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Abstract

Pseudotsuga menziesii is a conifer of ecological and economic importance worldwide. Due to the small size of its
native populations in Mexico, natural regeneration in this species is poor, therefore in vitro cultivation is considered
as an alternative strategy for its propagation and conservation. The effect of two combinations of auxins and
cytokinins in the induction of adventitious shoots was compared. Mature embryos were grown on solid Schenk
and Hildebrandt (SH) medium containing 0.53/13.32 pyM of 1-naphthalene acetic acid (NAA) / 6-benzyladenine (BA)
or 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) / kinetin (K). The buds were formed via direct organogenesis in the
hypocotyl and cotyledons. After 90 and 130 days of culture, the organogenic capacity was higher in NAA / BA and
extended for a longer period than in 2,4-D / K, although the latter the shoots were more vigorous. Histological
analysis showed the sequential appearance of distinct promeristemoids and meristemoides on the surface far from
the medium, whereas wide meristematic zones and meristematic nodules formed in the tissues in contact with
the medium, which gave rise to the outbreaks, was detected in both treatments. Because the buds formed included
cells of the epidermis and embryonic subepidermis a multicellular origin is proposed. This work allowed us to
better understand the events associated with direct organogenesis that may impact on the consolidation of
regeneration protocols and future improvement strategies.
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Resumen

Pseudotsuga menziesii es una conifera de importancia ecoldgica y econémica a nivel mundial. Debido al reducido tamafio
de sus poblaciones nativas en México, la especie enfrenta serias dificultades para su regeneracién natural, por lo que el
cultivo in vitro se plantea como estrategia alternativa para su propagacion y conservacién. Se compard el efecto de dos
combinaciones de auxinas y citocininas en la induccién de brotes adventicios. Se cultivaron embriones maduros en medio
Schenk y Hildebrandt (SH) adicionado con 0.53/13.32 ¥ M de acido 1-naftalenacético (ANA)/ 6-benciladenina (BA) o acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) / cinetina (K). Los brotes se formaron via organogénesis directa en el hipocotilo y en
cotiledones. Después de los 90 y 130 dias de cultivo, la capacidad organogénica fue mayor en ANA/BA y se extendié por
un periodo mas largo que en 2,4-D/K, aunque este Ultimo los brotes fueron mas vigorosos. Mediante un analisis histolégico
se detectd, en ambos tratamientos, la aparicidon secuencial de promeristemoides, meristemoides en la superficie alejada
del medio, asi como amplias zonas meristematicas y nédulos meristematicos en los tejidos en contacto con el medio, que
dieron lugar a los brotes. Debido a que los brotes formados incluyeron células de la epidermis y subepidermis embrionaria
se propone un origen multicelular. Este trabajo permitié comprender mejor los eventos asociados a la organogénesis
directa que pueden impactar en la consolidacién de los protocolos de regeneracién y futuras estrategias de mejoramiento.
Palabras clave: Auxinas, caulogénesis, citocininas, cultivo de tejidos, ontogenia, Pseudotsuga.
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Introduccion

Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco, conocido en México como pinabete, es una
conifera de importancia ecoldgica y econdmica, que se extiende desde Columbia
Britanica en Canada hasta el centro de México (Hermann y Lavender 1990; Gugger
etal., 2011). En México, las poblaciones naturales de esta especie conforman el limite
sur de su area de distribucion y crecen en rodales pequeios y fragmentados (Vargas
et al., 2004). La distribuciéon disyunta, aunado a la pérdida de bosques por cambio en
el uso de suelo, ha reducido el nimero de individuos que participan en la
reproduccion, lo que ha resultado en una baja regeneracién natural, por la baja
producciéon y fertilidad de las semillas, asi como de la tasa de reclutamiento de
plantulas, y finalmente en altos niveles de endogamia en las poblaciones (Mapula et
al., 1996; Zavala y Méndez, 1996; Juarez et al., 2006; Velasco et al., 2007),
particularmente hacia el limite sur de su distribucién: Hidalgo, Tlaxcala, Puebla y
Oaxaca. Por ello, se le cataloga como especie sujeta a proteccidon especial en la Norma
Oficial Mexicana (NOM-059-SEMARNAT-2010) (Semarnat, 2010), y se le considera
especie prioritaria en los programas de conservacion y reforestacién en el pais
(Vargas et al., 2004) que favorezcan su regeneracion, asi como alternativas para su

aprovechamiento sustentable.

