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Estudio Morfogenético de Pinus maximartinezil
Alejandrina Robledo.
Victor M. Villalobos A.

Resumen. E1 presente trabajo muestra los estudios -
preliminares llevados a cabo en el lab. de Biotecno
logia con el objetivo de determinar las mejores con
diciones in vitro para la micropropagacién de Pi--
nus maximartinezii. =
Se presentan resultados en la germinacibén en condi-
ciones asépticas y efecto de la temperatura sobre
el desarroilo de los cotiledones.

INTRODUCCION

El cultivo de tejidos vegetales es una importante herramienta para la micro
propagacibén de especies anualesybianuales. En la actualidad, las firmas comer
ciales més importantes del mundo, multiplican clones en forma masiva en orna--
mentales, hortalizas y frutillas. Comparativamente, la micropropagacién de es-
pecies perennes no ha progresado al mismo ritmo ya que se ha encontrado que --
los tejidos y brganos mis diferenciados son poco sensibles a las condiciones -
in vitro ( Villalobos y Thorpe, 1984 ).

Debido a los largos ciclos de las especies arbbreas, es ficil comprender el
interés en micropropagarlas. Ms afin, estos largos periodos de la etapa juve--
nil, han hecho muy dificil la aplicacién de la genética convenclonal en el me-
joramiento de los drboles. Aunado a esto, en muchos casos es muy diffcil la --
continuidad de proyectos a largo plazo ( Villalobos, Thorpe y Yeung, 1983 ).

La reproduccibén de arboles élite por medio del estacado, ha sido una alter-
nativa importante en algunas especies como Cryptomeria japonica y Plcgg._$1n =
embargo, las experiencias con este tipo de programas indican due, en terminos
generales, el comportamiento de las estacas es afectado grandemente por 1§’- =
edad del 4rbol, su vigor, la posicién de la estaca en el 4rbol y la estacion -
del afio en que son cortadas. Se ha ericontrado también, que cuando las estacas
son mis viejas, son mis dificiles de enraizar. Otro problema ha sido el creci-

miento plagiotrépico que muestran algunas varetas.

La emergente biotecnologia puede ser otra importante opcién para la clona--
cién de especies forestales y otras peremnes, considerindose que el cultivo de
tejidos vegetales muestra grandes potencialidades para resolver 1os nroblemas
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de la propagacién masiva de individuos élite, una vez que entendamos mis sobre
los procesos organogenéticos.

El presente trabajo muestra los estudios preliminares llevados a cabo en --
nuestro laboratorio, con el objetivo de determinar las mejores condiciones in-
vitro para la micropropagacién de Pinus maximartinezii.

MATERIALES Y METODOS

FUENTE DE MATERIAL

Las semillas utilizadas en todos los experimentos provienen de polinizacién
abierta y fueron proporcionadas por el Dr. Teobaldo Eguiluz del Depto. de Bos-
ques de la UACH.

GERMINACION
Las semillas fueron puestas a gemminar en condiciones asépticas, experimen-
t4ndose los diferentes mérodos:

1. Germinacién en medio de cultivo. Se removié la cubierta de la semilla y ésta

se dosinfectd con alcohol al 70% 1 min., seguido de 10 min en hipoclorito de
sodio al 6% para finalmente enjuagarlas tres veces con agua estéril. lLas se-
millas se pusieron en agua solidificada con agar hasta su germinacién.

2. Germinacién en vermiculita estéril. Las semillas se desinfectaron superfi---
Cialmente durante 20 min en hipoclorito de sodio conteniendo detergente cComo
humectante, posteriommente se mantuvieron en agua corriente de la llave por
24 h. Fueron desinfectadas nuevamente siguiendo el procedimiento anterior, -
se pasaron al refrigerador a 4°C durante 48 h para desinfectarse nuevamente
durante 20 min en hipoclorito de sodio al 6%. Después las semillas fueron --
puestas a germinar en vermiculita esterila 27 + 2°C en obscuridad.

3. Cemminacién en cajas de Petri. Las semillas se desinfectaron superficialmen-
te (conteniendo 1a cubierta) durarte 20 min en nipoclorito de sodio al 6%
posteriormente se rompid la cubierta y se pusieron agerminar en cajas de -~ -
Petri, con papel filtro himedo. Lo emhriones o los cotiledones provenien---
tes de estas semillas fueron incunados en medios de cultivo.

MEDIO DE QULTIVV

El medio de cultivo bisico empleilo en esta investigacién fue el de Schenk y
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Hilderbrandt (1972). El medio tue stpiementado por Benciladepina (BAC a diferen |

tes concentraciones, U, 2.5 X 107M, 5x10°M, 7.5 x 10°5M.
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Para el enraizamiento de los brotes diferenciados se empled Aci
i - > 5 ! cido naft: %
fieo (BN, 2.60 x 1° ¢ y en combinacion con AIB x lO‘g? e Gl

COMDICIONES FISICAS

Los cotiledones una vez inoculados en el medio de ti i--
dos en un cuarto de ambiente controlado a una temperagﬂialgz’2$%§r0?°2an§§§1 -
fotoperiodo de 16 h y una intensidad lumfnica de 28 ¥E . am.2 seg. o bien en --
una cimara a 20°C a luz contfnua. Los cultivos fueron observados semanalmen-
te en forma visual o empleando un microscopio estereoscopicoabaja magnifica- -
glén. Paralelo al uso de auxinas en el medio para estimular la formacién de ra-
fces, se ensayd el enraizamiento de mezcla de arena y arcilla.

