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RESUMEN

Se probé el efecto de algunas fuentes de nitrégeno organico como caseina hidrolizada y los aminoa-
cidos L-Glutamina y L-Serina en el proceso de embriogénesis somatica secundaria directa, em-
pleando como explantes embriones somaticos de Nothofagus alpina inducidos desde cotiledones
aislados de semillas maduras. Los mayores porcentajes de embriogénesis secundaria directa fueron
obtenidos en medio base BTM y vitaminas MS, sin reguladores del crecimiento vegetal y en este
medio mas ANA, BAP y caseina hidrolizada. Sin embargo, el peso fresco de las masas de prolifera-
cién fue superior en presencia de una fuente adicional de nitrégeno organico. Bajo el tratamiento con
reguladores del crecimiento y caseina hidrolizada también se produjo la mayor cantidad promedio de
embriones producidos por explanto, aunque no hubo diferencias significativas con el tratamiento que
contuvo L-Glutamina, donde el crecimiento de callo fue significativamente menor. Mediante subcul-
tivos alternados entre medio base y medio con ANA, BAP y caseina hidrolizada, se logré la prolifera-
cién del cultivo embriogénico de manera directa, estable durante mas de dos afios y con baja inci-
dencia de callo.
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ABSTRACT

The effect of some sources of organic nitrogen such as hydrolyzed casein and the aminoacids L-gluta-
mine and L-Serine were tested in the process of direct secondary somatic embryogenesis, in which
somatic embryos of Nothofagus alpina -induced from isolated cotyledons of mature seeds- were used
as explants. The highest percentages of direct secondary embryogenesis were obtained in BTM base
medium plus MS vitamins, without plant growth regulators, and in this medium plus NAA, BAP and
hydrolyzed casein. However, the fresh weight of the proliferated mass was greatest in the presence of
an additional source of organic nitrogen. The highest average number of embryos per explant was also
produced in the treatment with growth regulators and hydrolyzed casein, although the number was not
significantly higher than in the L-Glutamine treatment, in which significantly less callus growth
occurred. Alternate use of base medium and NAA, BAP and hydrolyzed casein medium during subcul-

1 Instituto de Silvicultura e Industria de la Madera. Universidad Juarez del Estado de Durango. Km. 5.5 carre-
tera a Mazatlan. Durango, Dgo. México. CP 34120.

2 Laboratorio Cultivo de Tejidos Vegetales. Centro de Biotecnologia. Universidad de Concepcion, Chile.

3 Facultad de Ciencias Forestales, Universidad Juarez del Estado de Durango, Rio Papaloapan y Blvd.

Durango s/n, Col. Valle del Sur, CP 34120, Durango, México



36 Proliferaciéon de embriones somaticos de Nothofagus alpina:

ture enabled direct proliferation of the
embryogenic culture, which remained
stable for over two years and with a low
incidence of callus.

KEYWORDS:

Somatic embryogenesis, developmental
stage, micropropagation, growth regula-
tors.

INTRODUCCION

Nothofagus alpina (Poepp. et Endl.)
Qerst.) (rauli), es considerada la especie
nativa del bosque chileno con mayor
potencial productivo, la que se produce
mayormente mediante semillas para
repoblacién artificial (Donoso et al.,
1998). Salvo contadas excepciones,
como aquellas para promover el mejora-
miento genético y la silvicultura clonal del
rauli y otros Nothofagus (Gutiérrez,
2005), la regeneracion de esta especie
con fines productivos se ha llevado a
cabo mediante el manejo de renovales o
bosques de segundo crecimiento
(Donoso, 1978), lo cual, si bien tiene un
efecto positivo en la calidad de los
renuevos, no explota a cabalidad el
acervo genético de la especie para fines
productivos y de conservacion.

