COLEGIO DE POSTGRADUADOS

INSTITUCION DE ENSENANZA E INVESTIGACION EN CIENCIAS AGRICOLAS

CAMPUS MONTECILLO

POSTGRADO FORESTAL

MADURI;\CIéN Y GERMINACION DE EMBRIONES
SOMATICOS DE LINALOE In vitro y Ex vitro

MARIA MONICA GONZALEZ OROZCO

TESIS
PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL
PARA OBTENER EL GRADO DE:

MAESTRA EN CIENCIAS

MONTECILLO, TEXCOCO, EDO. DE MEXICO

2014




La presente tesis, titulada: Maduraciéon y germinacion de embriones somaticos
de linaloe in vitro y ex vitro, realizada por la alumna: Maria Ménica Gonzalez
Orozco, bajo la direccion del Consejo Particular indicado, ha sido aprobada por el

mismo y aceptada como requisito parcial para obtener el grado de:

MAESTRO EN CIENCIAS

FORESTALES

CONSEJO PARTICULAR

CONSEJERO:
ASESOR:
ASESOR: DRA. MA. IIIQE/LOUIR[‘)ES AREVALO GALARZA
o
A
ASESOR: DR, Ain ALDRETE

Montecillo, Texcoco, México, enero de 2014



MADURACION Y GERMINACION DE EMBRIONES SOMATICOS DE LINALOE
In vitro y Ex vitro
Maria Monica Gonzélez Orozco, Mc.
Colegio de Postgraduados, 2014

El linaloe [Bursera linanoe (La Llave) Rzed., Calderon & Medina] es una especie
endémica de México con una importancia histérica, cultural y econémica. Sin
embargo, ha sido expuesta a la sobreexplotacién, lo que ha causado una notable
disminucién en las poblaciones naturales. Por lo que en la presente investigacion
se evalué la embriogénesis somatica como una via de propagacion mediante el
cultivo in vitro. Con el objetivo de mantener la capacidad embriogénica y
cuantificar la tasa de multiplicacion de tres lineas embriogénicas de linaloe, se
evalué el efecto de diferentes reguladores de crecimiento, fuentes de carbono y
otros componentes, durante la maduracion y germinacion de embriones
somaticos, ademas de evaluar la aclimatacién en invernadero. Los resultados
muestran que la adicién de 1 g L™ de carbén activo ayuda a mejorar la calidad y la
multiplicacion de las lineas embriogénicas. La mejor concentracion de maltosa
para maduracion fue del 4 % p/v. Los niveles evaluados con acido abscisico (ABA)
y polietilenglicol no favorecieron la maduracién, sin embargo se observo un posible
efecto de ABA en la embriogénesis secundaria lo cual revela que puede ser un
regulador a probar en la multiplicacion. La adicién de 0.002 mg L' de
brasinoesteroide favorecio el desarrollo de raices y ayudé a reducir la
embriogénesis secundaria y callo. Durante la aclimatacion, la supervivencia de las
plantas después de cinco meses en invernadero fue del 66 %.

Palabras clave: Bursera linanoe, embriogénesis secundaria, fuente de carbono,

brasinoesteriode, polietilenglicol, acido abscisico, acido giberélico.



ABSTRACT

Linaloe is an endemic species of Mexico with historical, cultural, and economic
importance. However, it has been exposed to overexploitation, which has caused
an important decrease in its natural populations. Therefore, the present research
opted for somatic embryogenesis as a means of propagation through in vitro
cultivation. In order to maintain the embryogenic capacity and quantify the
multiplication ratio of three linaloe embryogenic lines, the effects of different growth
regulators, carbon sources, and other components were evaluated during the
maturation and germination of somatic embryos, besides evaluating the
acclimatizing in greenhouse. The results show that adding 1 g L' activated
charcoal helps in the quality and multiplication of the embryogenic lines. Using
maltose, the best concentration for maturation was 4% w/v. The levels evaluated
with abscisic acid (ABA) and polyethylene-glycol did not favor maturation.
However, a possible effect of ABA on the secondary embryogenesis which reveals
to be a regulator to test in the multiplication was observed. Adding 0.002 mg L*
brassinosteroid favored root development and helped decrease secondary
embryogenesis and callosities. During acclimatizing, plant survival after five
months in the greenhouse was 66%.

Key words: Bursera linanoe, secondary embryogenesis, carbon sources,

brassinosteroid, polyethylene-glycol, abscicic acid, gibberellic acid.
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1. INTRODUCCION

Bursera es un género que incluye mas de cien especies, distribuidos desde el
Norte de América hasta el Per( y el sur de Brasil, albergando la mayor diversidad
en México donde se conocen mas de 80 especies (Rzedowski y Kruse, 1979).
Dentro de este género se encuentra el linaloe [Bursera linanoe (La Llave) Rzed.,
Calderén & Medina], especie caducifolia, que en México es de importancia
historica, cultural y econdmica, tiene usos artesanales, industriales y medicinales,
gracias a la obtencién de su aceite esencial (linalol), el veteado de la madera y su
caracteristico aroma. Debido a estas cualidades, la especie ha sido expuesta a la
sobreexplotacion, ademas de que presenta baja tasa de regeneracion natural
(Andrés-Hernandez y Espinosa-Organista, 2002).

La embriogénesis somatica es una forma de propagacion vegetativa
mediante el cultivo in vitro de tejidos, que se refiere al proceso en el que las
células somaticas son inducidas para formar embriones bipolares (somaticos), a
través de un serie de pasos de desarrollo similares a las de los embriones
cigoticos (Stasolla et al., 2002). Son estructuralmente comparables a los
embriones cigéticos y pasan a través de las mismas etapas de desarrollo
(globular, corazén, torpedo y cotiledonar) y dan lugar a ejes con un apice de la raiz
en un polo y un apice vegetativo en el otro (Ammirato, 1977). Finalizado el
desarrollo del embrién somatico tendra que pasar por una fase de maduracion,
para lograr que el embribn sea capaz de convertirse en una plantula (con la
formacion de epicétilo y raiz) (Stasolla et al.,, 2002) y posteriormente la

sobrevivencia en el suelo.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Generales:

Determinar las condiciones o6ptimas del medio de cultivo necesarias para
mantener la capacidad embriogénica y cuantificar la tasa de multiplicacion de tres
lineas embriogénicas de linaloe, establecidas a partir de cotiledones y hojas
jovenes. Asi como evaluar el efecto de diferentes reguladores del crecimiento,
fuentes de carbono y otros componentes durante la maduracion y germinacién in
vitro. Ademas de evaluar el proceso de aclimatacion de las plantulas en

invernadero.

2.2 Objetivos particulares:

e Analizar el efecto del carbén activo en los medios de multiplicacién de
embriones somaticos de tres lineas embriogénicas (LEL 61-4, LEL PUE-
6y LEL B-3).

e Cuantificar la produccion de etileno y CO2 durante la multiplicacion de
embriones secundarios en las lineas embriogénicas LEL 61-4, LEL PUE-
6y LEL B-3.

e Evaluar el efecto de la fuente de carbono, acido abscisico (ABA) y el
polietilenglicol (PEG) sobre la maduracion de los embriones soméaticos
de linaloe.

e Analizar el efecto del acido giberélico (AGs) y brasinoesteroides (BR) en

la germinacion in vitro y conversion a plantulas de linaloe.



e Evaluar el efecto de dos mezclas de sustratos en la supervivencia y
desarrollo durante el proceso de aclimatacion de las plantulas de linaloe

provenientes de embriones somaticos germinados in vitro.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1 Embriogénesis Somética

La embriogénesis somatica se refiere al proceso en el que las células
somaticas son inducidas para formar embriones bipolares, a través de un serie de
pasos de desarrollo similares a las de los embriones cigoéticos (Stasolla et al.,
2002). Estos adquieren la bipolaridad de forma temprana, con un polo caulinar y
otro radical (Schumann et al., 1995). Una de las diferencias en cuanto al embrién
cigbtico, es que no hay conexion vascular con en el tejido del que se originan
(Ammirato, 1983).

Este método presenta ventajas en comparacion con las otras vias de
regeneracion vegetal (yemas axilares y organogénesis) como por ejemplo: se
descartan las etapas de enraizamiento y elongacion de brotes, dado que el
embridn somatico es un propagulo completo. Es un sistema de regeneracién para
la propagacién masiva de genotipos, asi mismo permite la aplicacion de las
técnicas de crioconservacion, transformacion genética y cultivo en biorreactores
(Celestino et al., 2005; Merkle et al., 1995). Sin embargo la embriogénesis
somatica también presenta una serie de inconvenientes, el mas importante es la
frecuencia de anormalidades morfolégicas (numero, tamafio y forma de
cotiledones) y fisiologicas (maduracion incorrecta y germinacion precoz) (Yeung,
1995).

Se distinguen dos tipos de embriogénesis somatica: directa e indirecta
(Ammirato, 1987). En la directa el embrion se desarrolla directamente del tejido del

explanto original y es caracteristica de explantos en las que todas o algunas de
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sus células estan predeterminadas como embriogénicas, como consecuencia de
que todavia retienen algunas propiedades de las células embrionarias originales
(Yeung, 1995). Mientras que en la indirecta las células del explanto pasan por una
serie de divisiones que producen la formacion de callo, en la que las células se
desdiferencian, adquieren cierto grado de competencia y luego se determinan
hasta su expresién, es decir aparecen las primeras estructuras preembriogénicas
que posteriormente iniciaran el desarrollo de los embriones sométicos (von Arnold

et al., 2002).

3.1.1 Antecedentes de la embriogénesis somatica

La historia de la embriogénesis se remonta desde 1902, donde Haberlandt
anuncié que si las células de un organismo tenian la misma informacion genética
que la célula inicial, seria posible revertir su expresién génica para que volvieran a
expresar el patron de desarrollo embriogénico y formar embriones de origen
somatico, es de aqui de donde proviene la definicion del término totipotencia que
es la capacidad de las células vegetales para formar una planta completa. Lo que
indica que todos los genes necesarios para formar una planta, estan contenidos
en una célula somatica. Estos genes estan inactivos en las células diferenciadas
pero pueden expresarse cuando esas células se cultivan en condiciones
adecuadas en virtud a esa totipotencia (Krikorian y Berquam, 1966).

Las primeras descripciones de la obtencion de embriogénesis somatica
fueron publicadas en zanahoria donde se obtuvieron plantulas provenientes de

callos por Steward et al. (1958) y Reinert (1959). A partir de entonces se han ido



desarrollando protocolos para esta via de regeneracion en numerosas especies
tanto en monocotiledoneas como dicotiledoneas.

En especies forestales las primeras especies lefiosas en las que se
consiguio la induccién de embriones somaticos fue en Santalum album (Rao,
1965), en Picea abies a partir de embriones cigéticos (Chalupa, 1985; Hakman et
al., 1985). En el mismo afio, en Pinus radiata también en embriones cigoticos
(Smith et al., 1985) y en Larix decidua a partir del megagametéfito (Nagmani y
Bonga, 1985). Después del primer trabajo de embriogénesis somética en P.
radiata, el nUumero de especies en los que se ha logrado inducir la embriogénesis
somatica, ha ido en aumento, al grado que ya se estan produciendo miles de
brinzales clénales para plantaciones en algunas especies como Picea abies, Picea
glauca, Picea mariana, Picea sitchensis, Pinus elliottii, Pinus pinaster, Pinus
radiata, Pinus strobus, Pinus sylvestris, Pinus taeda y Pseudotsuga menziesii
(Celestino et al., 2005; Klimaszewska et al., 2007).

En lo que respecta al género Bursera se han inducido embriones soméaticos
en Commiphora wightii a partir de embriones cigoticos (Kumar et al., 2004; Kumar
et al.,, 2006) y mas recientemente en Bursera linanoe inducidos en cotiledones y

hojas en expansién (Arellano-Ostoa et al., 2009).

3.1.2 Relaciones hormonales en las etapas del proceso de la embriogénesis

somatica
El proceso de la embriogénesis somatica comienza con la etapa de
induccion, que consiste en proporcionar a las células del explanto las condiciones

necesarias para que se sustituya el patron de expresion génica actual por un
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patréon embriogénico (Merckle et al., 1995). Estas células dependen entonces de
diferentes factores como: el genotipo, el tipo de planta donante, la edad o etapa de
desarrollo del explante, el ambiente externo que incluye la composicion de los
medios y las condiciones fisicas de cultivo (luz y temperatura) (Malgorzata, 2004).
Asi como el tipo de explante: hojas, peciolos, raices, semillas, cotiledones,
meristemos y embriones cigéticos (Malgorzata, 2004; Arellano-Ostoa et al., 2009).

Por lo general la induccion se da ante la presencia de reguladores de
crecimiento en el medio de cultivo, principalmente hormonas como las auxinas,
esenciales para iniciar la simetria bilateral durante la embriogénesis somética
tanto en monocotiledéneas como dicotiledoneas (Liu et al., 1993).

La presencia de auxinas en el medio de cultivo, con o sin citocininas, puede
inducir no solo la formacion de embriones somaticos sino también de callo y de
organos (raices o brotes) (Dudits et al., 1991). La auxina mas utilizada es el acido
2,4-dichlorofenoxiacético (2,4-D), generalmente en concentraciones de 1 a 10 uM
(von Arnold, 2008), aunque también se ha utilizado en altas concentraciones como
452 uM en Cocos nucifera (Gupta et al., 1984). La adicion de auxinas en altas
concentraciones, aumenta los niveles enddgenos de estas hormonas en los
explantes (Pasternak et al., 2002). Dichos niveles provocan un cambio en la
morfologia celular, que sera reflejado en la reorganizacién de los componentes
estructurales de las células, lo cual las determinara como células embriogénicas
(Dudits et al., 1991). El acido naftalénacético (ANA), es otra auxina usada para
inducir embriogénesis somatica y en menor uso algunas otras como AIA (acido
indolacético), Picloram (acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico) y Dicamba (acido

3,6-dicloro-2-metoxibenzoico) (Raemakers et al., 1995). Otro tipo de hormona que

7


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=%C3%81cido_naftal%C3%A9nac%C3%A9tico&action=edit&redlink=1

se utilizan para la induccion son las citocininas utilizadas en concentraciones de
0.1a 1 pM (von Arnold, 2008).

El azucar es otro componente importante, que se incluye en todos los
medios de cultivo de tejido, como una fuente de energia y que proporciona las
condiciones osmoticas para el crecimiento celular in vitro, siendo la sacarosa la
mas utilizada para la embriogénesis somética (Malgorzata, 2004).

Se ha reconocido ampliamente que las células somaticas pueden adquirir
un potencial embriogénico, como resultado de diferentes estimulos externos
fisicos y quimicos llamados factores de estrés (Malgorzata, 2004), como la presion
osmatica, el pH (posible marcador de desdiferenciacién celular y activacién
celular) (Pasternak et al., 2002), temperatura alta o baja y alta concentracion de
auxinas (Kiyosue et al., 1993). La luz es una sefial importante en la mayoria de los
cultivos de induccion de embriogénesis somatica, y esta fase se lleva a cabo en
condiciones de oscuridad porgue la luz es un factor de diferenciacion que se
opone a la formacion de células juveniles (Malgorzata, 2004).

Después de la induccion sigue la etapa de expresion que se refiere a la
evolucion de las masas proembriogénicas, para dar inicio a la formacién de los
embriones somaticos (Jiménez, 2005). El crecimiento continuo en un medio que
contiene 2,4-D en concentraciones como las utilizadas para la induccién, no
permite la reduccion en los niveles endogenos de las auxinas (Pasternak et al.,
2002), motivo por el cual es necesario un medio de cultivo libre de estas hormonas
gue promuevan dicha etapa (Jiménez, 2005).

La expresion se puede dividir en dos subetapas, la primera transcurrido

desde el momento de la aplicacion del estimulo para inducir la progresion en el
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desarrollo del embrion (la eliminacion de 2,4-D en el medio de cultivo), hasta el
momento en el que los primeros cambios son visibles (aparicion de proembriones
y embriones en etapa globular (Jiménez, 2005). En la segunda fase los embriones
pasan a través de las etapas tipicas de desarrollo, es decir, globular, corazon,
torpedo y cotiledonar.

En todos los procesos del desarrollo de las plantas, la expresion de la
embriogénesis soméatica podria ser provocada por diferentes factores,
dependiendo de la especie, variedad y condiciones fisiologicas de la planta
donante (Dudits et al., 1995). Trewavas (1981) planteé que solo algunos tejidos
tienen un cierto grado de sensibilidad reaccionando a ciertas concentraciones de
hormonas en los cultivos. Sin embargo como ya se ha mencionado, en la mayoria
de los casos la reduccion o eliminacion de auxinas en los medios de cultivo, es lo
que ha promovido la aparicion y desarrollo de los embriones somaticos (Jiménez,

2005).

3.1.3 Desarrollo del embrién somaético

Después de una intensa actividad mitética durante la etapa de induccion se
obtiene un proembrién, que continua su desarrollo siguiendo una serie de etapas
ontogénicas: globular, corazén, torpedo y cotiledonar, similares a las que sigue el
embrién cigo6tico en su desarrollo (Dodeman et al.,, 1997). Este proceso de
desarrollo del embrion somatico desde el estado globular hasta el cotiledonar se
denomina histodiferenciaciéon (Merkle et al., 1995). Antes de la formacion de
embriones globulares, en la superficie del callo embriogénico aparecen unas

estructuras nodulares con apariencia traslicida (Corredoira et al., 2006) llamadas
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proembriones donde el signo mas importante de desarrollo es la formacion del
protodermo que permite el paso al estado globular gracias al patron de division de
sus células (Yeung et al.,, 1996). Formado el protodermo comienza a elongarse
pasando de la simetria radial propia del embrién globular a la simetria bilateral. El
trasporte polar de auxinas comienza en estadios tempranos del estado globular,
se forma en la parte apical, sigue hacia la zona central, para contribuir a la
diferenciacion del procambium y a la simetria bilateral (Liu et al., 1993).

Posterior a esto viene la formacion de los cotiledones que surgen como
pequefias células isodiamétricas en la periferia de la region terminal del embrién,
siendo aqui donde inicia la etapa de corazon. Seguida de la etapa torpedo donde
el embribn empieza a alargase y comienza la formacion del meristemo radical y
meristemo apical del brote. La formacion del meristemo apical es uno de los
procesos mas importantes de la embriogénesis, ya que el buen desarrollo del
embridbn somatico para llegar a formar una planta, depende del desarrollo del
meristemo apical que en el caso de estos embriones se desarrolla correctamente
en muy pocas ocasiones (Kong et al., 1999). Finalmente el embrién termina el
proceso de histodiferenciacion con la etapa cotiledonar, al llevarse a cabo la
elongacion de los cotiledones, donde podré iniciar una etapa de maduracion y

posteriormente la germinacion (véase apartados 3.7 y 3.8).

3.1.4 Mantenimiento de la capacidad embriogénica

Después de la induccion de los embriones somaticos, se debe llevar a cabo
un sistema que permita la proliferacion de los embriones somaticos procedentes
del explante inicial. Siendo de suma importancia para la conservacion de las lineas
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embriogénicas y contar con el material necesario para las pruebas posteriores
como las de maduracion y germinacion de los embriones somaticos. El
mantenimiento se lleva a cabo mediante subcultivos del callo embriogénico o

mediante embriogénesis secundaria (ver apartado 3.1.5).

Cuando el sistema embriogénico consiste en un callo embriogénico formado
por masas preembriogénicas (MPE) que son masas de embriones preglobulares
(Halperin, 1966) y en algunos casos con callo de tejido vegetal no diferenciado la
proliferacion de los embriones se produce por subcultivos de estas masas en un
medio de cultivo con bajos niveles de auxinas (0.012 a 0.4 uM) (Machakova et al.,
2008), que proporciona el incremento de las MPE (Merkle et al., 1995)
obteniéndose cientos de embriones a partir de unos pocos gramos. Ademas de los
reguladores de crecimiento influyen otros factores como la temperatura en el cual
se encuentren incubados, periodo de los subcultivos, tipo de agar empleado, tipo

de fuente de carbono, etc. (Raemakers et al., 1995).