El cultivo in vitro de tejidos vegetales ofrece importantes perspectivas para la propagacion
de especies forestales. Las técnicas representan el fundamento de la investigacion en la
propagacion, mejoramiento y conservacion de germoplasma. No obstante, para las coniferas
sigue siendo complicado y el éxito con frecuencia se restringe a genotipos particulares dentro
de las especies (Bonga, 2015). La propagacién de P. menziesii en esta modalidad se ha
logrado mediante el uso de explantes originados de poblaciones nativas de Estados Unidos
de América; se han obtenido diversos protocolos para la regeneracion de brotes adventicios
a partir del cultivo de embriones y cotiledones, por organogénesis directa (Cheng y Voqui,
1977; Cheah y Cheng, 1978) e indirecta (Winton y Verhagen, 1977), asi como la proliferacion
y alargamientos de brotes apicales y axilares (Gupta y Durzan, 1985) y embriones somaticos
(Durzan y Gupta, 1987).
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Sin embargo, no ha sido posible transferir estos protocolos para la propagacion in vitro de
genotipos de procedencias mexicanas de la especie en cuestion, y el éxito a la fecha ha sido
muy limitado. A partir del cultivo de embriones cigéticos maduros de semillas procedentes
de dos poblaciones naturales en México (Tlaxco y Terrenate, en el estado de Tlaxcala), se
logré obtener brotes adventicios al hacer doce combinaciones de los reguladores de
crecimiento 6-benciladenina (BA) con acido naftalenacético (ANA) y cinetina (K) con acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), cuyas concentraciones abarcaron de 0 a 0.5 mgL* de las
auxinas y de 1 a 5 mg L™ de citocininas. El enraizamiento fue esporadico, lo que restringio la
implementacion de la tecnologia de propagacidon a mayor escala (Galindo et al., 2000).
Posteriormente, se llegd a la formacion de callo y estructuras de tipo embrionario a partir del
cultivo de embriones cigdticos maduros, aunque no mostraron evidencias histoldgicas, ni el
desarrollo de plantulas a partir de ellas (Carrillo et al., 2011). La amplia variabilidad en la
respuesta morfogenética demuestra que aln se conoce muy poco acerca de la interacciéon
de los diferentes factores del cultivo en la respuesta morfogenética de los explantes, en

particular en lo que respecta a la naturaleza de los reguladores de crecimiento.

Debido al interés por consolidar un sistema de propagacion in vitro que permita la
regeneracion de genotipos mexicanos de P. menziesii, en el presente trabajo se busco
caracterizar y comparar la respuesta morfogenética de embriones cigéticos maduros
expuestos a dos combinaciones de reguladores de crecimiento; se evalud la capacidad
para inducir brotes adventicios, asi como el patron de desarrollo de los mismos
respecto al tipo de tejido involucrado y el efecto de su distancia con el medio de
cultivo. Mediante un analisis estructural se logré profundizar en la comprensiéon del
origen y de los eventos celulares que ocurren previos a la diferenciacién de los brotes,
y que sirven para explicar el efecto que tienen los reguladores de crecimiento en

mantener la capacidad organogénica.
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Materiales y Métodos

Procedencia del material biolégico

Se utilizaron 200 semillas maduras de P. menziesii donadas por el Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP). Este material se
recolectd en bosques de Terrenate, Tlaxcala de un numero indeterminado de arboles

en 1996. Se almacenaron en bolsas de plastico en un cuarto frio a 4 °C hasta su uso.

