FACTORES QUE AFECTAN LA FORMACION DE BROTES ADVENTICIOS A
PARTIR DE EMBRIONES MADUROS DE Pinus taeda L. VIA ORGANOGENESIS

FACTORS CONTRIBUTING TO ADVENTITIOUS SHOOT INDUCTION VIA
ORGANOGENESIS IN Pinus taeda L. MATURE EMBRYOS

Fernando Niella'
Patricia Rocha'

Fecha de recepcion: Setiembre de 2002.
Fecha de aceptacion: Abril de 2004.

1 - Investigador Laboratorio de Propagacion Vegetativa - Facultad de Ciencias Forestales - Universidad
Nacional de Misiones — Bertoni 124. 3382 Eldorado, Misiones-Argentina. (Tel: 0054 —3751 - 431780 Int. 115)
Email: FNIELLA@arnet.com.ar .

SUMMARY

The morphogenic capacity of mature embryos of loblolly pine (Pinus taeda L.) was studied.
Three factors were tested: 1) embryo developmental stage, 2) explant type; and 3) 6-Benzyladenine (BA)
concentrations as well as Abscisic acid (ABA) presence in the induction media. The results indicated that the
factors above cited influenced the morphogenic capacity and the adventitious shoot differentiation. The highest
induction and differentiation frequencies were obtained when cotyledon with hypocotile were used as explant
(dissected from mature embryos with a radicle length between 2 — 5 mm) and cultured on BA (5 mg/l) and ABA
(0.026 mg/l) WV5 induction media. An average number of 20 harvested shoots per explant were obtained over

a 10 weeks period.
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RESUMEN

La capacidad de formacion de brotes adven-
ticios, a partir de embriones maduros de Pinus tae-
da, fue estudiada en funcién de: 1) estadio de desa-
rrollo del embrién; 2) el explanto utilizado (cotile-
dones separados y cotiledones con hipocotile); y 3)
la concentracién de BA (Benzylamino purina) y pre-
sencia de ABA (acido abscisico) en el medio induc-
tivo. Los resultados presentados en este estudio de-
muestran que tanto el estadio de desarrollo del em-
brion, el tipo de explanto, la concentraciéon de BA en
el medio inductivo, tienen influencia en la respuesta
morfogénica y posterior desarrollo de brotes adven-
ticios. La mayor frecuencia de induccion y diferen-
ciacion se obtuvo cuando cotiledones con hipdcotile
disectados de embriones con una longitud de radicu-
la de 2-5 mm fueron utilizados como explantos y cul-
tivados en medio inductivo WV35 suplementado con
BA (5 mg/l) y ABA (0,026 mg/1). En estas condicio-
nes se obtuvo una produccion promedio de 20 brotes/
explanto en un periodo de 10 semanas.

Palabras clave: Pinus, micropropagacion, cotile-

don, BA 6-Benziladenina, ABA édcido abscisico.

INTRODUCCION

Pinus taeda L. es una de las especies de coni-
feras de mayor importancia econdmica en Norte y
Sur América. En Argentina, se ha desarrollado un
programa de mejoramiento genético para pino taeda
(Pinus taeda L.), comenzando a partir del afio 2002
la produccion local de semillas de polinizacion con-
trolada a partir de poblaciones selectas. Con el ob-
jetivo de aumentar la disponibilidad de este mate-
rial genético mejorado de alto costo y en general es-
caso, se ha propuesto un sistema de propagacion ve-
getativa que integra las técnicas de organogénesis,
micropropagacion y la macropropagacion (ROCHA
y NIELLA, 2001a). En el caso de la organogene-
sis directa, la mayorfa de las regeneraciones In vi-
fro exitosas en el genero Pinus han sido el resultado
de la utilizacién de embriones maduros y cotiledo-
nes (SEN et al., 1989; MOTT y AMERSON, 1981; y
SOMMER, 1987; MEHRA PALTA, 1983; AITKEN,
1988; ROCHA y NIELLA, 2001a y 2001b). La in-
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duccion de brotes adventicios via organogénesis se
inicia mediante la aplicacion de citoquininas, so-
las o0 en combinacion con auxinas y otras hormonas
como es el caso del acido abscisico (ABA) (SEN et
al., 1989; MOTT y AMERSON, 1981; y SOMMER,
1987; MEHRA PALTA, 1983).

