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RESUMEN
Nolina parviflora es endémica de México, se distribuye en la Ciudad de México y los estados
de Chihuahua, Durango, Hidalgo, Jalisco, Nayarit, México, Michoacan, Oaxaca, Puebla,
Veracruz y Zacatecas. Los ambientes en que se desarrolla la especie determinan que haya
baja supervivencia de las plantulas ya que estan expuestas a periodos prolongados de
sequia y la ocurrencia frecuente de temperaturas bajas extremas. El primer evento
reproductivo de la planta se lleva ocurre aproximadamente a los 68 afios; de las plantulas
que nacen solo el 39% logra sobrevivir. El presente trabajo propone la propagacion in vitro
como una estrategia para su conservacion. Semillas de N. parviflora fueron germinadas en
medio MS al 50% de macronutrientes, micronutrientes y sacarosa; el maximo porcentaje
de germinacion (98%) se obtuvo a los 31 dias posteriores a la siembra. Explantes
longitudinales de tallo y de hoja de 1 cm de longitud, obtenidos de plantas de dos, tres,
cuatro y cinco meses de edad, fueron sembrados en medio MS adicionado con la citocinina
6-bencilaminopurina (BA) en concentraciones de 0, 2, 3 y 5 mgL™. La mejor respuesta
morfogenética se observd en BA 3y 5 mgL? en explantes de tallos de cinco meses de edad.
Con base en estos resultados se sembraron 280 explantes de tallo distribuidos en ambas
concentraciones. No hubo diferencias significativas entre los tratamientos con BA 3 mgL™?
(5.7 brotes/explante) y con BA 5 mgL™ (5.6 brotes/explante), la morfologia de los brotes
indicé los mismos resultados. Después de ocho semanas en medio MS al 50% + CA 1glLtse
obtuvo el 66.3% de brotes enraizados. Por lo tanto, se corrobord la propagacién in vitro

como una estrategia para conservar la especie.
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INTRODUCCION

En México, la familia Nolinaceae estd bien representada debido a que posee un gran
numero de especies (49) que representan el 89% de la riqueza mundial, de las cuales, 32
son endémicas. A pesar de su importancia y de la gran cantidad de especies existentes en
México, solo una especie es protegida por la CITES (Convencién sobre el Comercio
Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres) y 16 especies son

mencionadas en la NOM-059-SEMARNAT-2010 (Golubov et al., 2007; SEMARNAT, 2010).

La familia Nolinaceae tiene una gran importancia econdmica, por ejemplo algunos géneros
como Dasylirion son utilizados para fabricar harinas y un licor llamado “sotol”; con las hojas
se realizan artesanias en forma de flor [lamados “chimales”, también se realizan cestas; los
escapos son utilizados como bordones y las plantas son utilizadas como ornamento en
camellones y jardines (Reyes-Valdés et al., 2012; Reyes-Valdés et al., 2013). Una de las
especies mas famosas de esta familia por su valor ornamental es Beaucarnea recurvata
conocida como pata de elefante, esta especie se encuentra amenazada debido al trafico

ilegal de la planta y sus componentes como semillas y frutos (Contreras et al., 2008).

El género Nolina estd representado en México por 20 especies, de las cuales, 11 son
endémicas. Este género es utilizado en el estado de Coahuila como una fuente importante
de recursos para la elaboracidn de escobas, cepillos, discos para barredoras mecanicas y
cartuchos de explosivos (Sanchez, 1981; Castillo-Quiroz y Cano-Pineda, 2005; Golubov et

al., 2007).

Entre los problemas que enfrenta la familia Nolinaceae se encuentran la destruccion de los
habitats causados por actividad antropogénica como la expansidn agricola, la expansién de
areas urbanas y rurales, la creaciéon de nuevas vias de comunicacién y la colecta excesiva.
Después de la segunda guerra mundial surgio un fuerte interés entre europeos, japoneses
y estadounidenses por la coleccion de plantas suculentas. Afortunadamente muchas
nolinaceas son de talla grande lo que impide su transporte a excepcion de la pata de

elefante (Beaucarnea sp.) que es extraida por su valor ornamental (Golubov et al., 2007).

12
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Ademas de estos problemas, las plantulas de Nolina parviflora estan expuestas a la
interaccion de periodos prolongados de sequia y la ocurrencia frecuente de temperaturas
bajas extremas lo que causa altas tasas de mortalidad (Lopez, 1986), por este motivo es
necesario desarrollar estrategias para su conservacidn y propagacion. Una alternativa es
utilizar la micropropagacién por medio de las técnicas del Cultivo de Tejidos Vegetales
(CTV), que hace posible obtener altas tasas de multiplicacién a partir de material vegetal
sembrado en condiciones asépticas, y controladas (medios quimicamente definidos y a
temperaturas e intensidad luminosa establecidas) (George et al., 2008).Por lo anterior, el
objetivo del presente trabajo fue promover la micropropagacion de Nolina parviflora
evaluando el efecto de diferentes concentraciones de la citocinina bencilaminopurina (BA)

en funcién de la edad del explante procedente de plantulas germinadas in vitro.

13
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ANTECEDENTES

Familia Nolinaceae

La familia Nolinaceae se compone de los géneros Beaucarnea, Calibanus, Dasylirion y
Nolina, consta de 55 especies de las cuales 49 se encuentran en México y 32 de éstas son
endémicas. Se distribuye en zonas daridas y semiaridas desde el sur de Estados Unidos a
Centroamérica (Solano y Rivera-Lugo, 2012; Arizona-Sonora Desert Museum, 2016). Es una
familia de monocotiledédneas compuesta por plantas perennes y dioicas, las hojas tienen un
crecimiento arrosetado y pueden ser dentadas o aserradas en el margen, son arborescentes
o acaules, es decir, que presentan el tallo tan corto que parecen carecer de él. En algunas
especies, el tallo aumenta de volumen en la base debido al almacenamiento de agua y
nutrientes como estrategia de supervivencia en los ambientes aridos en los que crecen (Fig.

1) (Arias-Toledo et al., 2000).

Figura 1. Anatomia del tallo de A) Beaucarneae, B) Calibanus, C) Nolina y D) Dasylirion. (Tomado de
Rojas-Pifia et al., 2012).
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La inflorescencia emerge del centro de la roseta, las flores pueden ser blanquecinas o con

matices violeta (Fig. 2).

Beaucarnea Calibanus Nolina Dasylirion

Figura 2. Inflorescencia representativa de Beaucarnea, Calibanus, Nolina y Dasilyrion. A) Morfologia
general de la inflorescencia, B) Detalle de la porcidn floral de la inflorescencia (Tomado de Rojas-
Pifia et al., 2012).

Nolina y los demas géneros también se han ubicado dentro de la subfamilia Nolinoideae
dentro de Asparagaceae (APG lll, 2009). Sin embargo, Kim et al. (2010) consideran que la
propuesta del APG lll, requiere incluir un mayor nimero de géneros y tribus para entender
claramente las relaciones filogenéticas de la subfamilia Nolinoideae (Asparagaceae) hasta

no tener evidencias morfolégicas mas concretas (Solano y Rivera-Lugo, 2012).

Esta familia desde el siglo pasado ha tenido una gran importancia econémica, por ejemplo,
las hojas de los géneros Dasylirion, Nolina y Beaucarnea se utilizan en la construccion de
techados, la elaboracién de cesteria, sombreros y materiales similares en los que se

requiere trenzar las fibras como lazos y cuerdas (Trelease, 1911), el género Beaucarnea
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actualmente es muy utilizado como planta ornamental debido a su forma caracteristica que

le da el nombre comun de “Pata de elefante” (Contreras et al., 2008).

Se ha encontrado evidencia de que los sotoles (Dasylirion) fueron fuente de alimento para
los primeros pobladores de Chihuahua, Coahuila, Texas y Nuevo México, también se cree
gue las semillas eran utilizadas para hacer harinas y como alimento para las aves domésticas
debido a su similitud con los mijos y sorgos actuales. Las hojas son utilizadas para la
fabricacidn de cestas y su base es utilizada para artesanias ornamentales conocidas como
“chimales” (Fig. 3). Las flores son guisadas y combinadas con otros alimentos. Al cocer y
mezclar con agua el tallo de estas plantas se obtiene una bebidas alcohdlica llamada sotol.
La técnica tradicional fue perfeccionada después de la llegada de los espafioles con la
técnica del destilado (Reyes-Valdés et al., 2013; Sierra-Tristan y Melgoza-Castillo, 2014).
Actualmente la produccion de esta bebida alcohdlica es muy importante econdmicamente
en los estados de Chihuahua, Coahuila y Durango, en el 2002 el Instituto Mexicano de la

Propiedad Industrial (IMPI) otorgd la denominacion de origen a estos estados (IMPI, 2002).

Figura 3. “Chimal”, flor artificial hecha con hojas de sotol (Dasylirion
sp.)(Tomado de Reyes-Valdés et al., 2013).
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Muchas poblaciones de nolindceas se encuentran en estado critico por la continua
fragmentacion y destruccion de su habitat ocasionada por la expansion de la agricultura y
ganaderia asi como la extraccién de lefia, madera y crecimiento urbano. Ademas del uso no
sustentable que se les da a algunas especies, con el tiempo el recurso es sobreexplotado
reduciendo las poblaciones (Golubov et al., 2007). En el caso de Beaucarnea se extraen
semillas, plantulas e individuos juveniles y adultos que afectan el tamafio de la poblacion y
la proporcion de los sexos, disminuyendo la posibilidad de fertilizaciéon y produccidn de
semillas. Este proceso expone a las especies a una posible extincidn y al deterioro de la

diversidad genética de las mismas (Contreras et al., 2008).

Género Nolina
El género Nolina es de origen americano, con alrededor de 20 especies de las cuales 11 son

endémicas de México (Golubov et al., 2007); se encuentra en el sur y suroeste de Estados
Unidos y en México. Las especies del género Nolina han sido tratadas como pertenecientes
a Beaucarnea basandose en caracteres vegetativos, entre ellos el habito arborescente,
disposicion de las hojas en rosetas apicales y hojas lineares. Trelease (1911) en su revisidon
propuso tratar a Nolina como un género separado de Beaucarnea y Dasylirion, basandose
en caracteres vegetativos y reproductivos (Anexo I).

