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ESTUDIO HISTOLOGICO DEL ESTADO DE DIFERENCIACION DE CULTIVOS
CALLOGENICOS DE Dioon merolae (Zamiaceae, Cycadales) ESPECIE EN PELIGRO DE
EXTINCION.
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Introduccién. Dioon merolae (Zamiaceae, Cycadales) es
una cicada endémica de Chiapas y Oaxaca (México) con
gran valor ornamental, ecolégico y evolutivo que es
colectada en forma indiscriminada e ilegal para el mercado
nacional e internacional, por lo que ha sido clasificada como
especie en peligro de extincion (1). Los andlisis del
desarrollo de los tejidos in vitro a nivel estructural nos
permiten plantear mejores estrategias para tratar de inducir
eventos morfogenéticos.

El objetivo del trabgo es inducir a la morfogénesis in vitro
de Dioon merolae, y determinar histologicamente las
estructuras desarrolladas.

M etodologia. Los cultivos in vitro fueron iniciados a partir
de embriones cigéticos de Dioon merolae, cultivados en
medio modificado por Litz (2) y suplementado con la auxina
(2,4-D) (0, 0.1, 0.5, 1, 2 mg//L) y la cinetina (Kinetina) (O,
0.5, 1, 2, 3 mg/L) e incubados en condiciones de oscuridad.
A los 5 meses de cultivo fueron transferidos a medio sin
reguladores para permitir la morfogénesis. Después de cada
mes, se tomd una muestra por triplicado para su andisis
histolégico. Los explantes fueron fijados en Navashin e
incluidos en paraplast, posteriormente se deshidrataron con
una serie de alcoholes. Los cortes (6-8 um) se realizan en un
micrétomo de rotacién. Finalmente las secciones obtenidas
fueron tefiidas con safranina-verde rgpido y montadas con
resina sintetica como preparaciones permanentes para su
observacion a microscopio optico.

Resultados y discusion. La callogénesis se observo a los 3
meses de siembra en un amplio rango de reguladores de
crecimiento como se observaen latabla 1.

Tablal. Influencia de 2,4-D/kinetina en la Organogénesis

K mg/L 2,4-D mg/L

C:callo; G:germinacion; ---:sin respuesta

Los calos formados fueron de apariencia compacta algo
humedecidos, friables, de color crema (fig. 1A), compuestos
de células grandes vacuoladas, asimétricas indiferenciadas.
Mediante los estudios anatémicos de los cultivos se registro
€l proceso de desdiferenciacién y de diferenciacion celular
en algunas regiones del explante, como que rodean haces
vasculares (fig. 1B). Basandose en estos estudios fue posible
observar la formacion del meristemo apical de raiz (fig. 1C)
y €l meristemo apical de brote (fig. 1D). Comparando con
los resultados obtenidos para otras cicadas este trabajo
contribuye a la determinacién de los tiempos en que los
tegjidosinician el proceso de desdiferenciacion.
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Figura 1. A) Callo de 4 semanas de cultivo; B) Callo de 5 meses en
medio sin reguladores con centros de diferenciacion; C) Meristemo
apical deraiz, D) Meristemo apical de brote

Conclusiones. Los embriones exhiben diferentes respuestas
morfogenéticas que no esta en funcion de los reguladores. La
utilizacion de los estudios anatémicos muestra el proceso de
desdiferenciacién y morfogénesis en Dioon merolae.
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