Pretratamiento de las semillas

Las semillas se limpiaron y desinfectaron bajo condiciones asépticas mediante su
inmersion en: 1) H,0, al 30 % (v/v) durante 60 min; 2) Benomyl (0.5 g L'!) durante 24
h; Cloranfenicol (20 mg L) por 45 min; 3) cloro comercial al 15 % (v/v) (6 % NaOCl)
por 60 min; 4) en H,Ozal 1 % (v/v) por 48 h. Entre cada paso, las semillas se enjuagaron
tres veces con abundante agua destilada estéril. Bajo condiciones de asepsia se elimind
la cubierta seminal y se extrajeron los megagametofitos, los cuales se enjuagaron con
una solucion de cloro comercial al 15 % (v/v) por 60 segundos, seguido de tres enjuagues
en agua destilada estéril, antes de disectar el embrion. Previo a la siembra de los

embriones, se sumergieron en una solucién de cloranfenicol (60 mg L™).

Induccion de brotes adventicios

Este procedimiento se basd en el protocolo descrito por Galindo et al. (2000). Se utilizd
medio SH (Schenk and Hildebrandt, 1972) suplementado con sacarosa (30 g L),
solidificado con Phytagel® (0.6 %) y con una de dos combinaciones de reguladores de
crecimiento: ANA/BA Yy 2,4-D/K a 0.53/13.32 uM. El pH del medio se ajustd a 5.7-5.8, antes
de esterilizar a 1.5 kg/cm?, 121 °C, 15 min en una autoclave Felisa FE-399. Los embriones
cigéticos maduros se acomodaron de forma horizontal en cajas de Petri y se incubaron por

30 dias en una camara de crecimiento Forma Scientific modelo 3740, a 23 = 1 °C, con un
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fotoperiodo de 16 h luz y 8h de oscuridad, a una PPFD de 46-48 umolm™s™, Para ambos

tratamientos se pusieron diez embriones por caja de Petri con tres repeticiones.

Desarrollo y elongacion de brotes adventicios

Después del periodo de induccidn, los embriones se transfirieron a un medio de
elongacion, sin reguladores de crecimiento, el cual consistid6 de medio SH reducido al
50 % de su concentracion de componentes inorganicos, suplementado con sacarosa
(3 g LY, polivinilpirrolidona (PVP) (250 mg L), agente antivitrificante (0.5 g L)
(SIGMA) vy fue solidificado con Phytagel® (0.6 %). Se incubaron bajo las condiciones
antes mencionadas. Se realizaron subcultivos quincenales durante seis meses y se
individualizaron los brotes una vez que rebasaron una longitud de 0.5 mm, los cuales

se resembraron sobre el mismo medio.

Analisis estructural

Con fines descriptivos, se tomd como referencia inicial al embrién maduro y su
posicién horizontal sobre el medio de cultivo, a partir del cual se definieron las
siguientes zonas: superficie del embridn en contacto directo con el medio (SCM),
superficie del embridn mas alejada del medio (SAM): cotiledones (cot), el hipocotilo

(hcot), el meristemo apical y la cofia.

Se analizaron de 5 a 10 embriones de cada tratamiento a los O, 3, 6, 10, 12, 14, 16,
22, 30, 45 y 90 dias de cultivo, mismos que se fijaron en formaldehido: acido acético
(FAA): alcohol: agua destilada, 10:5:50:35) durante un minimo de 48 h.
Posteriormente, el material se enjuagd en agua destilada y se deshidraté de manera
gradual en una serie de diluciones de alcohol etilico (al 30, 50, 70, 85, 96 y 100 %),

y con la aplicacion de cambios cada hora.

Para la infiltracién con Paraplast®, las muestras se sumergieron en xilol durante 10

min y luego se transfirieron gradualmente a mezclas de xilol-Paraplast en
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proporciones de 3:1, 1:1 y 1:3, durante una hora cada una. Finalmente, se colocaron
en Paraplast puro durante un minimo de 24 h a 56 °C, para luego proceder a la
inclusion. El tejido se secciond a 6-8 um con un microtomo de rotacién American

Optical 820 y después se tifieron con safranina-verde rapido.

Analisis de datos

El nimero de brotes por embrion y formacion de brotes de acuerdo a las zonas
determinadas se evalud a los 90 y 130 dias. Los datos se analizaron mediante un GLM
con una distribucién de familia quasi Poisson. Para el GLM se utilizd la funcién ‘glm’.
El analisis Post-hoc de Tukey para los modelos de GLM se hizo con la funcion ‘glht’
del paquete ‘multcomp’. Todos los analisis se hicieron mediante el programa R 2.14.0

(R Development Core Team, 2011).