Para la propagacion de la especie,
junto con la via generativa para obtener
semilla mejorada genéticamente a través
de polinizacién controlada (Ipinza y Gutié-
rrez, 2000), se ha explorado la propaga-
cion vegetativa, tanto mediante macro
como micropropagacion organogénica.
Estas investigaciones han logrado resul-
tados prometedores (Jordan et al., 1996;
Martinez-Pastur y Arena, 1996; Sanchez-
Olate et al., 2004), pero han demostrando
las limitaciones técnicas como bajas
tasas de enraizamiento y escasa aplicabi-
lidad a nivel operacional que surgen al
pretender aplicar este tipo de alternativas
para propagacion en programas opera-
tivos de reforestacion.

Gran parte de estas limitaciones
puede ser superada mediante el estable-
cimiento de micropropagacién basado en
la embriogénesis somatica, que es la
regeneracion de un embrion a partir de
células o tejidos somaticos diferenciados,
constituyendo la expresion maxima de la
totipotencia de la célula vegetal, como
resultado del aislamiento, tanto espacial
como fisiologico, de una célula o grupo
celular (Toribio, 2003; Fehér, 2006).
Actualmente, se ha conseguido inducir
con éxito la embriogénesis somatica en
un numero cada vez mayor de especies y
explantos de inicio, principalmente en
coniferas como Pinus taeda, Abies alba 'y
Larix decidua, lo que ha propiciado su
aplicacion a escala operacional para la
propagacion masiva de genotipos
selectos (Zoglauer et al., 2003). En el
caso de N. alpina se ha conseguido
inducir exitosamente masas proembrio-
génicas y regeneracién de embriones
somaticos viables desde explantos cotile-
donares extraidos desde semillas
maduras provenientes del huerto semi-
llero clonal Huilllemu, ubicado en la
provincia de Valdivia, décima region de
Chile (Castellanos et al., 2005).

Algunas fuentes de nitrdgeno orga-
nico como aminoacidos y caseina hidroli-
zada, han sido probadas en lefiosas y
herbaceas logrando una proliferacion
sostenida de estructuras embriogénicas
in vitro y mas aun su posterior conversion
a planta (Kim y Moon, 2007; Sarker et al.,
2007; Corredoira et al., 2003), no asi en
sistemas embriogénicos de Nothofagus
alpina. Dichos aditivos en el medio de
cultivo, en presencia o ausencia de sales
de nitrégeno inorganica incrementan la
eficiencia del cultivo en la embriogénesis
somatica, lo cual se manifiesta en
mayores tasas de multiplicacion de
embriones y retencion del potencial
embriogénico de los tejidos (Sotiropoulos
et al., 2005).
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OBJETIVOS

La disparidad de resultados entre
géneros y especies frente a un mismo
estimulo de cultivo in vitro, hacen nece-
sario la busqueda para cada caso en
particular de la mejor secuencia de cultivo
que asegure la obtencién de un protocolo
de regeneracion confiable. Asi, el objetivo
de este trabajo fue indagar la dosis de
aminoacidos, adicionales a los contem-
plados en el medio de cultivo base, asi
como la incorporacién de caseina hidroli-
zada, a fin de incrementar los niveles de
proliferacion de nuevas estructuras
embriogénicas en la linea clonal RaC-01
de Nothofagus alpina, una de las tres
lineas clonales inducidas con éxito desde
cotiledones de semillas maduras y que se
ha mantenido con niveles de proliferacion
estables hasta la fecha.

METODOLOGIA

Material vegetal. El material empleado en
este estudio se obtuvo del cultivo de la
linea embriogénica RaC-01 (rauli,
explanto cotiledonar, linea clonal 01),
inducida desde cotiledones aislados de
semillas maduras de N. alpina, las cuales
se generaron en un huerto semillero
clonal del Instituto Forestal de Chile
(Infor), mediante polinizacién controlada.
Luego de la induccion de masas pre-
embriogénicas (MPEs) y manifestacion de
embriones somaéticos, el cultivo se
mantuvo en medio de manutencion,
consistente en la solucién mineral Broa-
dleaved Tree Medium o BTM (Chalupa,
1983) y vitaminas Ms (Murashige y
Skoog, 1962), mas los reguladores del
crecimiento 6-benciladenina (BA) y &cido
a-naftalenacético (ANA) a concentra-
ciones de 0,1 mgL-! cada uno, asi como
30 gL-* de sacarosa y 6gL-1 de agar. Cada
28 dias se realizd un subcultivo a medio
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fresco, alternandose dos subcultivos con
los reguladores del crecimiento (RC) y
concentraciones mencionados anterior-
mente con un subcultivo en medio base
BTM, Sin RC.

