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Resumen 
  
Se determinó la capacidad para obtener embriogénesis somática en embriones cigóticos
pertenecientes a familias de mediohermanos obtenidas de genotipos selectos. La mejor época de
recolección resultó ser entre primeros de Agosto y primeros de Septiembre, a partir del momento en
que los embriones alcanzaron el estado de desarrollo cotiledonar temprano. La mayor frecuencia de
inducción de proliferaciones con características preembriogénicas (PEMs) se obtuvo en medios que
contenían NAA y 2.4D como reguladores del crecimiento. Se obtuvieron PEMs en todas las familias
analizadas, no encontrándose diferencias familiares significativas en la frecuencia de iniciación. Se
han observado diferentes tipos de proliferaciones, algunas de ellas mostrando la presencia de distintas
fases del desarrollo de las PEMs, con embriones somáticos en la etapa inicial de su  desarrollo 
acompañados de células de suspensores. La optimización de las condiciones de cultivo, para lograr la
proliferación y diferenciación de los embriones somáticos obtenidos en pino piñonero, nos permitirá
utilizar esta vía de regeneración de plantas en los programas de mejora y conservación de recursos
genéticos de esta especie en nuestro país.  
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INTRODUCCIÓN 
  

El pino piñonero (Pinus pinea L.) es una especie arbórea típicamente mediterránea. Su
importancia ecológica, social y económica ha propiciado en nuestro país estudios en campos muy
variados, necesarios para poder acometer planes de conservación y mejora genética que garanticen un
uso adecuado de los recursos genéticos disponibles y un aumento de las productividades. Sin embargo
el área de la Biotecnología relativa a la regeneración de plantas mediante técnicas de cultivo in vitro 
está poco representada. Sirva como ejemplo, en el Primer Simposio del Pino Piñonero, organizado
por la Consejería de Medio Ambiente de la Junta de Castilla y León, el INIA y la Confederación de
Organizaciones de Selvicultores de España (COSE) en el año 2000, sólo se presentó un trabajo sobre
micropropagación vía organogénesis (POTES et al. 2000). Ya que los planes de mejora genética de 
esta especie van orientados fundamentalmente hacia su utilización agronómica, se requiriere la
identificación de individuos buenos productores de piña y piñón, así como su propagación clonal. La
capacidad de regeneración de plantas mediante organogénesis es baja y laboriosa. Solo unas pocas
publicaciones muestran la regeneración de plantas a partir de la inducción de yemas adventicias en
tejidos embriónicos (CAPUANA & GIANNINI 1995; GONZÁLEZ et al. 1998; OLIVEIRA et al. 
2003). La aplicación de la embriogénesis somática como sistema de propagación clonal, resultaría
muy apropiada en los programas de mejora genética y conservación de recursos genéticos ya
iniciados en esta especie (como el Programa de Mejora Genética para la producción de fruto de Pinus 
pinea L en Castilla y León, dirigido por el Prof. L. Gil), al aportar mayores posibilidades en la
amplificación de progenies, y una mayor uniformidad y calidad de las plantas obtenidas.  

Se han descrito diferentes protocolos para la inducción de embriogénesis somática en varias
especies del género Pinus (TAUTORUS et al., 1991; GUPTA & GROB, 1995; KLIMASZEWSKA 
& CYR, 2002), pero todavía no se ha documentado la obtención de embriogénesis somática en el
pino piñonero. Uno de los aspectos fundamentales en la consecución de respuestas morfogénicas es la



influencia del componente genético sobre las mismas, habiéndose descrito la influencia del
componente aditivo de la varianza genética en la inducción de embriogénesis somática (PARK et al. 
1994); lo cual permitiría efectuar una mejora genética sobre este carácter. Nuestra experiencia previa
sobre el comportamiento in vitro del pino piñonero indica una fuerte influencia genética sobre las
respuestas organogénicas (CARNEROS et al., 2001). El presente trabajo está dirigido a la
consecución de un protocolo de iniciación y proliferación de cultivos embriogénicos en pino piñonero
a partir de diferentes familias de semillas. Se ha evaluado la influencia del estado de desarrollo del
embrión cigótico, de las condiciones de cultivo, y de la familia en la inducción.  
  