Resultados

Al evaluar la respuesta de los explantes a los dos tratamientos, no se encontraron
diferencias en el nUmero de embriones que respondieron (P< 0.05): en ANA/BA, 75.8
% formaron brotes, mientras 73.7 % lo hicieron con 2,4-D/K (Cuadro 1). Para ambos
tratamientos, el nUmero de brotes con primordios foliares claramente diferenciados
aumento en el transcurso de 90 a 130 dias, aunque solo fue significativamente mayor
en los tratamientos con ANA/BA (P< 0.05), en los que el promedio de nueve brotes
gue se observod en inicio, se duplicé a los 130 dias (Cuadro 1); en contraste, en 2,4-

D/K, practicamente no se incrementaron a través del tiempo (P< 0.05).
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Cuadro 1. Promedio de brotes adventicios formados a partir del cultivo de
embriones cigéticos maduros de Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco después de
90 y 130 dias tratados con 0.53/13.32 uM de ANA/BA o 2,4-D/K.

Nimero de brotes/embrion Brotes/hipocotilo Brotes /cotiledones
Tratamiento  EmPriones coi (+ EEY) (+ EE) (+ EE)
brotes (%)
90 dias 130 dias 90 dias 130 dias 90 dias 130 dias
ANA/BA 75.8 9.1 +0.8A 16.2+1.4A" 4.1+045ab” 7.8+t0.7a" 5=+045a 8.4+ 0.8 a"
2,4-D/K 73.7 5.9+ 0.448B 7+0.36 B 3.12+ 0.4 bc 3.80+ 0.25b 2.7 +£0.2c 3.4 +£0.22b"

! = Error estédndar. Letra mayuscula indica diferencias significativas en el nimero de
brotes entre los tratamientos en un tiempo determinado (p < 0.05). Letras en
minuscula indican diferencias significativas entre las regiones del embrion vy el

tratamiento con reguladores de crecimiento a un tiempo determinado (P< 0.05);
* = Incremento significativo en el nimero de brotes a través del tiempo en un

tratamiento a un tiempo determinado (P< 0.05).

Tanto los cotiledones como el hipocotilo aportaron un numero similar de brotes,
aunqgue en ANA/BA se contabilizaron mas (P< 0.05). No obstante, los brotes formados
a partir de embriones tratados con 2,4-D/K tuvieron una apariencia mas vigorosa, al
alargarse mas rapidamente (Figura 1A y 1B).
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Figura 1. Brotes adventicios formados después de 130 dias de cultivo tratados con
0.53/13.32 uM de A) ANA/BA, o B) 2,4-D/K.

Por otra parte, se compard el efecto de la distancia de los tejidos embrionarios sobre el medio
de cultivo en su respuesta morfogenética. Se observd que el nimero de brotes adventicios
formados a partir de los cotiledones e hipocotilo de la SCM fue similar para ambos
tratamientos; aproximadamente 37 % de los brotes que se desarrollaron en ANA/BA Yy 53 %
en 2,4-D/K se iniciaron de esta superfice. En ANA/BA se obtuvo un numero

significativamente mayor a partir de los tejidos de la SAM (P< 0.05) (Cuadro 2).

I P72
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- -
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Cuadro 2. Influencia de la distancia del tejido del medio de cultivo sobre el nUmero
promedio de brotes formados en cotiledones e hipocotilo de embriones maduros de

Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco, a los 90 dias de cultivo.

Namero promedio de Nuamero promedio de

Tratamiento de induccion brotes /hipocotilo brotes /cotiledones

(+ DE) (£ DE)

Superficie en contacto con el medio (SCM)

ANA/BA 1.63 £ 0.24 B 1.65 £ 0.19B
2,4-D/K 1.44 £ 0.20 B 1.77 £ 0.18 B
Superficie alejada del medio (SAM)

ANA/BA 2.43 £ 0.29 A 3.36 £ 0.34 A

2,4-D/K 1.67 £ 0.13 B 1.00 £ 0.07 B

Letras mayusculas indican diferencias significativas entre todos los valores

(tratamiento y superficie por tratamiento) (P< 0.05).

