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in vitro y su relacion con la posicion del cono en el arbol
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SUMMARY

The micropropagation of zygotic material collected from adult trees constitutes an important alternative in massive propagation
of select phenotypes, appropriate for cloning programs implemented by forest companies. Using this technique, embryonic axes
extracted from lignified cones located at different heights in the trees (basal, medial and apical zones) where in vitro introduced,
with the objective of analyzing the possible relation between the physiological state of the forming tissue and the response obtained
in the micropropagation of mature Pinus radiata embryos. Embryos obtained from cones located in the basal zone of the donor
tree, demonstrated the best results in regards to germination (95%), survival (100%), microshoot proliferation (1.7 buds/microstems)
and microshoot elongation (25 mm), which allowed to establish a relation between the development states of the explants and their
response in artificial in vitro conditions, supplying background information for the implementation of a classification criteria of
the collected material to be used in tissue cultures, due to the variable responses obtained according to the origin of the embryos
from donor trees.
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RESUMEN

La micropropagacién de material embrionario colectado de drboles adultos constituye una alternativa importante en la propagacién
masiva de fenotipos selectos, adecuados para los programas de clonacién implementados por las empresas forestales. Utilizando esta
técnica, ejes embrionarios maduros extraidos desde conos lignificados ubicados a diferentes alturas en el arbol (zonas basal, media
y apical) fueron introducidos in vitro con el objeto de analizar la posible relacién entre el estado fisiolégico del tejido formador y
la respuesta obtenida en la micropropagacién de embriones maduros de Pinus radiata. Embriones obtenidos desde conos ubicados
en la zona basal del drbol donador mostraron los mejores resultados en germinacién (95%), supervivencia (100%), proliferacion
de microtallos (1,7 yemas/microtallos) y longitud de microtallos (25 mm). Ello permitié establecer una relacién entre el estado de
desarrollo del explanto y su respuesta en condiciones artificiales de cultivo in vitro, entregando antecedentes para la implementacion
de criterios de clasificacién del material colectado para ser utilizado en cultivo de tejidos debido a la respuesta variable segin el
origen de los embriones desde el arbol donador.

Palabras clave: Pinus radiata, embriones zigéticos, revigorizacion, edad fisiologica.

INTRODUCCION

En arboles, el término madurez se refiere a los pro-
cesos asociados a la edad y que influyen en los cambios
en el desarrollo del individuo, afectando negativamente
su capacidad regenerativa via asexual (Fraga et al. 2002,
Borja et al. 2004). En general, se habla de tres procesos
que explican la madurez en plantas lefiosas: envejecimiento
cronolégico, referido a cambios expresados en funcién
del tiempo; envejecimiento ontogénico, relacionado a la
transicion gradual e irreversible regulada bajo control ge-
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nético, siendo la floracién un marcador morfolégico que
indica el paso desde un estado juvenil hacia adultez; y
envejecimiento fisiolégico, asociado a la pérdida de vigor
causada por cambios hormonales y condiciones nutricionales
y ambientales que se relacionan al incremento del tamafio
y complejidad del drbol (Pierik 1990, Russell et al. 1990,
Gutiérrez 1995, Pacheco 1995, Andres et al. 2002).

El concepto de madurez tiene relevancia en cualquier
programa de mejoramiento genético, tanto en el esquema
de reproduccion sexual, al determinar el momento para
produccion de semilla y polen para cruzamientos controla-
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dos, como también en la etapa de propagacion vegetativa,
en que los procesos de envejecimiento dificultan el enrai-
zamiento del material seleccionado para la continuidad
del ciclo, hecho que ha sido demostrado para coniferas
de alta importancia econdmica tales como Pinus radiata
D. Don, Pinus taeda L., Pseudotsuga menziesii (Mirb.)
Franco, Picea abies L. Karst, entre otras (Gutiérrez 1995,
Von Aderkas y Bonga 2000, Prehn et al. 2003).

La propagacién asexual mantiene los caracteres ma-
ternos en la descendencia, aspecto de gran utilidad en el
ciclo de mejoramiento y en la planificacion silvicultural,
al obtener material valioso para aumentar el rendimiento
de las masas boscosas, logrando la captura de la ganancia
genética aditiva y no aditiva (Mufioz 1997). Actualmente
la organogénesis y especialmente la embriogénesis soma-
tica constituyen los métodos de propagacién de mayor
productividad y potencialidad para ser aplicados como
herramientas biotecnoldgicas, permitiendo integrar la
transformacién genética al cultivo forestal (Prehn et al.
2003, Schestibratov et al. 2003).