MATERIAL Y MÉTODOS 
  

Se recolectaron las piñas de 12 árboles situados en el banco clonal de pino piñonero “Cataluña 
Litoral” del Centro Nacional de Mejora Genética Forestal Puerta de Hierro (Madrid), semanalmente
desde primeros de Junio del 2004 hasta mediados de Septiembre, para poder determinar el desarrollo
del embrión cigótico desde el momento de la fertilización hasta la maduración del mismo. De cada
una de las piñas se tomaron entre 5 y 9 semillas por fecha de recogida y medio de cultivo, de las
cuales se extrajeron los megagametofitos. Los megagametofitos se esterilizaron y posteriormente se
aisló el embrión para su observación y puesta en cultivo. Los medios de cultivo ensayados (400, 402,
506, 507, 508, 509 y 100) se basaron en los medios LP (LEPOIVRE mod. por AITKEN-CHRISTIE, 
1985), 505 (PULLMAN & JOHNSON, 2002) y LM (LITVAY, 1985) modificados en cuanto a su
contenido en aminoácidos (glutamina e hidrolizado de caseína), antioxidantes (ácido ascórbico),
fuentes de carbono (sacarosa o maltosa) y reguladores de crecimiento exógenos (NAA, TDZ, BAP).
Los medios se solidificaron con Gelrite ® y se ajustaron a pH 5.8 antes de su autoclavado. Los
explantos (embriones cigóticos en distintos estados de desarrollo) se cultivaron en placas Petri (60x15
mm) con 10 ml de medio, en condiciones de oscuridad a 25ºC. Se subcultivaron cada 20 días en los 
medios de inducción, transfiriéndose al 5º subcultivo a un medio de mantenimiento donde la
concentración de los reguladores del crecimiento se redujo a la décima parte. Se realizaron
transferencias mensuales a este mismo medio. 

La presencia de estructuras preembriogénicas se determinó mediante observación a la lupa
binocular y microscopio de contraste de fases, y su comparación con otros cultivos embriogénicos
descritos en otras especies de pinos. Los datos de frecuencia de iniciación se transformaron usando el
arcoseno de la raíz cuadrada de los porcentajes y se analizaron mediante ANOVA (software Statistica
para Windows 5.1; StatSoft, Tulsa, Okla.)  
  
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
  

Se han determinado morfológicamente los distintos estados de desarrollo del embrión cigótico
de pino piñonero, desde la fertilización hasta la total formación del piñón, así como el estado de
desarrollo idóneo para la inducción de proliferaciones preembriogénicas. 

La inducción de proliferaciones celulares en embriones cigóticos ha sido posible a partir del
estado precotiledonar del embrión (Figura 2a). Estas proliferaciones crecen inicialmente en la zona de
transición entre la base del embrión y el suspensor, extendiéndose a lo largo del cuerpo del embrión a
medida que avanza hacia su desarrollo cotiledonar (Figura 2b-d). En función de los medios de cultivo 
ensayados se encontraron diferencias en la consistencia y el aspecto de las proliferaciones celulares,
mostrando algunas de ellas la típica morfología embriogénica descrita para coníferas (LELU et al. 
1999, VON ARNOLD et al. 2002, MIGUEL et al. 2004). Los medios que contenían TDZ indujeron 
callo compacto en la base del embrión, mientras que los que contenían 2,4-D ó NAA mostraron unos 
callos más gelatinosos en la parte media y cotiledonar (Figura 3). También se pudo observar que la
morfología de las células que componían los agregados inducidos en los distintos medios, mostraban
diferencias (Figura 4). Las obtenidas en los medios con TDZ eran más largas que las obtenidas en los
medios con NAA ó 2,4-D. Con éste último regulador del crecimiento se obtuvieron además formas
celulares más redondeadas. 

La observación de los cultivos a lo largo de las sucesivas transferencias nos permitió
identificar la aparición de las tres fases del desarrollo de masas preembriogénicas (PEMs) descritas
por FILONOVA et al. (2000). Después de dos subcultivos mensuales en el medio de mantenimiento,



se pudieron observar estructuras de embriones somáticos en los primeros estadios del
desarrollo (agrupaciones filamentosas de células de suspensores y células densas).  

La ventana de competencia de los embriones cigóticos para formar masas preembriogénicas
fue amplia, extendiéndose desde que el embrión se encuentra en fases tardías de diferenciación hasta
un estado de desarrollo cotiledonar avanzado (Tabla 1). Los embriones poco diferenciados no se
mostraron competentes para la inducción. Se ha descrito que, para la mayoría de las coníferas, el pico
de actividad embriogénica ocurre poco después de la fertilización, coincidiendo con el período de
poliembrionía por partición, lo que también se ha observado para el género Pinus en P. sylvestris 
(LELU et al., 1999). Probablemente debido a las condiciones de cultivo, en otras especies de Pinus
ocurre cuando el embrión dominante se ha desarrollado. Tal es el caso de P. pinaster (LELU et al., 
1999), P. strobus  (GARIN et al. 1998) y P. nigra (RADOJEVIC et al. 1999), siendo el estado 
cotiledonar el mas competente. Nuestros resultados con P. pinea estarían próximos a este último caso.