Analisis histoldgico

El estudio histologico de los explantes a distintos tiempos de cultivo mostré su origen
adventicio por organogénesis directa. Si bien el patron de desarrollo fue similar, la
temporalidad de la aparicion de las diferentes estructuras difiri6 entre los
tratamientos y tipos de tejidos (cotiledones vs. hipocotilo), y fue mas tardia en 2,4-
D/K y en los cotiledones. Frecuentemente se observé la reactivacién del meristemo
apical del embrion a partir del cual se diferenci6 una yema apical, mientras que la

cofia se hipertrofié y con el tiempo degenero.

Los cortes longitudinales de los embriones al momento de ser sembrados (Figura 2)
evidenciaron que la epidermis tiene un solo estrato de células rectangulares, aplanadas

longitudinalmente, que rodean al tejido fundamental y a los haces provasculares centrales. Las
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células del tejido fundamental son parenquimaticas, clbicas, dispuestas ordenadamente a lo
largo del eje, con pocos espacios intercelulares, nlcleo conspicuo, citoplasma denso; mientras
que la region del tejido provascular presentd células nucleadas con forma alargada. Ambos
tipos celulares contenian abundante material de reserva. El meristemo apical del brote tiene la
forma caracteristica de domo, conformado por células isodiamétricas, densamente
citoplasmicas, de nucleo prominente. En esta etapa, no se observd actividad mitdtica en

ninguna de las regiones mencionadas.

cot hcot cofia

Cot = Cotiledones; hco = Hipocotilo; ma = Meristemo apical; mr = Meristemo radicular;

epi = Epidermis; subepi = Subepidermis/tejido fundamental; pvasc = Haz provascular.

Figura 2. Corte longitudinal de embrion maduro de Pseudotsuga menziesii (Mirb.)

Franco y acercamiento de las capas de células que lo conforman.
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El tercer y hasta el cuarto dia de cultivo se caracterizaron por la reactivaciéon de la actividad
mitotica a través del explante, con divisiones celulares anticlinales en el tejido fundamental
y provascular del hipocotilo, que probablemente aportaron al alargamiento del embrién.
Asimismo, se advirtié la aparicidn de vacuolas, asi como una notoria disminucién en la

cantidad de material de reserva en el tejido fundamental.

Entre el cuarto y el sexto dia de cultivo surgieron divisiones celulares localizadas, periclinales
y anticlinales, en las capas subepidérmicas (Figura 3A) y epidérmicas (Figura 3B) del eje
embrionario, principalmente en las regiones intercotiledonarias y en la regidon media-distal
del hipocotilo. La respuesta en los cotiledones fue mas lenta que en el hipocotilo y las

divisiones celulares fueron dispersas.

A. Formacion de conjuntos de células en la capa subepidérmica a los seis dias de cultivo (100X); B.
Divisiones periclinales y anticlinales de la capa epidérmica (epi), asi como promeristemoides (pm) en
las capas subepdiérmicas (20X); C. Meristemoide en el hipocotilo de la superficie en contacto con el

medio a los después de 14 dias de cultivo (10X); D. Regién meristematica en el hipocotilo de la
superficie alejada del medio después de 16 dias de cultivo (10X).

Figura 3. Andlisis estructural de las etapas tempranas de la formacién de brotes adventicios a partir del
cultivo in vitro de embriones cigoticos maduros de Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco.
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A partir del sexto dia, tanto en ANA/BA como en 2,4-D/K, el patrén morfogenético varid en
funcion de la distancia del tejido con respecto al medio de cultivo. En la SAM se evidenciaron
las primeras agrupaciones celulares y promeristemoides (estructuras de 4-6 células) (Figura
3B), que se iniciaron a partir de la activacion mitdtica de una o muy pocas células y revelaron
una distribucion dispersa en el tejido fundamental. Estas estructuras se formaron primero en
la regidn media-distal del hipocotilo y posteriormente se extendieron a los cotiledones. A partir
de los 12 dias en ANA/BA y de los 14 dias en 2,4-D/K, se detectaron los primeros
meristemoides, con forma de domo, que dieron a la superficie del embridon una apariencia

nodular (Figura 3C).