Explantos de inicio. Con ayuda de
material quirirgico previamente esterili-
zado y bajo lupa estereoscoépica, se
aislaron desde las MPEs los explantos que
sirvieron de material de inicio para cada
uno de los tratamientos. Dichos explantos
correspondieron a embriones somaticos
primarios en estado cotiledonar (ESP),
seleccionando aquellos de morfologia
normal y con una longitud de eje embrio-
nario de entre 3 mm y 4 mm (Figura 1a).

Tratamientos de proliferaciéon. Se
aplicaron seis tratamientos de prolifera-
cion (incluyendo un testigo en media base
sin RC). El medio base aplicado a todos
los tratamientos correspondio a la solu-
cion mineral BTM con vitaminas MS. En
los tratamientos que incluyeron regula-
dores del crecimiento (T3, T4, TS5y T6),
se aplicd BAP y ANA en relacién 1:1. A su
vez, se agregd al medio de cultivo
caseina hidrolizada y los aminoacidos
L-Glutamina y L-Serina, en las concentra-
ciones y combinaciones que se detallan
en la tabla 1 y que constituyen los trata-
mientos ensayados.

Condiciones de cultivo. EI pH en
todos los tratamientos fue ajustado a 5,8
por medio de la aplicacion de HCI o
NaOH, antes de su esterilizacion en auto-
clave a 121 °C y 1 atmosfera de presion,
durante 20 minutos. Todos los trata-
mientos estuvieron con 30 gL-! de saca-
rosa y 6,0 gL-1 de agar. A lo largo de las
seis semanas del experimento, el cultivo
se mantuvo en oscuridad continua a una
temperatura de (25 + 1) °C de dia (16
horas, fotoperiodo en la camara de
cultivo) y (22 £ 1) °C de noche.
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Tabla 1. Soluciones minerales y reguladores del crecimiento aplicados en los
tratamientos de proliferacion de la linea embriogénica de rauli RaC-01.

Tratamiento RC (mgL-1) Otros componentes (mgL-1)
ANA BAP Caseina hid.  L-Glutamina L-Serina

™ 0,0 0,0 - - -

T2 0,0 0,0 500 - -

T3 0,05 0,05 - - -

T4 0,05 0,05 500 - -

T5 0,05 0,05 - 2,0 -

T6 0,05 0,05 - - 2,0

Disefio experimental y analisis estadis-
tico. Se estableci6 un disefio experi-
mental completamente al azar. La
unidad experimental correspondié a una
placa petri de 9 cm de diametro, conte-
niendo nueve ESP, con cinco repeti-
ciones. La unidad muestral correspondio
a cada Esp. Al cabo de seis semanas se
evalud el porcentaje de explantos (ESP)
con embriogénesis secundaria directa
(EssD), porcentaje de explantos con
callogénesis, numero de embriones
somaticos secundarios (ESS) en estado
cotiledonar y torpedo por ESP y peso
fresco (mg) del macizo de proliferacion.

Debido a la naturaleza del experi-
mento, con un limitado numero de repeti-
ciones y al incumplimiento del supuesto
de normalidad de las observaciones, se
llevé a cabo un analisis no paramétrico
basado en permutaciones (Manly, 1997)
con el fin de verificar si las diferencias
observadas entre los valores promedio de
los tratamientos se deben a un efecto diri-
gido de estos, o bien a eventos al azar
(Wehenkel et al., 2008). Mediante un
elevado numero de permutaciones es
posible evaluar las diferencias promedio
entre los tratamientos, las cuales sean

mayores 0 iguales que las respectivas
diferencias observadas, lo que se llevé a
cabo para las cinco variables antes
mencionadas.