El presente estudio explora la influencia del
explanto, y el tipo y concentracion de reguladores de
crecimiento, en la capacidad de formacién de brotes
adventicios a partir de embriones maduros de Pinus
taeda cultivados in vitro. El objetivo de este traba-
jo, fue determinar la capacidad de formacion de bro-
tes adventicios en funcion a: i) estadio de desarrollo
del embridn; ii) el explanto utilizado (cotiledones se-
parados y cotiledones con hipocotile); y iii) la con-
centracion de BA (6-Benzyladenine) y presencia de
ABA (acido abscisico) en el medio inductivo.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Semillas de Pinus taeda de origen comercial
fueron suministradas por las empresas Bosques del
Plata S.A y PeCom Forestal S.A. Las semillas fue-
ron esterilizadas en solucion de lavandina® 50%, y
estratificadas en frio a 4°C por un periodo de 30-45
dias.

Diseccion del explanto

Como fuente de explanto se utilizaron embrio-
nes maduros, germinados y clasificados en funcion
al estadio de desarrollo del embrion y tipo de ex-
planto.

1. Estadio de desarrollo del embrion: una vez
iniciada la germinacion de la semilla, los embriones
fueron disectados asépticamente y clasificados de
acuerdo al estadio de desarrollo de los mismos:
1) Embrién tipo 1: embriones cuya radicula, al
momento de la escision comienza a emerger y
su longitud es de 1-2 mm; y 2) Embridn tipo 2:
embriones cuya radicula emergié al momento de la
escision y su longitud es de 2-5 mm.

2. Tipode explanto: 1) Cotiledones separados,
2) Cotiledones con hipocotile

Medio de cultivo

El medio de cultivo utilizado fue el medio
WV5 basico (COKE, 1996) suplementado con 30 g/
1 de sacarosa (SIGMA), y 8 g/l de agar (SIGMA). El
pH fue ajustado a 5,75 + 0,05 con OHNa o CIH | N,
previo a ser esterilizado en autoclave por 25 minu-
tosa 121 °C.

Reguladores de crecimiento

Para determinar la concentracién 6ptima de
BA con o sin la presencia de ABA, se adoptd un arre-
glo factorial de los tratamientos (para este ensayo se
utilizaron embriones en estadio tipo 2, y los explan-

tos fueron cotiledones con hipocotile): 1) Control
WVS3 libre de hormonas; 2) WV5 + 5 mg/l de BA+ 0
mg/l ABA; 3) WV5 + 10 mg/l de BA + 0 mg/l ABA;
4)y WV5 + 5 mg/l de BA + 0,026 mg/l de ABA; y 5)
WV5 + 10 mg/l de BA + 0,026 mg/l de ABA

Condiciones de cultivo

Los cultivos se mantienen en camara de cria
con un fotoperiodo de 16 horas, intensidad luminica
de 4500 lux (lampara fluorescente Philips 84) y una
temperatura constante de 242 °C.

Colecta de datos y analisis estadistico

La frecuencia de embriones inducidos (ver-
des, brillantes, hinchados y con emergencia de ye-
mas adventicias < a 2mm) y embriones no inducidos
(amarronados), fueron evaluados después de 45 dias
posteriores al cultivo inicial. El promedio de brotes
adventicios/embriones se evalud a los 75 dias pos-
teriores al cultivo inicial. Cada tratamiento (estadio
de desarrollo del embridn, tipo de explanto) fue re-
petido 5 veces y cada repeticion consistio de 10 ex-
plantos. Se utilizo el disefio completamente alea-
torizado, con arreglo factorial de los tratamientos.
Los datos fueron analizados con el analisis de la va-
rianza (Statistical Analysis System, SAS Institute,
Cary-USA). La variacion entre los tratamientos fue
analizada por el test de Fisher’s Least Significant
Difference (LSD).