La epidermis formd parte de dichas estructuras al donar células mediante divisiones
anticlinales. El cuerpo de los meristemoides crecidé por medio de divisiones periclinales y
anticlinales de células del tejido fundamental. En los cotiledones, la actividad meristematica
inicié después de diez dias de cultivo en ANA/BA, usualmente sobre la superficie abaxial y en
el extremo de los mismos; mientras que en los tratamientos con 2,4-D/K, se presentd después

de 16 a 22 dias de cultivo y se limit6 al apice.

Por su parte, en la SCM se formaron areas meristematicas amplias (Figura 3D), que se
caracterizaron por células pequenas, de citoplasma denso y nulcleo prominente, que se
iniciaron a partir de divisiones anticlinales y periclinales de la epidermis, y de anticlinales,
periclinales y oblicuas en las primeras dos capas subepidérmicas. En ANA/BA y 2,4-D/K, este
patrén comenzo en la regidon media del hipocotilo a partir de los seis dias, y después de los 10
a 12 dias de cultivo en las regiones intercotiledonarias; mientras que los cotiledones
respondieron tardiamente, a los 14 y 16 dias en ANA/BA y 2,4-D/K, respectivamente. Después
de 16 dias alcanzaron un grosor de ocho a diez células y abarcaron la longitud total del embrion
(sin la cofia), dandole una apariencia irregular, aun si las células se mantuvieron relativamente
organizadas y contenidas por la epidermis (Figura 4A). A partir de los 22 y hasta los 45 dias
de cultivo, de éstas areas se originaron estructuras nodulares de apariencia meristematica, de
cuya superficie se diferenciaron yemas apicales; aunque en la mayoria de los casos la
epidermis del embridn constituyd parte de la estructura, se observaron otras, posiblemente

proembriones, que emergieron a la superficie despues de romper la epidermis (Figura 4B).
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A. Primordios de brotes formados sobre cotiledones después de 30 dias de cultivo (4X); B.
Estructura nodular meristematica formado en la superficie del hipocotilo de la SCM después de
30 dias; la flecha sefiala la ruptura de la epidermis (10X); C. Formacién de brotes a lo largo del

hipocotilo y cotiledones después de 40 dias (5X); D. Nédulo meristematico mostrando la
diferenciacion de traqueida (flecha), Normanski 50X; E. Acercamiento de un brote formandose sobre
un cotiledén en la superficie alejada del medio (SAM), asi como nddulo meristematico (flecha) (10X);
F. Acercamiento de brotes forméandose a partir de un area meristematica (am) de la superficie en
contacto con el medio (SCM) (20X).

Figura 4. Etapas tardias del proceso de la formacidén de brotes adventicios a partir de embriones de
Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco cultivados.
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Los primeros brotes (conformados por un domo apical con primordios foliares) se
distinguieron en el hipocotilo a partir de los 14 dias de cultivo, aunque el proceso se
generalizd entre los 20 y los 30 dias en 2,4-D/K y ANA/BA, respectivamente; mientras
que en los cotiledones se inicié después de los 35 a los 40 dias. Cortes longitudinales a
los 45 dias mostro que si bien muchos brotes estaban claramente diferenciados, el proceso
de diferenciacién fue asincrénico, particularmente en ANA/BA, ya que a esta fecha aun
era posible identificar meristemoides o primordios en etapas tempranas de desarrollo, lo
que prolongd el periodo de iniciacion y el crecimiento de brotes y explica incremento
notorio en numero entre 90 y 130 dias (Cuadro 2). En contraste, en los explantes

sometidos a 2,4-D/K rara vez se evidenciaron meristemoides en etapas tardias del cultivo.

Se reconociod el inicio de brotes a partir de los nédulos meristematicos después de los
60 dias en cultivo (Figura 4 C-F), para indicar su capacidad morfogenética. Se
identificd la acumulacion de taninos condensados alrededor de los meristemoides y
yemas, asi como la formacién de novo de traqueidas asociadas, aln antes de que se
evidenciaran los primordios foliares; sin embargo, rara vez se conectaron con el

sistema vascular embrionario.