De acuerdo con la clasificacidn climatica de Kbppen, el género Nolina se desarrolla de forma
natural en climas BS1 kw, que se caracteriza por ser el menos seco de los climas semidridos,
siendo templado con verano célido (Garcia, 1981). El género es considerado endémico de
la flora de los matorrales xerdfilos y de los pastizales mexicanos, debido a esto el altiplano
mexicano es considerado el centro de dispersion del género (Trelease, 1911).

Este género tiene una amplia gama de utilizacion como fuente adyacente de recursos para
las familias de zonas aridas y semiaridas, ya que lo utilizan para fabricar escobas de paja,
canastos y para el techado de casas, como N. microcarpa (palmilla o hierba del oso).
También sirve como fuente de alimento para ganado (N. texana), aunque no de forma
relevante, puesto que el ganado sélo consume la parte tierna de la planta y cuando esta
asociada a las gramineas (Cruse, 1949). De las hojas se obtiene papel duro, tejidos diversos

y ademas son medicinales por sus sapogeninas y estereoides (Wall y Fenske, 1961;
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Hernandez-Xolocotzi, 1987), mientras que
otras partes de la planta, como el interior de los
troncos, se emplean como alimento (Galvan,
2001).

Algunas especies como el cortadillo (N.
cespitifera) son un recurso forestal no
maderable de gran importancia econdmica
para los poblados de las regiones dridas y
semidridas de Coahuila, esta planta representa
en la mayoria de los casos la principal fuente de

recursos y tiene un gran potencial industrial

para el noreste del pais, ya que de ésta se

Figura 4. Ejemplar adulto de Nolina parviflora optiene una fibra dura de alta resistencia que
en floracidn, el color oscuro del tronco y la
escasez de las hojas se deben a un incendio ~Mezclada con sorgo escobero es empleada en

en la zona. Fotografia M. Cristina Mendoza

la fabricacién de escobas, cepillos y muebles
Estrada.

rasticos en sustitucion del ratan. El
aprovechamiento de este recurso es ejecutado por aproximadamente 3 000 familias
campesinas (Martinez y Castillo, 2007).
A pesar de la importancia econdmica que lleva a sobreexplotar las poblaciones de este
género, solo dos especies se encuentran protegidas por la NOM-059-SEMARNAT-2010,

estas son: N. cismontana y N. interrata.

Nolina parviflora
Nolina parviflora (Fig. 4) es una planta arborescente de 2.5 a 5 m de altura, ramificada o de

tallo simple, hojas planas y flexibles, presenta flores blancas en ocasiones con el perianto
violaceo en una inflorescencia al final de un escapo rodeado de bracteas. Es perenne, de
afinidad xerdfila y el tronco es muy lefioso (Shreve y Wiggings, 1964; Galvan, 2001). Crece
en matorrales, bosques de encino, pino-encino y pino.

Poseen tallos erectos de 10 a 20 cm diametro con 1 a 6 ramas. Hojas de 150 a 200 por

roseta, inflorescencias paniculadas erectas, flores unisexuales, semillas de 3 a 4mm de largo




y de 3 a 3.5 mm de ancho, elipsoidales a ovoidales, reticuladas a punctiformes, pardas
(Anexo Il). Su habitat es en bosques de Quercus, Pinus-Quercus y bosque tropical
caducifolio, sobre laderas de montafas y barrancas, en suelos rocosos y arenosos. En
elevaciones de 1800-2700 m.s.n.m. Florece de febrero a mayo y fructifica de abril a
noviembre (Galvan, 2001).

La especie Nolina parviflora es endémica de México (Fig. 5), se distribuye en la Ciudad de
México y en los estados de Chihuahua, Durango, Hidalgo, Jalisco, Nayarit, México,
Michoacdn, Oaxaca, Puebla, Veracruz y Zacatecas (Solano y Rivera-Lugo, 2012) con
extensiones hacia dreas adyacentes de Oaxaca, estando a veces acompanada de Yucca
periculosa y Beaucarnea gracilis, principalmente sobre laderas de roca volcanica en los
alrededores de Perote, Veracruz; Alchichica y Libres, Puebla, asociada en el estrato
arbustivo inferior con Agave obscura, especies de Salvia, Chrysactinia y Dalea (Hernandez-
Xolocotzi, 1987; Martinez, 1987).

Debido a la competencia que existe en estos ambientes el desarrollo y establecimiento de
plantulas es bajo, ademds presenta un lento desarrollo sexual ya que la primera
reproduccién de la planta se lleva a cabo aproximadamente a los 68 afios en promedio y de

las plantulas que nacen, sélo 39% logra sobrevivir (L6pez, 1986).

19

——
| —



Figura 5. Distribucién de Nolina parviflora (Modificado de Alvarez, 2015).

Sierra de Santa Catarina
La distribucion de Nolina parviflora dentro de la Ciudad de México se ubica en el cerro de

Guadalupe en la Sierra de Santa Catarina.

La Sierra de Santa Catarina forma parte de la faja Neovolcdnica Transmexicana que se
encuentra localizada al oriente de la Ciudad de México en los limites de las delegaciones
Iztapalapa y Tlahuac; ocupa una extension aproximada de 2166 ha, de las cuales, el 34% fue
declarada Area Natural Protegida el 3 de noviembre de 1994. Es una estructura volcanica
relativamente joven con edad de aproximadamente 20000 afios, perteneciente al
pleistoceno tardio (Lugo-Hubp et al., 1994). Esta sierra estd conformada por un conjunto de
siete conos volcanicos con un intervalo altitudinal que van entre 2375y 2740 m: Yuhualixqui
o San Nicolds, Xaltepec, Tetecdn, Mazatepec, Tecuatzi, Guadalupe o Santa Catarina y La
Caldera (este ultimo relieve se encuentra en el Estado de México) (Fig. 6) (Ramirez y

Rodriguez, 2002; PMANP, 2005).
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Figura 6. Perfil longitudinal de la Sierra de Santa Catarina (Lugo-Hubpet al., 1994).

Esta sierra marca la divisidon entre dos delegaciones politicas de la Ciudad de México; al sur
Tlahuac, y al norte Iztapalapa; también limita al norte con el Estado de México. Igualmente
constituye la divisién de los antiguos lagos de Texcoco (norte) y el de Chalco (sur). Las
propiedades de los suelos de la sierra hacen posible la explotacién de materiales, la recarga
de acuiferos, el uso forestal y, en el caso de los suelos feozem, la actividad agricola (Ramirez
y Rodriguez, 2002; PMANP, 2005).

El clima es templado hiumedo con lluvias en verano, la temperatura media anual oscila entre
los 13 y los 19 °C, siendo mayo el mes mas célido y de noviembre a febrero los meses mas
frios registrandose hasta -7 °C en enero. La precipitacion media anual varia de los 480 a los
607 mm y presenta una evaporaciéon anual de 1667.3 mm. Durante la época de lluvias, se
presentan rios intermitentes y canales, algunos compuestos de los conos volcanicos como
la tefra y los derrames lavicos permiten la infiltracidon de hasta el 50% de la precipitacidon
(PMANP, 2005).

Se distinguen dos tipos de vegetacion: 1) el matorral, que se desarrolla en las porciones mas
secas del Area Natural Protegida y agrupa comunidades arbustivas, en ocasiones
acompafiadas por arboles bajos y dispersos, dominan la siempreviva (Sedum praealtum),
nolina (Nolina parviflora), palo loco (Pittocaulon praecox), tepozan (Buddleia cordata y B.
parviflora), nopal chamacuero (Opuntia tomentosa) y el huizache (Acacia farnesiana). 2) el
pastizal, que se localiza en zonas mas bajas, en la zona sur de la sierra, no presenta una
composicion floristica constante, predominan especies de pastos anuales como Aristida
adscensionis y Bouteloua simplex, a menudo con ejemplares de pirul (Schinus molle); en

algunos sitios se mezcla con arbustos propios del matorral xerdéfilo (PMANP, 2005).
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Cerca del 86% de la superficie vegetal de la sierra ha sido afectada por la apertura de
terrenos dedicados a la agricultura y el aclareo de terreno para asentamientos humanos. Se
calcula que solo el 14% del area esta cubierto por vegetacién nativa, esto debido a los
trabajos de reforestacion que se realizaron entre 1995 y 2001, en los cuales se introdujeron
especies inadecuadas como cedro, pino y eucalipto. La reforestacion con especies no
nativas provoca el desplazamiento de los estratos herbdceos y arbustivos nativos, lo que
provoca erosidén del suelo, la pérdida de las caracteristicas naturales del drea y la
modificacidn de las interacciones en el ecosistema. Entre otros problemas que presenta la
Sierra de Santa Catarina se encuentran los tiraderos clandestinos de basura, los incendios
provocados, los asentamientos humanos irregulares y la destruccién de los conos volcanicos
para extraccion de material de construccién. Cualquier accion de restauracién vy
recuperacién de vegetacidon deberd considerar la utilizacién de especies nativas (Lugo-

Hubpet al., 1994; PMANP, 2005).

Tipos de conservacion
La conservaciéon de especies de flora y fauna se lleva a cabo de dos formas tomando en

cuenta el sitio en el que se realiza: dentro del habitat natural o conservacién in situ y fuera
del mismo, es decir, conservacion ex situ.

La conservacion in situ se realiza en las areas en las que las especies crecen naturalmente,
procurando mantener la diversidad de los organismos vivos, sus habitats y las relaciones
con su ambiente (Rivas, 2000; Iriondo, 2001). Las instancias en las cuales se puede realizar
este tipo de conservacién son las Areas Naturales Protegidas (ANP), los Corredores
Bioldgicos y las Unidades de Manejo para la Conservacion de la Vida Silvestre (UMAs)
(CONANP, 2016).

La conservacion ex situ es la aplicacion de una gran variedad de recursos, técnicas e
infraestructuras especializadas que contribuyen a la recuperacién y sobrevivencia de los
individuos o poblaciones fuera de su habitat, lo que permite realizar investigaciones sobre
la biologia o el comportamiento de la especie, para que sea exitosa y completa es necesaria
la reintroduccidn o liberacidn de ejemplares a la vida silvestre. Los esfuerzos por conservar

la biodiversidad vegetal ex situ han sido los siguientes: jardines botanicos, los recursos
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genéticos forestales (semilleros, plantaciones y bancos de semillas) y recientemente los
laboratorios de cultivo de tejidos vegetales o CTV (Lascurdin et al., 2009; Reed, 2011).