Aparte de los subcultivos en agar, el mantenimiento se puede llevar a cabo
mediante el cultivo automatizado en biorreactores (cultivos liquidos) favoreciendo
la individualizacion de los embriones somaticos. Este tipo de sistema se adapta al
establecimiento de suspensiones celulares, lo cual ofrece un potencial para la
produccion en masas, puesto que dan una mayor tasa de crecimiento y

productividad total (Merkle et al., 1995).

Aunque el objetivo principal del mantenimiento es la multiplicacion de los

embriones somaticos, de igual manera es importante que se encuentren en
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Optimas condiciones ya que se pueden presentar problemas de oxidacién del
tejido en algunas ocasiones provocado por la exudacion de fenoles del tejido que

conllevan al oscurecimiento y deterioro del material vegetal.

En este caso el intervalo entre subcultivos se debe ajustar segun la
severidad del problema. Sin embargo, éste es un procedimiento demandante de
tiempo y reactivos, por lo que es aconsejable optar por otras alternativas, como la
adicion de algunos adsorbentes al medio de cultivo. Uno de ellos es el carbén
activo (CA) que tiene la capacidad de remover sustancias inhibitorias o toxicas del
medio de cultivo, que son producidas durante el autoclavado del medio o liberadas
por el explante. El polivinil pirrolidona (PVP) y polivinil polipirrolidona (PVPP)
también han sido utilizados en la prevencion del oscurecimiento de tejidos ya sea
aplicados como enjuague al explante o mediante su incorporacion al medio de

cultivo (Azofeifa, 2009).

3.1.5 Embriogénesis secundaria

Raemakers et al. (1995) la definen como la formacién de embriones
somaticos en la estructura de otro embribn somético, estos embriones formados
seran embriones somaticos secundarios, porque no provienen del explante inicial.
Este proceso se vuelve una multiplicacion recurrente de los embriones somaéticos,
gue generalmente es elevada y aparentemente ilimitada en el tiempo (Celestino et

al., 2005).

Esto ocurre porque el embridon somatico inicial conserva una capacidad de

proliferacion en su superficie, que conduce a la formacién de nuevos embriones

12



somaticos, antes de que el embrién inicial complete su desarrollo (Raemakers et
al., 1995). En la mayoria de los casos estos embriones se originan a partir de la
epidermis de las células de otro embridn, ya sea a partir de células individuales
(Polito et al., 1989) o multiples donde es frecuente que los embriones se
desarrollen fusionados, compactos, que dificulten su individualizacion y seleccién
(Plata y Vieitez, 1990). En ocasiones los embriones secundarios se forman en
algunas partes de los cotiledones (Plata y Vieitez, 1990), o en la parte radical

(Vieitez y Barciela, 1990).

Klimaszewska et al. (2007) indicaron que la aparicibn de embriones
somaticos secundarios en P. strobus y P. pinaster necesitan entre 6-8 semanas de
cultivo, y en la mayoria de los casos también se forma callo sobre la totalidad del
embrién somatico inicial, seguido de los embriones somaticos tempranos en grupo
o individuales, que surgen en la superficie del callo. Estos cultivos son dificiles de
sincronizar e imposible distinguir entre los diferentes ciclos de la embriogénesis

secundaria (Raemakers et al., 1995).

Cuando el embrién empieza su desarrollo mediante la histodiferenciacion la
embriogénesis secundaria debe ser interrumpida mediante la omision o
disminucién de la concentracion de las auxinas, aunque en algunos casos
continua probablemente por un efecto de arrastre de las auxinas (Raemakers et
al., 1995) por este motivo en algunas ocasiones es dificil de detenerla (Ammirato,
1977; Plata y Vieitez, 1990). Raemakers et al. (1995) indican que cuando el
sistema de proliferacién de embriogénesis secundaria se realiza con citoquininas

de igual manera se dificulta detenerla cuando se desea el desarrollo del embrion.
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En el caso de Camelia raticulata (Plata y Vieitez, 1990), y C. japonica (Vieitez y
Barciela, 1990) el uso del AGs detuvo la proliferacion de los embriones

secundarios.

A pesar de esto, la embriogénesis secundaria es positiva en la
multiplicacion de los embriones somaticos, ya que en algunas especies lefiosas
ayuda a mantener viables las lineas embriogénicas por un largo ciclo de vida
antes de ser probadas en campo. De igual manera es importante en técnicas de
transformacion genética o crioconservacion, para mantener el material vegetal por

un periodo mas prolongado (Raemakers et al., 1995).

3.1.6 Maduracién de los embriones somaticos

Yeung (1995) define la maduracion como el periodo del desarrollo
embriogénico en el que se produce la expansion celular, acumulacion de las
sustancias de reserva y la adquisicion de la tolerancia a la desecacién. Los
embriones deben ser expuestos a los tratamientos de maduracion hasta que
hayan alcanzado el desarrollo adecuado, (esto es en etapa cotiledonar) el cual se
puede estimular mediante la trasferencia a un medio de cultivo libre de auxinas

(von Arnold et al., 2002).

Por otro lado cuando el agua se pierde del tejido, provoca un estado de
reposo en el embrion, en el caso de las semillas ortodoxas que después de su
rehidratacion conducira a su germinacion. En contraste con embriones de semillas
recalcitrantes que no son capaces de sobrevivir a la desecacién impidiendo el

desarrollo durante la maduracion (von Arnold et al, 2002). Por ello la
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disponibilidad del agua tiene un papel esencial durante el desarrollo y maduracion
de la semilla, caracteristica que se utiliza en la maduracién de los embriones
somaticos, al restringir la disponibilidad de agua en el medio de cultivo
aumentando el potencial osmético que se logra incrementando la concentracion de
la fuente hidrocarbénada (Klimaszewska et al., 2000; Raemakers et al., 1991). La
efectividad de la fuente hidrocarb6nada como agente osmotico varia dependiendo
el tipo de azlcar (sacarosa, maltosa, fructosa, etc.) y con la especie, dado que el
uso de azucares como agente osmotico, supone que una parte de azucar es
metabolizado por los embriones durante su cultivo. Carrier et al. (1997) y Johnson
et al. (1997) proponen que los hidratos de carbono podrian desempefiar maltiples
funciones, incluyendo la provision de una fuente de carbono y energia, causando
un efecto osmoético y también influir en el proceso de maduracién del embrién, por

la regulacién directa de la expresion génica.

Es frecuente el uso de azucares-alcohol que son transportados muy
lentamente al interior de las células, siendo los méas habituales el manitol y sorbitol
(Thompson et al., 1986). Ademas los compuestos de alto peso molecular como el
polietilenglicol (PEG) puede proporcionar al medio un potencial osmoético mas alto
(von Arnold et al., 2002), asi como el incremento de la concentracion de agar en el

medio de cultivo (Klimaszewska et al., 2000).

Con respecto a la acumulacion de sustancias de reserva, se presentan las
mismas caracteristicas en un embrion somatico que en un embrion cigético.
Siendo los cotiledones la parte del embrion donde se almacenan estas sustancias
(Thomas, 1993). Sin embargo, la cantidad, el momento de su acumulacién y la
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composicion quimica de los mismos, pueden variar entre los embriones somaticos
y los cigoticos (Merkele et al, 1995; Yeung, 1995). Los embriones somaticos en
estado cotiledonar presentan menos lipidos y proteinas y mas almidon que los
embriones cigoéticos en la misma etapa de desarrollo (Merkele et al., 1995). La
sintesis y la deposicién de estas sustancias de reserva parecen estar reguladas
por la expresion de genes inducidos por el acido absicico (ABA) y por el estrés
hidrico (Dodeman et al., 1997). En otros casos, el ABA se utiliza para reducir el
proceso de embriogénesis secundaria o para inhibir la germinacion precoz que
ocurre cuando el embrion inicia el proceso de germinacion (emision de raiz,
elongacion de hipocétilo o sintesis de clorofila) sin que este fisiologicamente
maduro por lo que normalmente no sobrevive (Litz y Gray, 1992), un tratamiento
con ABA durante un mes, es 6ptimo ya que en periodos prolongados puede tener

un efecto negativo (von Arnold et al., 2002).

El ABA patrticipa en la trasformacion de carbohidratos en lipidos y proteinas
(Merkle et al., 1995), puede favorecer el desarrollo del meristemo apical del brote
(Yeung, 1995). A pesar del efecto beneficioso del ABA alun no se conoce el papel
exacto de este regulador en la estimulacion del desarrollo del embrion somatico
(Stasolla y Yeung, 2003). Al parecer los cambios en el estado de oxidacion del
acido ascorbico presente en los tejidos, podrian ser una sefial fisiol6gica inducida
por el ABA para dar comienzo al desarrollo embriogénico (Stasolla y Yeung,

2003).

Otros efectos de la presencia de ABA en el medio, son alteraciones en el
metabolismo del nitrégeno, seguidos de acumulacién de productos de reserva y la
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sintesis de poliaminas (Stasolla y Yeung, 2003). Aunque el efecto de este
regulador esta relacionado con el tipo y concentracion de agente osmético

empleado, puesto que por si solo no es significativo (Etinne et al., 1993).

3.1.7 Germinacioén y conversiéon a plantula

En los sistemas embriogénicos se define por germinacion como la
formacion del brote o raiz, Merkle et al. (1995) la definen como la emision de la
raiz por parte del embrién, que ocurre tan pronto hay elongacién del hipocétilo y
extension de la radicula, mientras que la formacién simultanea de brote y raiz se
denomina desarrollo de planta completa. So6lo los embriones maduros con una
morfologia normal que hayan acumulado suficientes materiales de
almacenamiento al final de la maduracion se desarrollan en plantas normales (von

Arnold et al., 2002).

En varios estudios se ha resaltado la importancia de ABA, agentes
osmoticos, y/o tratamientos de pregerminacion (desecacion, acido giberélico (GA3)

y almacenamiento en frio) (Atree et al., 1990; Merkle et al., 1995; Yeung, 1995).

El GAs promueve la germinacion de las semillas de aquellas especies que
requieren un periodo de frio o cierto espectro luminico para inducir su germinacion,
actuando a nivel de la division y elongacion celular, de igual manera en la
germinacion de los embriones somaticos se emplea para estimular el crecimiento
del brote (Gaspar et al., 1996). La adicion al medio de germinacién de GAs
provoca una reduccion de los niveles endégenos de ABA e incrementa la
sensibilidad al acido giberélico (Deng y Cornu, 1992; Oishi y Bewley, 1990). En el

caso de las angiospermas ha sido empleado para promover la germinacion de los
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embriones somaticos de Vitis (Pearce et al., 1987) y Camellia (Plata y Vieitez,

1990; San Jose y Vieitez, 1993).

El medio mas utilizado para la germinacion de embriones es el MS
(Murashige y Skoog ,1962) preferiblemente con el 50% de los macronutrientes y
sin la adicion de reguladores de crecimiento (Raemakers et al., 1999). Sin
embargo en algunos casos la adicién de benciladenina (BA) favorece el desarrollo
del brote, estimulando el crecimiento y la division de las células del apice y el
desarrollo del hipocoétilo (Mathews y Wetzstein, 1993), y auxinas en bajas
concentraciones a fin de estimular la elongacion de la radicula (Michler, 1995). De
igual manera la presencia del nitrato de plata (Mathews y Wetzstein, 1993) o de
aminoetoxivinilglicina (AVG) (Kong et al., 1999) también mejora el desarrollo de la
planta, pues provocan un descenso de los niveles de etileno y la reduccion de los
espacios intercelulares del meristemo apical del brote. Otro compuesto que se
afade es el carbon activo (Carron et al., 1995; Norgaard, 1997) que adsorbe
sustancias inhibidoras o todxicas, aunque también puede adsorber algunos
reguladores de crecimiento, ademas proporciona un grado de obscuridad y
reduccion en la luz propiciando una acumulacién de auxinas (Pan y Van Staden,
1998). En el caso de Picea abies, el CA fue utilizado en combinacién con ABA, en
embriones sométicos, donde los resultados fueron favorables obteniéndose un
aumento en la produccién y calidad de los embriones somaticos mejorando el

desarrollo de los cotiledones (Pullman et al., 2005).

Los brasinoesteroides (BR) son hormonas esteroides con una significativa
actividad promotora del crecimiento en las plantas. Ademas desempefian un papel
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importante en otros procesos de desarrollo, como la germinacion de la semilla,
rizogénesis, floracion, senescencia, abscision y la maduracion, aparte de conferir
resistencia a las plantas a diversos tipos de estrés abidtico (Rao et al., 2002).
Siendo Brassica napus la especie donde fue aislado el primer brasinoesteroide

(BR) a partir del polen (Mitchell et al., 1970).

El modo de accion de las hormonas esteroidales esta relacionado con un
amplio espectro de procesos fisioldgicos, algunos autores lo involucran en el
alargamiento del tallo y raiz, asi como en la diferenciacion del xilema (lwasaki y
Shibaoka, 1991). El tejido vegetativo joven es particularmente sensible a los BRs
por lo que la concentracion interna de éstos esta directamente involucrada en el
nivel celular (Clouse y Sasse., 1998) Rao et al. (2002) indican que los BRs

promueven la germinacion de semillas, invirtiendo los efectos inhibitorios del ABA.

También se inform6 que la aplicacibn exogena de diferentes
concentraciones de BR, aumentd significativamente la capacidad de los explantes
de plumula coco, para formar callos embriogénicos y embriones somaticos
(Azpeitia et al., 2003). En el caso de algodon la aplicacion exdégena de BR (0.5
uM) a callos embriogénicos, de igual manera aumento el nUmero de embriones

formados (Aydin et al., 2006).

No obstante, el papel que juegan los BRs en la divisién celular no esta bien
esclarecido, pues parece ser necesaria la presencia de otros reguladores del
crecimiento para combinar su actividad en este proceso (Garcia, 2000). Lu et al.

(2003) y Nufiez et al., (2004), mostraron que los BRs en combinacion con AlA y
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BA estimularon la regeneracion en Spartina patensy y Lactuca sativa L.

respectivamente.

Otra hormona importante es el etileno, la Unica en forma de gas que se
produce por todo tipo de tejido de una planta, y que ademas regula su crecimiento
(Abeles et al., 1992). La velocidad de produccion de etileno en los tejidos
vegetales es normalmente baja, pero durante algunas etapas de desarrollo
(emergencia de semillas, maduracién de ciertos frutos, marchitamiento de flores,
senescencia y abscision de hojas etc.) o frente a condiciones ambientales
adversas (infeccién de patégenos, lesiones, deficiencia o exceso de agua, bajas
temperaturas, etc.) se induce un importante incremento de la misma, que actia

como sefial reguladora de las distintas respuestas fisioldgicas (Zacarias, 1993).

En el caso de las plantas cultivadas de manera in vitro, se mantienen en
recipientes que necesitan estar cerrados para impedir su deshidratacion y
contaminacion, lo cual en ocasiones provoca la falta de oxigeno o el exceso de
gases producidos como el etileno (Pierik, 1990). El etileno es acumulado en los
recipientes donde se mantienen los explantes, y la concentracion varia
dependiendo del tipo de tejido, el peso, volumen del recipiente, forma en que se

sella el recipiente y las condiciones de cultivo (Moshkov et al., 2008).

3.1.8 Aclimatacion de plantas cultivadas in vitro

Finalmente después de la obtencién de plantas mediante técnicas de
cultivo in vitro se procede a la etapa de aclimatacion, que es un proceso complejo,

sobre todo en especies lefiosas, por lo que se debe tener un control estricto de las
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condiciones ambientales (PospiSilova et al.,, 1999; Barry-Etienne et al., 2002;

Martinez-Ruiz et al., 2005;).

Las plantulas cultivadas in vitro tienen una cuticula escasamente
desarrollada y con hojas finas, blandas y fotosintéticamente poco activas, por lo
cual cuando se transfieren al suelo, se produce una transpiracion cuticular extra,
ya que la humedad del aire en condiciones in vivo es mas baja. Ademas puesto
gue sus estomas no son suficientemente operativos, permanecen abiertos al
trasplantarse al suelo, originando un importante estrés hidrico en las primeras
horas de aclimatacion (Hazarika, 2003; Pierik, 1990; PospiSilova et al., 1999). Por
ello las plantulas muestran un rapido marchitamiento cuando se transfieren a
condiciones de invernadero, por lo que debe mantenerse una humedad relativa
alta en el nuevo ambiente, para no dafiar los mecanismos que mantienen el

volumen de agua en la planta (Fila et al., 1998).

Fila et al. (1998) y PospiSilova et al. (1999) sefalan que la aclimatacién
puede ser mejorada modificando el microambiente durante el desarrollo in vitro,
por ejemplo, reduciendo la humedad relativa que causa un endurecimiento de la
planta, mejorando los resultados durante el trasplante. También con el aumento de
la tasa de CO:2 en los tubos de cultivo o aumentando las intensidades de luz, para

producir el establecimiento autotréfico in vitro.

Aparte de los factores ya mencionados, la eficiencia del proceso de

adaptacion depende también de la eleccion del sustrato y de la obtencién de una
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relacion adecuada entre los componentes de la mezcla que asegure una buena

supervivencia al ser trasplantadas (Diaz et al., 2004).

3.2 El linaloe

3.2.1 Descripcidn y distribucion de la especie

El linaloe [B. linanoe (La Llave) Rzed., Calderon & Medina] es una especie
perteneciente al género Bursera dentro del cual entran méas de cien especies de
plantas lefiosas, las cuales se extienden desde los extremos suroeste y sureste de
los Estados Unidos hasta el norte de Pera y de Brasil, incluyendo las Antillas y las
Galapago (Rzedowski et al., 2004). La mayoria de estas especies se localizan en
la vertiente pacifica de la Republica, principalmente en la cuenca del rio Balsas
(Rzedowski y Kruse, 1979). En México se conocen aproximadamente 80 de estas
especies que habitan los bosques tropicales caducifolios en altitudes entre 0 y
1800 m, y una caracteristica importante es que la mayoria de ellas producen
aceites esenciales del grupo de los terpenos, que varia en cuanto a cantidad y la
especie (Rzedowski et al., 2004).

Linaloe es una especie endémica de México, con una distribucion
geografica conocida en los estados de Guerrero, Morelos, Puebla y Oaxaca
(Rzedowski et al., 2004). Especie propia del sector oriental de la depresion del
Balsas y también de las cuencas del Papaloapan y del rio Tehuantepec
(Rzedowski et al., 2005). Habita frecuentemente en el bosque tropical caducifolio
el cual se encuentra con una estacionalidad muy marcada en la precipitacion, con
una estacion seca bien definida, de 5-7 meses de duracion. La temperatura media

en la que se encuentran los sitios del linaloe esta entre los 20 y 29 °C, con una
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minima de 5 a 6 °C y una méxima de 38 °C, la precipitacion de dichos sitios varia
de entre 300 y 1500 mm (Hernandez-Pérez et al., 2011).

Se encuentra en altitudes entre 550 y 1519 m, pendientes entre 25y 60 %,
en sustratos metamoérficos e igneos, pedregosidad entre 20 y 30 %, pH de 5 a 8,
materia organica entre 1.8 y 8 % (Cruz-Cruz et al., 2009a). Florece de mayo a
principios de julio y fructifica entre julio y septiembre, con inflorescencias que
varian entre 1-5 frutos, encontrandose desprovisto de follaje de noviembre a mayo
(Cruz-Cruz et al., 2009b; Rzedowski et al., 2004).

