi n de 5 mm y los de 15 min de 8 rnm . A di f e rencia 

con el e nraizador e n pol vo no se observó la desdi fe rencia 

ción de los brotes ,la evaluación de l ensayo se re~lizó de~ 

pué s de oChO s emanas . (Figura 20) . 

4. 3.1.3 Efecto de l a combi nac ión de ANA y AIB 

en med io SH 

Los brotes se mantuvieron durant e ocho s emanas en los 

tratamie ntos (cuadro 6) , 5e fo rmó callo e n su base de color 
. - 1 blanco o crema , excepto el tratamiento co n 0,01 mg L de 

ArS que fué de color verde .El tamaño de los callos fué de 

2 a 5 mm de diámetro . En los tratamientos con las concentr~ 

c iones de 0 . 05 y 0 . 1 mg L- 1 de ANA con cualquier combinación 

de AlB , el callo creció alcanzando al t allo primero aumentó 

de volumen,mos t rando sinuosidad y asc ículas muy corLas cau

sando finalmente la dcsdiferenciación. 

A bajas concentraciones de ANA y AIB los brotes mostr~ 

ron ascículas largas y unidas al tallo recto . En ningun tra 

tamiento se observó la formación de ra i ces,incluso después 

de ser transferidos al medio básico sin reguladores de cre

cimie nto durante ocho semanas , los brotes solo most raro n 

crecimiento del tallo y fo rmación de as c iculas y e l callo 

proliferó muy poco .EI 50% de los brotes se utilizó para un 

ensayo extra in vitro . 
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Figura 20 . Efecto del enraizador " Radix ". 

(10 000 mg de ArB y 30 mg de ANA) 

aplicado en la base de l brote y 

cultivados en e l medio SH sin re

guladores. 
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4, 3 . 1 . 4 Ef e cto de l me d i o DCR 

Al pr o bar e l medio DCR (Gupt a y Du rzan , 198Sl al 100% 

de s u conce nt ración c o n r ed uc c i ó n de sacarosa al 0 . 5 % Y 

si n la ad ició n de r e guladores de crecimie nto , los b rote s 

desarrol l aron un pequeñ o ca l l o de color crema o café de 2 

a 5 mm de diáme t ro . El c r e c i mi e nto de los b r ote s fué mu y 

p r o nunc i a do alca nza ndo a l g unos de e llos hasta 10 cm de lon

git ud c on e l tall o s i nuoso . l a s ho j a s basi pé tala s se s e ca r o n 

pe ro e n nin guno de e l l os se obtuvo la formació n de ra íz . la 

evaluació n s e e f e ct uó e n la octa va semana . 

4 . 3 . 1. 5 . Efe cto de l as combi nacione s de au xinas con 

BA y Ala con s a c a rosa en el med io DCR 

En e l c uadro 6 s e muestra n l os d ife r ent e s tratam i e ntos 

ensa yados . En t odos s e fo rmó c allo e n la base d e los brotes 
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y l os t a l l os mostra ron sinuo s ida d , e xc e pto en la s concentra

-c i ones al t as d e s a c arosa (3y6 \ ¡ que fueron r ec tos y d e colo r 

verde má s i ntenso , alg uno s b r ote s f ormaron cal lo e n por c i ones 

del ta llo . El t amaño d e los c a llos varió de 2 a 10 mm s i e ndo 

l o s mayo res los que est uvie ro n e n las conc e n tracione s alta s 

de saca r o s a . 

De spués de cua t r o s e ma na s los brotes f ue ron transferidos 

al mismo med i o pero s in r e guladores de c r ec i miento y con 0 . 5 \ 

de sa c arosa y s e ma ntuv i e r o n en éstas condicones durante 

ocho semana s s in mo s t rar fo r ma ció n de r aiee s. 



4. 3 . 1 . 6 Efe cto del e nraizador líquid o adicionad o a l 

medio DCR 

El enraizador líquido ( Radix) f ué filt rado e n mi lipore 
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y adicionado al medio DCR a diferentes cantidades , observándose 

que a l añadi r 10 y 15 mI los brotes murie r on hacia l a t erce r 

semana,probablemente por los altos n iveles de auxinas ( 1000 y 

500 mg L- 1 de AlB , 3 . 0 y 1. 5 mg L- 1de ANA re s pecti vame nte l . En 

los otros tratami e ntos en que la conce n t r ac i ón d e 105 reg ulado

res fUG menor , se formó callo en la base de los brotes y po s te 

riormente se transfir ie ron al mismo medio pero sin el enra i za

dar y se r egistró un crec imiento en e l tallo y la forma c ión de 

ascículas pero no se desarrolló ninguna est ructura ri zógena 

después de haber estado c uatro semanas en el medio inductor y 

otras cuatro en e l medio sin e l e nraizador. 