Con el CTV es posible, junto con las acciones tomadas in situ, contribuir significativamente
a la conservacién de especies, mediante la propagacién masiva de individuos de interés
comercial, que satisfaga la demanda de mercado, reduciendo asi la presion de colecta de
individuos en las poblaciones naturales, que aunado con técnicas genéticas y ecoldgicas
pueden ayudar a la reintroduccién de individuos a sus habitats originales como es el caso

de los agaves y algunas cactaceas (Lascurain et al., 2009; Reedet al., 2011).

Cultivo de tejidos vegetales
De acuerdo con Cervantes et al. (1997), la propagacidn vegetativa tiene tres variantes: la

primera por partes vegetativas, la segunda por injertos donde segmentos de una planta se
adhieren a otra receptiva mds resistente o de mejores caracteristicas, la tercera es in vitro,
en la cual células o pequeiias partes de tejidos u drganos son cultivados en condiciones
controladas de laboratorio.

Se le llama Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV) al conjunto de técnicas que permiten el cultivo
aséptico in vitro de cualquier parte de una planta (protoplastos, células, tejidos, 6rganos,
embriones y plantulas) en condiciones controladas (medio nutritivo, luz, temperatura,
humedad relativa, pH y reguladores de crecimiento) para formar plantas completas. Al
modificar las condiciones del cultivo o el tipo de explante es posible dirigir las respuestas
morfogenéticas y biosintéticas de las células para realizar investigacion basica, la
micropropagacion de especies de interés econdmico, obtener plantas libres de patdgenos,
mejora genética, produccién de metabolitos secundarios y produccién de semillas
artificiales (Pérez-Molphe et al., 1999; Thorpe, 2007; Lépez y Olguin, 2013).

Los origenes del cultivo de tejidos se remontan a 1902 con los intentos realizados por
Haberlandt al cultivar células aisladas de plantas, quien postuldé el principio de la
totipotencia celular, que es la base tedrica sobre la que se sustentan todas las técnicas del
cultivo in vitro (Pérez-Ponce, 1998; Thorpe, 2007).

El CTV se basa en tres principios basicos, de cuya manipulacién depende el éxito o fracaso

de cualquier proyecto, que son de acuerdo a Pérez-Molphe et al. (1999):
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1. La seleccion del explante: se le llama explante al érgano, tejido o segmento de tejido
vegetal que va a ser utilizado para iniciar el cultivo. Este puede ser una semilla, un
embrién aislado, un segmento de hoja, tallo, de cotiledén, de raiz o de drganos
reproductores, entre otros.

2. Seleccién del medio y condiciones de cultivo: el medio de cultivo junto con el tipo de
explante determina la respuesta que se obtendra del mismo, por lo cual su eleccién y
adecuada formulacién son aspectos fundamentales para el éxito del CTV.

3. Condiciones asépticas: debido a la riqueza de los medios de cultivo utilizados en el CTV
es necesario establecer condiciones asépticas. Por lo que es necesario esterilizar el

medio de cultivo y desinfectar el material vegetal.

La regeneracion in vitro de plantas puede llevarse a cabo por organogénesis, proliferacion
de yemas axilares, yemas adventicias y embriogénesis somatica. La organogénesis es un
evento morfogenético que se caracteriza por su desarrollo unipolar, en otras palabras, es la
formacién de un primordio unipolar a partir de una yema que se desarrollara en un brote
vegetativo, existiendo siempre una conexién entre los nuevos brotes y el tejido parental. A
estos brotes vegetativos posteriormente se les estimula el desarrollo de las raices. Los
brotes pueden formarse directamente del explante (organogénesis directa) o
indirectamente a partir de proliferacién de células indiferenciadas y de crecimiento
desorganizado llamados callos (Fig. 7). La organogénesis ha sido la base fundamental de la
multiplicacidn vegetativa y dentro de ella pueden diferenciarse dos vias: la formacion de
yemas axilares y la formacién de yemas adventicias.

En la proliferaciéon de yemas axilares se forman brotes a partir de las yemas que se
encuentran en las axilas o primordios de las hojas, los cuales son divididos y subcultivados
repetidamente. Este método es el mas utilizado debido a la facilidad con que se ha
establecido en la mayoria de las especies, y en segundo lugar a la estabilidad genética de
las plantas regeneradas. La proliferacion de yemas adventicias es la formacién de novo de
yemas a partir de meristemos preexistentes o tejido meristematico, las cuales se originan
de una o un pequefio grupo de células cuando se cultivan los explantes en medios con

concentraciones elevadas de citocininas. Con esta técnica es posible producir una mayor

24

——
| —



cantidad de plantas por unidad de tiempo en comparacién con el método de yemas axilares

(Pérez-Ponce, 1998).

suspensiones
celulares

.
/ embriones
) somaticos

W —

Figura 7. Esquema de los diferentes procesos morfogenéticos obtenidos a partir de la siembra in
vitro de diferentes explantes. Las lineas continuas indican organogénesis o embriogénesis directa,
las lineas punteadas indican que estos procesos son indirectos (Tomado de Radice, 2010).

La embriogénesis somatica es un proceso en el que se producen embriones, sin la fusion de
gametos, a partir de células somaticas que se desarrollan como embriones cigdticos. Los
embriones somaticos son estructuras bipolares, que tiene un eje apical-radical, aislados por
un tejido epidérmico y no poseen conexién vascular con el tejido materno. Estas estructuras
deben ser capaces de crecer y formar plantas normales (Pérez-Molphe et al., 1999; Kumar

y Shiong. 2012; Lépez y Olguin, 2013).
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Fitorreguladores
Dentro de los factores internos que controlan el desarrollo de tejidos vegetales se

encuentran los fitorreguladores (fitohormonas, hormonas vegetales o reguladores de
crecimiento). Los fitorreguladores cldsicos son moléculas pequefias de composicion diversa,
sintetizadas por la planta que en bajas concentraciones participan en la regulacién del
crecimiento y desarrollo de ésta (Pérez-Molphe et al., 1999; Osuna et al., 2013).

Poseen caracteristicas que las diferencian de las hormonas animales: a) participan en
variadas respuestas morfogenéticas y de crecimiento de manera pleiotrépica, b) diferentes
fitorreguladores pueden inducir una misma respuesta, c) causan inhibicién en altas
concentraciones, d) son sintetizadas y actuan in situ o ex situ en diferentes érganos y tejidos
en periodos especificos del desarrollo, y e) la respuesta depende de la sensibilidad del tejido

(Aguilar et al., 2010; Osuna et al., 2013).

Los fitorreguladores han sido clasificados en varios grupos de acuerdo con su estructura y
funcidn fisiolégica. Estos comprenden a las auxinas, citocininas, acido abscisico, giberelinas,
etileno, jasmonatos, acido salicilico, brasinoesteroides, poliaminas, sisteminas vy

oligosacarinas (Osuna et al., 2013).

Estos reguladores de crecimiento tienen gran importancia en la agricultura y ademas en el
cultivo de tejidos vegetales, ya que, mediante el manejo de las concentraciones y las
combinaciones de éstos en un medio de cultivo, se pueden manipular hasta cierto punto
los patrones de desarrollo de los tejidos y obtener la respuesta esperada como la formacion

de brotes, embriones somaticos, raices o callo (Pérez-Molphe et al., 1999).

Auxinas
Las auxinas fueron los primeros fitorreguladores descritos gracias a las investigaciones

hechas por Charles Darwin y su hijo Francis. Ellos trabajaron con plantulas de alpiste
(Phalaris canasriensis) y de Avena (Avena sativa) y realizaron las primeras observaciones

sistematicas referentes a la curvatura hacia la luz (fototropismo) (Garcia et al., 2006).
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Las auxinas son un grupo de compuestos derivados comunmente del triptdéfano,
sintetizados por lo general en tejidos en rdpido crecimiento por division celular,
especialmente en los brotes (Pérez-Molphe et al., 1999; Osuna et al., 2013). El 4cido indol-
3-acético (AIA) es la forma predominante; sin embargo existen otras auxinas inddlicas
naturales. Se encuentran en altas concentraciones en regiones de crecimiento activo. El

transporte de las auxinas es polar e independiente de la gravedad (Osuna et al., 2013).

Actualmente se conocen y utilizan varios compuestos sintéticos que tienen actividad de
auxinas, como los 4cidos fenoxiacéticos (utilizados como herbicidas en altas
concentraciones). Algunos ejemplos de auxinas artificiales son el &cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), el acido naftalenacético (ANA) y el acido 4-amino-3,5,6-

tricloropiridin-2-carboxilico (Picloram) (Pérez-Molphe et al., 1999).

Citocininas
Después del descubrimiento de la auxina, la busqueda de mas fitorreguladores se concentré

en hallar aquellos que regularan la division celular. En 1955 Miller et al. obtuvieron por
tratamiento térmico de ADN un compuesto, el 6-furfurilamino purina, que promovia la
divisiéon celular. Llamaron a esta sustancia “kinetina” y a los reguladores que se incluian
dentro de este grupo “citocininas”, debido a su implicacidn en los procesos de citocinesis o
divisién celular (Garcia et al., 2006).

La citocininas participan en procesos como la germinacidn, senescencia y modulan procesos
como la fotosintesis y la respiracién (Osuna et al., 2013). Las citocininas generalmente son
derivados de la adenina y son mas abundantes en semillas, frutos jévenes en desarrollo y
hojas con divisién activa, asi como en los extremos de la raiz (Pérez-Molphe et al., 1999;

Osuna et al., 2013).

En cultivo de tejidos vegetales estimulan la division celular y rompen la latencia de las yemas
axilares haciéndolas brotar. Las citocininas naturales mas comunes son la zeatina, la
isopentiladenina (2iP) y el ribdsido de zeatina. Las citocininas sintéticas benciladenina (BA)
y kinetina son las mas utilizadas en el cultivo in vitro de tejidos vegetales (Pérez-Molphe et

al., 1999).
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Acido abscisico
En 1949 se descubrié que las yemas aletargadas del fresno (Fraxinus excelsior) y la papa

(Solanum tuberosum) contenian grandes cantidades de inhibidores. Estos inhibidores
llegaron a ser conocidos como dorminas. En 1960 varios investigadores notificaron el
descubrimiento, en hojas y frutos de sustancias capaces de acelerar la abscisién. Una de
ellas fue denominada abscisina. En 1965 se observé que tanto la absicina como la dormina
correspondian a un mismo compuesto. Este compuesto se conoce como acido abscisico
(Garcia et al., 2006).