La formulación de los medios de cultivo mostró una influencia muy significativa sobre la
capacidad de generar PEMs, siendo las formulaciones basadas en NAA o 2,4-D las que presentaron la 
mayor frecuencia de inducción (Fig. 1). Los porcentajes de inducción de proliferaciones con
características preembriogénicas se movieron en un rango entre el 67 y el 100 % de los embriones, en
los medios basados en NAA y dependiendo de la familia. No se ha encontrado un efecto familiar
significativo, posiblemente debido al bajo número de explantos utilizados. Cabe destacar que en
dichos medios se ha podido generar líneas presumiblemente embriogénicas en todas las familias
analizadas al igual que en otros trabajos (MIGUEL et al., 2004) lo cual evita el posible riesgo de 
erosión genética debido a la vía de multiplicación utilizada. 

La optimización de las condiciones de cultivo para la inducción, proliferación y maduración
de embriones somáticos nos puede conducir en el futuro a la diferenciación de embriones somáticos
con capacidad germinativa a partir de las masas preembriogénicas obtenidas en el pino piñonero. 
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Tabla 1. Medios de cultivo ensayados para la inducción de masas preembriogéncias a partir de
embrión cigótico de Pinus pinea L. en distintas fechas de recogida. 

  
Tabla 2. Frecuencia de inducción de masas preembriogénicas en distintas familias de
mediohermanos, en embriones cigóticos recogidos en distintos estados de desarrollo. Los valores son
medias ± ES de 5 ó 6 repeticiones (agrupando valores de medios de cultivo) de entre 5 y 9 embriones
cigóticos. La ausencia de datos indica la no disponibilidad de piña. 
  
Figura 1. Frecuencia de inducción de masas preembriogénicas en función del medio de cultivo
empleado. Los valores son medias ± ES de 12 o 19 repeticiones (agrupando valores de familias y
fechas de recogida) entre 5 y 9 embriones cigóticos.   
  
Figura 2. Inicio de proliferaciones celulares en el medio de inducción 508, en embriones cigóticos
pertenecientes a la F11. La secuencia muestra embriones recogidos el 28-7 (a), 11-8 (b), 27-8 (c) y 6-
9 (d) del 2004.  
  
Figura 3. Proliferaciones celulares en los distintos medios de inducción de embriogénesis somática,
en embriones cigóticos en estado cotiledonar (recogida el 27-8-04) pertenecientes a la F87. 
  
Figura 4. Morfología celular de las proliferaciones preembriogénicas inducidas en los medios que
contienen 2.4D (100), NAA (400, 508) y TDZ (402, 507, 509). 
  
  



  
Tabla 1 
  

  
       
  
Tabla 2 
  

  

Componentes (mg/l) Medio
400 402 507 508 509 100 

MACRONUTRIENTES 1/2 LP 1/2 LP 505 505 505 1/2 LM
MICRONUTRIENTES LP LP 505 505 505 LM 
COFACTORES LP LP 505 505 505 LM 
Mioinositol 1000 1000 1000 1000 1000 100 
H. de Caseína 500 500 500 500 500 1 
L-Glutamina* 50 50 450 450 450 5000
Ácido ascórbico* 40 40 - - - - 
Carbón Activo - - 50 50 50 - 
Sacarosa 30000 30000 - - 30000 10000
Maltosa - - 15000 15000 - - 
Gelrite 2500 2500 2500 2500 2500 4000
2,4-D - - - - - 0,55 
TDZ - 2 4 - 4 - 
NAA 1,9 - - 1,9 - - 
BAP 0,9 - - 0,9 - 0,5 
* Esterilización por filtración.   
      

2,4 D: Ácido 2,4 Dicloro-fenoxiacético; TDZ: Thidiazurón; NAA: Ácido Naftalenacético; BAP: 
Benzilaminopurina 

FAMILIA 
FECHAS DE RECOGIDA

4.6 22.6 30.6 9.7 19.7 28.7 11.8 27.8 6.9

9 - - - 0 - - - - 
43.1 ± 
18.7

10 - - - - - - - 50.0 ± 
22.8 

-

11 - - - 0 0 19.3 ± 
15.7 

64.5 ± 
17.2

50.0 ± 
22.8 

48.3 ± 
18.3

15 0 - - - - - - - -  
16 - - 0 0 - - - - 30.5 ± 

16.7
31 - - - 0 - - - - -
47 - - - 0 0 15.0 ± 

15.2
44.6 ± 
18.1

31.3 ± 
20.3 

48.4 ± 
16.5

62 - 0 - 0 - - - - 36.0 ± 
20.8

70 - - - - 0 53.3 ± 
20.3

- 38.9 ± 
19.0 

-

75 - - - - 0 0 25.0 ± 
11.4

28.9 ± 
15.1 

-

87 - - - - - - - 43.9 ± 
20.2 

-

88 - - - - - - - 41.7 ± 
20.5 

-



 

 



  


