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Introduccion. La limitacién de los procesos de clonacion in
vitro para el mejoramiento genético es la baja eficiencia. Se
requiera de una elevada produccién y buena calidad de
embriones somaticos, a fin de cuantificar valores entre
genotipos y arboles selectos. Opcionalmente se puede aplicar
la transformacion genética a fin de transferir a genotipos
deseable los genes de importancia econémica. Por lo anterior,
el uso de la propagacion vegetativa in vitro ofrece ventajas
significativas para el mejoramiento genético y propagacion
masiva de material seleccionado. Varias innovaciones Yy
ajustes se han aplicado en la clonacion in vitro de diferentes
especies de Pinus. Los objetivos de este proyecto fueron:
desarrollar un método de produccién de tejido embriogénico
(TE) aplicable al género Pinus, determinar la competencia
genética de la embriogénesis somatica en el pino silvestre
(Pinus sylvestris L.), y finalmente desarrollar un método de
regeneracion para utilizarlo en la transformacion genética de
P. sylvestris via biobalistica.

Metodologia. El Proceso 1 se desarroll6 para producir TE en
dos especies filogenéticamente distantes (P. sylvestris y P.
maximartinezi) se colectaron semillas por arbol en diferente
estado de maduracidn, y se utilizaron diferentes medios de
cultivo simultaneamente (1); Proceso 2 fue para evaluar la
competencia genética del proceso en P. sylvestris, via
maduracion de embriones en un medio modificado con una
relacion de amonio a nitrato 10:90, maltosa, ABA y como
gelificante Phytagel, dicho medio es aplicable a diferentes
genotipos, aln los emparentados (familias) (2); finalmente el
Proceso 3 fue el protocolo base para la transformacion
genética de P. sylvestris donde se utilizaron cultivos en
suspension previamente conservados a 4° C (3) para la
maduracion. Se evalud la produccion de tejido embriogénico
por arbol seleccionado, asi como el establecimiento metodo
apto para el Género Pinus; la produccién de embriones
maduros por genotipos, la germinacion y desarrollo en
plantulas; y la regeneracion via cultivos en suspension de
embriones conservados a 4° C (ambos métodos aplicados a P.
sylvestris).

Resultados. En el proceso 1, la iniciacién en P. sylvestris en
embriones cigéticos inmaduros vario de 0.5 a 11% entre
arboles; en P. maximartinezii la producciéon de tejido
embriogénico se logré en embriones precotiledonares y
embriones cotiledonares. El establecimiento se alcanz6 en el
100% de los genotipos que proliferaron en ambas especies
por medio de diferentes medios basales e intercambio de
masas embriogénicas entre ellos. Proceso 2, en P. sylvestris
se produjeron 4881 embriones maduros con capacidad de
convertirse en plantulas (Fig. 1), donde se incluyen genotipos

considerados productores de embriones aberrantes; después
de una disecacién parcial se lograron plantas con raices en
mas del 80% de los genotipos pertenecientes a mas del 95%
de los arboles estudiados. lgualmente se obtuvieron 50
embriones maduros por gramo de TE via proceso 3. En el
Cuadro 1 se presenta la eficiencia.

Figura 1.Proceso de germinacion en P. sylvestris
(embriones esc. =1 mm, plantulas esc. = 1 cm).

Cuadro 1. Eficiencia en los procesos de regeneracion in vitroy su
aplicabilidad.

Proceso 1 Proceso 2 Proceso 3

TE suficiente/arbol, 5-1500 embriones Conservacién a 4° C

100% establecimiento, maduros/genotipo, Yy suspension eficaz

Para el Genero Pinus. >80 genotipos, para todos los pinos.
>95% arboles, Maduracién para
Sélo P. sylvestris. P. sylvestris.

Conclusiones. En el Proceso 1, la produccién de TE es
variable pero suficiente por arbol selecto; el establecimiento
del 100% de los genotipos es fundamental para el
mejoramiento genético. Via Proceso 2, se puede hacer
mejoramiento genético y propagacion masiva. Respecto al
Proceso 3, la conservacion de embriones a 4° C y el cultivo en
suspension son aplicable al género Pinus, sin embargo la
transformacién genética es posible s6lo para P. sylvestris.
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