El acido abscisico (ABA) es un sesquiterpeno (15 carbonos) que presenta diferentes
funciones como la induccidn de sintesis de proteinas LEA (Late Embriogenesis Abundant),
con lo cual se promueve la tolerancia del embrién a la deshidratacion y la acumulacion de
proteinas de almacenamiento en las hojas promueve su senescencia. Es considerada la
hormona del estrés, ya que su sintesis se ve favorecida en condiciones adversas (Aguilar et

al., 2010).

Giberelinas
Las giberelinas fueron descubiertas en Japdn mientras se estudiaba una enfermedad del

arroz que provocaba crecimiento excesivo de los tallos, alargamiento y clorosis de las hojas
entre otros sintomas. Estos se debian a la accion del hongo Gibberella fujikuroi, y en 1938
se denomind a estos compuestos giberelinas. Las giberelinas regulan la germinacidn, el
crecimiento en longitud del tallo, peciolos y el pedunculo floral, la floracién, el desarrollo
floral y la determinacién del sexo (Osuna et al., 2013).

Las giberelinas tienen diferentes aplicaciones industriales como son el aumento del tamafo
de las uvas sin semilla, la elongacidn del fruto de las manzanas y en los citricos se retrasa la
senescencia (Garcia et al., 2006).

Micropropagacion

La micropropagacién forma parte de las aplicaciones que tiene el CTV y se refiere a la
multiplicacion masiva de plantas genéticamente idénticas a la planta madre, en
relativamente poco tiempo y por medio de subcultivos sucesivos hasta su transferencia a
suelo con lo que se obtienen plantas con mayor homogeneidad y calidad (Lépez y Olguin,

2013).
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La micropropagacion se compone de cinco etapas:

Etapa O: En esta etapa se elige a las plantas que seran fuente de explante, las cuales se
mantienen en condiciones de invernadero y se les proporcionan tratamientos con

fitorreguladores de manera exdgena previos al cultivo (Lopez y Olguin, 2013).

Etapa 1: Establecimiento del cultivo aséptico, en esta etapa el explante seleccionado pasa
por una serie de pasos que lo desinfectan superficialmente (Lopez y Olguin, 2013). Para esto
se utilizan diferentes compuestos como el hipoclorito de sodio y de calcio, el peréxido de
hidrégeno, el nitrato de plata, el cloro comercial, el alcohol a diferentes concentraciones y
el jabén comercial (Kumar y Shiong, 2012). La seleccidn y concentracion de estos
compuestos se obtiene experimentalmente a través del ensayo y error (Villalobos y Thorpe,

1993).

Etapa 2: Multiplicaciéon, aqui se lleva a cabo la proliferacién de brotes capaces de generar
nuevas plantas. Esta fase de crecimiento puede deberse a la division celular, al aumento de

su tamafio 0 a ambas cosas (Villalobos y Thorpe, 1993; Lopez y Olguin, 2013).

Etapa 3: Enraizamiento, en esta etapa los brotes obtenidos en la etapa dos son
individualizados y transferidos a otro medio con las caracteristicas necesarias para
promover la formacién de raices o pueden ser pasados a suelo para ser enraizados ex vitro
(Lépez y Olguin, 2013). En muchas especies solo es necesaria la disminucion de sales en el
medio, pero en otras se requiere de fitohormonas como las auxinas (Villalobos y Thorpe,

1993).

Etapa 4: En esta etapa se lleva a cabo el trasplante y la aclimatizacidn, las plantas salen del
ambiente estéril y son transferidas a un sustrato. En esta etapa es necesario extremar
cuidados para que las plantas no mueran por la pérdida excesiva de agua o por
contaminacién, para esto es importante realizar la transferencia de manera gradual y en

condiciones ambientales semicontroladas (Lopez y Olguin, 2013).

La micropropagacién forma parte de la biotecnologia que se ha utilizado mundialmente en

especies de interés econdmico y con fines de conservacion (Villavicencio et al., 2007). Estas
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técnicas son utilizadas principalmente para especies de interés econdmico pertenecientes
a familias como Solanaceae y Rosaceae, ya sea por su valor nutricional u ornamental, pero
también son utiles para la conservacidn in vitro de especies con mecanismos de
reproduccion insuficientes, como es el caso de especies de la familia Orquidaceae, ciclos
de vida muy largos y especies en peligro de extincién (Lopez y Olguin, 2013), ademas estas
técnicas pueden tener ventajas sobre las colecciones de plantas vivas en viveros o jardines
botdnicos ya que se tiene un control estricto de las condiciones de cultivo y crecimiento

(Golubov et al., 2007; Reed et al., 2011).

Cultivo de tejidos en la familia Nolinaceae
Durante muchos afios, la obtencién de materia prima de estas especies procedid de las

poblaciones silvestres, para evitar que estas poblaciones disminuyan se han creado
protocolos de produccidn en vivero, como es el caso de Nolina cespitifera (Castillo-Quiroz y
Cano-Pineda, 2005). A pesar de estos esfuerzos, ha sido necesario desarrollar técnicas que
aceleren la produccidn. Para establecer un protocolo de propagacion in vitro adecuado se
debe tener una técnica eficiente de desinfeccion del material que se utilizard para
establecer cultivos asépticos, de los cuales se obtendran explantes para la etapa de
induccion. En la familia Nolinaceae para el establecimiento in vitro de las semillas se han
empleado diferentes tratamientos utilizando sustancias como hipoclorito de sodio (NaClO),
etanol (C;HsOH) y perdxido de hidrégeno (H202). En algunas especies se ha logrado la
desinfeccion completa de las semillas con un solo tratamiento en peréxido de hidrégeno
por 24 h como en Nolina parviflora o someterse a varios tratamientos con plata, etanol e
hipoclorito de sodio y aun asi obtener 1% de contaminacién en Dasylirion cedrosanum

(Tabla 1).
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Tabla 1. Comparacion de diferentes sustancias empleadas para la desinfeccion y establecimiento in vitro de semillas de algunas especies de la
familia Nolinaceae.

Dasylirion Beaucarnea B. gracilisy B. Varias
Tratamiento cedrosanum  compacta y B. recurvata especies” Nolina parviflora
purpusii
Plata coloidal 0.052% 3 min!
Benomyl 3 gL'! 20 h*
H202(3 % v/V) 24 h
H20, 10 % v/v 10 min3
Detergente comercial 30 min? 30 min? 10 min?
Captan 3% 24 h?
Etanol 70% v/v 5 min? 1 min* 1 min? 1 min? 1 min?
NaClO 100% (6% cloro activo) + 3 min3
unas gotas de Tween 20
NaClO 3% v/v 5min? 5 min
NaClO 10% v/v 20 min3
NaClO 30% v/v (6% cloro activo) + 30 min® 30 min3
2 gotas de Tween 80
Enjuagues con agua destilada 54 36 1° 44
estéril antes de la siembra
Porcentaje de contaminacion 1% 0% 0% 0% 0% 33% 33%
Villavicencio et = Vadillo, 2012 Osorio-Rosalesy | Reyes-Silva Flores et al., 2008
Referencia al., 2007 Mata-Rosas, 2005 et al., 2013
*Beaucarnea goldmanii, B. gracilis, B. recurvata, Dasylirion leiophyllum, D. longissimum, D. lucidum, D. serratifolium, Nolina durangensis, N. longifolia y N.
parviflora.

#El nimero en superindice indica la secuencia de las soluciones empleadas para la desinfeccién.
H20:: Perdéxido de hidrégeno.
NaClO: Hipoclorito de sodio.
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El uso del perdxido de hidrégeno (H202) en algunas especies forestales (pinos) se ha
utilizado por la capacidad de desinfeccidn y porque también incrementa el porcentaje de
germinacién. Ablanda la testa y aumenta la permeabilidad al agua y oxigeno, facilitando la
oxidacion de grasas y su conversidon a carbohidratos en la célula, lo que promueve la
activacion de enzimas y reacciones sintéticas necesarias para la movilizacion de

componentes celulares que estan involucrados en el crecimiento de la raiz (Ching, 1959).

Las primeras pruebas de germinacién reportadas se realizaron ex vitro en N. cespitifera por
Vazquez (2005) quien probd la escarificacion de semillas en agua caliente (80 °C) durante
12,24 y 72 horas en acido sulfurico (H2SO4) durante 10, 20 y 30 minutos; el mejor resultado
se obtuvo remojando las semillas por 24 horas en agua caliente pero no especifica el
porcentaje de germinacion. Vega-Cruz y colaboradores (2006) también realizaron pruebas
de germinacion con escarificacion fisica de semillas de Dasylirion leiophyllum y D. sereke,
frotdndolas entre dos lijas, obteniendo 80% de germinacion a los 12 dias y 0% de
germinacioén en las semillas que no fueron escarificadas (Tabla 2). La germinacion in vitro se

ha realizado en especies del género Beaucarnea, Dasylirion y Nolina.

Los protocolos de propagacion se han realizado principalmente en especies como
Beaucarnea y Dasilyrion, debido a su valor ornamental y econémico. Como es el caso del
trabajo de Osorio-Rosales y Mata-Rosas (2005) que reportaron la micropropagacion de
Beaucarnea gracilis y B. recurvata en diferentes concentraciones de 6-bencilaminopurina

(BA), obteniendo el mayor porcentaje de brotes por explante en concentraciones de 5 mgL

1
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Tabla 2. Porcentajes de germinacién in vitro de diferentes especies de la familia Nolinaceae.

Especie

Nolina cespitifera

N. parviflora

B. gracilis
B. recurvata

Dasylirion
leiophyllum
D. sereke

D. cedrosanum

Beaucarnea
compacta
B. purpusii

Varias especies”

Tipo de medio o sustrato

Agrolita

Medio MS + 2 mgL* glicina +
100 mgL'mioinositol + 5.5 gLt
de agar
Papel filtro con escarificacion
fisica previa a la siembra.

