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Establecimiento in vitro del Piñón Azul  Pinus maximartinezii (Rzedowski).
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RESUMEN

México cuenta con una gran cantidad  de especies endémicas, entre las cuales se encuentra Pinus maximartinezii (Rzedowski) ya que está catalogada como una especie en peligro de extinción, confinada a una población de aproximadamente 2000 a 2500 árboles maduros en una superficie de 400 ha. En estos casos, es necesario establecer técnicas de propagación que permitan incrementar la disponibilidad del material vegetativo. Por lo que, el objetivo de este trabajo fue desarrollar un protocolo para el establecimiento in vitro de Pinus  maximartinezii  por medio de organogénesis. Embriones cigóticos y cotiledones obtenidos de semillas maduras fueron colocados en los medios de cultivo DCR y GD adicionados con 0.3 mgl-1 y 0.5mgl-1 de BAP; 0.01 mgl-1  de NAA, permaneciendo por 6  semanas en condiciones de 26°C ( 2°C y un fotoperiodo de 16 h. luz y 8 h. oscuridad. Posteriormente los explantes fueron transferidos a los medios de cultivo (DCR y GD)  sin reguladores de crecimiento a intervalos de 15 días, durante 6 semanas,  la variable evaluada fue número de explantes con yemas. Por último los explantes fueron transferidos a los mismos medios  de cultivo sin reguladores de crecimiento, adicionados con 0.1% de carbón activado, permaneciendo por 8 semanas; evaluándose el número de brotes por embrión. Los análisis de varianza mostraron diferencia significativa en medios de cultivo y concentración de reguladores de crecimiento.

1.
INTRODUCCIÓN

La importancia económica de los bosques de coníferas en México es muy grande; el género Pinus constituye la mayor parte de la riqueza forestal  por su amplio rango de distribución (5). El piñón azul o maxi piñón (Pinus maximartinezii (Rzedowski), ha sobrevivido a una restricción genética extrema  ya que está confinado a una sola población de aproximadamente 2000 a 2500 árboles maduros en el sur del estado de Zacatecas, México y se encuentra en la lista de las especies en peligro de extinción  (4 y 9).

En estos casos la propagación in vitro  ha demostrado ser un método exitoso para la conservación y mantenimiento de especies en peligro de extinción (7). Sin embargo, se han observado diferentes respuestas con la utilización de medios de cultivo y reguladores de crecimiento Ojeda (10). Por lo que, es necesario ajustar el protocolo de regeneración para cada una de las especies (1 y 12). Diversos investigadores, utilizando cotiledones de embriones maduros  encontraron que concentraciones distintas de benciladenina favorecen el desarrollo de brotes in vitro. (1,11). Así mismo, Niella y Rocha (8) utilizando cotiledones provistos de hipó cotilos obtuvieron una mayor respuesta con la utilización de BA. El  objetivo de este trabajo fue desarrollar un protocolo para el establecimiento in vitro de Pinus maximartinezii, estudiando la variable número de brotes por explante.

2.
MATERIALES Y MÉTODOS

Desinfección de la semilla.- Se obtuvieron semillas intactas de conos maduros de Pinus maximartinezii. Para su desinfección se colocaron en una solución de hipoclorito de sodio comercial (6% ingrediente activo) y detergente durante 5  in.; estas fueron cepilladas y lavadas con agua.  Se seleccionaron semillas de aprox. 2.5 cm.  y se eliminaron las cubiertas. Posteriormente las semillas seleccionadas se llevaron a una campana de flujo laminar colocándose en una solución de H2O2 de 12.5 vol. durante 45 min.; se enjuagaron con agua bidestilada esterilizada y se transfirieron a etanol 70% por un minuto; a continuación se colocaron en una solución de hipoclorito de sodio comercial (6% ing. activo)  adicionado de 0.5cc de Tween-20 (poliexietileno sorbitan monovalente) durante 5 min. Finalmente se enjuagaron por 5 min. con agua bidestilada  esterilizada.