En el presente trabajo se advirtieron, también, los cambios celulares indicativos de la
pérdida de la competencia, y por lo tanto, el comienzo de la recalcitrancia. Desde el
dia seis de cultivo, las células que no respondieron meristematicamente formaron
grandes vacuolas en su interior, y desplazaron al nucleo presionandolo contra la pared
celular. En etapas tardias del cultivo, presentaron un arreglo laxo e irregular y la
acumulacion de polisacaridos en la matriz extracelular circundante, asi mismo,
muchas de ellas, sobre todo en la epidermis y cerca de los meristemoides y zonas

meristematicas, reunieron taninos en su interior.
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Discusion
El cultivo in vitro de embriones cigoticos completos representa una alternativa viable
de propagacion de genotipos mexicanos de P. menziesii ya que aumenta el nimero
de brotes, y potencialmente, el nUmero de plantas que se pueden obtener de un solo
embrién. Galindo et al. (2000) indican que la organogénesis a partir de embriones de
dicha especie ocurre dentro de un intervalo de concentraciones de auxinas y

citocininas relativamente amplio, tanto en ANA/BA como 2,4-D/K, aunque el numero

de brotes, la supervivencia y la velocidad de crecimiento de los mismos difiere.

La capacidad de responder morfogenéticamente fue similar para ambos tratamientos,
y se inicio en los tejidos epidérmicos y subepidérmicos, tanto del hipocotilo como de
los cotiledones. En general, esto contrasta con otros estudios en Pseudotsuga, en los
que regularmente se utilizan cotiledones de embriones germinados in vitro como
principal explante (Cheng y Voqui, 1977). Los resultados del presente trabajo
demuestran que el manejo del embridn cigético completo permite el aprovechamiento
de diferentes regiones ontogenéticamente predeterminadas para el crecimiento, que
mantiene a las células en estado competente y puede representar una alternativa util

para la propagacién in vitro en especies o genotipos recalcitrantes.

Se confirmo que el uso de BA promovié la formacién de un mayor niumero de brotes,
aunque en el tratamiento con K, adquirieron una apariencia mas vigorosa. Datos
similares se verificaron para otras especies con las cuales se comparo el efecto de
diferentes tipos de citocininas sobre el crecimiento de brotes adventicios, incluyendo
genotipos de P. menziesii de Estados Unidos de América (Cheng y Voqui, 1977), asi
como varias especies de Pinus (Pelletier y Laliberté, 2000; Montalban et al., 2011) y
Picea (Lépez et al., 2000).

El menor nimero de brotes observado en 2,4-D/K después de 130 dias de cultivo

significa que el periodo durante el cual las células del explante se mantienen

competentes es menor que en los cultivos de ANA/BA. Esto se corrobord con el

analisis histoldogico, con el que se pudo evidenciar que en ANA/BA los explantes
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producen meristemoides aun en etapas tardias de cultivo. Aungue no se conocen las
causas de dicha respuesta, en otros sistemas se ha consignado que la capacidad de
los explantes para absorber y metabolizar citocininas varia segun el tipo de regulador,
el tiempo de cultivo y el desarrollo del explante (Cortizo et al. 2009), lo cual se vea
probablemente también afectado por el tipo de citocinina. No se puede descartar que
el empleo de 2,4-D, considerado un inductor de callo y embriogénesis, pudo influir en

una pérdida mas rapida de la competencia, particularmente en los cotiledones.

La formacion de brotes adventicios siguid el patréon descrito (Cheah y Cheng 1978;
Yeung et al., 1981; Villalobos et al., 1985; von Arnold y Gronroos, 1986; Lépez et
al., 2000) que inicidé con la reactivacién mitdtica de una o dos células que fomaron,
en orden secuencial, promeristemoides, meristemoides y luego el domo apical

integrado por el meristemo y los primordios foliares.