No obstante, la introduccién de material in vitro ha
sido restringida por el efecto de la edad de la planta
donadora (Franclet et al. 1987, Hartmann y Kester 1987,
Von Aderkas y Bonga 2000), surgiendo la necesidad de
conocer en mayor detalle los factores que determinan la
calidad 6ptima del explanto seleccionado para iniciar un
proceso de cultivo in vitro y su asociacidon con la madurez
del mismo. Asi, el objetivo del estudio es establecer una
relacion entre la fuente de extraccion del explanto, esto es,
su ubicacién dentro del drbol donador, y la respuesta del
material embrionario en condiciones de cultivo in vitro,
evaluando la condicién fisiolégica asociada.

METODOS

Material vegetal. El material vegetal fue extraido de
un rodal de P. radiata de 15 afios ubicado en la estacién
experimental La Cantera y El Guindo, propiedad de la
Universidad de Concepcién (36°46° Sy 73° 03’ O), Region
del Biobio, Chile. Dicho material fue recolectado a fines
de invierno del afio 2004, seleccionando aleatoriamente
cinco drboles, desde donde se extrajeron conos maduros
a distintas alturas. La altura total del arbol fue dividida
en tres zonas: basal (0-4 m), media (4,1-12 m) y apical
(12,1-18 m). Se extrajeron cinco conos de cada zona,
completamente lignificados, de aspecto sano y color café
oscuro. La morfologia de los conos fue idéntica para las
tres zonas muestreadas. Los conos colectados fueron disec-
tados con una sierra de calar y las semillas se extrajeron
en forma manual, seleccionando aquellas con un calibre
promedio de 7 mm, textura lisa y color negro.

Introduccion in vitro. Se realizé una asepsia superficial de
las semillas en cdmara de flujo laminar utilizando etanol
al 70% durante cinco minutos en agitacién, con tres la-
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vados en agua destilada estéril por cinco minutos, segin
lo descrito por Aitken et al. (1981) y Pacheco (1995).
Posteriormente, las semillas fueron sumergidas en una solu-
cién de hipoclorito de sodio al 50% v/v, durante 20 minutos
en agitacion, seguido de tres enjuagues en agua destilada
estéril por 5, 10 y 15 minutos, respectivamente. Bajo lupa,
se escindio la cubierta seminal, se eliminé el endosperma
y se introdujo el embrién maduro en tubos de ensayo que
contenian 15 mL de medio de cultivo sélido. El medio de
cultivo utilizado correspondié a QL formulado por Quorin
y Lepoivre (1977), con reduccién de los macronutrientes a
Y4, y adicidén de reguladores del crecimiento (4,4 uM BAP
y 0,5 uM AIB). El medio de cultivo fue suplementado con
30 g L'! de sacarosa 'y 7 g L' de agar. El pH fue ajustado
a 5,8 previa inclusién del agar y esterilizado en autoclave
a 120° C y 1 atm de presiéon durante 20 minutos. Luego
de la siembra, los embriones se mantuvieron en oscuridad
durante siete dias a una temperatura ambiente de 25+ 1° C
y humedad relativa del 60% y posteriormente fueron tras-
ladados a cdmara de crecimiento con ambiente controlado
a 25 = 1° C de temperatura ambiente, humedad relativa
del 60% y un fotoperiodo de 16 h, con una intensidad
luminica de 40 ymol m2s-!,

Andlisis estadistico. A los datos obtenidos se aplicé un
andlisis de varianza (ANDEVA) para muestras no balancea-
das, evaluando como variables dependientes la germinacién
(%), supervivencia (%), niimero de yemas laterales y altura
de microtallos (mm). Las diferencias significativas fueron
determinadas utilizando la prueba de comparacién de medias
de Tukey, con un nivel de significancia del 5%.

RESULTADOS

Luego de 45 y 60 dias de cultivo los embriones obtenidos
desde las zonas media y basal del drbol lograron elevadas
tasas de germinacién y supervivencia, respectivamente,
superiores al 80%. En cambio, embriones obtenidos desde
la zona apical presentaron menores tasas de germinacion,
que se corresponden con la observacién de un retraso
en el crecimiento y elongacién de los ejes embrionales,
sin cambios en aspectos morfoldgicos de forma, color o
textura. Sin embargo, estos no supervivieron luego de 60
dias de cultivo (cuadro 1).