Durante afios fue conocida con los nombres de: B. aloexylon y de B.
delpechiana, y con varios nombres comunes como: copalillo, lindloe, linanoé,

ulinoé. inanué, linalué, ulinalué, xochicopal.

Datos taxonomicos (Espinosa, 2007):

Reino: Plantae Haeckel, 1866

Division: Magnoliophyta Cronquist, Takht. & W. Zimmerm., 1966
Clase: Magnoliopsida Cronquist, Takht. & W. Zimmerm., 1966
Subclase: Rosidae Takht., 1966

Orden: Sapindales Benth. & Hook., 1862

Familia: Burseraceae Kunth, 1824

Género: Bursera Jacq. ex L., 1762

Especie: B. linanoe (La Llave) Rzed., Calder6n & Medina, 2004

Rzedowski et al. (2005) lo describen como un arbol dioico o a veces
poligamo-dioico, de 8 a 10 m de alto, muy resinoso, con aroma agradable; tronco
hasta de 60 cm de diametro, con corteza gris-rojiza, no exfoliante, ramillas
lignificadas rojizas oscuras; hojas compuestas (foliolos 3 hasta 7), foliolos ovados
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a elipticos, fruto ovoide, algo comprimido, de 9 a 11 mm de largo, semilla de 5 a 6
mm de diametro color negro. Las flores se dan en inflorescencias tipo racimo de 6-
8 cm, los sépalos son 4, verdes, pubescentes, cubiertos con pelos simples y
alinos, envuelven cuatro pétalos de color blanco, los que a su vez en las flores
masculinas, resguardan 8 estambres que adquieren un color amarillo intenso
proporcionado por el polen, el cual es de ese color. Las flores femeninas tienen un
gineceo en forma de botella con el estilo color verde y el estigma color blanco y

bifurcado.

3.2 2 Importancia de la especie

A nivel nacional los esfuerzos y la mayor parte de los estudios ambientales
se han dirigido hacia las selvas altas perennifolias y bosques templados. Ha sido
en estos Ultimos afios que se esta promoviendo las investigaciones hacia las
selvas bajas caducifolias (CONANP Y SEMARNAT, 2005). Estas selvas sufren de
una alta deforestacion, lo cual hace inminente la propagacion de sus especies

nativas, entre ellas B.linanoe (Bonfil-Sanders et al., 2008).

El arbol de linaloe debe su demanda a dos caracteristicas especiales; el
fino aroma de su aceite esencial y la consistencia suave de su madera utilizada
para la elaboracion de artesanias (Hersch et al.,, 2004). En el periodo de los
cuarenta, cincuenta y sesenta del siglo XX, el auge de este producto aromatico
tuvo lugar principalmente para su exportacion en otros paises entre ellos Estados
Unidos y Alemania (Solares-Arenas et al., 2009). Tan atractivo resultd este

producto que unos ingleses se llevaron propagulos de plantas mexicanas a la
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India, pais que en la actualidad abastece de tal sustancia a las industrias

especializadas en diferentes partes del mundo (Rzedowski et al., 2005).

El usar la madera como materia prima para la extraccion del aceite, ha
provocado una disminucion y un dafio considerable en las poblaciones naturales
(Solares-Arenas et al., 2009). Sin duda es de suma importancia el estudio
especies de algun tipo de importancia econémica, sobre todo porque esta es una
especie endémica de México con una importancia cultural y mas adn por su baja

tasa de propagacion mediante semilla.

3.2.3 Propagacioén de linaloe

La propagacion de las especies de Bursera es muy escasa pero muy
importante especialmente para algunas especies como B. glabrifolia y B. linanoe,
que han ido disminuyendo notablemente gracias a que son utilizadas para
elaborar artesanias (Purata et al., 2004). Pero en México pocas especies de selva
baja se propagan actualmente, y sblo unas cuantas especies de Bursera se
propagan por estacas (Bonfil et al., 2007). Castellanos-Castro y Bonfil —Sanders
(2010) evaluaron la supervivencia y el crecimiento de plantas producidas por
estacas de Bursera glabrifolia, B. linanoe y B. copallifera en diversos ambientes
donde la supervivencia fue mas alta en B. linanoe, con mayor incremento en el
diametro y la altura de las plantas en campo, una mayor tasa relativa de
crecimiento y un buen desarrollo del sistema radicular en comparacion con. B.

glabrifolia y B. copallifera.
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En otro caso para B. linanoe, Lopez-Salvador et al. (2011), obtuvieron un 83
% de enraizamiento en estacas juveniles, mientras que Arellano-Ostoa et al
(2012), consiguieron un porcentaje de enraizamiento del 28 % en estacas tomadas
de renuevos basales y estacas de la parte aérea (copa) de arboles adultos.

En cuanto a germinacion de semillas de Bursera se reportan pocos estudios
pero destacan los de baja germinacion (Andrés- Hernandez y Espinosa-Organista,
2002) y aun asi bajo condiciones naturales, la germinacion es frecuentemente
menor que en laboratorio o invernadero (Ortiz-Pulido y Pavon, 2010). Pocos
estudios publicados evaltan el efecto de diferentes tratamientos pregerminativos
en Bursera, uno en la especie B. penicillata (DC.) Engl. (Nargaraja y Farooqi,
1989), otro en B. bicolor (Willd. ex Schitdl.) Engl., B. bipinnata (DC.) Engl., B.
copallifera (Sessé & Moc. ex DC.) Bullock, B. fagaroides (H.B.K.) Engl., B.
glabrifolia (H.B.K.) Engl., y B. grandifolia (Schlitdl.) Engl., donde en este ultimo se
obtuvieron porcentajes de germinacion muy bajos debidos a una alta proporcion

de semillas vanas (Bonfil-Sanders et al., 2008).

El linaloe es un arbol dioico, lo cual significa que las flores funcionales
femeninas y masculinas, se encuentran en individuos distintos, lo que garantiza
gue las nuevas generaciones constituyan una combinacién de genes procedente
de individuo sexual y genéticamente diferentes por lo cual la reproduccion sexual
incrementa la variacion genética y por lo tanto la diversidad fenotipica (Cruz-Cruz
et al., 2009a). La colecta de semillas es una dificultad en esta especie ya que no
se produce la misma cantidad y calidad, porque la maduracion de estas ocurre de

manera asincronica. Por otro lado el porcentaje de germinacién es muy bajo
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(aproximadamente el 41 %) determinado por la baja proporcién de semilla viable

(Cruz-Cruz et al., 2009Db).

3.2.4 Caracteristicas de la madera y existencias reales de linaloe

En cuanto a las caracteristicas de la madera del arbol de linaloe podemos
destacar que los arboles de sexo femenino presentan un mayor numero de
canales gomiferos en la madera, por lo tanto una mayor cantidad de aceite,
también es mas pesada y mas resistente; en general la madera de esta especie
de acuerdo con sus caracteristicas anatémicas y sus propiedades fisicas, es
apropiada para la elaboracién de artesanias, donde su principal caracteristica es
el aroma, el color blanco y maleabilidad (Borja de la Rosa et al., 2009).

De las ochenta especies del genero Bursera, registradas en México la
mayoria son arboles y arbustos caracteristicos y poco dominantes en los bosques
tropicales caducifolios (Rzedowski et al., 2004). Las comunidades naturales de
linaloe se encuentran fragmentadas y los individuos muy dispersos, con una
proporcién de edades y sexos desconocida (Gomez-Cardenas et al., 2009) y
generalmente los mejores manchones se localizan en lugares inaccesibles.
Ademas en los bosques tropicales secos la estacionalidad de la precipitacion
genera condiciones ecolégicas mas drasticas, por lo que las acciones de
restauracion tienen desafios que requieren del desarrollo de protocolos
especificos de reintroduccion de plantas nativas (Castellanos-Castro y Bonfil-

Sanders, 2010).
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Ayala (2009), realizo un inventario para determinar el area de distribucion
del linaloe, mediante la utilizacion de un muestreo sisteméatico por conglomerados,
basado en la metodologia del Inventario Nacional Forestal y de Suelos de la
CONAFOR. Considerando la distribucion de linaloe reportada por la CONABIO en
los estados de Puebla, Morelos, Guerrero y Oaxaca. La superficie inventariada,
fue de 1'174,934 hectareas de las cuales alrededor de 152,589 ha actualmente
cuentan con ejemplares de linaloe, siendo Puebla el estado con mayor presencia

de linaloe.

3.2.5 Usos de linaloe

En los tiempos prehispanicos se extraia la resina del linaloe destinada para
uso religioso. Fue hasta cuando llegan los espafioles cuando se intensifica los
usos del aceite (linalol) y la madera (Gémez-Cardenas et al., 2009; Hersch et al.,

2004; Rzedowski et al., 2004).

Huaxtla, Morelos fue una de las comunidades donde afos atras se utilizaba
la madera para la extraccion del aceite, cuando se utilizaba madera calada, de un
depdsito donde se derribaba 10 arboles se obtenian 12 litros de aceite, mientras
con madera limpia solo dos litros, pero hasta que se presenté el problema de
insuficiencia del nimero de arboles se comenzo a utilizar el fruto como materia
prima (Hersch et al., 2004), como en las comunidades de Chimalacatlan, Morelos
y Mezquitlan, Guerrero que existen dos grupos organizados que realizan la
extraccion del linalol a partir del fruto mediante la técnica de arrastre de vapor de

agua, en la primera de las comunidades también elaboran algunos subproductos
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del aceite como velas y jabones aromaticos, pero el principal uso del linalol es
para el consumo interno y para la exportacion a la industria de la perfumeria
europea y estadounidense (Solares-Arenas et al., 2009). El aceite también tiene
uso medicinal, utilizado para contrarrestar los piquetes de alacran, hongos en la

piel, dolores de cabeza y neuralgias (Rzedowski et al., 2005).

Ademés de estos usos el linaloe es utilizado para la elaboracién de
artesanias especialmente en la regién de Olinala Guerrero, donde se elaboran
cajitas de madera, cuidadosamente decoradas por los artesanos de la regién, con
una distincion especial “el aroma del linaloe (Rzedowski et al., 2005), que son
conocidas nacional e internacionalmente. Afos atrds buscaban utilizar parte del
fuste del arbol que contara con la caracteristica del jaspe en la madera ya que
esta aumenta el aroma en la caja y su valor comercial, pero hoy en dia cerca del
80 % son fabricadas con otras maderas como pino o copal debido a la notable

disminucién de las poblaciones de linaloe (Borja de la Rosa et al., 2009).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Localizaciéon del Experimento

El trabajo de investigacion se realizé de enero de 2011 a enero de 2013. La
parte de cultivo in vitro fue realizada en el Laboratorio de Biotecnologia del
Programa de Fruticultura, y la evaluacion de aclimatacion de plantulas
provenientes de embriones somaticos se llevé a cabo en el invernadero de dicho

programa, ubicado en el Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, México.

4.2 Material Vegetal

Para la mayoria de los experimentos se utilizaron tres lineas embriogénicas
de linaloe [Bursera linanoe (La Llave) Rzed., Calder6n & Medina]: LEL 61-4, LEL
B-3 y LEL PUE-6 obtenidas en el Laboratorio de Biotecnologia del Programa de
Fruticultura del Colegio de Postgraduados, las cuales consistieron en callos y
embriones somadticos, inducidos a partir de secciones de hojas jovenes y
cotiledones de plantulas germinadas in vitro, de arboles nativos y/o seleccionados

(Arellano-Ostoa et al., 2009; Arellano-Ostoa et al., 2011).
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4.3 Proliferacion y mantenimiento del callo embriogénico

4.3.1 Efecto del carbén activo adicionado al medio de multiplicacidon de tres lineas
embriogénicas

El experimento se realiz6 con la finalidad de obtener la composicion del
medio de cultivo mas adecuado para la multiplicacion y mantenimiento del material
embriogénico. Ademas determinar la tasa de multiplicacion de las lineas
embriogénicas LEL 61-4, LEL PUE-6 y LEL B-3. Los medios fueron los siguientes;
1) sales modificadas del MS (Murashige y Skoog, 1962) (NH4sNOs a 10 mM, KNOs
a 8 mM, Ca (NOs)2 a 3 mM y eliminacién del IK de los micronutrientes identificado
con las iniciales (MM) y 2) MS con los macronutrientes al 50 % (M50).
Suplementados con 0.027 yuM de ANA, 0.022 uM de BA, 30 g L de sacarosa, 6 ¢
Lt de agar. Ambos medios combinados con y sin 1 g L de carbén activo (M50
con CA) y (MM con CA). El pH se ajustd a 5.7, se esterilizaron en autoclave
durante 18 minutos a 121 °C. El medio se vacié en placas de Petri, 20 ml por caja

en la campana de flujo laminar.

Para la siembra in vitro se utiliz6 como explante masas embriogénicas que
consistieron en grupos de 10 embriones. Se colocaron 10 explantes en una placa
de Petri, con tres placas por cada linea embriogénica (12 placas en total por linea)
y un total de nueve placas por tipo de medio, evaludndose 360 explantes en total.
Los embriones somaticos se seleccionaron con aspecto verde evitando la
seleccién de material necrotico y los embriones se tomaron en etapa globular. Se
mantuvieron en cuarto de incubacion expuestos a 16 h luz y 8 de oscuridad, a 25

°C + 2 °C de temperatura.
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El experimento se evalu6 30 dias después de la siembra, la primera
variable fue numero de embriones por etapa ontogénica (globular, corazén,
torpedo y cotiledonar) y la coloracion evaluando el porcentaje de explantes o
masas embriogénicas de color verde (verde 140A), verde claro (amarillo-verde
149B) y necrético (Marrén 200A), los colores fueron calificados mediante la RHS
Colour Chart (The Royal Horticultural Society). El experimento se repitié dos veces
en el tiempo y se utilizé un disefio experimental factorial completamente al azar de
4x3x3, considerandose como unidad experimental a un grupo de 10 embriones.
Cabe mencionar que los porcentajes en color fueron previamente transformados
para su andlisis estadistico mediante la funcion arcosenX¥?. Los datos fueron
analizados con el paquete estadistico SAS version 6.1. Para determinar el efecto
de los tratamientos, en caso de existir, se aplic6 una prueba de separacién de

medias de Tukey, con un 95% de confianza.

4.3.2 Produccioén de etileno en las lineas embriogénicas LEL 61-4, LEL PUE-6y
LEL B-3.

El objetivo de este ensayo fue determinar si la produccion de etileno es
mayor en la linea LEL B-3 que en las LEL 61-4 y LEL PUE-6, debido que esta

primera ha presentado problemas frecuentes de necrosis.

El experimento consistié en la medicion del etileno en callos embriogénicos
de las lineas anteriores, se sembraron cuatro frascos gerber por linea
embriogénica, como testigo se dejé un frasco sin material vegetal. Las mediciones

se realizaron cada semana, durante 6 semanas con un total de 98 muestras.
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Se emple6 como medio cultivo el MS con los macronutrientes al 50%,
suplementado con 0.027 uM ANA, 0.022 uM de BA, 30 g L de sacarosa, 6 g L™
de agar. Se sirvid 20 mL por frasco gerber, se taparon con tapas de plastico a las
que les fue adherida una goma para permitir la toma de la muestra cada siete dias
con jeringa. Para posteriormente ser esterilizados por 18 minutos a una
temperatura de 120 °C. Previo a esto se tomd el volumen del frasco (140 mL),

peso del frasco (95.60 g) y peso del frasco con el medio de cultivo (109.50 g).

La siembra se realiz6 en la campana de flujo laminar, se peso el callo
embriogénico, se coloc6 en cada frasco, se taparon los frascos y se sellaron con
plastico parafilm. Posteriormente los frascos se colocaron en el cuarto de
incubacion bajo un ambiente controlado, con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de

oscuridad.

La toma de las muestras también se realiz6 un la campana de flujo laminar
para evitar la contaminacion del material vegetal, para esto se utilizaron jeringas
de 10 mL, se tomaron muestras de 6 mL de etileno, se inyectaron en vacutainer de
7 mL. Posterior a esto se inyectd 1 mL por muestra en un cromatografo de gases
Hewllet Packard Modelo 5990 Serie Il, equipado con columna capilar Poraplot Q.
Las condiciones isotérmicas fueron 80 °C en el horno, 150 °C el inyector y 170 °C
tanto del detector de conductividad términa (TDC) como del detector de ionizacién
de flama (FID). También se inyecté el estandar de CO:2 (INFRA®) y etileno
(INFRA®) a concentraciones de 492 pL Lty 20 pL L respectivamente. Los datos

se expresaron en mL de CO2z kg*hty L de CzHs kgth.
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4.4 Maduracion de embriones somaticos

4.4.1 Efecto de la sacarosa en la maduracion de embriones somaticos

Para este ensayo se emple6 como medio de cultivo el MS, con los
macronutrientes al 50 %, suplementado con 0.027 uM de ANA, 0.022 uM de BA, 6
g L't agar, y 1 g L' de carbdn activo. Los tratamientos para determinar la mejor
respuesta de maduracibn en embriones somaticos de linaloe en base a la
concentracion de sacarosa fueron 3 %, 4 %, 6 % y 8 %. El medio de cultivo se
vacié en tubos de ensaye de 25 x 150 mm colocando 10 ml en cada tubo. Los
tubos se taparon y se colocaron en gradillas para su esterilizacién, la cual se
realizé por 18 minutos en una autoclave a una temperatura de 121 °C y 1 kg/cm?
de presion. Posteriormente se dejo solidificar a temperatura ambiente.

En este caso se aislaron embriones somaticos de aproximadamente 5 mm
de longitud, de color verde, en etapa torpedo provenientes de las lineas LEL 61-4,
LEL PUE-6 Y LEL B-3. Se colocé un embrion por tubo de ensayo, los tubos se
taparon con tapones de polipropileno y se sellaron con plastico film.
Permanecieron por 30 d en el cuarto de incubacion con un fotoperiodo de 16 h luz
y 8 de oscuridad, a 25 °C + 2 °C de temperatura.

Finalizado el periodo se evaluaron la elongaciéon del embrion, de
cotiledones y de raiz. Ademas porcentaje de embriones elongados, embriones con
cotiledones, embriones con raiz, embriones maduros, embriones con raiz =2 5mm,
embriones con desarrollo de brote apical, embriones con desarrollo de
embriogénesis secundaria, embriones con desarrollo de callo y supervivencia. El

experimento se repiti6 dos veces en el tiempo. Los porcentajes fueron
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previamente transformados para su andlisis estadistico mediante la funcion
arcosenX!?, Se utilizé un diseiio experimental factorial completamente al azar de
4x3, considerando un embribn como unidad experimental. Analizado con el
paquete estadistico SAS version 6.1., (SAS, 2002). Para determinar el efecto de
los tratamientos, en caso de existir, se aplico el test de separacion de medias de

Tukey, con un 95% de confianza.

4.4.2 Efecto de la maltosa en la maduracion de embriones somaticos

Se emple6 como medio de cultivo el MS, con los macronutrientes al 50%,
suplementado con 0.027 uM de ANA, 0.022 uM de BA, 6 g Lt agar, y 1 g L' de
carbon activo. Los tratamientos para determinar la mejor respuesta de maduracion
en embriones sométicos de linaloe en base a la concentracion de maltosa fueron
(3%, 4 %, 6 % y 8 %). El medio de cultivo se vacioé en tubos de ensaye de 25 x
150 mm colocando 10 ml en cada tubo. Los tubos se taparon y se colocaron en
gradillas para su esterilizacion, la cual se realizé por 18 minutos en una autoclave
a una temperatura de 121 °C y 1 kg/cm? de presién. Posteriormente se dej6
solidificar a temperatura ambiente.