Sin embargo, la distribucién espacial y la asincronia temporal del proceso
morfogenético evidencio la importancia de la posicion de las células con respecto al
medio de cultivo para su competencia. Si bien se desarrollaron brotes tanto en la
superficie alejada del medio, como en la que estaba en contacto directo con la misma,
en los primeros, se iniciaron a partir de meristemoides individuales, mientras que en
los segundos, en ANA/BA en particular, se formaron amplias zonas meristematicas
que diferenciaron brotes en etapas tardias del cultivo. Esto concuerda con la hipotiesis
de que el establecimiento de gradientes hormonales y nutrimentales en los explantes
es un factor importante en la induccion de la competencia celular y la posterior

determinacion organogénica (Yeung et al., 1981; Joy y Thorpe, 1999).

Segun von Arnold y Gronroos (1986) las areas meristematicas son el resultado de la
exposicion supradptima y prolongada a citocininas, por lo que la formacién de
meristemoides distintivos, se obtiene al reducir el tiempo de exposicién a estos
reguladores de crecimiento. En Pinus banksiana Lamb., se describe que las células en
contacto con el medio proliferan, pero nunca dan origen a brotes (Pelletier y Laliberté,

2000), lo cual contrasta con las observaciones del presente trabajo.
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Finalmente, se probdé que la mayoria de los brotes formados tuvieron un origen
multicelular, ya que los meristemoides se constituyeron por células donadas por la
epidermis y por la subepidermis. Esto contrasta con registros previos del desarrollo
de brotes a partir de explantes de cotileddon de P. menziesii, con un origen
subepidérmico y que emergen al romper la epidermis (Cheah y Cheng, 1978), lo que
sugiere una pérdida de la competencia de la epidermis en tejido diferenciado o con

mayor grado de maduracion.

En el estudio realizado, la epidermis experimentd una actividad mitdtica importante,
con divisiones anticlinales y periclinales, que donaron células tanto a la superficie del
embrién como al tejido fundamental y las regiones meristematicas en desarrollo. Tal
comportamiento se ha observado en sistemas de micropropagacion propuestos para
Pinus radiata D. Don (Villalobos et al, 1985), Pinus strobus L. (Flinn et al., 1988) y
Abies amabilis Douglas ex Forbes (Kulchetscky et al., 1995). Aunque este tipo de
reaccion se estimuld con los tratamientos de induccién, es posible que también se
haya facilitado por una predisposicion de |la epidermis a responder
meristematicamente, proceso que describid Allen (1947) en uno de los pocos trabajos
publicados sobre la embriogénesis cigotica para el género. El origen multicelular de
las estructuras puede tener un fuerte impacto sobre futuras estrategias de
mejoramiento, particularmente si se consideran vias como la transformacién

genética, ya que la obtencion de quimeras es altamente probable.

Conclusiones

Este trabajo hace un seguimiento del inicio y etapas tempranas de la formacién de
bortes adventicios a partir del cultivo de embriones cigéticos maduros completos de
P. menziesii, en respuesta a los tratamientos con ANA/BA y 2,4-D/K. El anélisis
histoldgico contribuye a la comprension de los eventos celulares que preceden la
generacidon de nuevos érganos, asi como a la pérdida de competencia morfogenética
e inicio de la recalcitrancia.
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El niUmero de brotes formados en ANA/BA es mas alto que en 2,4-D/K, si bien el
proceso fue mas asincronico. El analisis histoldgico muestra que el proceso de
caulogénesis ocurre via organogénesis directa y los brotes tienen un origen
multicelular, ya que se conforman por células tanto de la epidermis como de las capas
celulares subepidérmicas, lo que da lugar a zonas meristematicas o meristemoides,

segun su distancia del medio de cultivo.

La pérdida de la competencia celular ocurre primero en 2,4-D/K, y el mayor numero

de brotes formados en ANA/BA resulta de una actividad meristematica prolongada.

Los estudios de esta indole constituyen la base de futuras investigaciones para la
optimizacién de las técnicas de cultivo con importantes implicaciones al proveer un
contexto estructural para abordar los eventos fisiolégicos y moleculares que regulan

la morfogénesis tanto in vitro como ex vitro.
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