Medio MS

Medio MS

Medio MS

Inicio de
germinacion
(dias)

30

18

Porcentaje
maximo de
germinacion

46-50%

80%

89.8%
95.3%
80%
80%
93%

98%
22-96%

Dia al que se

alcanzé el %

maximo de

germinacion
N.E.

27

30
30
12
20
32

25
28

Referencias

Castillo-Quiroz y
Cano-Pineda, 2005
Reyes-Bautista 'y
Rodriguez-Trejo,
2005

Osorio-Rosales y
Mata-Rosas, 2005

Vega-Cruz et al., 2006

Villavicencio et al.,
2007

Vadillo, 2012

Reyes-Silva et al.,
2013

*Beaucarnea goldmanii, B. gracilis, B. recurvata, Dasylirion leiophyllum, D. longissimum, D. lucidum, D. serratifolium, Nolina durangensis, N. longifolia y N.

parviflora
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En esta misma especie Castafieda y Santacruz en el 2008, probaron diferentes
concentraciones de BA, obteniendo 10.9 brotes por explante en 5 mgL. También se han
probado diversas técnicas como los sistemas de inmersién temporal en medios liquidos en
B. recurvata utilizando biorreactores de 250 y 1000 mL de capacidad reportando menor

numero de brotes en aquellos biorreactores de 250 mL (Castafieda-Nova et al, 2011).

Reyes-Silva y colaboradores en el 2013 propagaron in vitro 10 especies: Beaucarnea
goldmanii, B. gracilis, B. recurvata, Dasylirion leiophyllum, D. longissimum, D. lucidum, D.
serratifolium, Nolina durangensis, N. longifolia y N. parviflora, utilizando diferentes
concentraciones de BA, 2iP, TDZ y MT (Citocininas) las mejores respuestas se reportaron en
BA 3 y 4 mgL?! (Tabla 3). Debido a la importancia de la familia Nolinaceae que incluye
géneros de importancia econémica y ecoldgica, las técnicas de CTV se han aplicado como
una alternativa para propagacién masiva (rdpida y eficaz) de ejemplares que puedan ser

reintroducidos a su habitat con fines de reforestacion.
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Tabla3. Trabajos reportados para la propagacién y enraizamiento in vitro de diferentes miembros de la familia Nolinaceae.

Especie

Beaucarnea
compacta

B. purpusii
B. goldmanii

B. gracilis

B. recurvata

Explante Medio de
induccion+ Agar
(gL'Y)+RC (mgL?)
MS + BA (5)
MS 50% + Agar
(0.6 %) + BA (5)
MS+ Agar (8) + BA
(3)
Tallo MS+ Agar (8) + BA
(4)
MS + BA (5)
Yemas
axilares MS + BA (5)
MS+ Agar (8) + BA
Tallo (3)
Yemas  MS+ Agar (8) + BA
axilares (5)

Ruta
morfogenética

Organogénesis
directa

Organogénesis
directa

Organogénesis
directa

Proliferacién de
yemas axilares

Organogénesis
directa
Proliferacién de
yemas axilares

N° de

b/e

23

3.9

9.4

11

N.E.

9.4

10.9

Respuesta

(dias)

30

56-60

30

30

56-60

65

Medio de Enraizamiento Respuesta
enraizamiento (%) (dias)
MS 50% + CA 1 100

gLt 45
MS+CA0.5gL?
MS+CA1glL? 90
75
MS Agar 8 gL + 45-50
CA2gl? 63
61
MS + CA 1 gL? 30
91
MS, Phytagel 2 N. E. 30
gL'+ AIB 1 mgL
1
MS Agar 8 gL' +
CA2gl? 69 45-50
MS, Phytagel
82gl'+AIB1 6.6 r/e 45
mglL?

Referencia

Vadillo,
2012

Reyes-Silva
etal., 2013

Osorio-
Rosales y
Mata-
Rosas, 2005

Castafieda-
Nova et
al., 2011

Reyes-Silva
etal., 2013
Castafieda y
Santa Cruz,
2008

AIB: Acido indolbutirico, BA:Benciladenina, b/e: Brotes por explante, CA:Carbén activado, MT:Metatopolina, N.E.: No especificado, r/e: Raices

por explante, RC: Regulador de crecimiento, TDZ:Tidiazurén.
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Tabla 3. Continuacién.

Especie

Dasylirion
cedrosanum

D.
leiophyllum

D.
longissimum

D. lucidum
D.
serratifolium
Nolina

duranguensis

N. longifolia

Explante

Epicotilo

Tallo

Medio de
induccion+ Agar
(sL'!)+RC (mgL?)

MS + BA 0.25 y

AIB 0.21

MS+ Agar 8 + BA
3

MS+ Agar 8 + BA
4

MS+ Agar 8 + BA
4

MS+ Agar 8 + BA
4

MS+ Agar 8 + BA
4
MS, Agar 8 + BA 4

Ruta
morfogenética

Organogénesis
directa

Organogénesis
directa

10.3

2.2

6.8

6.9

7.8

7.7

Respuesta Medio de
(dias) enraizamient
o
N.E. MS + AIB
0.38 mglL?
MS Agar 8 gL
56-60 l+cA2gl?

Enraizamiento
(%)

3.4r/e

100

100

97

96

86

83

Respuesta
(dias)

42

45-50

Referencia

Villavicencio
etal., 2007

Reyes-Silva et
al., 2013

AIB: Acido indolbutirico, BA:Benciladenina, b/e: Brotes por explante, CA:Carbén activado, MT:Metatopolina, N.E.: No especificado, r/e: Raices
por explante, RC: Regulador de crecimiento, TDZ:Tidiazurén.
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Tabla 3. Continuacion.

Especie Explante

Yemas
apicales
de plantas
adultas
(10 anos).

N. recurvata

Tallo

N. parviflora  Segmento
basal de

tallo

Medio de
induccion+ Agar
(gL'Y)+RC (mgL?)

MS 50% + BAy
AlB 0.1

MS+ Agar 8 + BA
4

MS, Tiamina 3%,

Inositol 3%, Ac.
Nicotinico 3%,

Ac. Piridoxinico
3%, sacarosa
3%, Agar 7%+

2,4-D 0.22 mglL
1+ KIN 0.021

mglL?

Ruta
morfogenética

Organogénesis
directa

Organogénesis
directa

Organogénesis
directa (raiz)

N° de

2.9

25

Respuesta
(dias)

56-60

28

70

Medio de
enraizamient
o

MS + AIB 1
mglL?

MS Agar 8 gL
1+CA2gl?
MS, Tiamina
3%, Inositol

3%, Ac.
Nicotinico
3%, Ac.
Piridoxinico

3%, sacarosa
3%, Agar 7%

Enraizamiento
(%)

49r/e

95

N.E.

Respuesta
(dias)

28

45-50

40

Referencia

Bettaiebet
al., 2008

Reyes-Silva et
al., 2013

Flores et al.,
2009

AIB: Acido indolbutirico, BA:Benciladenina, b/e: Brotes por explante, CA:Carbén activado, MT:Metatopolina, N.E.: No especificado, r/e: Raices
por explante,RC: Regulador de crecimiento, TDZ:Tidiazurén.
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JUSTIFICACION

Debido a que Nolina parviflora es una especie de lento crecimiento que alcanza su madurez
sexual después de los 60 afios, y al bajo porcentaje de plantulas que logran sobrevivir, se
propone el uso del Cultivo de Tejidos Vegetales como una alternativa para su estudio,

propagacion y conservacion.

OBIJETIVOS

General
Desarrollar la metodologia de propagacién in vitro para Nolina parviflora a partir de

explantes de diferentes edades.

Particulares
e Determinar el mejor proceso de desinfeccion y tiempo de escarificaciéon para

obtener el mayor porcentaje de germinacion de semillas.
e Evaluar la concentracidon de BA, el tipo y la edad del explante que promuevan el

mayor numero de brotes.
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METODOLOGIA

Colecta de material vegetal
Las semillas de N. parviflora fueron colectadas el 28 de marzo del 2013 en la parte sur del

crater del cerro de Guadalupe (Fig. 8), pueblo de San Francisco Tlaltenco, Delegacion
Tladhuac, Ciudad de México. Las semillas fueron colectadas de tres individuos diferentes y
se almacenaron por dos semanas, antes de la siembra, en bolsas de papel en condiciones

de refrigeraciéon a 5 °C.

Figura 8. Ejemplar adulto de Nolina parviflora en proceso de fructificacion (lzq.).
Infrutescencia (Der.).

Desinfeccion superficial y escarificacion de semillas
Se realizaron varios ensayos para determinar el mejor tren de desinfeccién y tiempo de

escarificacion para obtener el mayor porcentaje de germinacion.

Se realizaron cuatro ensayos de desinfeccion, con 30 semillas cada uno: 1) perdxido de
hidrégeno (H202) al 3%; 2) agua destilada con 3 gotas de detergente liquido comercial,
alcohol 70%, NaClO al 30% (V/V) (6% de cloro activo); 3) perdxido de hidrégeno (H,0,) al
3%, agua destilada con 3 gotas de detergente liquido, alcohol 70% y NaClO al 30% y 4) al

40% (v/v 6% de cloro activo). Todos adicionados con 3 gotas de Tween 80 por cada 50 mL




de agua destilada y en agitacidon constante. Los tiempos empleados en cada una de las
soluciones se muestran en la Tabla 4. Al terminar cada uno de los ensayos las semillas
fueron enjuagadas tres veces en agua destilada estéril dentro de una campana de flujo
laminar. Asi mismo para acelerar el inicio de la germinacién se realizaron cuatro pruebas de
escarificacién con acido sulfurico concentrado (H2S0.), utilizando el mejor tratamiento de
desinfeccion (ensayo 4). Se ensayaron cuatro tiempos de escarificacion: 10 segundos, 15
segundos, 1 minuto y 2 minutos. Estas pruebas fueron independientes y posteriores a las

pruebas de desinfeccién.

Tabla 4.Diferentes ensayos de desinfeccidn realizados para el establecimiento in vitro de semillas de
Nolina parvifiora.