En este caso se aislaron embriones somaticos de 5 mm de longitud, de
color verde en etapa torpedo, provenientes de las lineas LEL 61-4 y LEL PUE-6,
colocando un embrién por tubo de ensayo se taparon con tapones de polipropileno
y se sellaron con plastico film. Permanecieron por 30 d en el cuarto de incubacién

con un fotoperiodo de 16 h luz y 8 de oscuridad, a 25 °C + 2 °C de temperatura.
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Finalizado el periodo se evaluaron: elongacion del embrion, de cotiledones
y de la raiz. Ademés porcentaje de embriones elongados, embriones con
cotiledones, embriones con raiz, embriones maduros, embriones con raiz = 5mm,
embriones con desarrollo de brote apical, embriones con desarrollo de
embriogénesis secundaria, embriones con desarrollo de callo y supervivencia. El
experimento se repiti6 dos veces en el tiempo. Los porcentajes fueron
previamente transformados para su analisis estadistico mediante la funcion
arcosenX!2, Se utilizé un disefio experimental factorial completamente al azar de
4x2, con 10 repeticiones por tratamiento considerando un embribn como unidad
experimental. Fue analizado con el paquete estadistico SAS versién 6.1., (SAS,
2002). Para determinar el efecto de los tratamientos, en caso de existir, se aplico

el test de separacién de medias de Tukey, con un 95% de confianza.

4.4.3 Efecto del 4cido abscisico vy polietilenglicol en la maduracién de embriones

somaticos

Al igual que en los ensayos anteriores se utiliz6 un medio de cultivo con los
macronutrientes al 50 %, suplementado con 40 g L'* de maltosay 6 g L de agar.
Para este caso los tratamientos fueron: PEG 8000 al 5 %, PEG 8000 al 6 %, ABA
3.78 UM y ABA 7.57 uM. La solucion de ABA fue filtrada (filtro millipore 0.22 um)
en la campana de flujo laminar y aplicada al medio antes de que el agar se
solidificara, para posteriormente vaciar el medio en placas Petri de vidrio

previamente esterilizadas.
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Se aislaron embriones somaticos de 5 mm de longitud de color verde en
etapa torpedo provenientes de la linea LEL 61-4. Se colocaron en placas Petriy se
sellaron con plastico film. Permanecieron por 30 d en el cuarto de incubacion con
un fotoperiodo de 16 h luz y 8 de oscuridad, a 25 °C + 2 °C de temperatura.

Finalizado el periodo se evaluaron: elongacion del embrién, elongacion de
cotiledones, elongaciéon de la raiz. Ademas porcentaje de embriones elongados,
embriones con cotiledones, embriones con raiz, embriones maduros, embriones
con desarrollo de embriogénesis secundaria, embriones con desarrollo de callo y
supervivencia. Los porcentajes fueron previamente transformados para su analisis
estadistico mediante la funcion arcosenX2, Se utilizé un disefio experimental
completamente al azar con cuatro niveles, con 40 repeticiones por tratamiento,
considerando un embribn como unidad experimental con un total de 160
embriones. Este fue analizado con el paquete estadistico SAS version 6.1., (SAS,
2002). Para determinar el efecto de los tratamientos, en caso de existir, se aplico

el test de separacion de medias de Tukey, con un 95 % de confianza.

4.5 Germinacion de embriones somaticos

4.5.1 Efecto de brasinoesteroides sobre la germinacion de embriones soméaticos

Para este ensayo de germinacion el medio de cultivo fue el MS con los
macronutrientes al 50 %, suplementado con 0.027 uM ANA, 0.022 uM de BA, 30 g
Lt de sacarosa, 6 g L' de agar, los tratamientos para determinar la mejor
respuesta de germinacion en embriones somaticos de linaloe en base a la

concentracion de Brasinoesteroide fueron 0, 0.002, 0.02, 0.2 mg L. El reactivo
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fue filtrado en la campana de flujo laminar y aplicado al medio antes de que el agar
se solidificara, para posteriormente vaciar el medio en los tubos de 25 x 150 mm
colocando 10 mL por tubo de ensaye previamente esterilizados.

Se aislaron embriones somaticos de 10 mm de longitud de color verde en
etapa cotiledonar (descartando embriones deformes), provenientes de callo
embriogénico de la linea embriogénica LEL 61-4, posteriormente se sembr6 un
embrion por tubo de ensaye se taparon con tapones de polipropileno y se sellaron
con pléstico film. Permanecieron por 30 d en el cuarto de incubacion con un
fotoperiodo de 16 h luz y 8 de oscuridad, a 25 °C + 2 °C de temperatura.

Finalizado el periodo se evalud: elongacion del embrion, elongacion de
cotiledones, elongaciéon de la raiz. Ademas porcentaje de embriones elongados,
embriones con cotiledones, embriones con raiz =2 5mm, embriones con desarrollo
de brote apical, embriones con desarrollo de embriogénesis secundaria,
embriones con desarrollo de callo y supervivencia. Los porcentajes fueron
previamente transformados para su andlisis estadistico mediante la funcion
arcosenX'2, Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con cuatro
niveles con 20 repeticiones cada tratamiento, se consider6 un embridbn como
unidad experimental. Se analiz6 con el paquete estadistico SAS version 6.1.,
(SAS, 2002). Para determinar el efecto de los tratamientos, en caso de existir, se
aplicé el test de separacion de medias de Tukey, con un 95 % de confianza.

Posterior se eligié la mejor concentracién de BR (0.002) para evaluarla en

conjunto con dos fuentes de carbono sacarosa 4 % y maltosa 4 %, el medio de
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cultivo fue el ya mencionado, y los embriones se eligieron con las caracteristicas

también expuestas (de la linea embriogénica LEL PUE-6).

4 5.2 Efecto del &cido giberélico y maltosa sobre la germinacién de embriones

somaticos

Para este ensayo de germinacion el medio cultivo fue el MS con los
macronutrientes al 50 %, suplementado con 30 g L' de maltosa, 6 g L de agar,
los tratamientos para determinar la mejor respuesta de germinacion en embriones
somaticos de linaloe en base a la concentracion de AGsfueron 0, 0.001, 0.01y 0.1
mg L. El reactivo fue filtrado en la campana de flujo laminar y aplicado al medio
antes de que el agar se solidificara, para posteriormente vaciar el medio en los
tubos de 25 x 150 mm colocando 10 mL por tubo de ensaye previamente
esterilizados.

Se aislaron embriones somaticos de 10 mm de longitud aproximadamente
de color verde intenso opaco en etapa cotiledonar (descartando embriones
deformes), provenientes de callo embriogénico de la linea embriogénica LEL-PUE-
6, posteriormente se sembré un embrién por tubo de ensaye se taparon con
tapones de polipropileno y se sellaron con plastico film. Permanecieron por 30 d
en el cuarto de incubacién con un fotoperiodo de 16 h luz y 8 de oscuridad, a 25
°C + 2 °C de temperatura.

Finalizado el periodo de cultivo se evaluaron: elongacion del embrion,
elongaciéon de cotiledones, elongacion de la raiz. Ademas porcentaje de

embriones elongados, embriones con cotiledones, embriones con raiz = 5mm,
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embriones con desarrollo de brote apical, embriones con desarrollo de
embriogénesis secundaria, embriones con desarrollo de callo y supervivencia. Los
porcentajes fueron previamente transformados para su analisis estadistico
mediante la funcién arcosenX2. Se utilizé un disefio experimental completamente
al azar con tres niveles con 20 repeticiones cada tratamiento, se considerd un
embrion como unidad experimental. Se analiz6 con el paquete estadistico SAS
version 6.1., (SAS, 2002). Para determinar el efecto de los tratamientos, en caso
de existir, se aplico el test de separacion de medias de Tukey, con un 95 % de

confianza.

4.6 Aclimatacion de plantulas provenientes de embriones somaticos en
invernadero

Para la realizacion de este proceso se utilizaron plantulas de 2.7+0.2 cm de
altura, provenientes de ocho lineas embriogénicas (LEL B-4, LEL 61-4, LEL SD,
LEL C-7, LEL B-3, LEL PUE-6, LEL 2011, LEL 54) mantenidas en un medio MS

con los macronutrientes al 50 % con nitrato de plata y carbon activo.

Como primera etapa las plantulas fueron retiradas de la condicion in vitro y
trasplantadas a sustrato. Al retirarlas se lavaron las raices cuidadosamente con
agua destilada, para eliminar restos de agar, y evitar la proliferacion de patégenos
en el sustrato. Para el trasplante se utilizaron contenedores individuales tipo
tubetes de color negro de polipropileno de 100 cm3. Los tubetes se llenaron con
las mezclas de sustrato a tres cuartos de su capacidad. El sustrato se esterilizdé en

autoclave durante 45 minutos a una temperatura de 121 °C, se dejo reposar por
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dos dias, posterior a esto, se agregdé al sustrato 1.5 g L de fertilizante de

liberacion controlada (Osmocote® Plus) 15-9-12 de N-P20s-K:20.

Los tratamientos a probar consistieron en dos tipos de sustrato: 1) aserrin
compostado y perlita (agrolita) (60:40, v/v) y 2) tezontle, corteza de pino
compostada y turba de musgo (peat moss) (30:30:40, v/v/v). Los tubetes se
colocaron en una mesa portatubetes de polipropileno de 49 cavidades (369 mm
largo x 337 mm ancho x 184 mm alto). Se realiz6 un primer riego con las sales
minerales del MS reduciendo los macronutrientes al 25 %, por ultimo se colocé la
mesa dentro de una caja de plastico trasparente y se tap6 con la tapa del mismo
material para mantener una alta humedad relativa. Estas permanecieron por 30
dias en un cuarto de incubacion con un fotoperiodo de 16 horas luz 8 de

oscuridad, donde se fue retirando la tapa de la caja gradualmente.

Pasados 30 dias se sacaron las plantas de la caja de plastico y fueron
llevadas al invernadero, donde se alternd la aplicaciéon de fungicidas (captan y
tecto) y fertilizante cada 15 dias. Fueron regadas, cada tercer dia o dependiendo
de los requerimientos de las plantas. En esta etapa de invernadero se tomaron
mediciones cada mes registrando altura, didmetro y nimero de hojas nuevas. La
atura se midié en cm desde la base del tallo hasta la yema apical. El didmetro se

midié en mm en la base del tallo.

Después de seis meses en la condicidén ex vitro se tomo6 una muestra de 12
plantas al azar (seis por tratamiento) para evaluar la parte aérea y radical. Las

variables evaluadas fueron: nimero de raices primarias, secundarias y terciarias

41



mayores a 5 mm, longitud de raices y peso de raiz. Respecto a la parte aérea se
separaron las hojas del tallo midiendo el &rea foliar con un integrador de area

foliar.

Para evaluar biomasa las muestras se colocaron en bolsas de papel, se
secaron en estufa a 70 °C, hasta peso constante (72 h); transcurrido ese periodo,

se pesaron por separado la parte aérea y la radical en una balanza analitica.

Con la finalidad de hacer una descripcion de los estomas de las plantas
provenientes de embriones somaticos se tomaron como muestras una hoja de
planta somatica en condicion in vitro, una hoja de planta somatica aclimatada en
invernadero y una hoja de estaca procedente de arbol adulto de campo. Se
cortaron fragmentos de 5 x 3 mm de ambos lados de la nervadura central de un
foliolo de cada hoja. Dichas muestras se fijaron en glutaraldehido al 2.5 % en
amortiguador de fosfatos Sorensen’s 0.1M pH 7.2 (Ruzin, 1999) durante 24 horas.
Posteriormente se realizaron tres lavados consecutivos con amortiguador de
fosfatos antes mencionado, quince minutos en cada cambio. Los tejidos se
deshidrataron en una serie de etanol gradual (30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 %)
por 50 min en cada concentracion. Las muestras se secaron a punto critico en una
secadora modelo (Sandri-780A), se colocaron y orientaron sobre portamuestras
metalico usando cinta doble adhesiva de carbén y se recubrieron con oro durante
4 minutos en una ionizadora (lon Sputter JFC-1100, Jeol, Fine Coat) (Bozzolla y
Russell, 1992). Las muestras se observaron y fotografiaron en un Microscopio

Electrénico de Barrido (JEOL JSM 6390) operando a 15 Kv.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Proliferacién y Mantenimiento del callo embriogénico

5.1.1 Efecto del carb6n activo en la multiplicacién de tres lineas embriogénicas

Al aislar embriones somaticos y cultivarlos en el medio de multiplicacion,
tiene lugar al proceso de embriogénesis adventicia, originAndose de forma directa
embriones somaticos secundarios. En el caso de linaloe cuando el embrion
aislado se encuentra en etapa cotiledonar, estos embriones secundarios se
forman fundamentalmente en el polo radical y en menor medida en los cotiledones
del embribn somético primario, este proceso es asincrénico, coexistiendo
embriones practicamente en todas las etapas de desarrollo. En ocasiones se
presenta la union entre el embrién secundario y el tejido del embriéon del que
procede, impidiendo realizar tratamientos de individualizacion (Figura 1) vy
seleccion para sincronizar el estado de desarrollo de los diferentes embriones
secundarios, ademas de la fusion entre varios embriones secundarios, causada

probablemente por el modo en que estos embriones se originan.
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Figura 1. Embrién somatico en etapa cotiledonar del clon LEL 61-4 con embriones
sométicos secundarios en distintos estadios de desarrollo en la radicula e hipocatilo.
Dichos embriones estan fusionados entre si y son dificiles de separar.

Por tal motivo para este experimento se consider6 aislar masas
embriogénicas compuestas por 10 embriones somaticos en estado globular, las
cuales fueron consideradas como un explante y cultivadas en los medios de

multiplicacion de prueba (Figura 2).

Figura 2. Proliferacién de los cultivos embriogénicos en placas Petri (cada grupo se
considerd un explante).
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En todos los medios durante la primera semana de cultivo, no se observé
ningun cambio en los explantes, al paso de dos semanas solo se observé un ligero
incremento de tamafio de los embriones y no fue sino hasta la tercera semana
cuando se empez6 a distinguir el crecimiento de nuevos embriones somaticos, y
aparecieron de forma individual o en grupos. En estos embriones secundarios
obtenidos, se observaron todos los estadios de desarrollo ontogénico: globular,
corazon, torpedo y cotiledonar con una coloracion verde y de facil separacion

entre ellos.

El numero total de embriones obtenidos por explante, resultd
significativamente (p < 0.0001) mayor en los medios de cultivo adicionados con

carbon activo (MM CA 32.1y 27.6 % con M50 CA) (Cuadro 1) (figura 3).

a) D)

Figura 3. Embriones somaticos en el medio de multiplicacion M50 con y sin carbén activo.
a) Masas embriogénicas (LEL PUE-6) en el medio M50 con carbon activo. b) Masas
embriogénicas (LEL PUE-6) en el medio M50 sin carbon activo.

Con relacion al numero de embriones por estadio solamente se encontrd
diferencia significativa (p < 0.0003) en la etapa globular y fue mayor en los medios
con carbon activo.
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Se encontraron diferencias altamente significativas (p < 0.0001) en la
apariencia o coloracién de la masas embriogénicas, donde los medios M50 con
CA y MM con CA tienden a producir porcentajes mayores (84.3 y 77.4 %,
respectivamente) de embriones con mejor aspecto en base a su coloracion verde
(140A). Por consiguiente, los porcentajes de necrosis en las masas embriogénicas
desarrolladas en estos medios son mas bajos (3.7 y 5.7 %) con respecto a los

medios sin carbon activo (Cuadro 2).

Esto nos indica que existe una influencia positiva del carbén activo en la
apariencia y estado o calidad del material vegetal. Cabe mencionar que en
aquellas masas que presentaron la coloracion verde, también presentaron
embriones con menor proporcion de deformaciones y una mayor facilidad para su

separacion entre ellos.

Se encontraron diferencias significativas (p < 0.002) para el numero total de
embriones por explante, entre las tres lineas embriogénicas evaluadas. Las que
presentaron el mayor numero fueron la LEL 61-4 y LEL PUE-6 (Cuadro 1).
Ademas se encontré diferencia altamente significativa (p < 0.0001) entre los
porcentajes de coloracion de las masas, resultando con el mejor porcentaje de
verde la LEL 61-4 (86.9 %) y por el contrario la linea LEL B-3 resulté con el mayor
porcentaje de necrosis (25.1 %), problema que fue evidente en la segunda
semana de cultivo (Figura 4). Estos resultados nos indican que existe diferencia

entre genotipos en cuanto al crecimiento y desarrollo de los embriones somaticos.
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e) f)

Figura 4. Proliferacion de las masas embriogénicas en el medio MSM. a) y b) Linea
embriogénica LEL 61-4. c) y d) Linea embriogénica LEL PUE-6. e) y f) Linea
embriogénica LEL B-3. Observandose menos embriones y mayor necrosis en esta ultima
linea embriogénica.
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En general algunas de las anormalidades que se presentaron durante esta
fase de multiplicacion fueron: la aparicion de embriones fusionados, embriones
con desarrollo precoz de raiz y deformaciones en los cotiledones (muy
ramificados, Unico cotiledon y ausencia de ellos) (Figura 5). En algunos casos en

los embriones soméaticos primarios también se observé la produccién de callo y el

necrosamiento del explante, siendo mas notable en la LEL B-3.

c) d)

Figura 5. Embriones con deformaciones en los medios de multiplicacion. a) Embrion
deforme con la radicula. b) Grupo de embriones fusionados en etapa torpedo. ¢) Embrién
con cotiledones prominentes ondulados. d) Embrién con un solo cotiledon.
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Cuadro 1. Efecto de la adicién del carbdn activo en los medios de cultivo sobre la multiplicacion de tres lineas
embriogénicas de linaloe, datos obtenidos a las 4 semanas de cultivo. M50: MS con los macronutrientes al 50 % MM:

Sales modificadas del MS, CA: carbén activo.

NUumero de embriones sométicos por etapa

Medio Globo Corazon Torpedo Cotiledonar Total
M50 22.4+1.1b 3.1+0.4 a 3.7t0.5a 6.1+0.8 a 23.9+1.3b
M50 con CA 23.4+1.7 ab 3.5t0.4 a 3.8t0.5a 6.4+0.6 a 27.6x1.7 ab
MM 19.3+t0.9 b 4.4+05 a 4.4+0.7 a 6.8+0.7 a 245+1.0b
MM con CA 27.2+1.5a 4.310.5a 4.2+05a 6.5+0.7 a 32.1+1.5a
F-valor 6.4 1.9 0.3 0.2 8.3
Pr>F 0.0003 0.1361 0.7967 0.9221 <.0001
Linea embriogénica

61-4 24.9+1.4 a 3.3t05b 4.1+0.37 a 6.1+0.5 ab 29.3t1.3 a
PUE-6 21.7£1.0 a 4.7+0.4 a 3.6£0.4 a 7.7£0.7 a 27.8+1.1 a
B-3 22.7t1.2 a 3.7+0.4 ab 4.61+0.7 a 4.8+0.5b 23.9+t1.1b
F-valor 2.2 3.5 1.0 5.3 6.3
Pr>F 0.1162 0.0363 0.3826 0.0053 0.002

Los valores son medias de 2 réplicas de 360 explantes cada una. Medias

significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05).
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Cuadro 2. Efecto de la adiciébn del carbdon activo en los medios de cultivo sobre la coloracion de los embriones
somaticos de tres lineas embriogénicas de linaloe durante su multiplicacién, datos obtenidos a las 4 semanas de cultivo.
M50: MS con los macronutrientes al 50 % MM: Sales modificadas del MS, CA: carbén activo.