4 . 3 . 2 Extra in vitro 

Se r ealizaron dos ensayos uno de el los f ué usando brotes 

disectados del embrión y que fueron inmersos en el enraizador 

líquido(Radix) du ra nte dos minutos y después se colocaron en 

macetas que contenían t i erra de monte y agr olita (2 ,1 v/v y 

cubiertos con bolsas de plá stico, éstos brotes pe rmaneci e ron 

e n e l cua rto de incubación durante seis semanas y fue ron remo

vidos para su rev isión , los cuales no mostraron formaci ón de 

raices ni ca l lo . 

En e l otro ensayo se usó el 50 \ de los bro t es empleados 

en el punto 4. 3 . 1. 3 ; con AIB y ANA e n combinación con el medio 

SH y que se transf irie ron al mismo medi o sin reguladores duran

te ocho semanas y que finalmente se t r ansplan t aron a la mezcla 

de tierra de monte y agro lita ,ret irando el agar de la base 

con callo usando agua destilada esterili zada y que f ueron c u-
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biertos con bolsas de plástico . Los brotes permanecieron verdes , 

crecieron y algunos formaron brotes laterales después de ocho 

semanos sobrevivi e ndo 34 de 50 pero sin forma r raice s . (Figuras 

21 Y 22) . 

Las condiciones para i nducir raíz suele n ser variadas 

como lo demuestran los resultados o btenidos en muchas conife

ras dando una mues t ra al respecto:Winton y Verhagen (1977)que 

solo obtuvieron el 5% de enraizado e n brotes de 

Pse~dotsug~ menziesii con 10 rnicrogramos por litro de AlB; 

Sommer . ~ a1.,(1975) obse rvaron la formación de raices en el 

medio sin reguladores , pero dicha respuesta se incrementó al 

suministrar 10 ppm de AlB al medio e n brotes de Pinus palustris . 

Para obtener el ópt imo de enraizado en brotes de Pinus taeda 

deberían tener una longitud mínima de 5 mm con un tallo bien di 

ferenciado y estar durante cinco semanas en el medio de cultivo 
_1 -1 

conteniendo 0 . 05 mgL de BA y 0 . 1 mgL de ANA donde Mehra-pa1ta , 

et al., (1977), obtuvie ron el 50% de enraizado , además niveles 

semejante s se lograron en condiciones no asépticas, con niebla y 

los brotes fue r on más vigorosos. 

Cheng y Voqui ( 1977) lograron inducir raíz en brotes de 

Pseudotsuqa menziesii al poner l os en un medio con 0 . 5% de saca 

rosa y 0.25 micromoles de ANA trans feridos al mismo medio pero 

sin reguladores y finalmente a condiciones no asépticas y obt~ 

vieron el 90 % de sobrevivencia de los brotes . 

Los niveles de enrai zamiento in vitro son generalmente bajos 

y requieren cambios frecuentes de medios , por lo que muchos inves

tigadores sugieren el uso del e nraizamiento directo bajo condiciQ 

nes no asépticas con niebla o alta humedad ambiental . Webb y 

St r eet (1977) enraizaron el 20% de brotes de Piceª sitchensis 

y finus con torta ba jo niebla y además observaron que los brotes 

derivados de callo inic iado con 2iP o cinetina enraizan mejor 

que los obtenidos con otras citocininas, 



Figura 21 . Brotes transferidos a tie r ra d e 
rnonte/agrolita (2 : 1 v/v) bajo condi 
ciones no asépticas , se obs e rva e l -
crecimiento de un brote lateral . 
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Horqan y Aitken (1961 ) en un estudio comparativo en la 

formación de raíces en brotes de Pinus radiata bajo condiciQ 

ne. in vitra y no asépticas,obtuvieron el 34 y 66% r espect i 

vamnete. 

" 

Con lo que respecta a la espec ie e n estudio desafortun~ 

da mente no se logró la inducción de raíz en ninguno de los 

ensayos planteados,por l o que suqiere buscar las condi ciones 

óptimas que permitan induci r favorablemente raíz bajo cond i 

ciones in vitra y no asépticas o e xtra in vitra,haciendo é n

fasis en el uso de otras auxinas considerando su concentración 

y tiempo de exposición,así como de a l gunos componentes del -
medio como nitratos y boro. 

En cuanto a la inducción de raíz a brotes bajo condiciQ 

nes no asépticas es importante considerar en futuros trabajos 

la humedad ambiental ,ensayar diferentes temperaturas y foto

periodo , además el uso de enraizadores comerciales debe rá ser 

una opción qu e no deberá descartarse. 