RESULTADOS

1. Estadio de desarrollo del embrién

Ambos tipos de explantos, independientemen-
te del estadio de desarrollo del embrion respondie-
ron a la induccion a los 10 —15 dias, presentando co-
lor verde brillante e hinchados y coloracion verde ro-
jiza en los cotiledones con hipocotile en algunos ca-
sos. Los resultados indicaron que los embriones ma-
duros en los dos estadios de desarrollo (tipo 1 y 2)
poseen capacidad morfogénica. No obstante la fre-
cuencia de induccion fue significativamente mayor
en embriones fipo 2 (Tabla 1) para explanto coti-
ledon + epicotile (85,00+8,16) comparado a la fre-
cuencia de induccion en embriones tipo I para ex-
planto cotiledon y explanto cotiledon + hipocotile
(50,00+10,00 y  64,00+9,79 respectivamente). En
embriones #ipo 2 no se observé diferencias significa-
tivas entre los dos tipos de explantos utilizados, co-
tiledones (70,004£9,18) y cotiledones con hipocotile
(85,00+8,16), aunque la frecuencia de induccién fue
mayor cuando se utilizd como explanto a cotiledones
con hipocotiles. Ademas en embriones tipo I con
explanto cotiledones la frecuencia de amarronamien-
to fue significativamente mayor (35,00+9,79) com-
parado a la frecuencia de amarronamiento obtenida
con embriones tipo 2 con explanto cotiledon + hipo-
cotile (8,00+5,53).
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Tabla 1: Frecuencia de induccion y amarronamiento en funcién del estadio de desarrollo del embridn y
tipo de explanto, a partir de embriones maduros de Pinus taeda.
Table 1: Induction frequency and browning from Pinus taeda mature embryo at different stages of

development and explant type.

Embrion Explanto Induccién+SE Amarronamiento:SE
Tipo 1 Cotiledones 100 50,00+10,00bcd 35,0049,79a
Cotiledon + hipocotile 100 64,00+9,79bc 18,00+7,48ab
Tipo 2 Cotiledones 100 70,00+9,18ab 12,00+6,66bc
Cotiledon+hipocotile 100 85,00+8,16a 8,00+5,53bed

1: Fisher LSD, tratamientos con la misma letra no son significativamente distintos

2 Concentracién de BA y presencia de ABA en el
‘medio inductivo

La maxima respuesta morfogénica se obser-
vo en medio con BA y ABA, después de 6 sema-
nas de cultivo. La frecuencia de induccion fue afec-
tada por la concentracion de BA en el medio nutriti-
vo. Las frecuencias de induccion, aun cuando no sig-
nificativa, fue mayor cuando los cultivos se efectua-
ron en medio suplementado con la menor concentra-
cion de BAP (5mg/l) irrespectivamente de la presen-
cia o no de ABA en el medio nutritivo (80,00+10,00
y 68,00+9,52 respectivamente). Si bien la presencia

de ABA en el medio no demostré incrementar signi-
ficativamente la formacion de tejido meristematico,
cuando el ABA se adicioné al medio se observo que
los explantos presentaban, posteriormente, una fre-
cuencia mayor de diferenciacion y numero de bro-
tes adventicios promedios por explanto (24,00+3,00)
(Tabla 2). En el tratamiento control sin reguladores
del crecimiento no se observo induccion y los ex-
plantos se amarronaron o permanecieron estancados
en su desarrollo, hasta su eliminacion del ensayo (10
semanas posteriores al cultivo).

Tabla 2: Frecuencia de induccién, amarronamiento y nimero de brotes adventicios promedio/explanto
(estadio tipo 2, cotiledon-+hipocotile), en funcién de la concentracion de BA y presencia o ausencia de ABA
en el medio inductivo (WV5), a partir de embriones maduros de Pinus taeda.

Table 2: Induction frequency, browning and shoot number per explant (stage 2, cotyledon + hypocotyle)
from Pinus taeda mature embryo cultured on WV5 nutrient medium supplemented with BA and ABA.