Color de las masas embriogénicas (explante)

Medio Verde (%) Ver_de claro (%) Nechtico (%)
(verde 140A) (Amarillo-verde 149B) (Marrén 200A)
M50 54.6+7.7 C 11.8+4.3 a 25.0+6.3 a
MM 67.1+6.0 bc 10.4+39 a 13.4+49Db
M50 con CA 77.4+4.4 ab 7.4+4.0 a 5.7+2.7b
MM con CA 84.3t3.3 a 2.9+20a 3.7x25b
F-valor 9.1 1.2 12.0
Pr>F <.0001 0.3077 <.0001
Linea embriogénica
LEL 61-4 86.9t14 a 3.1+1.4 a 0+0c
LEL PUE-6 71.2+4.4 b 10.3t3.5a 10.7£3.2 b
LEL B-3 54.5+6.5 c 11.0+¢4.0 a 25.1+5.2 a
F-valor 19.1 2.0 27.4
Pr>F <.0001 0.1422 <.0001

Los valores son medias de 2 réplicas de 360 explantes cada una. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05). Los datos expresados fueron previamente transformados para su
andlisis estadistico mediante la funcién arcosenX'?. Las medias de los valores porcentuales pertenecen a las de sus
valores transformados.
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Los primeros cambios notables en el tejido empezaron entre la tercera y la
cuarta semana de cultivo, apareciendo los nuevos embriones somaticos en las
diferentes etapas de desarrollo, incluyendo embriones en etapa cotiledonar,
Corredoira et al. (2003) indica que los embriones de Castanea sativa Mill. también
empiezan a multiplicar en dichas semanas observando embriones en las

diferentes etapas.

En el caso de la multiplicaciébn de embriones somaticos de L. anceps ssp.
dawsonii, alcanz6 la mayor tasa de multiplicacién haciendo subcultivos cada 45
dias (Lee et al.,, 2010). En linaloe el material vegetal multiplicé bien durante la
tercera y cuarta semana de cultivo y después de 45 dias empez0 a deteriorarse,
notandose el necrosamiento del mismo. Sin embargo, alguna similitud con lo
observado por Lee et al. (2010) fue que las masas pro embriogénicas de
coloracion verde intenso, generaron embriones somaticos en mayor namero y
vigor, los cuales normalmente desarrollaron sus primeras hojas y raices sin
necesidad de realizar subcultivos en medio fresco. En Bursera linanoe la
coloracién verde en las masas fue la que produjo los embriones con mejor

desarrollo y con mayor facilidad para separarlos.

En la inducciébn de embriones somaticos de material adulto de Quercus
robur L. también se observaron embriones andmalos como: cotiledones
fusionados, cotiledones multiples o ausencia de ellos (Corredoira et al., 2006). Por
otro lado, Yang et al. (2012) reportan anormalidades en los cotiledones durante la

multiplicacion de embriones somaticos de fresno de montafia (Sorbus
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pohuashanensis), asi como variacion en la coloracibn de los embriones

(embriones de color blanco o amarillo claro y algunos de color verde).

El desarrollo asincronico de embriones somaticos de Solanum tuberosum
cv. Jyothi presentd una amplia gama de tamafos y estructuras embriogénicas
dentro del callo (JayaSree et al., 2001). Esta caracteristica también fue observada

durante el cultivo de las masas embriogénicas de Bursera linanoe.

Sanchez-Romero et al. (2005) indican que la proliferacion de los embriones
somaticos de Persea americana Mill. fue dependiente del genotipo, lo que coincide
con las lineas embriogénicas de linaloe, donde la LEL B-3 siempre demostré un
menor desarrollo que LEL 61-4 y LEL PUE-6. En adicion en la familia Arecaceae
también se ha observado la influencia del genotipo, sobre la respuesta
embriogénica en diferentes especies, por ejemplo en pejibaye, coco, palma
datilera y palma aceitera (Vifias y Jiménez, 2011). En platano se indica que hay
variacion en la produccion de callo embriogénico, dependiendo del cultivar (Aguilar
et al., 2008) de igual manera, en castafio (Castanea dentata) se menciona que hay
un importante efecto del genotipo en la proliferacion de embriones secundarios

(Corredoira et al., 2003).

Los medios que adicionados con carbon activo, fueron los que mostraron
mejores resultados, se sabe que el establecimiento in vitro de tejidos vegetales de
algunas especies de plantas, especialmente lefiosas, esta limitado por la
ocurrencia de oscurecimientos en los explantes y en el medio de cultivo. Sin

embargo, no todos los exudados liberados al medio de cultivo son inhibitorios o
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toxicos, pero en la mayoria de los casos el crecimiento del explante es inhibido,
perdiendo gradualmente su capacidad de proliferacion hasta su muerte (Azofeifa,

2009).

Las estrategias para evitar los procesos de oxidacion que conllevan al
oscurecimiento de los tejidos del explante son muchas, entre ellas podemos
mencionar el uso del medio liquido, cambio del agente gelificante, subcultivos
frecuentes, poda del tejido necrosado, uso de carbon activo, nitrato de plata,
polivinil pirrolidona y polivinil polipirrolidona, entre otras. El uso del carbon activo
tiene un efecto benéfico debido a su capacidad para remover sustancias
inhibidoras o téxicas del medio de cultivo, que son producidas durante el
autoclavado del medio o liberadas por el explante y evita o disminuye la
posibilidad de su deterioro (Azofeifa, 2009). Sin embargo, durante el desarrollo de
la linea LEL B-3, el problema de necrosamiento siguié presente, aun cuando se
adicioné el CA, lo que llevé a analizar la produccién de etileno y CO2 durante la
multiplicacion de embriones secundarios en las tres lineas embriogénicas, los

resultados se exponen en el siguiente apartado.

A pesar del problema de necrosis los cultivos embriogénicos se han
mantenido por subcultivos sucesivos por casi cinco afos, utilizando como fuente
de carbono a la sacarosa al 3 %. Las lineas embriogénicas de Castanea sativa y
Castanea crenata, se han mantenido por subcultivos sucesivos por mas de 12
afios y la producciébn de embriones somaticos en etapa de cotiledén no ha
disminuido, estas lineas embriogénicas han sido descritas por Vieitez (1995 ) y

Vieitez y Merkle (2005). Por otro lado, durante el mantenimiento de estas lineas
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embriogénicas, se han evaluado diferentes tipos y concentraciones de hidratos de
carbono y ha resultado que la sacarosa al 3 % ha sido superior que la fructosa,

glucosa y la maltosa (Corredoira et al., 2005).

Con los resultados obtenidos en la multiplicacion y mantenimiento de las
masas proembriogénicas, se determind utilizar el medio de cultivo MS modificado
y nhombrado MM con la adicion de carbdn activo, como el més idéneo para la
multiplicacion del callo embriogénico de las tres lineas embriogénicas de linaloe. Y
podemos confirmar que la linea LEL-B3 fue la que mostré menor productividad de
las tres y con menor calidad, debido principalmente al problema de necrosis que

presenta.

5.1.2 Produccion de etileno y CO2 durante la multiplicacion de las lineas

embriogénicas

La produccion de etileno y el CO2 fueron cuantificados en las tres lineas
embriogénicas (LEL 61-4, LEL PUE-6 y LEL B-3), en medio de multiplicacion
durante seis semanas, con la finalidad de conocer si la concentracion de etileno
estd relacionada con la necrosis observada en la linea LEL B-3, durante la

segunda y tercera semana de cultivo.

Los resultados indican que aunque no existio diferencia en los niveles de
etileno producidos en las tres lineas embriogénicas, si se observa que LEL B-3
presentd altas concentraciones del gas durante un tiempo mas prolongado,

alrededor de una semana mas que las otras dos lineas restantes, quienes

54



después de la segunda semana disminuyeron los niveles del gas, hasta llegar a un
minimo hacia el final del ciclo de cultivo (Figura 7). Este lapso de tiempo con
mayor concentracion de etileno en espacio libre del recipiente de cultivo, ocasiond
que los tejidos alcanzaran con mayor rapidez la senescencia y provocar el
deterioro del material en menor tiempo. Se ha reportado que la sensibilidad al
etileno depende del tiempo de exposicion, estado de desarrollo del tejido y la
especie entre otros (Abeles et al., 1992), por lo que la presencia de mayor
concentracion de etileno en el espacio de cabeza del frasco ocasion6 que los
tejidos alcanzaran con mayor rapidez la senescencia y provocaran el deterioro del

material mas rapidamente (Figura 6).

Sin embargo la concentracion acumulada de CO: en la atmosfera del
recipiente, mostr0 para todas las lineas que los niveles mas altos fueron
registrados al inicio del cultivo, en la semana dos, para después descender en
forma paulatina en las lineas LEL PUE-6 y LEL B-3 y drasticamente en la linea
LEL 61-4 (Figura 8). Indicando que este comportamiento puede estar asociado
con el metabolismo del CO2z ya que, esta linea siempre mostré6 mayor proliferacion

y desarrollo de los embriones formados.
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c) d)

Figura 6. Masas embriogénicas durante seis semanas de cultivo. a)Toma de las
muestras. b) LEL B-3. c) LEL 61-4. d) LEL PUE-6.
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Figura 7. Concentracion de etileno (uL/g de tejido) en el espacio de cabeza de
recipientes con medio de cultivo y tres lineas embriogénicas.
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Figura 8. Concentracion de CO, (mL g* de tejido) en el espacio de cabeza de
recipientes con medios de cultivo y tres lineas embriogénicas.
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5.2 Maduracién de embriones somaticos

Después de la etapa de multiplicacion, los embriones somaticos se
sometieron a la aplicacién de distintos tratamientos para su maduracién. En todos
los experimentos se emplearon embriones somaticos individualizados en etapa

torpedo aproximadamente de 5 mm de longitud, de color verde intenso (Figura 9).

Figura 9. Embriones sométicos de aproximadamente 5 mm de longitud antes de los
tratamientos de maduracion.
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5.2.1 Efecto de la sacarosa en la maduracion de embriones somaticos

En este experimento se evaluaron diferentes concentraciones de sacarosa
(3%, 4%, 6% y 8%) en la maduracion de los embriones soméaticos de las tres
lineas embriogénicas (LEL 61-4, LEL PUE-6 y LEL B-3). Después de cuatro
semanas de cultivo en el medio de maduracion, los embriones somaticos tuvieron
diferencias morfologicas cuando crecieron en las concentraciones de 3, 4y 6 % de
sacarosa. En el Cuadro 3, se puede observar que con 3 % de sacarosa se obtuvo
que el (55.5 %) de los embriones elongaron y este porcentaje disminuyd con forme
se incremento el porcentaje de sacarosa en el medio (el 52.8 % con 4 % y el 46.9
% de embriones elongados con 6 %). Por otro lado, el porcentaje de embriones
que desarrollaron cotiledones y raiz fueron estadisticamente diferentes entre estas
concentraciones de sacarosa e indica que la mejor concentracion fue la de 3 %

gue consiguid 65.9 % de embriones con cotiledones y el 57.9 % con raiz.

Concentraciones de sacarosa del 3 y 4 % promovieron la coloracién del
embrién somatico de verde traslicido a verde opaco, aunque el tamafio de los
cotiledones fueron estadisticamente iguales entre las dos concentraciones, se
observd que en ambas concentraciones, hubo embriones con cotiledones
pequefios (1-3 mm de longitud) con apariencia clorética y otros mostraron mayor
desarrollo de los cotiledones entre (5-7 mm de longitud) y con una coloracién

verde intensa.

En estas concentraciones (3 y 4 %) los embriones presentaron algunas

anomalias como fue el desarrollo de embriones secundarios, esto es el
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crecimiento de mas embriones somaticos sobre el embrién principal (Figura 10 y
11). En algunos otros casos se observaron estructuras nodulares blanco
traslucido, combinadas con un callo amorfo. Los resultados indican que hubo
diferencias estadisticas para los porcentajes de embriones con formaciéon de
embriogénesis secundaria y que el porcentaje disminuye conforme aumento la
concentracion de sacarosa en el medio. El desarrollo de estas estructuras no es
conveniente en la etapa de maduracion, ya que en la mayoria de los casos se
provoca la deformacién del embrién principal, debido a que existe fusién de los
tejidos y esto impide que el embrion principal se desarrolle de forma normal y

completa.

En cuanto a la longitud de la raiz, condicion que se toma en cuenta para
comprobar la maduracion, se observo que hubo diferencias estadisticas entre las
diferentes concentraciones y en sacarosa al 4 % se formaron las raices con mayor
longitud (5.7 mm) en algunos casos llegaron a medir hasta 15 mm de longitud. En
esta concentracion también se obtuvo el mayor porcentaje (41.1 %) de embriones
con raiz 25 mm (Cuadro 4), el cual fue estadisticamente diferente (p < 0.0086) con

el resto de las concentraciones.
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Figura 10. Embriones somaticos tratados con sacarosa 3 %. a) Embrion con
crecimiento de raices sin desarrollo de apice de LEL 61-4. b). LEL PUE-6 c) Embrién
con embriones secundarios. d) Embrién con necrosis de LEL B-3 e) Embrion con
cotiledones pequefios. f) Embrion con callo.
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El porcentaje de embriones maduros se obtuvo de acuerdo al total de
embriones que elongaron, emitieron raiz y desarrollaron cotiledones. Los
resultados indican que el mayor porcentaje de embriones madurados se logré con
sacarosa al 4 % con (42.3 %), seguido de sacarosa 3y 6 % (385 y 36.9
respectivamente) (Cuadro 3). Ademas con sacarosa 4 % se registro el 8.8 % de
embriones que emitieron el brote apical, esto es que hubo conversién a plantula

(Figura 12 y Cuadro 4).

d)

c)
Figura 11. Embriones somaticos tratados con sacarosa 4% de dos lineas embriogénicas.
a) y b) embrion donde se aprecia el crecimiento de dos embriones secundarios en la LEL
61-4. c) embrion deforme de LEL B-3 y d) embrion con crecimiento de callo amorfo de
LEL B-3.
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e)

Figura 12. Embriones somaticos tratados con sacarosa 4% de la LEL PUE-6. a) y b)
embriones poco desarrollados c) y d) embrion somatico donde se observa el desarrollo
del primer par de foliolos y emergencia de la raiz. €) embrion somatico que desarrollo

hojas.
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Lo anterior demuestra que altas concentraciones de sacarosa (6 y 8 %)
disminuyen la aparicion de embriones secundarios (26.3 y 4.4 %) y el callo con
19.8 y 13.0 % respectivamente, mientras que los porcentajes mayores se
encontraron en las concentraciones 3 y 4 % de sacarosa (Cuadro 4). Lo cual
indica que altas concentraciones del azlcar, ejercen mayor potencial osmético al
medio, haciéndolo mucho mas negativo, lo que se traduce en una disminucion del
crecimiento y desarrollo del embrién, notdndose una apariencia clorética seguido
de una necrosis generalizada, llevando a los embriones a la muerte después de

seis semanas de cultivo (Figura 13y 14).

Con relacion a la capacidad que tienen las diferentes lineas embriogénicas
evaluadas, se puede decir que se encontraron diferencias estadisticas (p< 0.0124)
para la variable porcentaje de embriones con emision de raiz, con los valores mas
altos para las lineas LEL 61-4 y LEL PUE-6 con (57.4 y 41.7 % respectivamente).
No hubo diferencias entre las lineas en cuanto al porcentaje de maduracién, sin
embargo, la linea embriogénica LEL B-3 que tuvo el porcentaje mas bajo en la
multiplicacion, también registré el porcentaje mas bajo en la maduracion de los

embriones (19.3 %) (Cuadro 3).
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e) f)

Figura 13. Embriones tratados con sacarosa 6 % poco desarrollados con apariencia
clorética de las tres lineas embriogénicas. a) y b) LEL 61-4. c) y d LEL PUE-6). e) y f) LEL
B3.
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e)

Figura 14. Embriones tratados con sacarosa 8 % poco desarrollados con apariencia
clorética de las tres lineas. a) y b) LEL 61-4. ¢) y d) LEL PUE-6. e) y f) LEL B-3.
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Cuadro 3. Efecto de la sacarosa en el desarrollo y maduracion de embriones somaticos de tres lineas embriogénicas de linaloe a los

30 dias de cultivo.

Tratamiento

Sacarosa 3 %
Sacarosa 4 %
Sacarosa 6 %
Sacarosa 8 %
F-Valor

Pr>F

Clon

LEL 61-4
LEL PUE- 6
LEL B-3
F-Valor
Pr>F

Longitud (mm)

Porcentaje de embriones

Embrién

11.2+0.8 a
11.7+1.0a
10.9+0.6 a
9.1+0.6 a
2.1
0.0985

11.0+0.5a
11.5+0.7 a
10.1+0.7 a
2.5
0.0867

Cotiledones

3.9+0.3 a
4.6+0.6 a
3.6x0.2 a
3.0+t0.3 a
2.1
0.1075

3.9+0.5a
3.3x0.2 a
4.5+0.4 a
1.7
0.1638

Radicula

3.7x0.5 ab
5.7t0.8 a
4.6+0.6 ab
2.7x0.5b
2.5
0.0683

4.6£0.5 a
4.1+0.6 a
4.4+0.8 a
0.4
0.6576

Elongados

55.5+14.0 a
52.8+10.6 a
46.915.1 a
21.93+7.3 a
2.1
0.1550

54.5+7.0 a
46.28+7.5 a
32.2+11.8 a
15
0.2602

Con
cotiledones

65.9x7.9 a
57.5+£7.2 ab
66.1+9.5 a
27.9+10.6 b
4.0
0.0334

59.1+7.7 a
55.6+9.0 a
48.3+x11.2 a
0.5
0.6175

Con raiz Maduros

57.9+10.8a 38.5+8.0a

46.5+9.64 ab 42.3+x8.4 a

45.0+5.2ab 36.9+3.7 a

15.0¢9.7b 6.5%6.5b
5.9 55
0.0101 0.0128

57.4+10.0a 38.6x5.9a
41.7+6.6 ab 35.2+79a

24.2+7.8b 19.3x8.0a
6.4 2.9
0.0124 0.0956

Medias con letras distintas entre columnas son significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05). Los datos expresados en porcentaje
fueron previamente transformados para su andlisis estadistico mediante la funcién arcosenX'2. Las medias de los valores
porcentuales pertenecen a las de sus valores transformados.
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Cuadro 4. Efecto de la sacarosa en el desarrollo de embriones somaticos de tres lineas embriogénicas de linaloe a los 30 dias de

cultivo.
Tratamiento Embriones Embriones con Supervivencia Embriones Embriones con

conraizz .5 brote apical (%) (%) con callo (%)

mm (%) secundaria

(%)

Sacarosa 3 % 19.8+6.6 ab 0+0 a 62.3t12.9 a 63.615.8 a 21.9+7.3 a
Sacarosa 4 % 41.1+49 a 8.845.6 a 68.2+7.9 a 41.0+£3.7b 15.4+7.1a
Sacarosa 6 % 11.0£7.1b 0+0 a 47.3t15.0 a 26.315.8 b 19.8+6.6 a
Sacarosa 8 % 4.4+4.4 b 0+0 a 23.5+10.6 a 4.4+4.4 c 13.0£8.3 a
F-Valor 6.2 2.0 1.8 30.6 0.3
Pr>F 0.0086 0.1678 0.2047 <0.0001 0.8432
Linea embriogénica
LEL 61-4 26.0+8.4 a 3.3t3.3a 57.7t11.6 a 30.7+7.9 a 19.8+6.0 a
LEL PUE- 6 19.846.1 a 3.3t3.3a 48.0+12.7 a 37.2+10.7 a 11.545.8 a
LEL B-3 11.545.8 a 0t0 a 45.3t11.1a 33.618.6 a 21.316.5a
F-Valor 1.7 0.5 0.2 0.7 0.6
Pr>F 0.2256 0.6186 0.7809 0.5182 0.5546

Medias con letras distintas entre columnas son significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05). Los datos expresados en porcentaje
fueron previamente transformados para su andlisis estadistico mediante la funcién arcosenX'?. Las medias de los valores
porcentuales pertenecen a las de sus valores transformados.
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5.2.2 Efecto de la maltosa en la maduracion de embriones somaticos

Después de cuatro semanas en el medio de maduracion se observaron
diferencias significativas (p < 0.0015) en la longitud de los embriones, con los
valores méas altos para maltosa al 3 % con 12.7 mm y al 4 % (15 mm), los
embriones cambiaron el color de su apariencia de verde traslucido a verde opaco.
De igual manera las longitudes de los cotiledones fueron mayores (3.6 y 4.4 mm)
respectivamente en estas concentraciones. La longitud de la raiz fue superior en

los embriones tratados con maltosa 4 % (7.2 mm).