En efecto, ejes embrionarios extraidos desde la zona
apical no mostraron crecimiento a los 15 dias de cultivo,
presentando sélo un leve aumento de tamaifio, aspecto
distintivo en las etapas tempranas de germinacién de
embriones zigéticos, lo que segtin Yeung et al. (1998)
se asocia al incremento en los niveles de almidén en las
zonas polares del embrién (figura 1A). Sin embargo, en
ejes embrionarios procedentes de las zonas media y basal
(figuras 1B y 1C, respectivamente) mostraron una evidente
elongacién y desarrollo de epicotilo.
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Cuadro 1. Germinacién de embriones zigéticos maduros de
Pinus radiata después de 45 dias y supervivencia de embrio-
nes germinados a los 60 difas de cultivo in vitro en medio QL
(letras iguales indican que no existe diferencia significativa,
P > 0,05).

Germination of mature zygotic embryos of Pinus radiata
after 45 days and survival of germinated embryos at 60 days of in vitro

culture in QL medium (same letters indicate that there is no significant
difference, P > 0.05).

N° embriones

Zona del . Germinacién Supervivencia

B iniciales en

arbol . (%) (%)
cultivo

Apical 90 5+12a 0+0a

Media 86 85 +36,6b 80 +392b

Basal 80 95 £2240b 100+£0Db

Figura 1. Secuencia de establecimiento de ejes embrionarios
maduros de Pinus radiata: A) embrién de zona apical del drbol,
B) embrién de zona media del arbol y C) embrién de zona basal
del arbol, a los 15 dias de cultivo in vitro. Barra: 1 cm.

Microplantlet establishment sequence from mature embryos
in Pinus radiata: A) apical zone embryo, B) medial zone embryo and
C) embryo from the basal zone of the tree, at day 15 of in vitro culture.
Bar: 1 cm.

Una vez iniciada la fase de multiplicacién, el nimero
de yemas laterales (figura 2A) y la elongacién de micro-
tallos (figura 2B) fueron mayores en el material vegetal
obtenido desde ejes embrionarios procedentes de la zona
basal. Fue en estos microtallos donde se obtuvo la mayor
formacién de nuevos brotes, asocidndose a un mayor vigor
respecto de los microtallos originados de ejes embrionarios
procedentes de la zona media del arbol, lo que en la fase
de elongacidn caulinar se traduce en aciculas de tono verde
oscuro, de apariencia mas gruesa y compacta en la base
de los microtallos originados.

En la etapa de elongacién se cuantificé la generacién
de callo organogénico de apariencia compacta, color café
oscuro y tamafio uniforme en la base de los microtallos,
observandose que en aquellos microtallos originados a
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Figura 2. Nimero de yemas laterales (A) y altura de microtallos
(B) después de 60 dias en microtallos provenientes de embriones
maduros extraidos desde las zonas media y basal en drboles de
Pinus radiata (n = 86 embriones y 80 embriones respectivamente
en etapa de introduccidn, letras iguales indican que no existe
diferencia significativa, P > 0,05).

Number of lateral buds (A) and microshoots height (B)
after 60 days, in microshoots of mature embryos extracted from the
medial and basal zones of Pinus radiata trees (n = 86 and 80 embryos
respectively in the introduction phase, equal letters indicate that there
is no significant difference, P > 0.05).

partir de ejes embrionarios procedentes de la zona media
del arbol, la callogénesis fue superior (45%) a la observada
en microtallos originados de ejes embrionarios provenientes
de la zona basal del arbol (5%). Adicionalmente, se observé
que un 15% de estos microtallos manifestaron formacion
de raices adventicias.

DISCUSION

La edad ontogénica varia de acuerdo a la posicion del
material vegetal en el darbol (Magini 1984). Sin embargo,



la edad ontogénica de los embriones utilizados en este
estudio es idéntica para las distintas zonas de extraccion,
ya que son producto de reversiones meidticas que generaron
a los gametos formadores del zigoto. Las diferencias de
ontogenia se encuentran en los tejidos donde se originan
los conos y esto puede estar relacionado a los resultados
observados en los ejes embrionarios procedentes de la
zona apical, cuyos tejidos sobre los cuales se forman las
estructuras reproductivas presentan una mayor madurez
ontogénica en comparacion a aquellos que rodean a las
semillas ubicadas en posiciones distales al dpice (Franclet et
al. 1987, Yeung et al. 1998, Hasbuin et al. 2005). Al respecto,
la respuesta observada en los ejes embrionarios de origen
apical podria estar asociada a lo observado por Spicer y
Gartner (2001) en Pseudotsuga menziesii en cuanto a que
la mayor edad del xilema afecta la resistencia al flujo del
agua en la parte superior del drbol, aspecto que influye en
los pardmetros fisicos de tejidos ubicados en esta zona, lo
que podria estar retrasando el proceso de fructificacion de
conos ubicados en esa zona del arbol y los embriones no
logren una madurez completa al mismo tiempo de aquellos
ubicados en conos de otra zona del arbol. Sin embargo, es
probable que las diferencias observadas se deban también
a diferencias en el tipo y concentraciéon de hormonas en
las semillas de las diferentes alturas en el drbol, cuestion
no probada en este estudio y que podria ser abordada en
futuras investigaciones.