Ensayol Ensayo2 Ensayo3 Ensayo4

H20: (3 % v/v) 24 h* 24 h* 24 h*
Agua destilada + 3 gotas de detergente liquido ~ --—-- 3 min 3 min 15 min
Dawn®

Alcoholal70%s e 2 min 2 min 2 min
Hipoclorito de sodioal30% - 30 min 30 min ~ -—---
Hipoclorito de sodio al 40% 30 min

*en agitacidn constante

Siembra de semillas
Las semillas se sembraron en frascos de vidrio (tipo Gerber®) con 25 mL de medio Murashige

y Skoog (1962) al 50% de macronutrimentos, micronutrimentos, sacarosa 15 gL, agar
bacteriolégico Bioxén® 8 gL'y pH 5.7-5.8 (Anexo lll). El medio fue esterilizado durante 18
minutos en un autoclave a 121 °C y a una presion de 1.5 Kg cm™. Se realizaron cuatro
siembras simultaneas de 50 semillas cada una y se colocaron 5 semillas por cada frasco con
medio. La incubacién se realizé en una camara de ambiente controlado a 26 + 2 °C,
fotoperiodo 16/8 horas luz/oscuridad y 30-40 pmol m2st de intensidad luminosa.

La evaluacidn de la germinacidn se realizé diariamente. Se obtuvo el promedio de los
porcentajes de germinacién de las cuatro siembras y a partir de los resultados se generd
una curva de germinacién acumulada con Excel. Se consideré como criterio de germinacion

cuando emergié la radicula (Orozco-Segovia y Sanchez-Coronado, 2013).
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Induccidn de brotes
Ensayo preliminar

Con el fin de realizar una exploracidon de la respuesta de los explantes a las diferentes
concentraciones de BA en relacidn con su edad. Se utilizaron plantulas germinadas in vitro
de 5 a 10 cm de longitud con dos, tres, cuatro y cinco meses de edad (Fig. 9A). De cada
plantula se obtuvieron tres tipos de explantes: tallo, hoja basal y hoja media. Se sembraron
en medio MS adicionado con tres concentraciones de 6-Bencilaminopurina (BA) mas el
tratamiento control: 0, 2, 3 y 5 mgL. Para cada tipo de explante (tallo, hoja media y hoja
basal) se aplicaron 16 tratamientos de la combinacidn de las cuatro concentraciones de BA
y las cuatro edades. En cada tratamiento se sembraron tres explantes de cada tipo.

A las plantulas se les elimind la raiz (Fig. 9B) y el cotiledén (Fig. 9C), las hojas fueron
separadas del tallo con la ayuda de unas pinzas y cortadas transversalmente en tres partes.
El primer centimetro desde la base correspondié al explante de hoja basal, el segundo
centimetro, al de hoja media, y el resto de la hoja o parte apical se deseché (Fig. 9Dy E). A
los explantes de tallo se les retiraron hojas y raiz (Fig. 9F).Los cultivos se incubaron en las

mismas condiciones ambientales que las de germinacion.

Figura 9. Obtencidn de explantes de N. parviflora. A. Plantula germinada in vitro. B. Eliminacién de
la raiz (r). C. Remocion del cotiledén (c). D y E. Se realizaron cortes transversales de hoja para
obtener explantes de hoja basal (b) y hoja media (m), el segmento apical (a) se desechd. F. Explante
de tallo sin hojas. Barra =1 cm.
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Micropropagacion
Con base en los mejores resultados obtenidos del ensayo preeliminar, se seleccionaron

explantes de tallo de plantulas de cinco meses de edad que se sembraron en medio MS
adicionado con 3y 5 mgL* de BA (medio de induccién).

El tratamiento control ya no se repitid ya que la respuesta de los explantes fue nula. Para
cada concentracion de BA se realizaron cuatro repeticiones con cuatro frascos cada unay
se colocaron cinco explantes por frasco (20 explantes por tratamiento), dando un total de

80 explantes por cada concentracion de BA.

Elongacion y enraizamiento
Después de 12 semanas en el medio de induccién, los brotes bien diferenciados se

individualizaron separandolos mecdnicamente con la ayuda de un bisturi, mientras que los
que no estaban bien diferenciados se dejaron unidos al explante inicial. Posteriormente se
subcultivaron en medio MS al 50% de macronutrimientos, micronutrimentos y sacarosa
(medio de elongacidon) donde permanecieron ocho semanas. Después las plantulas se
colocaron en medio de enraizamiento MS al 50% con carbén activado 1gL™ durante ocho

semanas (Fig. 10).

Anilisis estadistico
Para la evaluacién de la germinacidon en los diferentes tratamientos, se llevd a cabo el

registro diario de las semillas germinadas. Se obtuvieron los promedios, las medidas de
dispersioén (error estandar) y se calculé el porcentaje acumulado de germinacién.

De los diferentes tratamientos con reguladores de crecimiento se realizd el conteo del
numero de brotes u hojas por explante, se efectud una prueba de normalidad (Kolmogorov-
Smirnov). Posteriormente se realizo la prueba no paramétrica de U de Mann-Whitney para
determinar si habia diferencias significativas en los diferentes tratamientos. Se empled el
programa SPSS Statistics 19 (2013) y la hoja de calculo de Excel para las gréficas

correspondientes.

42

——
| —



Semillas

|

Escarificacion

|

Germinacion de semillas in vitro

(4 lotes de 50 semillas)

|

Plantulas

SN

Ensayo preliminar: Siembra de explantes d Micropropagacion: Siembra de explantes de Tallos
. de 5 meses de edad en MS + BA (3y 5 mg L'l).

| |

Explantes de Tallo: Desarrollo de brotes y [ Desarrollo de brotes (12 semanas). ]

l |

Individualizacién, elongacion y Elongacion (8 semanas)
&

enraizamiento de brotes (8 semanas). ** Medio MS 50 % Macros, Micros y Sacarosa.
Individualizacidn y enraizamiento (8 semanas)

. y . -1
+* Medio MS 50% + Carbdn Activado 1 gL

Figura 10. Método general para la propagacion de Nolina parvifiora.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Desinfeccion superficial y siembra de semillas

Ensayos de desinfeccion
De los cuatro ensayos de desinfeccion aquel en el que no se utilizé peréxido de hidrégeno

(H202) (ensayo 2) presenté 100% de contaminacién. En los diferentes ensayos realizados,
las principales diferencias se observaron en el inicio de la germinacién que fueron de 20, 15
y 13 dias posteriores a la siembra registrando el mayor porcentaje de germinacién (80%,
70%, 100%) a los 41, 43 y 35 dias en los ensayos 1, 3 y 4 respectivamente. Siendo el ensayo

cuatro el mas favorable (Fig. 11).

120
—&—Ensayo 1

100 —@— Ensayo 3

Ensayo 4

N ﬁ%ﬁﬂ-’-‘-/

% Germinacion

45

Dias

Figura 11. Porcentaje de germinacidn acumulada in vitro de los diferentes ensayos de desinfecciéon
de semillas de N. parviflora.

En el ensayo dos las semillas fueron sometidas a un tren de desinfeccién sin peréxido de
hidrogeno mostrando 100% de contaminacion lo que indicé la importancia de este
compuesto en la desinfeccidn de semillas. Flores y colaboradores (2008) colocaron semillas
de N. parviflora en peréxido de hidrégeno durante 24 horas, lo que dio como resultado cero

contaminacion, esto es similar a lo obtenido en el presente trabajo.
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Este compuesto ha sido utilizado para desinfectar semillas de otras familias como en el caso
de diferentes especies del género Pinus que, al sumergirlas hasta por cuatro horas, hubo
total ausencia de contaminacidn, pero al aumentar la exposicidn al perdxido de hidrégeno
el porcentaje de germinacién disminuyd, esto no se presenté con N. parviflora (Barnett,
1976; Barnett, 1998; Muiioz-Lépez et al., 2009). Las cualidades desinfectantes del perdxido
de hidrégeno se deben a sus efectos oxidantes. El principal efecto téxico del H.0; es la
oxidacion lipidica de los acidos grasos poliinsaturados de la membrana plasmatica. También
provoca dafio en la sintesis de proteinas, ya sea oxidando los acidos nucleicos o dafiando
las proteinas al modificar su estructura y/o plegamiento. De esta manera, elimina agentes
patdgenos de la semilla, pero sin danar el material vegetal; de hecho, se ha reportado que
aceleré el inicio de la germinaciéon como fue el caso de N. parviflora (Wojtyla et al., 2016).
Este efecto de aceleracidn en la germinacion se debe a la interaccién que tiene con los
reguladores de crecimiento como el acido abscisico (ABA) que inhiben y giberelinas que
promueven la germinacion, el H;O; acelera la degradacion de ABA y promueve la
produccién de giberelinas. Ademas, ayuda en el rompimiento de la cubierta seminal lo que

permite la entrada del agua (Barba-Espin et al., 2010; Woijtyla et al., 2016).

Tratamientos de escarificacion
De los cuatro ensayos de escarificacidon realizados, se observd que al exponer a las semillas

durante 10 segundos con el 4cido, la germinacidn inicié al cuarto dia y alcanzé el 80%; al
incrementar el tiempo de escarificacion a 15 segundos, uno y dos minutos, el inicio de la
germinacién ocurrido a los 14, 12 y 6 dias registrando porcentajes de 40, 40 y 20%

respectivamente (Fig. 12).
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Figura 12. Germinacidn in vitro de N. parviflora empleando diferentes tiempos de escarificacion con
acido sulfurico.

Arce y colaboradores (2003) reportaron que la escarificaciéon en acido sulfdrico a 75 ppm
(0.075 mlL!) durante 10 minutos fue la mas eficiente para el sotol (Dasylirion cedrosanum)
obteniendo 75% de germinacidn, este porcentaje es muy cercano al obtenido en el presente
trabajo para Nolina (80%) con 10 segundos en H,SO4 concentrado. Por lo que es importante
sefialar que al emplear bajas concentraciones es necesario prolongar el tiempo de
exposicidon y al ser utilizado el 4cido en forma concentrada los tiempos deberan ser breves

para evitar el dafio que pudiera sufrir el embrion.

Tiempos prolongados de exposicion a compuestos quimicos pueden resultar negativos,
como lo reportado por Vazquez (2005) en Nolina cespitifera que expuso las semillas a acido
sulfurico durante 10, 20 y 30 minutos. Mas de 10 minutos resultaron ser letales para los

embriones.