La maltosa al 4 % fue el mejor tratamiento para la maduracion de los
embriones registrando los valores mas altos en longitudes tanto del embrién como
de cotiledones y raiz, alcanzado hasta 40 mm de tamafio y algunos con raiz de 20

y 30 mm de longitud.

Con respecto a los porcentajes de embriones elongados, los valores mas
altos se encontraron con maltosa 3 % (70.2) y maltosa 4 % (72.3). Mientras que, el
porcentaje de embriones que emitieron cotiledones o raiz no fueron afectados por
los niveles de maltosa en el medio. Por otro lado, se encontraron diferencias (p <
0.001) para el porcentaje de embriones con raiz =2 5 mm (germinacion), en donde
maltosa 3 y 4 % fueron los que consiguieron los mejores valores (36.9 y 62.1 %
respectivamente, mientras que con la concentracion de 6 % se obtuvo el 19 % vy
ningun embrion con la concentracion mas alta de maltosa (Cuadro 6) (Figuras 15y

17).
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Aunque en el porcentaje de embriones maduros no se encontraron
diferencias estadisticas entre las concentraciones de maltosa, si se observa que
concentraciones menores de maltosa obtienen mayores porcentajes de embriones
maduros con un promedio de 61.7 %. Aunado a que en estas concentraciones
también se registraron embriones que emitieron el brote apical, es decir que se

obtuvieron plantas completas (conversion) (Cuadro 6) (Figura 15).

Con respecto al desarrollo del brote apical se observaron embriones que
desarrollaron una protuberancia en esta area como si se fueran a desarrollar los
primordios foliares, sin que sucediese, caracteristica observada en embriones

tratados en las concentraciones 4y 6 % (Figura 19).

Los resultados indican que altas concentraciones (6 y 8 %) tanto con
sacarosa como con maltosa, no propiciaron el buen desarrollo de los embriones
somaticos, ni tampoco contribuyeron a la maduracién de los clones probados.
Debido a las caracteristicas que presentaron los embriones (apariencia clorotica y
menor desarrollo tanto de cotiledones como de radicula) con ambas fuentes de
carbono (Figuras 16 y 18). Cuando estos embriones fueron cambiados a un medio
fresco y disminuyendo la concentracion de la fuente de carbono al 3 %, tampoco

se not6 recuperacion terminaron por morir después de una semana del cambio.
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Figura 15. Embriones tratados con 3 y 4 % de maltosa de la LEL 61-4. a) y b)
embriones somaticos tratados con maltosa 3 %. c), d), e) y f) embriones
somaticos tratados con maltosa 4 % en la imagen c y €) embriones con desarrollo
de hojas.
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c) d)

Figura 16. Embriones somaticos tratados con 6 y 8 % de maltosa de la LEL 61-4.
a) y b) Embriones somaticos tratados con maltosa 6 %. c) y d) Embriones
somaticos tratados con maltosa 8 %.
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Figura 17. Embriones sométicos tratados con maltosa 3y 4 % de la LEL PUE-6.
a) y b) Embriones sométicos tratados con maltosa 3 % de la LEL PUE-6. c) y d)
Embriones somaticos tratados con maltosa 4 % LEL PUE-6.
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c) d)

Figura 18. Embriones sométicos tratados con maltosa 6 y 8 % de la LEL PUE-6.
a) y b) Embriones sométicos tratados con maltosa 6 % de la LEL PUE-6. c) y d)
Embriones somaticos tratados con maltosa 8 % LEL PUE-6.
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Figura 19. Embriones con problema de
desarrollo de apice (formacion de una
protuberancia con apariencia de posible
brotacion de hojas).a) Embrion tratado
con maltosa 4 % de la LEL PUE-6, b)
embrion tratado con Maltosa 6 % de la
LEL PUE-6, c) embrion tratado con
maltosa 6 % de la LEL 61-4.

c)

No se encontraron diferencias estadisticas en el porcentaje de callo
formado en los embriones. De las cuatro concentraciones mencionadas, maltosa 3
% es la que present6 mayor porcentaje de embriones soméaticos con
embriogénesis secundaria, pero en general estos porcentajes son mas bajos a los
encontrados en los tratamientos con sacarosa (Cuadro 6). Lo que indica que la
maltosa ejerce mayor potencial osmético en el medio que la sacarosa, lo que hace
que disminuya considerablemente el problema de embriogénesis secundaria. Por
otro lado, los embriones presentaron mayor longitud con respecto a los

tratamientos con sacarosa principalmente con las concentraciones 3y 4 %.
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Cuadro 5. Efecto de la maltosa en el desarrollo y maduracion de embriones sométicos de dos lineas embriogénicas de linaloe a los
30 dias de cultivo.

Longitud (mm) Porcentaje de embriones

Tratamiento

Embrién Cotiledones Raiz Elongados Con Con raiz Maduros
cotiledones
Valtosa 3 0% 12.7:08ab  3.6:02ab  4.20.5ab 702¢66a  70.6+103a 76.71#594a 57.5¢136a
0,
Maltosa 4 % 150+1.5a  4.4203a  7.2¢13a 72.3+5.6 a 79.0+12a 79.0+l2a 66.14+8.4a
0,
Maltosa 6 % 11.2:08b ~ 3.3:02b  5.0+1.0ab 50.847.8ab  75.00:10.6a 51.3:8.7a 36.7:6.6a
0,
Maltosa 8 % 9.5¢0.5b  28:02b  3.0:05b 450¢52b  769:83a 515:148a 34.4190a
F-Valor 55 7.8 3.5 4.45 0.1 4.0 28
>
Pr>F 0.0015 0.0001 0.0192 0.0187 0.3603 0.0265 0.8744
Clon
LEL 61-4 123:06a  33:01b  46:05a 60.8#47a  722+58a 71.3t51a 48.1#60a
LEL PUE-6 117092  40t03a  65tlla 63.9¢64a  818t55a 51.3+11.2b 49.8+111a
>
Pr>F 0.5681 <.0001 0.0225 0.1172 0.3603 0.0265 0.8744

Medias con letras distintas entre columnas son significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05). Los datos expresados en porcentaje
fueron previamente transformados para su andlisis estadistico mediante la funcién arcosenX?. Las medias de los valores
porcentuales pertenecen a las de sus valores transformados.



Cuadro 6. Efecto de la maltosa en el desarrollo de embriones somaticos de dos lineas embriogénicas de linaloe a los 30
dias de cultivo.

Tratamiento Embriones con Embrion_es con Supervivencia Embriongs con Embriones con
raiz2 5 mm (%) brote apical (%) (%) secundaria (%) callo (%)
Maltosa 3 % 36.9+£3.7 ab 8.8+5.6 a 90.0+0 a 30.4+7.1 a 8.8+5.6 a
Maltosa 4 % 62.149.5 a 17.5+8.0 a 90.0+0 a 17.5#8.0 a 8.845.6 a
Maltosa 6 % 19.4+9.2 bc 00 a 90.0+0 a 8.8t5.6 a 8.8t5.6 a
Maltosa 8 % 0+0 c 00 a 85.56+x4.4 a 4.4+4.4 a 4.4+4.4 a
F-Valor 13.6 2.4 1.3 2.6 0.1
Pr>F 0.0001 0.1058 0.2985 0.0872 0.9294
Clon
LEL 61-4 27.5%6.5 a 5.8+3.1a 90.0+0 a 15.5+4.8 a 6.6.5+2.3 a
LEL PUE-6 33.7t11.8 a 8.2+55a 86.7+3.3 a 14.9+5.8 a 10.0¢4.9 a
F-Valor 0.7 0.2 2.7 0.01 0.3
Pr>F 0.4262 0.6751 0.1220 0.9327 0.5937

Medias con letras distintas entre columnas son significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05). Los datos expresados
fueron previamente transformados para su andlisis estadistico mediante la funcién arcosenX'?. Las medias de los
valores porcentuales pertenecen a las de sus valores transformados.
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5.2.3 Efecto del 4cido abscisico (ABA) y polietilenglicol (PEG) en la maduracion de

embriones somaticos

El objetivo de este experimento fue comprobar el efecto del ABA 'y PEG en

la maduracion de embriones somaticos de la linea embriogénica LEL 61-4.

Trascurridas las cuatro semanas de cultivo de los embriones en el medio de
maduracion con ABA y PEG, solo se observé un ligero incremento de tamafio y
éste fue inferior al tamafio que se consiguié con los tratamientos de sacarosa y
maltosa. Los porcentajes de embriones elongados fueron bajos y no se encontro
diferencia entre tratamientos. En ambas concentraciones tanto de ABA y PEG los
embriones no mostraron buen desarrollo (Figuras 20 y 21). Estos desarrollaron
cotiledones pequefios, encontrandose los de menor longitud en los tratamientos
con ABA. En el caso del desarrollo de la raiz, solo se presentd un bajo porcentaje
en los embriones tratados con PEG 8000 al 5 %, siendo este tratamiento el Unico

que presento embriones maduros (3.3 %) (Cuadro 7).

La mayoria de los embriones mostraron una apariencia clorética y con
desarrollo de callo. Se encontr6 diferencia estadistica (p<0.001) para la variable
porcentaje de embriones que desarrollaron embriogénesis secundaria. Estos
porcentajes fueron mayores en los tratamientos con ABA 3.78 uM (57) y 7.67 uM
(50), porcentajes mas altos que aquellos que presentaron los tratamientos con

sacarosa (4, 6 y 8 %) y maltosa (3, 4, 6 y 8 %) (Cuadro 8).
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Figura 20. Embriones somaticos tratados con ABA. a) y b) embriones sométicos
tratados con 3 uM de ABA de la LEL 61-4. c) y d) embriones somaticos tratados
con 7 uM de ABA LEL 61-4.
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Figura 21. Embriones somaticos tratados con PEG. a) y b) embriones soméaticos
tratados con PEG 5 % de la LEL 61-4. c) y d) embriones somaticos tratados con
PEG 6 % LEL 61-4.

80



Cuadro 7. Efecto del ABA y PEG en el desarrollo y maduracion de embriones somaticos de la linea embriogénica LEL
61-4 de linaloe a los 30 dias de cultivo.

Longitud (mm)

Porcentaje de embriones

Tratamiento Embrion Cotiledones Raiz Elongados Con Conraiz  Maduros
cotiledones
ABA 3.78 uM 8.5+0.4 a 2.0£0.2b 37.1#6.1 a 37.4+3.6 b Oa Oa
ABA7.57 uM 7.3:0.2a  1.9401b 19.846.1 a 40.4+3.5 b Oa 0a
0,
PEG80005%  7.6:04a  3.0t03a 3 24.448.2 a 655:6.1la  3.3+33 3.3t3.3a
0,
PEG 8000 6 % 76x03a 2.6x0.2 ab 27.8t5.1a 54.1+4.5 ab Oa Oa
F-Valor 1.9 55 1.3 8.0 1.0 1.0
Pr>F 0.1257 0.0014 0.2976 0.0005 0.4074 0.4074

Medias con letras distintas entre columnas son significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05). Los datos expresados
fueron previamente transformados para su andlisis estadistico mediante la funcién arcosenX'?. Las medias de los
valores porcentuales pertenecen a las de sus valores transformados.
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Cuadro 8. Efecto del ABA y PEG en el desarrollo de embriones somaticos de la
LEL 61-4 de linaloe a los 30 dias de cultivo.

Embriones con

Tratamiento 5:32:32‘;2 c(:(;)r)l callo (%) Supervivencia (%)
ABA 3.78 uM 57.1+2.4 a 31.16x4.9 a 90.0+0 a
ABA 7.57 uyM 50.9+4.0 a 29.14+79 a 86.7+3.3 a
PEG 8000 5 % 18.2#55b 21.3+6.5 a 90.0+0 a
PEG 8000 6 % 6.6£4.3 b 31.0¢5.4 a 83.3t4.3 a
F-Valor 33.9 0.5 1.3

Pr>F <.0001 0.6541 0.2780

Medias con letras distintas entre columnas son significativamente diferentes
(Tukey, p < 0.05). Los datos expresados fueron previamente transformados para
su andlisis estadistico mediante la funcién arcosenX'?. Las medias de los
valores porcentuales pertenecen a las de sus valores transformados.

Cabe mencionar que estos experimentos de maduracion, se realizaron en
placas de Petri, colocando en posicién horizontal a los embriones, lo que provoco
que hubiera mayor superficie de contacto con el medio de cultivo. A diferencia de
los experimentos anteriores con sacarosa y maltosa, en que los embriones fueron
colocados en posicién vertical y uno por tubo de ensaye. Esta diferencia de
posicion y contacto pudo influir en la mayor induccién y crecimiento de embriones
secundarios, ya que en los experimentos de maduracion con niveles de sacarosa
y maltosa, Unicamente el area de la radicula estuvo en contacto con el medio de

cultivo.
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Los resultados anteriores indican que los niveles evaluados de ABA y PEG
no favorecen la maduracion del embrion somatico en la linea LEL 61-4. Pero los
porcentajes de embriogénesis secundaria que presento el ABA revelan que puede
ser un regulador a probar en la multiplicacion y mantenimiento de los embriones
somaticos, ya que ademas en general los porcentajes de supervivencia fueron

altos.

JayaSree et al. (2001) mencionan que la transicién de embriones de forma
globular a cotiledonar es un punto critico en la embriogénesis, ya que los
reguladores de crecimiento pueden tener multiples efectos en el proceso, y es
dependiente de la concentraciébn enddgena o de la concentracién exdgena al
momento de aplicarse en los diferentes estadios en que se encuentran las
estructuras embrionarias. Carrier et al. (1997) indican que en embriones somaticos
y cigéticos extirpados del gametofito de Picea glauca y Engelmannii complex,
mostraron un buen desarrollo cuando son cultivados en medio adicionado con
sacarosa a diferencia de aquellos cultivados sin ésta. Ademas, los embriones
cigoéticos mostraron un crecimiento atrofiado y una apariencia necroética, concluyen
que los lipidos de reserva en los embriones cigéticos no fueron suficientes para el

crecimiento y desarrollo de los mismos.

En Bursera linanoe la adicion de 40 g L de sacarosa, fue el tratamiento en
el que se obtuvo el mejor resultado en la maduracién de embriones somaticos. En
la etapa cotiledonar de embriones somaticos de Swietenia macrophylla King, se
evaluaron de forma similar estas concentraciones de sacarosa durante la

maduracién y desarrollo. La mejor concentracidon la consiguieron con la sacarosa
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al 6 %, con base al numero de embriones que permanecieron vivos y lograron
germinar. Mientras que, la sacarosa al 8 % mostré6 menor desarrollo de igual forma
que en linaloe, aunque en ambas especies esta concentracion también contribuyé
a que disminuyera la produccion de embriogénesis secundaria (Collado et al.,
2007). Resultados similares se encontraron en Sorbus pohuashanensis (fresno de
montafia) al evaluar concentraciones del 2 al 6 % de sacarosa, en embriones
somaticos que se encontraban en la etapa de torpedo y se consideraron como
embriones maduros a aquéllos que desarrollaron cotiledones y radicula. La
concentracion de sacarosa al 5 % resulté significativamente (p <0.01) superior a
las demas (Yang et al., 2012). Sin embargo, Robichaud et al. (2004) trabajando
con embriones somaticos de Castanea dentata indican que los tratamientos con
sacarosa de 3 al 7.5 %, no produjeron cambios notables en el tamafio del embrién,
pero si se observaron algunas anormalidades, tales como embriones somaticos
con un solo cotiledon, o con mas de 2 cotiledones, ademas embriogénesis
secundaria y/o la produccién de callo sobre ellos. Encontraron ademas que hubo
un comportamiento diferencial entre genotipos. Estas mismas anomalias, como ya
se han mencionado se encuentran también en linaloe.

Por otro lado, Witjaksono y Litz. (1999) evaluaron la maduracién de
embriones somaticos en aguacate (Persea americana Mill.) mediante el nUmero
de embriones que cambiaron de apariencia, de blanca traslicida a opaca y el
namero de embriones en etapa cotiledonar. Estos autores probaron diferentes
concentraciones con sacarosa (1, 3, 5, 7, 9, 11 y 13 %) y encontraron que el
mayor numero de embriones opacos estuvo en la concentracion con 9 % de

sacarosa. Sin embargo, en esta concentracion alta hubo menor desarrollo de los
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embriones y fue la sacarosa al 3 % en la que se obtuvo mayor desarrollo de
cotiledones. Cabe mencionar, que en nuestra especie ocurrié lo mismo, ya que se
observo que las altas concentraciones de azlcares, ya sea sacarosa 0 maltosa
provocaron en los embriones somaticos un cambio de coloracion y el desarrollo
disminuyé conforme se usaron concentraciones mas altas (8 %), con ambas

fuentes de carbono.

En cuanto a la coloracién de los embriones sométicos, ésta es diferente y
depende de las especies, por ejemplo algunas especies como; Castanea dentata
(Robichaud et al., 2004), Sorbus pohuashanensis (Yang et al., 2012), Persea
americana Mill. (Witjaksono y Litz., 1999), Swietenia macrophylla King (Collado et
al., 2007), Castanea sativa Mill. (Corredoira et al., 2003), Cocos nucifera L.
(Azpeitia et al., 2003), Cocos nucifera L. (Montero-Cortés et al.,, 2010), los
embriones presentan un color blanco durante las etapas primarias de desarrollo,
adquiriendo coloracion verde hasta que se desarrollan en una planta completa.
Mientras que en otras especies como: Solanum tuberosum L. (Sanchez-Enciso et
al., 2005), Laelia anceps ssp. Dawsonii (Lee et al., 2010), Solanum tuberosumcv
Jyothi (JayaSree et al., 2001) y Bursera linanoe el embriéon somatico es de color

verde desde la primera etapa (globular).

La longitud del embriébn somatico es otro parametro que ha sido utilizado
como un indicador de la maduracion de embriones somaticos (Corredoira et al.,
2003). En Castanea sativa Mill. el uso de sacarosa y maltosa al 3 %, fue la
concentracion donde se registr6 embriones de mayor tamafio, mientras que en

Bursera linanoe la concentracion de 4 % tanto de sacarosa como de maltosa fue la
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mejor en conseguir la mayor longitud de los embriones, aunque con maltosa se
obtuvieron embriones de mejor calidad.

Por otro lado, el uso de PEG para la maduracion de embriones ha sido
reportado y al respecto Lipavskaad et al. (2000) indican que 3.75 % de PEG
proporciono un adecuado potencial osmético que acelero el proceso de
maduracion en comparaciéon con el tratamiento control y promoviendo la
germinacion de los embriones, mientras que concentraciones de 7.5 % no fueron
favorables para la maduracion de embriones somaticos de abeto rojo (Picea abies
L.). En el caso de castafio (Castanea dentata) los tratamientos fueron PEG 6000
(0.0, 50.0, 75.0 y 100 g L) el tamafio del embrién disminuyé al aumentar la
concentracion de PEG y los embriones mostraron una apariencia blanco opaco
con un tinte de amarillo, mientras que los embriones control permanecieron con
una apariencia transltcida (Robichaud et al., 2004). Otro regulador del crecimiento
que se ha estudiado durante la maduracién de embriones sométicos de castafio
es el ABA, donde los tratamientos utilizados fueron 0.38, 3.78 and 7.57 uM de
ABA, para los que no reportaron diferentes en la longitud del embrién, sin
embargo, los embriones tratados mostraron una coloracién blanco opaco y por el
contrario los embriones control, permanecieron con una apariencia translicida
(Robichaud et al., 2004).