RESULTADOS

; La respuesta de los empriopgs de P. maximartinezii a los experimentos lleva
os a cabo en esta investigacidn se consideraran continuacibn. =

GERMINACION DE LA SEMILLA EN CONDICIONES ASEPTICAS

~ La germinacién de P. maximartinezii en condiciones asépti i
dificultades, ya que €l aumento del desinfectante (hipoclgriiﬁsdzoigégoﬁerégf-
r?elac1on6 directamente con la pérdida de viabilidad. A mayor concentracién de
hipoclorito, menor germinacién. Cuando se emplearon bajas concentraciones de
hipoclorito, (3%), la contaminacién de hongos principalmente se incrementé has
ta en un 90%.-De los métodos experimentales de germinacién el que dié mejor re
sultado fue el de germinacién en cajas de Petri. Empleando este método, se lo-
gré que las semillas germinaran hasta en un 95%. Sin embargo, fue evidénte una
gran heterogeneidad en el tiemmo de germinacién.

RESPUESTAS DE LOS EXPLANTES

Los cotiledones mostraron mayor respuesta morfogenética, comparativamente -
que cuando se sembraron los embriones completos. Asimismo, los cotiledones res
pondieron mejor en el medio SH suplementado con BA a la concentracibn de - - -
25 x IQ'SM. En téminos generales se observd, que los cotiledones en el medio
de cultivo sufrfan una elongacibén durante los primeros 7 dias de cultivo de a-
proximadamente el doble de la longitud inicial. Para el dia 21del cultivo, fue
evidente la formacibn del tejido meristemitico en diferentes partes de la su--
perficie de los cotiledones y para el dia 32 fue posible observar brotes adven
ticios a partir de este tejido meristemitico. A




EFECTO DE LA TEMPERATURA

Aproximadamente 70 cotiledones fueron incubados in vitro a una temperatura
de 20 + 1°C. los resultados indicaron que se form6 tejido meristemitico a los
28 dfas de incubacifn. De los cotiledones que formaron tejido meristemitico -
el 90% desarrolld brotes, sin embargo estos fueron evidentes despfies de los -
45 dfas de incubacién. En general, la baja temperatura permitid tener mis uni-
formidad en la respuesta, pero ésta tard6 mis tiempo en manifestarse.

Los cotiledones que formaron tejido meristemitico diferenciaron brotes ad--
venticios, Estos brotes fueron individualizados y se les estimuld para el sub-
secuente desarrollo. Los brotes de aproximadamente 1 cm fueron transplantados
al medio de cultivo con auxinas para promover la rizogénesis. A la fecha, la -
induccién del sistema radical ha sido muy ineficiente, sin embargo en aquellos
brotes que se ha diferenciado la rafz, es evidente una satisfactoria ramifica-
cién del sistema radical. Los resultados del enraizamiento en suelo no han mos
trado ninguna ventaja superior al enraizamiento in vitro.

DISCUSION

La micropropagacién de especies forestales ha sido una importante alternati
va para la problemitica forestal durante los Gltimos 10 afios (Thorpe, 1983 ).-
Ejemplos de esta aplicacién son Pinus radiata, Pseudotsuga menziesii y Abies. Es
tas herramientas podrén aplicarse en Pinaceas del grupo cembroides una vez que
se puedan generalizar los resultados preliminares mostrados en esta investiga-
cién. Sin embargo, se estima que en el caso de P. maximartinezii serd muy difi
cil homogeneizar la respuesta in vitro en un alto porcentaje, debido a la hete
rogeneidad de la semilla. HemoS observado que mientras los cotiledones de un -
embrién responden morfogenéticamente en forma eficiente, otros mueren rhpida--
mente en las mismas circunstancias. Igual respuesta se ha observado para la in
ducci®n del sistema radical. Sin embargo, consideramos que la rizogénesis re--
quiere de mayor estudio.

Un importante problema a resolver ha sido, sin duds,la desinfeccidn de las
semillas, sin sacrificar el porcentaje de germinacién. En este renglén se ha -
observado que la heterogeneidad de la semilla juega un importante papel. A la
fecha, consideramos haber encontrado un sistema adecuado para tal fin, lo que
nos permitird disponer de material con relativa homogeneidad para ensayar - -
otros experimentos.

Una evaluacién del sistema aqui descrito nos pemite calificarlo en témmi--
nos de eficiencia en un 35% para la induccién de los brotes adventicios, Consi
deramos, sin embargo, que este porcentaje no seri incrementado significativa--
mente si no contamos con semillas de procedencia mis homogérea.

Por otro lado este 35% en eficiencia nos esti permmitiendo seleccionar Semi-
11a con mayor potencial morfogénico y que a futuro estaremos homogeneiz=:ado -
nuestra poblacibén obenida in vitro. Con respecto a la induccibn del sistema -
radical, consideramos que el potencial para la regeneracibn de las raices esta
presente en los brotes diferenciados in vitro, y que se requiere de mis experi
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mentacidn en este objetivo.
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