Figura 22 . Efecto residual 
-1 (ANA 0.01 mgL 

de las auxinas 
-1 con 1 . 0 mgL 

de AI B) después de transferir 

el brote a la mezcla de tie rra 

de monte/agrolita (2 :1 v/v) . 
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5 CONCLUS I ONES 

De l os resultados obtenidos en éste trabajo,se muestra 

que es posibl e la obtención de brotes adventicios en embri2 

nes de Pi~ cembroides Zuec . , cultivados in vitra con el s~ 

ministro de nu t rimentos y reguladores de crecimiento adecu~ 

dos,l o c uál es una e videnc ia de que es posible la obtenc ión 

de plántulas,una vez que se superen los obstáculos relacio

nados can la formación de ra í z . 

La f ormación de brotes en embriones de la e specie en 

estudio puede o btenerse por el suministro de altas con cen

traciones de BA (2.5x l0- S y 10-4molarl o por la cambinción 

de 10 - 7 molar de ANA con 10-6 o 10- 5 molar en el medio SH 

y e n menor intensidad en el medio DCR con la combinaciones 
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7 -5 -5 -4 de 10 molar de ANA con 10 ,2 . 5xl0 y 10 molar de BA . 

El alarg amiento de los brotes obtenidos con el medio 

SH se l og ró satisfactoriamente con la reducció n de sacarosa 

de 3D gL-
1 a 20 gL-

1 , si n reguladores de crecimiento y al 

100 \ de su concentración,independientemente' d el aporte de 

ca rbón a ctivado . 

Las p rincipales estructuras embrio nar ias,involucradas 

en la for ma ción de brotes fueron :la zona del epicótilo ,la 

base de los cotiledones y los cotiledones, con respecto a la 

formación de callo,éste si empre se i nició en la porción de 

la r adícula , e xt e ndi cndose en algunos tratamientos a las de más 

est r ucturas, 



• 

La composición del medio de cultivo empleado , puede da~ 

resultados difere ntes , como los o btenidos en éste trabajo con 

el medio SH y el DCR , do nde los mejores t r atamientos para la 

i nducción no fu eron los mismos,inclusa el alargamien to de 

los brotes en el medio DCR fué muy favorable , ésto mues tra 

que existe una in teracció n entre el med i o y los regulado r es. 

9 5 

E~ evidente que ésta técnica , permitirá la obtención d e 

cant i dades apreciables de plántulas provenientes de una fuente 

o ináculo , sin embargo e xisten muchos problemas por resolver,que 

nos permit irá comprender los factores determi nantes en cada una 

de la s etapas involucrada s e n la propagación in vitra . Ademá s se 

debera intensificar los trabajos de ésta indole , utilizando di 

f erentes inóculos y con las espec ies má s importantes de nuestro 

país . 
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AN EXO No. l 

Preparación d. soluc i ones concen tradas 

SOLUCION 1000 m1 500 ml 2 50 mI 100 ml 

Sol. A (lOXIKNO
J 

25 O 12 . 5 O 6.2 5 O 2 . 5 O 
2. 5 <} 

50l. e ( 100X)CaC1
2 

20 O 10 O 5 O 2 O 
0 . 2 9 

Sol. e (10 0:< ) NH 4H2
P0 4 30 O 15 O 7 . 5 O 3 O 

0 . 3 9 

Sol. o ( 100X) MnS0
4

4H
2

O O 0.5 O 0 .2 5 O 0. 0 19 
0.0 19 

znSO.,7H
2

O 0 .19 0.05 O 0. 0259 0.0 19 
0.00 19 

CuS0
4

,5H
2

O 0 .29 0.1 O 0 . 05 O 0 . 0 29 
0 . 0029 

MgSO • • 7H2O 40 O 20 O 10 O 4 O 
0. 4 O 

Sol. E (2Q OX) K1 0.29 0.1 O 0.05 9 0. 02 9 
0. 00 19 

0 : 00 5 9 CoC1
2

,6H
2

O 0 .029 0.01 O 0 . 00 19 
0.000 19 

Sol.F (200X ) HJBO] O 0.5 O 0.25 O 0 .1 O 
0 . 0059 

Sol.G ( 100X ) FeSO.,7H 2O 15 O 7.5 O 3. 75 O 1.5 O 
0.159 

Na 2EOTA 2 O O 0. 5 O 0 .2 O 

Sol. H ( 100X) Tiamina . He! 0.59 0.25 O O.12 5g 0.0 5 O 
0.0059 

Ac.nicotínico 0.059 0.25 O 0 . 125 9 0.0 5 O 
0 . 005 9 

Piridoxina.HCl 0 . 059 0 . 025q 0. 01259 0.0059 
0 . 00059 

Mio-inositol 10 O 5 O 2.5 9 1 O 
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MEZCLA DE SOLUCIONES 

SOLUCION 1000 ml 500 ml 250 ml 100 ml 

A 100 ml 50 ml 25 ml 1 O ml 

B 1 O ml 5 ml 2. 5 ml ml 

c 1 O ml 5 ml 2. 5 ml ml 

D 1 O ml 5 ml 2. 5 ml ml 

E 5 ml 2.5 ml 1. 25 ml O. 5 ml 

F 5 ml 2. 5 ml 1. 25 ml O .5 ml 

G 1 O ml 5 ml 2 . 5 ml ml 

H 1 O ml 5 ml 2.5 ml ml 



ANEXO No.2 

PREPARACION DE SOLUCIONES CONCENTRADAS DEL MED I O DCR . 