RESULTADOS

Embriogénesis somatica secundaria
directa (Essp). Los efectos de la aplica-
cion de tratamientos de proliferacion
comienzan a evidenciarse a los cinco
dias de iniciado el ensayo, manifestan-
dose de dos formas diferentes. En primer
lugar, algunos explantos de inicio (ESP,
Figura 1a) comienzan a experimentar un
aumento de tamafo tanto en sentido
radial como longitudinal, seguido de la
ruptura del tejido epidérmico en ambos
polos de crecimiento longitudinal para
luego dar paso a una continua prolifera-
cion celular, la cual, a las dos semanas
cubre toda la superficie del explanto
(Figura 1b). El segundo tipo de respuesta
es la ocurrencia de germinacioén del EsP y
elongacion del eje hipocdtilo-raiz. Conjun-
tamente se aprecia la aparicion de agre-
gados celulares blancos y cristalinos en la
regién hipocatilo, asi como de pequefias
estructuras sobre el tejido epidérmico
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Figura 1. Diferentes aspectos de la proliferacion de embriones somaticos de Nothofagus
alpina. a) Explanto de inicio, embrion somatico (ESP) en estado cotiledonar.
b) Respuesta callogénica desde ESP. ¢) Embriogénesis somatica directa desde la region
hipocétilo de un Esp. d) ESS en estado globular, torpedo y cotiledonar emergiendo
directamente desde ESP. e) Embriones somaticos en estado cotiledonar.

solo observables bajo lupa, correspon-
dientes a embriones somaticos secunda-
rios en estado globular generados de
manera directa, los cuales a las cuatro
semanas seran perfectamente identifica-
bles a simple vista (Figura 1c).

Respecto al porcentaje de explantes
presentando (EssD), se determinaron
efectos significativos de los tratamientos
aplicados sobre esta variable, alcanzan-
dose un maximo de 53,3% de explantos
iniciales, lo cual ocurrié en el tratamiento
T5, el cual contiene 2,0 mgL-1 de L-Gluta-
mina ademas de los reguladores del
crecimiento ANA y BAP (Tabla 2). Sin
embargo, este tratamiento no difiere
significativamente con el tratamiento

testigo en medio BTM ni con el tratamiento
T4 que contiene RC mas caseina hidroli-
zada.

El tratamiento en que menos
explantos manifestaron embriogénesis
somatica directa fue en el que se adicioné
2,0 mgL-! del aminoacido L-Serina en
combinacién con ANA y BAP, con un 4,4%
en tal condicion.

Callogénesis. Los tratamientos apli-
cados influenciaron significativamente la
respuesta en formaciéon de callo desde
los explantos de inicio. EI mayor porcen-
taje de formacion de callo se obtuvo en el
tratamiento T3 (80%) con los reguladores
del crecimiento ANA y BAP a una concen-
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tracion de 0,05 mgL-' cada uno, sin otro
suplemento adicional. Esta respuesta no
difiere significativamente agregando 500
mgL-! de caseina hidrolizada a estas
condiciones (T4), donde 73.4% de los
explantes presentaron callo (Tabla 3). Los
niveles de callogénesis se presentaron
significativamente inferiores a los trata-
mientos antes mencionados, principal-
mente bajo dos condiciones (Tabla 3): sin
reguladores del crecimiento (con o sin
caseina hidrolizada, T1 y T2) y con RC
mas aminoacidos (T5 y T6).

De acuerdo con lo observado en el
sistema embriogénico en N. alpina, el
mayor porcentaje de ESS morfologica-
mente normales se presenta por la via
directa, por lo que se considera favorable
que la incidencia de callo se mantenga en
niveles bajos en los tratamientos en
donde se observaron los mayores indices
de EssD (T1 y T5, Tabla 2), esto debido a
que en ausencia de callo los embriones
se presentan morfolégicamente norma-
les, con ambos cotiledones y pueden ser

aislados con mayor facilidad para las
siguientes etapas de maduracién y germi-
nacion.