Lelu et al. (1999) encontraron una diferencia en cuanto a la producciéon de
embriones somaéticos en las lineas embriogénicas de dos especies de pinos (Pinus
sylvestris L. y Pinus pinaster Ait.), sin embargo cuando se adicionaron los medios
con 60 uM de ABA a medio liquido o semisolido en ambas lineas la adicion ayudo

al desarrollo de los cotiledones, indicando que el origen de las lineas no afecto la
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capacidad para madurar de los embriones. En cocotero (Cocos nucifera) se
utilizaron diferentes concentraciones de ABA (0, 22.5, 45y 90 uM) y PEG (0, 15,
30, 60 g L-1) las cuales estimularon la formacién de embriones somaticos por callo
embriogénico; también observaron mayor niumero de embriones sométicos tipo
torpedo, principalmente en presencia de 90 yM de ABA en combinacion con
diferentes concentraciones de PEG ademdas permitieron que los callos con
embriones mostraran una consistencia mas friable, lo que favorece la separacion
mecanica de los embriones de los callos (Azpeitia et al., 2003). En la misma
especie la aplicacién de ABA (2.5 y 7.5 uM) mejoro la produccion de embriones
somaticos (Fernando y Gamage, 2000). Con respecto a linaloe los niveles
evaluados de ABA y PEG no favorecieron la maduracion del embrion somatico,
pero de acuerdo a los porcentajes de embriogénesis secundaria que presento el
ABA, revelan que puede ser un regulador a probar en la multiplicacién y
mantenimiento.

En abies (Abies cephalonica Loud.) se aplicaron diferentes concentraciones
de ABA (4, 8, 16 y 32 IM ABA) solas o en combinacion con 5 % de PEG 8000 a
masas embriogénicas observandose un efecto positivo en la capacidad de las
masas para formar embriones sométicos cotiledonares, sin embargo en este caso
parece depender parcialmente de la combinacién con otros factores como la linea
celular, la concentracion y la duracidbn que estan expuestas dichas masas al
tratamiento (Krajniakova et al., 2008). De igual manera en células en suspension
de picea (Picea glauca x engelmanni) que se colocaron en un medio de
maduraciéon con 60 uM de ABA y 50 g Lt PEG 4000 se encontré una diferencia

entre lineas celulares, aunque después de tres semanas en la mayoria de las
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lineas los embriones desarrollaron a la etapa cotiledonar tornandose amarillo
(Kong y von Aderkas, 2007).

La aplicacion de PEG (5 %, 7.5 %, y 10 %) combinada con ABA (40 mg L)
a tejido embriogénico dio lugar a la maduracion de embriones somaticos de pino
(Pinus taeda L.) indicando que las mejores concentraciones fueron 5 % y 7.5 % ya
gue aparentemente 10 % de PEG inhibe el desarrollo de los embriones (Li et al.,
1997). Lo mismo se reporta en PEG para la maduracién de embriones soméaticos
de picea (Picea glauca), se utilizaron concentraciones de PEG (2.5 %, 5 %, 7.5 %,
y 10 %) indicando que 7.5 % de PEG fue la mejor concentracion donde los
embriones maduros se caracterizaron por tener los cotiledones expandidos y
registraron un aumento de tamafio lo cual ocurri6 trascurridos 40 dias (Stasolla et
al., 2003). En contraste con linaloe se registraron bajos porcentajes de embriones
que tuvieron un aumento en su tamafio ademas de presentar una apariencia muy
clorética lo que pudiera indicar que las concentraciones evaluadas de PEG no

favorecieron a la maduraciéon de dichos embriones.
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5.3 Germinacién de embriones somaticos

Los siguientes experimentos se realizaron con el fin de aumentar el
porcentaje de conversion de embriones soméaticos a plantula. En este caso los
embriones sométicos tratados fueron de un centimetro de longitud que se

encontraban en etapa cotiledonar de color verde (Figura 22).

Figura 22. Embriones somaticos de aproximadamente 10 mm de longitud antes de los
tratamientos de germinacion.

5.3.1 Efecto de un brasinoesteroide sobre la germinacion de embriones somaticos

Trascurridas las cuatro semanas de cultivo se observé un incremento
significativo (p< 0.01192) en la longitud de los embriones que crecieron con BR
0.002 mg Lt Aunque no hubo diferencias estadisticas en el porcentaje de

embriones con raiz (51 %), si se observo que los mejores valores se obtuvieron
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con BR 0.002 mg L y en este tratamiento, se registré6 una longitud media de
raices de 12 mm e inclusive algunos embriones desarrollaron raicillas secundarias
(Figura 23). Ademas, con esta concentracion de BR se registraron porcentajes
bajos de embriogénesis secundaria (13.3 %) y formacion de callo (6.6 %).

En cuanto a la longitud de los cotiledones, en todos los tratamientos se
registrd un valor similar. Lamentablemente el tratamiento de BR, no aumento el
porcentaje de embriones que desarrollardn una planta completa, ya que no se
observo el desarrollo del meristemo apical en ninguno de los tratamientos, a pesar
del buen desarrollo de raiz. Por otra parte en las concentraciones de BR 0.02 y 0.2
mg L, la gran mayoria de los embriones presentaron necrosis, lo que provocé

menor desarrollo en cuanto a su tamafo y formacion de raiz (Figura 24).

Una de las caracteristicas importantes que se pudo observar en una parte
de los embriones evaluados, fue que el domo apical mostré una apariencia plana
en lugar de concava, lo cual nos puede indicar que se esta presentando un
problema en el desarrollo de los primordios foliares y que este puede ser a nivel
de expresion de genes involucrados en el desarrollo del meristemo apical (Figura
24). Lo anterior puede explicar el bajo porcentaje de embriones que desarrollan a
plantas completas. Finalmente el porcentaje de supervivencia oscila entre el 70 y
83.3 % sin gque se observen diferencias significativas entre tratamientos (Cuadro

9).

Después de evaluar las tres concentraciones de BR y considerar a 0.002
mg L, como la de mejor resultado, se decidié probar con otra fuente de carbono

(maltosa) ya que en experimentos anteriores, este azlcar dio los mejores
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resultados en cuanto a la formacion del brote apical. Se evalu6 sacarosa 4 % mas
la adicion de 0.002 de BR y maltosa al 4 % mas la adicién de 0.002 de BR esta
vez se utilizé la linea embriogénica LEL PUE-6 debido a la disponibilidad del

material.

i o 2
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d)
Figura 23. Embriones somaticos tratados con BR de la linea LEL 61-4. a) y b) Embriones
sin la aplicacion del regulador (Testigo). ¢) y d) Embriones con BR 0.002.
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Figura 24. Embriones somaticos tratados con 0.02 y 0.2 BR de la linea LEL 61-4. a) y b)
embriones con 0.02 de BR, c¢) y d) embriones con 0.2 de BR. €) Embrién con el domo
apical plano.
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Cuadro 9. Efecto del BR en la germinacion de embriones somaticos de la LEL 61-4 de linaloe a los 30 dias de cultivo.

Longitud (mm) Porcentajes

Tratamiento i ) . .
Embriones Embriones con Supervivencia

(mg |_-1) Embrién Cotiledon Raiz Embriones con con callo
raiz2 5 mm secundaria

Testigo (BR 0) 15.8+1.4 ab 4.2+0.3 a 7.7t15a 26.249.2 a 32.9+3.6 a 35.8419.2 a 83.3+6.6 a
BR 0.002 22.8+4.0 a 4.1+0.4 a 12.0+3.0 a 51.0+8.7 a 13.3+x7.7 a 6.6+6.6 a 76.7+7.7 a
BR 0.02 14.4+0.7 b 4.6x0.4 a 4.1+0.3 a 32.3x13.2 a 26.0£10.4 a 19.3112.2 a 83.3+6.6 a
BR 0.2 14.1+0.6 b 4.2+0.4 a 6.1+0.9 a 28.5+16.7 a 19.9+6.6 a 13.317.7 a 70.1+6.6 a
F-Valor 3.5 0.3 34 0.8 1.3 1.8 0.8
Pr>F 0.0192 0.8016 0.0230 0.5027 0.3334 0.1922 0.4948

Medias con letras distintas entre columnas son significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05). Los datos expresados
fueron previamente transformados para su andlisis estadistico mediante la funcién arcosenX'?, Las medias de los
valores porcentuales pertenecen a las de sus valores transformados.
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Pasadas las cuatro semanas de cultivo se pudo observar un ligero
incremento de tamafio Unicamente en los embriones tratados con sacarosa 4 % +
BR 0.002 que no superan los valores anteriores (Cuadro 9). En este tratamiento
los embriones desarrollaron cotiledones de mayor longitud (5.2 mm). Lo mismo
sucedio en la longitud de la raiz, aunque el valor es mas alto que con maltosa 4 %
+ BR 0.002 no iguala a los del primer experimento donde se obtuvo 12 mm de

longitud en comparaciéon con 8.5 mm (Cuadro 10) (Figura 25).

El incremento en la fuente de carbono en combinacién con el BR, tampoco
disminuy6 los porcentajes de embriogénesis secundaria y callo, ni contribuy6 al
desarrollo del brote apical. Por el contrario, se pudo observar una disminucion en
los porcentajes de supervivencia. Los embriones mostraron una apariencia
necrdtica y el marchitamiento de cotiledones. También se pudo observar la
caracteristica plana del domo meristeméatico. Una diferencia que se observé en los
embriones tratados con maltosa, fue que algunos formaron una protuberancia en
esta area como si se fueran a desarrollar los primordios foliares, cosa que no
sucedid y esta caracteristica también fue observada en los tratamientos de

maduracion con maltosa (Figura 26).

Finalmente los resultados indican que las concentraciones de BR
evaluadas, no contribuyeron a la formacion del brote apical, sino que Unicamente

contribuyeron al desarrollo de raices al utilizarse junto con la sacarosa al 3 %.
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c) d)

Figura 25. Embriones somaticos tratados con sacarosa 4 % + BR 0.002 de la linea LEL
PUE-6. c) y d) embriones sométicos tratados con sacarosa 4 % + BR 0.002 de la LEL
PUE-6

a)

Figura 26. Embriones somaticos tratados con maltosa 4 % + BR 0.002 de la LEL PUE-6
con deformacién en la parte del apice.
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Cuadro 10. Efecto del BR en combinacion con dos fuentes de carbono en la germinacion de embriones sométicos de la LEL PUE-6 a
los 30 dias de cultivo.

Longitud (mm) Porcentajes
Embrién  Cotiledones Raiz Embrl?nes Embriones Embriones  Supervivencia
Tratamiento conraiz25 con con callo
mm secundaria
Sacarosa4 % +BR0.002  15.1+1.0a 52+0.4a 85+27a 223+62a  220+66a co-1f70a  57.1x80a
Maltosa 4% + BR 0.002 11.7+0.4 b 3.3t0.2b 3.1+0.2a 6.6x4.5a 28.4+6.9 a 6.624.5Db 65.1x4.9a
F-Valor 6.3 10.5 3.2 4.2 0.45 12.5 0.7
Pr>F 0.0147 0.0021 0.0846 0.0548 0.5125 0.0023 0.4087

Medias con letras distintas entre columnas son significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05). Los datos expresados fueron
previamente transformados para su andlisis estadistico mediante la funcion arcosenX'?. Las medias de los valores porcentuales
pertenecen a las de sus valores transformados.
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5.3.2 Efecto del acido giberélico y maltosa sobre la germinacién de embriones

somaticos

Con la finalidad de inducir el crecimiento del brote apical en los embriones
somaticos, se evaluaron tres concentraciones de AGs (0.001, 0.01y 0.1 mg L?) en
embriones de la linea LEL PUE-6 en etapa cotiledonar. Trascurridas las cuatro
semanas de cultivo se observé que la longitud de los embriones incrementd, pero
el aumento no fue significativamente diferente entre los tratamientos. Tampoco
hubo diferencias estadisticas en las variables: longitud de raiz y cotiledones. Las
medias mas altas de longitud de raiz (7.6 mm) y del porcentaje de embriones con
raiz =5 mm (32.2), se encontrd en el tratamiento testigo sin AGs.

Respecto al porcentaje de embriones con embriogénesis secundaria los
tratamientos AGs 0.01 y 0.1 registraron el valor mas alto (51 %). Es notable que
aungque no se encontraron diferencias significativas, para la supervivencia de los
embriones, los resultados indican que a mayor concentracion de AGs, ésta
disminuye ya que el porcentaje mas alto se encontré en el testigo sin AGs (Cuadro
11) (Figura 27y 28). Ademds, la mayoria de los embriones tratados con AGs se
necrosaron y tendieron a curvarse en lugar de tener un crecimiento recto,
perdiendo por completo su forma y sin desarrollo del brote apical (Figura 28). Se
encuentra también un problema notable en el desarrollo del apice de los
embriones ya que en la mayoria de estos se observa aplanado en lugar de

concavo con cotiledones ondulados o poco desarrollados.
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d)

Figura 27. Embriones somaticos tratados con AGs (0.001 mg L?) de la linea LEL PUE-6.
a) y b) embriones sin la aplicacion del regulador (Testigo), c) y d) embriones con AGs
(0.001 mg L?).
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c) d)

Figura 28. Embriones somaticos tratados con AGs (0.01y 0.1 mg L?) de la linea LEL PUE-
6. a) y b) embriones con AG; (0.01 mg L?) c) y d) embriones con AG3 (0.1 mg L?).
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Cuadro 11. Efecto del AGs en la germinacion de embriones somaticos de la LEL PUE-6. Datos tomados a los 30 dias de cultivo.

Longitud (mm)

Porcentajes

Tratamiento Embriones con Embriones con Embriones  Supervivencia
(mg L?) Embrién  Cotiledones Raiz raiz2 5 mm secundaria con callo

Testigo O 14.7+1.9 a 5.3t0.8 a 7.6x0.8 a 32.2+121 a 32.9+3.6 a 32.3t13.2 a 70.1+6.6 a
0.001 AGs 17.4+1.8 a 4.0£0.7 a 5.3x0.3 a 12.7£12.7 a 29.1+109 a 32.0x12.1a 48.5+15.0 a
0.01 AGs 15.8+2.8 a 2.7£0.2 a 5.0£2 a 6.616.6 a 51.6£13.7 a 13.3t7.7 a 329t12.1a
0.1 AGs 15.8+2.0a 6.0£2.0 a 24+1.2 a 6.616.6 a 51.3t7.0a 6.61£6.6 a 329136 a
F-Valor 0.4 1.6 4.29 15 15 1.6 3.0

Pr>F 0.7856 0.2260 0.0310 0.2742 0.2549 0.2366 0.0747

Medias con letras distintas entre columnas son significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05). Los datos expresados fueron
previamente transformados para su analisis estadistico mediante la funcién arcosenX'2. Las medias de los valores porcentuales

pertenecen a las de sus valores transformados.
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Estos resultados se pudieran atribuir al tiempo que estuvieron expuestos los
embriones al regulador (30 dias), pudiendo necesitar solo un pulso, o pudiera no
ser la etapa adecuada de aplicacion del regulador. Ya que como se ha
mencionado el tipo de regulador y la etapa de aplicacion estdn altamente
relacionados con los resultados obtenidos en el desarrollo de los embriones
somaticos. Respecto a esta atribucion Hernandez et al. (1999) demuestran la
influencia del genotipo en la respuesta a las sustancias reguladoras del
crecimiento, al probar el efecto de dos brasinoesteroides (1 mg L™) BB-16 y BB-6
sobre el crecimiento y apariencia de callo y plantas de papa (Solanum tuberosum,
L.) aplicados a microesquejes, encontrando ademd&s una accion positiva del
regulador sobre el crecimiento de las plantas. Nufiez et al. (2004) encuentran
también un efecto positivo de los BRs al aumentar la induccién de callos y brotes a
partir de cotiledones de lechuga (Lactuca sativa L.) cuando se afiadieron dos tipos

de BR BB-6 y MH-5 (0.001 y 0.01 mg L™1) en combinacién con 0.1 mg L™* de 6-BA.

De igual manera Palhares et al. (2004) aplicaron un tipo de BR (MH5) en
plantas de eucalipto (E. grandis Hill ex Maiden x E. urophylla) en concentraciones
de 0.01 y 0.10 mg L™ el cual ayudo a incrementar la elongacién de las plantas asi
como el nimero de hojas, estando bajo un sistema de multiplicacion en inmersién
temporal. Pullman et al. (2003) aplicaron dosis de BR que fueron de 0.005-0.25
MM en embriones cigodticos de Pinus taeda L. que promovieron la formacion de
tejido embriogénico. Al contrario de estos resultados Aydin et al. (2006) aplicaron
tratamientos con BR (0.1, 0.5, 1.0 uyM) a callo embriogénico para inducir la

regeneracion de embriones somaticos encontrando que el regulador no favorecio
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la multiplicacion de los embriones en comparacion con el control sin el regulador,
aun asi la concentracion 0.5 yM mostro mayor numero de embriones en etapa
cotiledonar, donde posterior a esto trasfieren los embriones somaticos a un medio
MS con GAs obteniendo una frecuencia de germinacion de 30 %. Comparando
estos resultados en linaloe se aplico el regulador a los embriones somaticos
estando ya en etapa cotiledonar obteniéndose un aumento en la elongacién del

embridn y en el sistema radicular.

En un experimento realizado por Canhoto et al. (1999) utilizando como
explantes embriones somaticos de Myrtus communis L. en etapa cotiledonar,
ampliaron el porcentaje de germinacion cuando el medio de cultivo fue adicionado
con 0.29, 0.58 y 1.44 mM de GAs, ademas de indicar que cuando este regulador
es combinado en 6-BA los embriones produjeron brotes adventicios. Aunque en
linaloe el GAs no contribuyo a la formacién del brote apical si aumento la
elongacion del embrién y el desarrollo de raiz. Dichos autores también mencionan
gue el desarrollo de los embriones se da mediante una forma asincrénica como ya
se ha mencionado que sucede en linaloe y en la mayoria de los sistemas
embriogénicos. Montero-Cortes et al. (2010) sefialan de igual manera que en
Cocos nucifera L. aumenta el porcentaje de embriones soméaticos germinados de
13 % a 20 % a los 60 dias, cuando se adiciona el medio de cultivo con 0.5 pM

AGs.
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En Swietenia macrophylla se estudio el efecto de 6-BAP (0.2, 0.4 y 0.6 mg
LY) y AGs (1.0 y 2.0 mg L) en la germinaciéon embriones somaéticos en etapa
cotiledonar obteniendo el mayor numero de embriones somaticos con germinacion
total (brote y raiz) en el medio de cultivo sin reguladores, donde destacan que en
los tratamientos donde se le agregd al medio de cultivo AGs los embriones
somaticos solamente emitieron brotes (Collado et al., 2005). Caso contrario ocurrio
con linaloe donde los embriones solo emitieron raiz ademas que los resultados

indican que a mayor concentracion de AGs la supervivencia disminuye.

5.4 Aclimatacion de plantulas provenientes de embriones somaticos de

linaloe en invernadero

Durante los 30 dias que las plantulas permanecieron en una caja de
plastico trasparente dentro del cuarto de incubacion, se obtuvo el 83.3 % de
supervivencia en ambos tratamientos, de éstas el 86.7 % tuvieron brotacion
nueva, obteniendose el 56.7 % en el sustrato con tezontle, corteza de pino y peat
moss (30:30:40, viviv ) (sustrato 2) y 26.7 % en el sustrato con aserrin
compostado y perlita (60:40, v/v) (sustrato 1) y con un incremento de altura

significativamente mayor (p < 0.0002) para el sustrato 2.