Se utilizaron los medios de cultivo DCR y GD (2,3). Adicionados con 0.3mgl-1 y 0.5mgl-1de BAP; 0.01mgl-1 de NAA; Sacarosa 30gl-1 para DCR y 20gl-1 para GD; 5gl-1 de agar gel y ajustándose el pH a  5.7 ( 0.1. Se esterilizaron a 121ºC y 1 atm. de presión durante 15 min. En este caso fueron evaluados  ocho tratamientos con ocho repeticiones.

Diseño del experimento.- Se utilizó un diseño totalmente al azar y con arreglo factorial 23 factor A: explantes; factor B: medios de cultivo; factor C: concentración a los  reguladores de crecimiento donde la variable dependiente a evaluar fue numero de brotes por embrión.

Inducción de yemas.- Cotiledones de embriones maduros y embriones cigóticos completos fueron colocados en los tratamientos señalados, incubándose durante seis semanas por  16/8 h-luz, a 2000 lux y 26ºC   ( 2°C  para la inducción de yemas.

Alargamiento de yemas.- Los cotiledones y embriones  fueron transferidos a frascos con medio DCR ó GD sin reguladores de crecimiento y disminuyendo la sacarosa a la mitad de su concentración, en estas condiciones permanecieron por seis semanas. Al final de esta etapa se evaluó el número de yemas que presentaban al menos 2 primordios foliares bien desarrollados.

Formación de brotes.- Los explantes con yemas desarrolladas se transfirieron a los mismos medios de cultivo pero adicionados con 0.1% de carbón activado manteniéndose  estos durante 8 semanas. Para esta etapa se evaluó la variable número de brotes por embrión.

3.
RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Inducción de  yemas .- Desde las primeras semanas de iniciado el   cultivo los cotiledones y embriones presentaron la formación de estructuras nodulares  semejantes a callos, al transcurrir seis semanas en el medio.

Alargamiento de yemas.- Se hicieron evidentes primordios de yemas después de seis semanas en los medios de cultivo. Sin embargo no se presentaron diferencias significativas para ninguno factor, los resultados se muestran en el cuadro 1. El tiempo requerido para esta respuesta coincide con lo observado en otras especies de pino (10 y 11).

Cuadro 1. Promedios obtenidos a las seis semanas en la etapa de alargamiento de yemas evaluándose el número de primordios de yemas en Pinus maximartinezii.

	Explante
	Medio de Cultivo
	Concentración de  reguladores de crecimiento mgl-1

	Cotiledones
	Embrión
	DCR
	GD
	0.3
	0.5

	1.093a
	1.375a
	1.312a
	1.156a
	1.281a
	1.187a


Formación de brotes.- Para la evaluación del número de brotes se tomaron en cuenta solamente las yemas que   mostraban al menos dos primordios foliares bien desarrollados.

Cuadro 2. Número de brotes promedio de Pinus maximartinezii obtenidos a las 8 semanas en la etapa de formación de brotes.

	Medio de cultivo
	
	
	Concentración de reguladores de crecimiento mgl-1

	DCR
	GD
	0.3
	0.5

	4.031a
	2.844b
	2.969a
	3.906b


                            Literales diferentes indican DMS.

En general el medio de cultivo DCR mostró mejores resultados que el medio GD. Así mismo, al analizar la concentración de los reguladores de crecimiento se encontró mayor respuesta con 0.5mgl-1 BAP en comparación con 0.3mgl-1 (cuadro 2). No es fácil definir la causa por la cual cotiledones provenientes de un mismo embrión presentan diferencias en su respuesta, es necesario ajustar el protocolo de regeneración para cada especie de pinos. Ya que algunas especies responden exitosamente a dosis bajas de BA  y otras responden mejor a dosis mayores de citocininas. (12)  la respuesta observada del presente trabajo coincide con lo reportado por Niella y Rocha (8). Quienes utilizando cotiledones provistos de hipó cotilos obtuvieron una mejor respuesta con altas concentraciones de BA. Así mismo Ojeda (10)  encontraron en Pinus halepensis  que conforme se incrementa la concentración de BA, la respuesta de los explantes fue mayor. Por lo que, la mayoría de las regeneraciones in vitro del genero pinus a sido el resultado de la utilización de embriones maduros  así como de la concentración de los reguladores de crecimiento (6,11) En general la mayor respuesta se obtuvo a partir de embriones cigóticos completos en el medio DCR utilizando 0.5mgl-1 de BAP.
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