Otra opciodn es la escarificacidn mecanica, que también se ha llevado a cabo en especies de
la misma familia, como lo realizado por Vega-Cruz y colaboradores (2006) quienes

escarificaron semillas de Dasylirion leiophyllum vy D. sereke frotandolas entre dos lijas,
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aquellas semillas sin escarificar no germinaron y las semillas escarificadas presentaron 80%
de germinacién.
Germinacion de semillas
Una vez determinado el mejor tren de desinfeccidn y tiempo de escarificacién, se obtuvo la
curva promedio de la germinacidn in vitro para N. parviflora. La germinacion inicié a partir
del cuarto dia y el porcentaje maximo (95%) se alcanzé el dia 31 (Fig. 13).
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Figura 13. Germinacion acumulada in vitro de semillas de Nolina parviflora expuestas 24 horas en
H,0, y posteriormente escarificadas con acido sulfurico 10 segundos previo al tren de desinfeccidn.
Se sembraron en medio Murashige y Skoog (1961) al 50% de macros, micros y sacarosa.

Reyes-Silva y colaboradores en el 2013 germinaron varias especies de la familia Nolinaceae
(Beaucarnea goldmanii, B.gracilis, B.recurvata, Dasylirion leiophyllum, D. longissimum,
D.lucidum, D.serratifolium, Nolina durangensis, N. longifolia y N. parviflora) las cuales
iniciaron la germinacién al dia ocho. El mayor porcentaje de germinacién se obtuvo en
Beaucarnea gracilis (96%) y Dasylirion leiophyllum (95%) y la mas baja (22%) la registro
Dasylirion serratifolium. Las demas especies mostraron un porcentaje de germinacion entre
el rango reportado, sin embargo, aun y cuando no se especifica para N. parviflora, el

porcentaje de germinacidn fue menor al obtenido en el presente trabajo.

Osorio-Rosales y Mata-Rosas (2005) reportaron el 89.8% de germinacion de Beaucarnea
gracilis y 95.3% de germinacion de B. recurvata, en ambos casos la germinacidn inicid cinco

dias después de la siembra en medio basal MS sin realizar escarificacidn, estos resultados
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son muy similares a lo obtenido en el presente estudio, la similitud en el inicio de la
germinacion sin escarificacién puede deberse a que son diferentes especies de la misma

familia.

Castillo-Quiroz y Cano-Pineda (2005) reportan para N. cespitifera el inicio de la germinacion
a los 30 dias obteniendo porcentajes entre 41 y 50% en condiciones de invernadero. Reyes-
Bautista y Rodriguez-Trejo (2005) reportaron para N. parviflora el inicio de la germinacién
al dia 25 y porcentajes de germinacién del 85 y 42.3% después de remojar las semillas por
24 h en aguaa 20y 25 °C, respectivamente. Mientras que en el presente trabajo el inicio de
la germinacién (dia 4) y el porcentaje de germinacion (95%) fueron mas eficientes, lo que
demuestra que el protocolo in vitro propuesto puede hacer mds eficaz la germinacion de

esta especie.

Descripcion de la germinacion in vitro de N. parviflora
En N. parviflora la radicula comenzé a emerger a los 4 dds (Fig. 14A), posteriormente

emergio el hipocdtilo al noveno dia (Fig. 14B). A los 12 dias se observé la elongacion del
cotiledodn (Fig. 14C), y a los 16 dias una planta con tallo, cotileddn y las primeras hojas (Fig.

14D).
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Figura 14. Plantulas de N. parviflora germinadas in vitro. A) Semillas con la radicula emergiendo
(germinacién). B) Semilla con radicula (r), hipocdtilo (hi) (5 dias), C) Elongacion del tallo (t) y
surgimiento de hoja (h), crecimiento del cotileddn (c) (8 dias), D) Plantula de 12 dias con tallo (t),
hoja (h), cotileddn (c) y cubierta seminal (cs). Barra= 0.5 cm
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Ensayo preliminar
Explantes de Hojas
Los explantes de hojas no presentaron respuesta en ninguno de los tratamientos ensayados

y el control. Después de 15 dias, el 100% de ellos se oxidaron (Fig. 15).

Figural5. Explantes de hoja a los cinco dias de cultivo (lzq). Después de 2 semanas todos los
explantes presentaron signos de oxidacion (Der). Barra=0.5 cm.

El dafio en las hojas pudo ser provocado al realizar el corte en el tejido, los cortes pueden
provocar rupturas en organelos como cloroplastos y peroxisomas donde se almacenan
enzimas como la polifenol oxidasa, también se rompen vacuolas donde se localizan los
sustratos tirosina y fenoles que al encontrarse con la enzima producen especies de oxigeno
reactivo las cuales provocan oxidacién del tejido (Azofeifa, 2009). La oxidacién de los
explantes de hoja (media y basal) ocurrié en un corto tiempo de cultivo, el cual no permitio
corroborar el potencial morfogenético de este tipo de explante. Se sugiere el remojo de los
explantes en una solucién de acido citrico mas acido ascérbico previo a la siembra o a cada
subcultivo como una alternativa para evitar la oxidacion, tal como lo reporta Olguin-Santos

(2012) para embriones maduros de Picea chihuahuana.

Explantes de Tallos
La formacién de brotes ocurrié por organogénesis directa en la periferia del extremo basal

del explante. A las tres semanas iniciaron su desarrollo como pequefias protuberancias de
color blanco que después de cuatro semanas se fueron diferenciando en diminutas hojas
verdes que durante el tiempo de incubacidon (siete semanas) se fueron organizando
alrededor del apice en forma arrosetada. No hubo desarrollo de brotes en el grupo control

(Fig. 16).
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Figura 16. Explantes (=) de tallo de N. parviflora en el tratamiento control continuando su
desarrollo normal como una planta. Barra= 0.5 cm

Asi mismo se presento el desarrollo de hojas aisladas (no asociadas a un brote) en presencia
de BA 3 mgL'en explantes de 2 y 4 meses, seguido de BA 2 mgL™ en explantes de 2,3y 4
meses de edad y en el grupo control con explantes de 2 meses, desarrollando en promedio

de dos a nueve hojas por explante a las siete semanas después de la siembra (Fig. 17).

Figura 17. Formacidén de hojas (=) en explantes de tallo de N. parviflora de tres (lzq) y cuatro (Der)
meses de edad en BA 2 mg L siete semanas después de la siembra. Barra=0.5 cm




El desarrollo de los brotes se presentd principalmente en el tratamiento con BA 5 mgL™* en
todos los explantes provenientes de plantulas de 2, 3, 4y 5 meses de edad (Fig. 18), seguido

de BA 3 mgL!en explantes de 3y 5 meses y finalmente en 2 mgL con explantes de 5 meses.

Figura 18. Desarrollo de brotes adventicios a partir de explantes de tallo de cinco meses
de edad en BA5 mg L'alas 2 (1zq) y 7 semanas después de la siembra (Der). B= Brote y
E= Explante. Barra=0.5 cm.

El nimero promedio de brotes por explante fue mayor en BA3y 5 mgLt (7.3 y 5.7) (Tabla
5).

Tabla 5. Nimero de hojas y brotes promedio de N. parviflora desarrollados en explantes de
diferentes edades expuestos a tratamientos con BA a las siete semanas después de la siembra.

Edad del explante (meses)

2 3 4 5
0 Hojas 0 0 0
210
Hojas Hojas Hojas Brotes
- 2 3+1 5.312.4 912 2+0.6
)
:i— Hojas Brotes Hojas Brotes
o 3 7.3x1.8 511 6.51£0.5 7.3x1.2
5 Brotes Brotes Brotes Brotes
5.710.3 4.520.5 511 4.5+1.5

52

——
| —



Las investigaciones de micropropagacion en N. parviflora en general son escasas, se han
realizado pruebas en otros géneros como N. recurvata (Bettaieb et al., 2008) donde
utilizaron como explante yemas apicales de brotes axilares de plantas adultas de 10 anos
en medio MS 50% adicionado con BA + IBA en la misma concentracién (0.1 mgL?) con lo
que obtuvieron 6 brotes por explante. Vadillo (2012) llevé a cabo la propagacion de
Beaucarnea compacta y B. purpusii, empleando como explantes el tallo de plantulas
germinadas in vitro, utiliz6 BA 5 mgL! obteniendo 23 brotes por explante. Otro reporte con
B. inermis sefialan que utilizaron explantes de tres meses de edad cultivados en BA 2 mgL™*

obteniendo 15.7 brotes por explante (Guillen et al., 2015).

Se puede inferir que la capacidad morfogenética de los explantes estuvo asociada a una
conjuncién entre la edad del explante y la concentracién del regulador de crecimiento que
se utilizé. En el caso de Nolina los explantes de dos, tres y cuatro meses de edad expuestos
a concentraciones de BA 2 y 3 mgL?, tendieron a formar hojas y a no organizarse como un
brote. Se observa con mds precisién que la mayor concentracion empleada en este trabajo
(5 mgL™?) tuvo un efecto positivo en la formacién de brotes, éstos se desarrollaron en mayor
proporcion (5.7) en el explante mas joven (dos meses). Por otro lado fue posible observar
gue los explantes de cinco meses también formaron brotes en los tratamientos con la
citocinina, siendo la combinacidon mas favorable BA 3 mgL™* (7.3), lo que nos indicé que un
explante de edad relativamente intermedia tuvo buena capacidad morfogenética. Esto es
similar a lo reportado por Vadillo, 2012 y Guillen y colaboradores 2015, quienes
demostraron que la combinacién adecuada del regulador de crecimiento y la edad del

explante son factores importantes para obtener una cantidad éptima de regenerantes.

En otras familias, también se ha hecho investigacidn sobre la edad del explante, como en
Vigna mungo una especie de importancia econdmica para el sur de Asia (Raman y Jaiwal,
2002), para la que probaron explantes de cotileddn de 3, 8, 12 y 17 dias de edad colocadas
en medio MS B5 (Medio MS + sales B5) + BA 1.13 mgL™t. En este trabajo obtuvieron que la

frecuencia de regeneracién aumentaba con la edad (77%) a diferencia de los mas jévenes
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(3 dias de edad) que presentaron un porcentaje de regeneracion de explantes de 33%. La

cantidad de brotes por explantes (3.6) también aumentd con la edad.