Numero de embriones somaticos
secundarios (Ess). En esta variable en
que se considera ESsS tanto en estado
torpedo como cotiledonar (Figura 1d), los
tratamientos influenciaron significativa-
mente los resultados, luego de seis
semanas de iniciado el ensayo. La
mayores cantidades de ESs por explante
se generaron en tratamientos con regula-
dores del crecimiento, con excepcién del
T6 donde el aminoacido L-Serina esta
presente. El mayor nivel se presenté en el
tratamiento T4 con un promedio de 2.6
ESS por explanto, sin diferir significativa-
mente con el numero de ESS promedio
alcanzado en los tratamientos T3 y T5,
con 2.2 embriones somaticos secunda-
rios en ambos casos (Tabla 4). Los resul-
tados en los tratamientos antes mencio-
nados tuvieron diferencias significativas
con el resto.

Tabla 2. Valores de probabilidad (p) mediante 10 000 permutaciones y porcentajes de
embriogénesis somatica secundaria directa (EsD) en tratamientos aplicados a
embriones somaticos primarios (EsP) de Nothofagus alpina.

Tratamiento T1 T2 T3 T4 T5

T2 0,155

T3 0,044* 0,576

T4 0,092 0,330 0,333

T5 0,374 0,037* 0,039* 0,062

T6 0,004** 0,074 0,042* 0,009** 0,002**

Embriogénesis somatica secundaria directa (ESSD) %

T1 T2 T3

T4 T5 T6

46,7 22,2 22,2

28,9 53,3 4.4

Nota: * valores significativos (p<0,05); **valores altamente significativos (p<0,01)
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Tabla 3. Valores de probabilidad mediante 10 000 permutaciones y porcentajes de
callogénesis en tratamientos aplicados a embriones somaticos primarios (ESP).

Tratamiento T1 T2 T3 T4 T5
T2 0,120

T3 0,004** 0,004**

T4 0,004** 0,004** 0,274

T5 0,549 0,094 0,002** 0,002**

T6 0,034 0,652 0,002** 0,002** 0,024*

Callogénesis %

T1 T2 T3 T4 5 T6

26,6 1,1 80,0 73,4 31,1 13,3

Nota: * valores significativos (p<0,05); **valores altamente significativos (p<0,01)

Tabla 4. Valores de probabilidad (p) mediante 10 000 permutaciones y nimero de
embriones somaticos secundarios por explanto en tratamientos aplicados a embriones
somaticos primarios.

Tratamiento T1 T2 T3 T4 T5
T2 0,082

T3 0,037* 0,004**

T4 0,039* 0,004** 0,436

T5 0,039* 0,004** 0,660 0,439

T6 0,258 0,501 0,012* 0,011* 0,011*

Numero de embriones somaticos secundarios

T1 T2 T3 T4 75 T6

1,2 0,4 2,2 2,6 2,2 0,4

Nota: * valores significativos (p<0,05); **valores altamente significativos (p<0,01)
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Considerando solo ESs en estado cotile-
donar, la mayor cantidad por explante se
presentd6 nuevamente en el T4 con un
promedio de 1,6 sin presentar diferencias
significativas, solo con T3 en donde este
promedio alcanzé los 1,5 ESS por ESP
(p=0,498). Los ESS en estado cotiledonar se
presentan en su mayoria con caracteres
morfoldgicos normales, principalmente en
lo referido al par cotiledonar. Los ESS con
anormalidades morfoldgicas tales como
presencia de cotiledones fusionados, no
supera 20% del total, en el T4.

Peso fresco. El peso fresco de los
agregados embriogénicos también se vio
influenciado significativamente por los
tratamientos. Esta variable se presenté
en mayor magnitud en los tratamientos T3
y T4 (33,2 y 27,9 mg, respectivamente),
sin diferencias significativas entre ambos
tratamientos (p=0,163), pero si con el
resto de los tratamientos probados (Tabla
5). En los tratamientos T3 y T4 no existié

una dosis adicional de aminoacidos, salvo
la adicién de ANA y BAP y caseina hidroli-
zada. Esta respuesta esta influenciada
tanto por la mayor presencia de callo en
estos tratamientos, asi como por la mayor
cantidad de Ess en estado cotiledonar
(Figura 1e).