La mayor capacidad morfogénica mostrada por los
embriones obtenidos desde conos ubicados en las zonas
media y basal de la copa concuerda con estudios realiza-
dos por Fouret et al. (1986), Thanh et al. (1987) y Yeung
et al. (1998), quienes informan una mayor competencia
morfogénica en microtallos basales y mejor utilizacién
de las reservas nutritivas para la elongacién celular, a di-
ferencia de lo que ocurre en los microtallos intermedios,
en donde se redistribuyen los nutrientes para estimular la
altura del microtallo.

En este estudio, el hecho de obtener material de ambas
edades fisioldgicas resulta en una diferencia de la calidad
del individuo producido y posiblemente en la habilidad
para revitalizar el crecimiento de nuevos puntos meriste-
maticos (Fouret et al. 1986, Pacheco 1995, Von Aderkas
y Bonga 2000). La mejor respuesta en elongacién del
material proveniente de la zona basal estaria asociada a la
mejor condicidn fisioldgica de los tejidos formadores de la
semilla en conjunto con su proximidad espacial cercana a
la base del tronco (Pierik 1990). Al respecto, Thanh et al.
(1987), en un estudio de desarrollo de conos masculinos
en explantos nodales de uno a 12 cm de rebrotes de tocén
en Sequoia sempervirens (D. Don) Endl., demostraron que
ademads del positivo efecto de la zona basal de extraccién
de explantos se observé un efecto del tiempo de colecta,
al obtener menores tasas de desarrollo de yemas axilares
en épocas cercanas a la estacién estival. Otros ejemplos
que avalan el efecto de la posicién en el arbol donador
son los realizados por Prehn e al. (2003), Schestibratov

BOSQUE 29(3): 212-216, 2008
Competencia morfogénica en embriones de P. radiata

et al. (2003) y Tang et al. (2004), quienes utilizando brotes
epicérmicos sugieren que la estabilidad de las caracteris-
ticas juveniles se conserva una vez iniciado un proceso
de reproduccion vegetativa y el potencial de iniciacién de
raices adventicias serfa uno de estos elementos en que la
retencion de la habilidad de enraizar y otras caracteristicas
juveniles estd relacionada a la posicién en el arbol y su
condicién ontogénica.

Aunque se han verificado marcadas diferencias en
la respuesta en los pardmetros de multiplicacién de mi-
crotallos al cultivo in vitro dependiendo de su posicién
en el drbol, es necesario incluir otras evaluaciones para
aislar el efecto de la madurez propia de la semilla como,
por ejemplo, pruebas de germinacién de semilla extraida
a diferentes alturas. Por otra parte, las diferencias en la
respuesta a la proliferacién y elongacion de estos tres tipos
de explantos podrian estar vinculadas a la existencia de
marcadores de tipo bioquimico o diferencias en concen-
traciones hormonales como lo sugieren Von Aderkas y
Bonga (2000), Andres et al. (2002), Fraga et al. (2002),
Tang et al. (2004) y Ramarosandratanam y Van Staden
(2005), ya que las distintas fases de desarrollo se expresan
a través de mecanismos cuantificables a distintos niveles
de actividad metabdlica, de acuerdo al desarrollo de los
mismos (Hasbtin 2006). Por ello, seria ttil abordar el tema
de la caracterizacion bioquimica del material, para evaluar
el seguimiento de la respuesta in vitro de los microtallos
en subcultivos sucesivos, técnicas de enraizamiento o uti-
lizacién en microinjerto, como futuras aplicaciones.

CONCLUSIONES

La técnica de micropropagacion posibilita la reactivacion
metabdlica embrionaria al proporcionar las condiciones
optimas de germinacidn, proliferaciéon y elongacién de
microtallos provenientes de explantos embrionales de zonas
intermedias y basales, logrando contrarrestar el efecto de
la madurez fisiolégica de los tejidos formadores maternos
circundantes, que siguen siendo menos envejecidos que
aquellos ubicados en la zona apical. La utilidad préactica
del método es establecer la posicién de conos dentro del
arbol que permita, a partir de arboles adultos con expresion
total del genotipo, introducir material para iniciar el ciclo
de embriogénesis somatica, etapa clave en un programa de
multiplicacién de individuos elite a gran escala.
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