En esta etapa, las plantas regeneradas por embriogénesis desarrollan hojas
con tres foliolos y las plantas adultas que crecen en el campo, desarrollan hojas
conformadas por 3 y hasta 7 foliolos (Rzedowski et al., 2005). Una vez conseguida

la adaptacién, se observo la brotacién de nuevas hojas compuestas por 5 foliolos y
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esto ocurrié un mes después de haber sido trasplantadas al sustrato. El porcentaje
de supervivencia después de cinco meses de establecer las plantas a condiciones
de invernadero fue del 66.7 %. Del total de plantas vivas el 33.3 % registro la
brotacion de hojas compuestas por 5 foliolos y el 16.7 % present6 la formacion de

ramas nuevas (Figura 29).

Figura 29. Hojas de plantas de linaloe provenientes de embriones somaticos después de
cinco meses en condiciones de invernadero.

Después de cuatro meses del trasplante de las plantas a suelo la brotacion

sufrid paro de crecimiento, empezando a perder su follaje a finales del mes de

104



septiembre (Cuadro 12). Este comportamiento se atribuyé al comportamiento

natural de la especie ya que es una especie caducifolia.

De la muestra destructiva que se tomoé al final de la evaluacion, se encontré
que el sustrato tuvo efectos significativos en el nimero de hojas y el area foliar y
los valores fueron superiores en el sustrato 2. Respecto a la altura y diametro del
tallo, no se encontraron diferencias significativas, pero cabe mencionar que los
valores mas altos se encuentran en el mismo sustrato. Las plantas con mayor area

foliar fueron también las que acumularon mas materia seca (Cuadro 13).

En cuanto al desarrollo del sistema radical, después de cinco meses se
observé que hubo mas de una raiz primaria en la mayoria de las plantas. También
se observaron algunas raices que crecieron en espiral en donde principia la raiz,
ademas del crecimiento de algunas raices adventicias. Las plantas establecidas
en el sustrato 2 desarrollaron mayor niumero de raices con mayor longitud que las
establecidas en el sustrato 1, a pesar de que los resultados estadisticos no

muestren diferencia significativa (Cuadro 14 y Figura 30).
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Cuadro 12. Efecto del tipo de sustrato en el incremento de altura en plantas provenientes de embriones somaticos de

linaloe después de seis meses en aclimatacion.

Incrementos de altura (cm)

Sustrato 1 2 3 4 5 6
Junio Julio Agosto Septiembre Octubre Noviembre

Aserrin compostado +

agrolita 0.3+t0.1b 0.2+0.1a 0+0 b 0+0 a 0+0 b 0+0

Tezontle +corteza de pino +

peat moss 1.4+0.3a 0.3t0.1a 0.4+0.1 a 0.1+0.1 a 0.3+0.1 a 00

F-valor 18.2 1.1 5.7 1.8 4.6

Pr>F 0.0002 0.312 0.0262 0.1974 0.0438

Medias con letras distintas entre columnas son significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05).
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Cuadro 13. Efecto de dos tipos de sustrato en el desarrollo de plantas de linaloe provenientes de embriones

somaticos después de seis meses de aclimatacion.

Materia seca acumulada (g)

Altura Altura Diametro Numero  Area foliar
Sustrato inicial final (mm) de hojas

(cm) (cm) Raiz Parte aérea Total
Aserrin 3.1+0.4a 4.2+0.8a 0.4+0.03a 1.6x0.7Db 0.09+0.04 0.07+0.03a 0.17x0.07
compostado + a a
agrolita
Tezontle + 29+04a 56+l.1a 0.5+0.06a 6.8t1.9a 55.0+181a 0.15+0.04 0.26£0.07a 0.41+0.1a
corteza de pino a
+ peat moss
F-valor 0.05 1.3 0.5 6.1 0.8 4.7 2.8
Pr>F 0.8244 0.2818 0.4882 0.0325 0.3907 0.0554 0.1228

Medias con letras distintas entre columnas son significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05).
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Cuadro 14. Efecto del tipo de sustrato en el desarrollo de la raiz en plantas provenientes de embriones somaticos de
linaloe a los seis meses fuera de la condicion in vitro.

NuUmero de raices Longitud de raiz (cm)

Sustrato Primarias Secundarias  Terciarias Primarias Secundarias Peso (g)
Aserrin
compostado +
agrolita

1.8+0.3 a 3.8+0.5a 9.2+20a 6.2+1.6 a 3.0+0.6 a 0.5+0.2 a
Tezontle +
corteza de pino +
peat moss 2.8+0.8 a 5.7+2.3 a 19.0t7.8 a 8.5+0.9 a 4.4+0.8 a 0.7+0.2 a
F-valor 1.4 0.5 1.2 1.6 1.8 0.6
Pr>F 0.2666 0.4938 0.3172 0.2408 0.2138 0.4478

Medias con letras distintas entre columnas son significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05).
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b)

Figura 30. Sistema radical de las plantas de linaloe provenientes de embriones somaticos

después de 5 meses en invernadero. a) Plantas establecidas en la mezcla de tezontle,
corteza de pino y peat moss (30:30:40, v/v/v) y b) plantas establecidas en el sustrato de
aserrin compostado y agrolita (60:40, v/v).
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Figura 31. Planta proveniente de semilla de un afio de edad.

Se puede considerar que las plantas regeneradas a partir de embriones
somaticos de linaloe fueron capaces de adaptarse a las condiciones de
invernadero y crecer normalmente. Estas plantas somaticas se compararon
morfolégicamente con una planta proveniente de semilla (Figura 31) y no se

distinguen diferencias en su estructura y crecimiento.

Debido a que las plantulas que han crecido in vitro han sido expuestas
continuamente a un microambiente Unico que ha sido seleccionado para
proporcionar un minimo de estrés y las condiciones éptimas para su desarrollo,
éstas se convierten de cierta manera en individuos heterétrofos (PospiSilova et al.,
1999; Hazarika, 2006). Después de la transferencia ex vitro, estas plantulas
facilmente podrian verse afectadas por cambios bruscos en las condiciones

ambientales y por lo tanto necesitan de un periodo de aclimatacién (Kumar y Rao,
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2012). Vega y Prehn (2005) recomiendan que se deben realizar investigaciones
adicionales para la aclimatacion de plantas obtenidas por micropropagacion in

vitro.

Para incrementar la supervivencia de las plantulas en la fase de
aclimatacion, el ambiente (luz, humedad relativa, temperatura, etc.) debe ser
manipulado de forma tal, que al comienzo de la aclimatacion se deben simular las

condiciones en las que se cultivaron las plantas in vitro (Rodriguez et al., 2000).

Santana et al. (1996) indicaron que en la aclimatacion de plantas
provenientes de embriones somaticos de café (Coffea arabica L.) fue
indispensable una cubierta o camara humeda en el invernadero, la cual ayudo a
su buen desarrollo ya que a los seis meses se observé que tanto la altura como la
emision de las hojas en las plantas, alcanzaron valores promedios de 28.28 cm y
10.83 pares de hojas respectivamente. En plantas de cocotero (Cocos nucifera)
provenientes de embriones soméaticos también se utiliz6 una cubierta durante 60
dias en el invernadero, en este caso fueron cubiertas con una bolsa transparente
de polietileno ademas de utilizar un nebulizador, con lo que se logré un 90 % de
supervivencia después de un afio en invernadero de un lote de 30 plantas
(Azpeitia et al.,, 2003). En otro caso en plantulas provenientes de semillas
germinadas in vitro y estructuras somaticas parecidas a los protocormos de
orquidea (Laelia eyermaniana Rchb. f.) que fueron trasplantadas a un sustrato de
fibora de palma sayote, para su aclimatacion colocadas en charolas con domo
transparente que se fue retirando paulatinamente se obtuvo 46.9 % de

supervivencia (Nava et al., 2011). En linaloe el utilizar durante los primeros 30 dias

111



de aclimatacion la caja de plastico con cubierta y la permanencia de las plantas
dentro del cuarto de incubacion con la misma temperatura e intensidad de luz,
ayudo a disminuir el estrés causado al ser retiradas de la condicion in vitro

mejorando dicho proceso.

Lee et al. (2010) lograron un 95 % de supervivencia en la aclimatacion de
plantulas provenientes de embriones somaticos de Laelia anceps ssp. Dawsonii
que fueron transferidas en un sustrato compuesto por una mezcla de peat moss y
piedra volcanica 1:1 (v/v) determinando el final del periodo con la aparicion de una
nueva hoja a los 30 dias. Cabe mencionar que en linaloe también se desarrollaron
nuevas hojas en el mismo periodo sin embargo se consideré evaluar la

supervivencia por un periodo mas prolongado.

En plantulas regeneradas de embriones sométicos de Sorbus
pohuashanensi el porcentaje de supervivencia fue evaluado a los dos meses
obteniendo un 74 %, donde se utilizO una cubierta de plastico que se fue
levantando gradualmente hasta el dia 30 del trasplante (Yang et al., 2012). Por
otra parte, Robichaud et al. (2004) indican que en embriones somaticos de
castafio (Castanea dentata) obtuvieron un 8.78 % de germinacion del cual seis
plantulas sobrevivieron el trasplante a tierra y siguieron su crecimiento en
invernadero. En otros casos (no en embriogénesis somatica) se ha utilizado
humus de lombriz roja californiana (Eisenia foetida) como componente del sustrato
en la aclimatacion en invernadero de plantas micropropagadas de cafia de azucar
(Saccharum spp.), favoreciendo la longitud de raiz y namero final de plantas (Diaz

et al., 2004).
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En la aclimatacién de plantas in vitro de papa (Solanum tuberosum L.)
procedentes de la fase de enraizamiento se utilizaron sustratos basados en
formulaciones de compost y casting solos o combinados con 15% de zeolita, que
incrementaron la calidad fisiologica de las plantas in vitro para ser plantadas en el
campo (Jiménez et al., 2001). Martinez-Ruiz et al. (2005) alcanzaron una
supervivencia de 85y 75 % a los dos meses de la aclimatacion de plantulas de 3 a
4 cm de altura obtenidas mediante micropropagacion de dos especies de eucalipto
(Eucalyptus urophylla y Eucalyptus grandis) en un sustrato con suelo arcillo
arenoso y 10 % de agrolita, alcanzando una altura de 20 a 30 cm. Mientras que en
este estudio de linaloe de 2.7£0.2 cm de altura alcanzaron 26.1 cm en la mezcla
tezontle, corteza de pino y peat moss (30:30:40, v/viv) y 17 cm en la mezcla de

aserrin compostado y agrolita (60:40, v/v) a los 12 meses.

Lavanya et al. (2008) mencionan que la supervivencia ex vitro de las
plantas cultivadas in vitro dependera de su capacidad de soportar la pérdida de
agua y llevar a cabo la fotosintesis, que se vera reforzada en la aclimatacion
progresiva. La luz es uno de los factores que se deben manejar con cuidado en los
primeros momentos de permanencia de las plantulas en las condiciones ex vitro
ya que no deben ser sometidas a altas intensidades de iluminacion (Rodriguez et
al., 2000). Por dicho motivo cuando se realizé el trasplante de las plantas de
linaloe a sustrato se mantuvieron las mismas condiciones de luz y temperatura por

30 dias antes de pasarlas al invernadero.

Barry-Etienne et al. (2002) indican que las raices de plantulas de embriones

somaticos de café (Coffea arabica L.), cuando se encuentran en condiciones in

113



vitro son gruesas, carentes de pelos radicales y no tan ramificadas, pero después
del trasplante a sustrato, las plantulas desarrollan un sistema radicular similar a las
de plantulas germinadas en condiciones ex vitro. Este mismo patrén de desarrollo
radical se presenta en linaloe observado mediante una evaluacion visual al
comparar una plantula somatica con una proveniente de semilla no encontrandose

diferencias entre ellas.

Hazarika (2006) indican que se han observado cambios en la anatomia de
las hojas durante la aclimatacion; los fenotipos de las hojas nuevas formadas ex
vitro varian con la especie, los entornos de trasplante y la edad del trasplante. La
mayoria de las especies de Bursera tienen hojas con pares de foliolos ovalados y
el margen suele ser entero o aserrado y las de linaloe estan conformadas por 3 0
hasta 7 foliolos (Andrés-Herndndez et al.,, 2012; Rzedowski et al., 2005). Sin
embargo, las plantas cultivadas in vitro desarrollaron solo hojas de tres foliolos
pero al llevarlas a invernadero su adaptacion permitio la brotacion de hojas nuevas
compuestas por 5 foliolos a un mes y después de cinco meses se observo el
crecimiento de hojas compuestas por 7 foliolos. Al respecto Barry-Etienne et al.
(2002) mencionan que el crecimiento de plantulas se limita por el volumen del

recipiente de cultivo bajo condiciones in vitro.

5.4.1 Comportamiento e identificacion de estomas

Los estomas son aperturas especializadas de la epidermis foliar que
participan en el intercambio gaseoso entre la atmosfera y los espacios aéreos

internos, su principal funcion es permitir la entrada de la cantidad suficiente de
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CO2 para optimizar la fotosintesis y preservar la mayor cantidad posible de agua
(Willmer y Fricker, 1996). En plantas cultivadas in vitro el funcionamiento de los
estomas se ve afectado debido al exceso de humedad en el que se encuentran
provocando una excesiva pérdida de agua cuando salen de esta condicion
(Hazarika, 2006). Sallanon et al., (1993) observdé que los estomas de hojas
desarrolladas in vitro estdn completamente desarrollados y poseen una
ultraestructura adecuada para su funcionamiento, explicando que la falta de
funcionalidad de éstos se atribuia a las condiciones hidricas de desarrollo y de
adaptacion. En plantulas somaticas de café (Coffea arabica L.) los estomas en las
hojas de plantulas regeneradas en sustrato tenian la misma forma eliptica y el
mismo tamafio que los de hojas de la plantulas de semilla sin embargo, los
estomas de hojas de plantulas que alun se encuentran in vitro eran mas grandes,

redondos y elevados (Barry-Etienne et al., 2002).

Se ha observado que un pretratamiento de endurecimiento gradual de las
plantulas con reduccién de la humedad y el incremento en la irradiancia in vitro
son necesarios para su supervivencia en la transicion del cultivo in vitro al
invernadero (Capellades et al.,, 1990). En plantas de tomate (Physalis ixocarpa
Brot.) propagadas in vitro la apertura gradual de la cubierta plastica del sistema de
aclimatacién permitié la disminucién paulatina del potencial hidrico, lo cual influyd
en el incremento de la densidad estomatica (Bazaldua-Mufioz et al., 2008). En el
caso de plantulas de linaloe en los estomas se observo una diferencia en cuanto a
la densidad estomatica al comparar tres tipos de hojas 1 (hojas de tres foliolos de

plantulas in vitro provenientes de embriones somaticos, 2 (hojas de tres foliolos de
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plantulas provenientes de embriones somaticos adaptadas seis meses en
invernadero y 3 (hojas de tres foliolos de planta proveniente de estaca mantenida
en invernadero utilizada como planta modelo. Donde la diferencia se encuentra en
las hojas de plantas somaticas con menor densidad en comparacion con la hoja
de la planta modelo (Figura 32). No encontrandose diferencia entre las hojas de la
planta que aun se encuentra in vitro y las hojas de la planta con seis meses en
invernadero. Sin embargo cabe mencionar que a pesar de no encontrarse
diferencia en estos dos tipos de hojas, las plantas somaticas en invernadero
comenzaron a desarrollar hojas compuestas por 5y 7 foliolos, cosa que no sucede
cuando la planta permanece en la condicion in vitro. Y que a mas de un afio de
seguir en invernadero las plantas siguen en crecimiento y muestran un aspecto

vigoroso y saludable (Figura 34).

Con relaciéon al tipo de estomas presentes en Bursera linanoe no existen
reportes, sin embargo Castro y Torrecilla (2013) describieron la micromorfologia
de la epidermis de seis especies de Bursera, encontrando que las hojas son
hipostomaticas las células de la epidermis tienen paredes anticlinales rectas y
estomas anomociticos, es decir sin células anexas, en la Figura 32, se puede
observar que linaloe también presenta este tipo de estomas con tricomas tectores
y glandulares (Figura 33). Los pelos tectores son unicelulares y los tricomas

glandulares presentan un pie corto y una cabeza globosa multicelular.

116



Figura 32. Estomas de Bursera linanoe. a) y b) Estomas en hoja de tres foliolos de planta
proveniente de estaca mantenida en invernadero utilizada como planta modelo. c¢) y d)
Estomas en hoja de tres foliolos de plantula provenientes de embriones somaticos
adaptada durante seis meses en invernadero. e) y f) Estomas en hoja de tres foliolos de
plantula in vitro provenientes de embriones somaticos.
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Figura 33. Tipo de tricomas de Bursera linanoe. a) pelos tectores
unicelulares. b) Tricoma glandular multicelular.
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Figura 34. Planta de linaloe proveniente de embriobn somético después de 18 meses en
invernadero.
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6. CONCLUSIONES
Se encontré6 que existe una influencia positiva del carbén activo en la
apariencia, calidad del material vegetal y mayor tasa de multiplicacion en
los medios adicionados con este compuesto.
Se encontré que existe una diferencia entre genotipos en el crecimiento y
desarrollo de los embriones sométicos, encontrdndose que las lineas
embriogénicas LEL 61-4 y LEL PUE-6 tienen una mayor tasa de
multiplicacion, asi como mejor apariencia a diferencia de la LEL B-3 que
ademas presenta frecuentemente necrosis.
La linea embriogénica LEL B-3 mantuvo niveles altos de etileno durante
mayor tiempo y presenté mayor sensibilidad al gas, alcanzando con mayor
rapidez la senescencia del material vegetal.
La maltosa al 4 % fue el mejor tratamiento para la maduracion de los
embriones, ademas que presentd menor porcentaje de embriogénesis
secundaria en comparacién con sacarosa. Lo que indica que la maltosa
ejerce mayor potencial osmoético en el medio que hace que disminuya
considerablemente el problema de embriogénesis secundaria.
Los niveles evaluados de ABA y PEG no favorecieron la maduracion del
embribn somatico en la linea LEL 61-4. Pero los porcentajes de
embriogénesis secundaria que presentd el ABA, revelaron que puede ser
un regulador a probar en la multiplicacion y mantenimiento de los

embriones somaticos.
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La menor concentracion de BR favorecié al desarrollo de raiz en los
embriones, pero no contribuyéo a la formacion del brote apical. Este
regulador produjo una disminucion de los porcentajes de embriogénesis
secundaria y formacion de callo.

El aumento en las fuentes de carbono en combinacion con BR, no
contribuyeron al desarrollo de los embriones somaticos ya que los
porcentajes de supervivencia fueron bajos.

En AGs, no favorecio al desarrollo de los embriones somaticos, ya que la
mayoria de estos se necrosaron y tendieron a curvarse, presentando un
porcentaje de supervivencia bajos.

Se observé una menor densidad estomatica en hojas de plantas
provenientes de cultivo in vitro en comparacion con las de la planta adulta
proveniente de estaca.

Se encontrd que linaloe presenta estomas anomociticos y tricomas tectores
y glandulares. Los pelos tectores son unicelulares y los tricomas
glandulares presentan un pie corto y una cabeza globosa multicelular.

El mejor sustrato para la aclimatacion de plantas de linaloe de in vitro a ex
vitro fue el tezontle + corteza de pino + peat moss 30-30-40 (v/v/v).

Las plantas regeneradas a partir de embriones somaticos de linaloe se
adaptaron a las condiciones de invernadero y crecieron de forma normal
igual que las plantas provenientes de semilla, sin distincién en estructura y
crecimiento. A mas de un afio de permanecer en invernadero las plantas

siguen en crecimiento y muestran un aspecto vigoroso y saludable.
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