Los valores menores de esta
variable se presentaron en tratamientos
sin reguladores del crecimiento (T1y T2),
asi como en el tratamiento T6 que
contiene L-Serina, sin superar los 10 mg
por macizo embriogénico en promedio.

Por otra parte, la supervivencia de
los explantos se mantuvo alta en todos
los tratamientos a lo largo del estudio,
presentando valores maximos (100%) en
los tratamientos T4 y T5, lo cual difiere
significativamente con el tratamiento que
contiene L-Serina (T6), que tuvo en
promedio 86,7% de supervivencia.

Tabla 5. Valores de probabilidad (p) mediante 10 000 permutaciones y peso fresco (mg)
de los macizos de proliferaciéon embriogénica en tratamientos aplicados a embriones
somaticos primarios (ESP).

Tratamiento T T2 T3 T4 T5
T2 0,276

T3 0,004** 0,004**

T4 0,004** 0,004** 0,163

T5 0,044* 0,026* 0,004** 0,004**

T6 0,392 0,407 0,004** 0,004** 0,084

Peso fresco (mg)

T1 T2 T3

T4 T5 T6

7,7 6,8 33,2

28,0 10,8 74

Nota: * valores significativos (p<0,05); **valores altamente significativos (p<0,01)
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Si bien es cierto que las plantas, a dife-
rencia de los humanos y la mayoria de
los animales, son capaces de sintetizar
todos los aminoacidos derivados de las
proteinas a partir de moléculas como el
piruvato y el ciclo del acido citrico (Taiz
y Zeiger, 2006), tales componentes
organicos se agregan a los medios de
cultivo para satisfacer requerimientos
de nitrogeno en su forma reducida.
Estos se emplean de manera rutinaria
cuando su efecto es positivo en
sistemas de micropropagacién masiva,
como la embriogénesis somatica, a
pesar de su alto costo (George y de
Klerk, 2008).

Se ha comprobado el efecto positivo
de la adicién de caseina hidrolizada y
otras fuentes organicas de nitrogeno
como los aminoacidos L-Glutamina y
L-Serina a los medios de cultivo en dife-
rentes fases de la embriogénesis soma-
tica, incluyendo induccién y proliferacion
de WMPE, atribuyéndoles entre otros
efectos, incrementar el nUmero de nuevas
estructuras embriogénicas y promover su
desarrollo (Varisai et al., 2004).

Por su parte, la caseina y otras
proteinas hidrolizadas son menos
costosas, aunque debido a su origen y
procesos de obtencién, son de naturaleza
menos definida que los aminoacidos, lo
cual implica que se deba probar su
eficiencia en cada sistema embriogénico
en particular. La caseina hidrolizada
constituye una fuente de calcio, fosfato,
diversos microelementos, vitaminas y una
mezcla de al menos 18 aminoacidos,
entre ellos la glutamina. Se ha probado su
efecto estimulador del desarrollo en
procesos morfogénicos in vitro, tanto en
procesos como el cultivo de suspen-
siones celulares, como en organogénesis
(George y de Klerk, 2008).
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El aminoacido L-Glutamina ha sido
empleado con éxito en otros sistemas
embriogénicos de especies lefiosas,
observandose un incremento en los
niveles de proliferacion de MPE. Tal es el
caso de un estudio llevado a cabo en
Abies nordmanniana (Stev.) Stach., en el
cual ademas se adicion6 caseina hidroli-
zada al medio de cultivo (Norgaard y
Krogstrup, 1991). Las fuentes de nitro-
geno organico suplementarias al medio
de cultivo se aplican rutinariamente en
estudios de embriogénesis somatica en
fagaceas, principalmente en las fases de
induccion y proliferacion de agregados
embriogénicos (Cuenca et al., 1999; Xing
et al., 1999). En Quercus acutissima
Carruth., se adicion6 1 gL-! de L-Gluta-
mina al medio de induccion, en el cual se
cultivaron como explantos embriones
cigéticos inmaduros, obteniéndose poste-
riormente la germinacion y conversiéon a
planta de Es de diferentes genotipos
(Kim et al., 1997).