SOLUCION ( 1 OOX) 

Solución A 

NH 4 No
3 

KN0
3 

Ca(N0
3

J
2

.4H
2

0 

Solución B 

MgS04 .7H
2

0 

CuS04 .5H 20 

ZnS04 .7H
20 

Mnso4 .H
2

0 

Soluc i ón C 

CaC1 2 .2H
2

0 

KI 

CoC1 2 .6H 20 

NiC1
2 

Soluc i ón D 

KH 2Po4 
NaMoO 4 • 2H20 

H
3

Bo
4 

Solución E 

Feso4 .7H 20 

Na 2EDTA 

1000 ml 

40 g 

34 g 

55.6 g 

37 g 

0.025 g 

o . a6 g 

2. 2 3 g 

a.5 g 

O.Oa3 g 

0.0025g 

o.0025g 

17 g 

0.025 g 

0.62 g 

2.7a g 

3.73 g 

500 ml 

20 g 

17 g 

27.a g 

1 a. 5 g 

0.0125g 

0.43 g 

l. 115 

4.25 g 

0.0415g 

0.00125g 

0.00125g 

a.a g 

0.0125g 

0.31 g 

1 . 39 g 

1 .a6 g 

250 ml 

10 g 

a.5 g 

13.9 g 

9.25 g 

0.0062g 

0.215 g 

0.557 g 

2. 1 25 g 

0.0207g 

0.0006 2g 

0 . 00062g 

4.25 g 

0.0 0 62g 

0. 15 5 g 

100 ml 

4 g 

3.4 g 

5.56 g 

3.7 g 

0.0025g 

O.Oa6 g 

0.223 g 

o.a5 g 

o.oo a 3g 

0.00025g 

0.0002 5g 

0.17 g 

0.0025g 

0.062 g 

0.695 g 0.27a g 

0.9 3 2 g 0.373 g 

10 5 
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SOLUCION ( 1 OOX) 1000 ml 500 ml 250 ml 100 ml 

Solución F 

Glicina 0.2 g o. 1 g 0.05 g 0.02 g 

Tiamina.HCl o. 1 g 0.05 g 0.025 g 0.01 g 

Acido nicotínico 0.05 g 0.025 g 0.0125 g 0.005 g 

Piridoxina.HCl 0.05 g 0.025 g 0.0125 g 0.005 g 

Mio-inositol 20 g 1 o g 5 g 2 g 

MEZCLA DE SOLUCIONES 

SOLUCION 1000 ml 500 ml 250 ml 100 ml 

A 1 o ml 5 ml 2.5 ml ml 

B 1 o ml 5 ml 2.5 ml ml 

c 1 o ml 5 ml 2.5 ml ml 

D 1 o ml 5 ml 2.5 ml ml 

E 10 ml 5 ml 2.5 ml ml 

F 1 o ml 5 ml 2. 5 ml ml 



· FE DE ERRATAS 

En l a plfgina lii , en el iñci no ) . 5 .1 djce : ,".náli ais e ata
d1ast1co¡ de be deci¡- : ;.JTál1ais estadiatico . 

En 
Agar 

l a págin a 45 , en el cuadro 2 en le. últ ima l:Ínen dice : 
7500 7500 ; debe decir : Aear 7 500 6000 . 

En la página 76 , <:!n e l aet:u ndo :!)árrnfo en I n pri r.lcr línea 
dice: enáli s ia¡ d p.be decir : anál i s is . 

lli l a página ¡:¡ 4, en e l tercer p6rrafo e n la. eep;undn línea 
dice : Sorner !!~; debe decir : So~rner ~ 21. 

En la páeina 101 , ee¡ l e d6dra prip.cr c i te en s u Be~ndt\ 
linea dice : Te i e Trofeeional ¡ de b e dec i r : 'i'esis Profesi ona l • 

• ,. TESIS PROFESIONALES ., . 
MECANOGRN"t,., E I~SlON 

Clmpeche No . 156 
Mhico , D. P. 

~-3954 

_ . _- Col . R.om;'\ 
06 700 

* 584-8153 
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