ABA  BA

Induccién +SE'

Amarronamiento+SE'  Brotes/explanto +SE'

mg/l mg/l -
0 5 50 68,00+9,52ab 20,00+8,16abc 18,00+4,00ab
10 50 60,00£10,00abed 32,00+9,52a 12,00+3,00bc
0.026 5 50 80,00+10,00a 18,00+9,00abcd 24,00+3,00a
10 50 65,00+8,53abc 20,00+9,60ab 16,00+6,00abc

1: Fisher LSD, tratamientos con la misma letra no son significativamente distintos

DISCUSION

Los resultados presentados en este estudio indi-
can que tanto el estadio de desarrollo del embrion, el
tipo de explanto y la concentracion de BA y ABA en
el medio inductivo, tienen influencia en la respuesta
morfogénica y posterior desarrollo de brotes adventi-
cios. Esto hasido también demostrado en otras espe-
cies de pinos (THORPE, 1987; ABDULLAH et al.,
1985; AITKEN et al., 1984). Particulamente, en las
condiciones de estudio del presente trabajo, se de-
muestra la importancia de usar como explanto a co-
tiledones no separados, unidos a su respectivo hipo-
cotile. como forma de aumentar la frecuencia de in-
duccion, y formacion de brotes adventicios y al mis-
mo tiempo disminuir el amarronamiento. Es esta una
diferencia importante con otras publicaciones, que
utilizan cotiledones separados del embrion como ex-

planto adecuado (MOTT Y AMERSON, 1981; SEN,
1989: THORPE, 1988) y que en nuestras condicio-
nes de estudio, evidenciaron un mayor porcentaje de
amarronamiento y menor frecuencia de induccion.
También se observo que cuando los cotiledones se
cultivan sin el hipocotile, las yemas adventicias se
iniciaban en su mayoria en el extremo del cotiledon,
mientras que cuando se cultivan los cotiledones con
el hipocotile las yemas adventicias se formaban en
todo el explanto, con formacion de un cluster de ye-
mas adventicias, que subsecuentemente se desarro-
1lan en brotes adventicios normales resultando asi en
una mayor tasa de rebrote.

Con respecto a los reguladores de crecimien-
to, el presente trabajo muestra la misma tendencia
observada por (SEN et al.,1989), donde la presen-
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cia de ABA (0,026 mg/l) en el medio inductivo com-
binada con bajas concentraciones de BA (5 mg/l) in-
crementa la frecuencia de induccion, posterior dife-
renciacion y namero de brotes adventicios obteni-
dos por explanto a partir de embriones maduros de
Pinus taeda. Sin embargo, nuestros resultados indi-
can que el incremento en la frecuencia de induccion
obtenidos en presencia de ABA no fueron significa-
tivamente distintos a los resultados obtenidos en au-
sencia de ABA.

CONCLUSION

Los resultados presentados en este estudio de-
muestran que tanto el estadio de desarrollo del em-
brion, el tipo de explanto y la concentracion de regu-
ladores de crecimiento en el medio inductivo, tienen
influencia en la capacidad de formacion de brotes
adventicios a partir de embriones maduros de Pinus
taeda. La mayor frecuencia de induccion y diferen-
ciacion se obtuvo cuando cotiledones con hipocoti-
le disectados de embriones con una longitud de ra-
dicula de 2-5 mm fueron utilizados como explantos
y cultivados en medio inductivo WV5 suplementado
con BA (5 mg/l) y ABA (0,026 mg/l). En estas con-
diciones se obtuvo una produccion promedio de 20
brotes/explanto en un periodo de 10 semanas. La tasa
de formacion de brotes por semilla obtenida median-
te la técnica de oraganogénesis directa descripta en
este trabajo y su integracion con las técnicas de mi-
cropropagacion para la multiplicacion de estos bro-
tes adventicios, demuestran la potencialidad de las
técnicas de cultivo de tejidos para aumentar la dispo-
nibilidad de material genético elite.
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