Este mismo aminoacido fue aplicado
con éxito como aditivo al medio MS modi-
ficado, en la manutencién de la compe-
tencia embriogénica de cultivos de
Castanea sativa Mill., en donde se em-
plearon ES como explante para generar
embriogénesis somatica recurrente, con
el fin de realizar estudios posteriores del
efecto de la fuente de carbono en la
maduracion y germinacion de embriones
sométicos (Corredoira et al., 2003). En
este estudio en N. alpina, la adicién de
aminodacidos al medio de cultivo base no
tuvo un efecto significativo en relacion al
tratamiento testigo en cuanto a la inci-
dencia de ES secundaria y mantenimiento
de la lineas embriogénicas.

Por su parte, Robichaud et al. (2004)
emplearon caseina hidrolizada (1 gL-1)
como componente adicional en medio
base wPM en un estudio sobre el efecto
de la adicion de los aminoacidos L-Gluta-
mina y L-Asparagina, ademas de agentes
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modificadores del potencial osmético del
medio, sobre la maduracién de ES de
Castanea dentata (Marsh.) Borkh.,
encontrandose, a diferencia de este
estudio, que hubo un efecto positivo en el
tamafo de los ES respecto al testigo,
aunque también se evidenciaron anorma-
lidades morfoldégicas y germinacién
precoz.

De acuerdo con Inoue y Maeda
(1982, citados por George y De Klerk,
2008), en diversos cultivos la caseina
hidrolizada es mas efectiva en promover
el desarrollo que la adicién individual de
aminoacidos en el medio de cultivo,
supuestamente debido a la presencia de
algun factor del crecimiento desconocido,
aun presente en esa sustancia.

Si bien se considera que el mayor
efecto de estas fuentes de nitrégeno inor-
ganico se manifiesta en soluciones mine-
rales con baja dotacion de iones NH,*,
George y De Klerk (2008) sugieren que
estas sustancias son también efectivas
en medios ricos en iones amonio, debido
a la conservacion de la molécula de ATP
(compensando la deficiencia de fosfato),
su capacidad para actuar como agentes
quelantes, favorecer la capacidad de
asimilacion de nitrégeno, sustitucién de
posibles iones NH,* toxicos y el ajuste del
pH intracelular.

En este estudio, el porcentaje de
explantes presentando embriogénesis
secundaria directa no fue afectado signifi-
cativamente al agregar reguladores del
crecimiento al medio de cultivo (T1 vs T4
y T5). Sin embargo, en presencia de BAP y
ANA y una fuente de nitrégeno organico
como caseina hidrolizada, el peso fresco
de los macizos de proliferacién y el
numero de ES por explante en estado coti-
ledonar y torpedo fueron significativa-
mente superiores respecto al testigo. La
aplicacién de L-serina tuvo una incidencia
negativa en esta respuesta frente al trata-

miento testigo, asi como frente al trata-
miento que contemplé adicion de L-Gluta-
mina. Por su parte, el porcentaje de inci-
dencia de callogénesis (proliferacion de
MPE), asi como el peso fresco de los agre-
gados, fueron influenciados positivamente
mediante la adiciébn de BAP y ANA, con o
sin caseina hidrolizada (T3 y T4).

Del mismo modo, la generacién por
via directa de embriones somaticos en
estado cotiledonar y torpedo fue significa-
tivamente mayor en medio con BAP y ANA
sin otros componentes adicionales,
excepto al adicionar caseina hidrolizada.
Se recomienda la proliferacion directa de
embriones somaticos secundarios en
Nothofagus alpina, en medio base sin RC,
sin un incremento significativo en la proli-
feraciéon callogénica. Sin embargo, es
necesario estudiar los efectos de una
fuente de nitrogeno organico como
caseina hidrolizada y el aminoéacido
L-Glutamina en etapas posteriores como
la maduracion y germinaciéon de
embriones somaticos de rauli.
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