En el cultivo in vitro lo mas usual es que el explante sea joven, pero el periodo de juvenilidad
varia entre especies, en el caso de N. parviflora este periodo pudiera ser prolongado ya que
alcanza la madurez sexual hasta los 60 afios, por lo tanto los explantes de tallo de meses de
edad mantienen sus caracteristicas regenerativas, lo que da lugar a que los periodos que
podrian ser considerados largos en otras especies no son los mismos para N. parviflora y
puedan conservar su potencial regenerativo hasta los cinco meses de edad (Caso, 1992;

Rojas-Gonzdlez et al., 2004; Mroginski et al., 2010).

En N. parviflora los explantes con mayor potencial regenerativo para la formacién de brotes
adventicios fueron aquellos procedentes de plantulas de cinco meses y expuestos con BA 3
y 5 mg L?! donde se obtuvieron las mayores cantidades de brotes por explante con
caracteristicas morfoldgicas apegadas a las de la especie. Es por esto que se eligieron brotes
de cinco meses y expuestos a las dos concentraciones de citocinina anteriormente

mencionadas como los mds adecuados para realizar la micropropagacion.

Micropropagacion
Una de las respuestas morfogenéticas observadas fue la formacién de hojas aisladas, no

dispuestas en roseta de forma ordenada, por lo que no se consideraron como brotes
propiamente dichos. Esta respuesta ocurrié en ambos tratamientos, BA 3 y 5 mgL* (Fig. 19).
Estas estructuras fueron separadas y subcultivadas en medio de proliferacion donde
aumentaron de tamafio y posteriormente a medio de enraizamiento donde no formaron

raices.
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Figura 19. Formacién de hojas aisladas (=) no dispuestas en roseta en explantes de tallo de cinco
meses de edad después de doce semanas en BA 3 mgL™(lzq) y 5 mgL? (Der). E= Explante. Barra=
Icm

Se observo que los explantes de tallo de N. parviflora de cinco meses de edad iniciaron el
desarrollo de brotes adventicios dos semanas después de la siembra en el medio de
induccion. Comenzaron su desarrollo en la parte basal del explante donde se presentd un
incremento en su tamafio y el tejido externo adquirié un color blanco que posteriormente
se tornd amarillo crema con unas zonas verdes definidas que son el extremo apical de lo
gue serd una hoja, a diferencia de las hojas que se desarrollaron de forma aislada, éstas se

agruparon (Fig. 20).

Figura 20. Desarrollo de brotes (=) de tallo de N. parviflora a las dos (lzq) y tres (Der) semanas
después de la siembra. E= Explante Barra= 0.5cm
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Después de cuatro semanas, las zonas verdes siguieron desarrolldndose para formar las

hojas del brote. Cinco semanas después, los brotes alcanzaron un promedio de 1 cm y se

diferenciaron totalmente (Fig. 21).

Figura 21. Desarrollo de brotes (=) de tallo de N. parviflora a las cuatro (lzq) y cinco (Der)
semanas después de la siembra. E= Explante Barra=1cm

El 10% de los explantes ya habian desarrollado brotes bien diferenciados a las cuatro

semanas (Fig. 22), el resto respondio hasta las siete semanas.

Figura 22. Formacion de brotes (=) de N. parviflora en explantes de tallo de cinco meses de edad,
en BA 3 mgL?(lzq) y 5 mgL* (Der) después de cuatro semanas de iniciado el cultivo. E= Explante.
Barra= 0.5 cm.




A partir de la semana 12 el 100% de los explantes presenté brotes diferenciados, que

median mas de dos centimetros (Fig. 23).

Figura 23. Formacion de brotes (=) de N. parviflora en explantes de tallo de cinco meses de edad,
en BA 3 mgL?(lzq) y 5 mgL(Der) después de 12 semanas de iniciado el cultivo. E= Explante. Barra=
lcm.

Después de 25 dias en medio de induccién, el promedio de brotes por explante en el
tratamiento BA 3 mg L! fue de 5.7+0.5 y 5.6+0.4 b/e en BA 5 mg L. De acuerdo con el
analisis estadistico no existieron diferencias significativas entre los tratamientos (prueba de
Mann-Whitney dio un P-valor= 0.779).

Reyes-Silva y colaboradores, en 2013, cultivaron in vitro tres especies de Nolina utilizando
explantes de tallo de plantulas de uno a dos meses de edad germinadas in vitro. Para N.
parviflora obtuvieron un promedio de 2.9 brotes por explante de tallo cultivados con BA 4
mgL?! después de ocho semanas. Los mismos autores reportaron para N. duranguensis un
promedio de 7.8 brotes por explante, y para N. longifolia 7.7 b/e en las mismas
concentraciones que la primera en el mismo periodo de tiempo. Los resultados obtenidos
en el presente trabajo para N. parviflora duplicaron en nimero a lo reportado por Reyes-
Silva y colaboradores y fueron muy similares a los obtenidos en N. duranguensis y N.

longifolia.
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Los trabajos sobre la propagacion in vitro de especies de Nolina (21-30 especies), son
escasos; se ha reportado la metodologia de propagacion en vivero de N. cespitifera (Castillo-
Quiroz y Cano-Pineda, 2005) pero los trabajos in vitro se han centrado en las especies de

Nolina antes mencionadas.

En cuanto a otras especies de la misma familia, el nUmero de brotes por explante reportadas
por Osorio-Rosales y Mata-Rosas (2005) a partir de explantes de tallo de plantulas
germinadas in vitro de tres meses de edad en BA 5 mgL?! de B. recurvata fue de 1.5y
Castafieda y Santacruz (2008) reportaron para la misma especie 10.9 b/e en la misma
concentraciéon hormonal, mientras que en el presente trabajo se obtuvo 5.6 b/e en las

mismas condiciones reportadas por Osorio-Rosales y Mata-Rosas (2005).

El uso de sélo un tipo de hormona (BA) es comun en la regeneracién de especies de esta
familia, como es el caso de Dasylirion, donde se propagaron D. leiophyllum, D. serratifolium,
D. lucidum y D. longissimum utilizando explantes de tallo de plantulas germinadas in vitro
de uno a dos meses de edad en medio MS + BA 4 mgL?, obteniendo 10.3, 6.8, 6.9y 2.2
brotes por explante a través de organogénesis directa en un periodo de ocho semanas.
Estos autores han realizados pruebas con otras citocinininas ademas del BA, como 6-y,y-
dimetilalilaminopurina (2iP), tidiazuréon (TDZ) y metatopolina (MT), los resultados difieren
entre las especies pero la mayoria de éstas presentan mejores resultados con BA (Reyes-

Silva et al., 2013).

Formacion de callo
Otra de las respuestas que se obtuvo fue la formacidn de callo que se desarrollé en la base

del tallo y cerca de los brotes ya formados entre las semanas 7 y 9 después de la siembra.
El callo inicié con un crecimiento desorganizado de color verde vitreo que al pasar el tiempo
aumenté su tamano y después de 12 semanas en medio de induccidn se oxidoé sin dafiar a
los brotes y hojas (Fig. 24). Este callo se presenté en muy pocas cantidades lo que no

permitio realizar una medicidn cuantitativa de este.
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Figura 24. Formacién de callo (=) en explantes de tallo de N. parviflora en BA 5 mgL™ nueve
semanas después de la siembra (lzq). A las 12 semanas el callo se oxidé en ambos tratamientos, BA

5 mgL(Centro) y 3 mgL!(Der). Barra= 1 cm

La formacién de callo en monocotileddneas se ha reportado en concentraciones altas de
auxinas y bajas de citocininas (Howell et al., 2003; George et al., 2008); esto es similar a lo
obtenido en N. parviflora (Flores et al., 2009) donde se obtuvo callo en diferentes
concentraciones de auxinas 2,4-D, AIB, ANA y AIA (0.002 hasta 4.5 mgL?) el cual no se
diferencié. Contrario a lo anterior, en el presente trabajo, el callo se obtuvo utilizando sélo
citocinina en concentraciones relativamente altas de BA (3 y 5 mgL?), lo mismo sucedié en
B. inermis (Guillen et al., 2015) que desarrollé callo en explantes de apice de tallo
sembrados en BA 2 mgL? y que regeneraron brotes adventicios al sembrarlos solo en BA o
en combinacidon con ANA. El desarrollo de callo en esta familia como se muestra en estas
investigaciones, no necesariamente requiere auxinas como tradicionalmente se reporta en
la bibliografia. La auxina es necesaria para la regeneracién de brotes o embriones, en el caso
de N. parviflora no se le dio seguimiento al desarrollo de callo debido a la oxidacién, pero

se propone para investigaciones futuras.

Enraizamiento
Los brotes obtenidos en la etapa de proliferacion fueron individualizados cuando alcanzaron

los 5 cm de longitud y sembrados en medio MS 50% de macronutrientes, micronutrientes
y sacarosa como medio de elongacion, los brotes comenzaron a enraizar en este medio.
Para optimizar la formacion de raices, los brotes se plantaron en medio MS 50% + carbén

activado 1 gL™.
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La formacidn de las raices se observd a partir de la primera semana en ambos medios de
cultivo. A la tercera semana las raices se elongaron alcanzando una longitud aproximada de

2 cm, a las ocho semanas las raices median 10 cm aproximadamente (Fig. 25).

Figura 25. Obtencién de raices (<) en medio MS al 50% de macronutrientes, micronutrientes y
sacarosa después de ocho semanas. Barra=1cm

El porcentaje de brotes enraizados se evalud después de ocho semanas: en el medio de
enraizamiento, el mayor porcentaje (66.3%) se obtuvo en los brotes procedentes de BA 5
mgL?, y 51.3% en BA 3 mgL. En el medio de elongacién (MS 50%) los brotes enraizados
procedentes de BA 3 mgL™ fue de 12% y 22.4% de los provenientes de BA 5 mgL™* (Fig. 26).

B Medio MS al 50 % Macronutrientes, micronutrientes y sacarosa.

™ Medio MS al 50 % con carbodn activado 1 gL-1.
70%

60%

50%
40%
30%
20%
- mf B
0%
3BA 5BA

Figura 26. Porcentaje de brotes enraizados de N. parviflora provenientes de los tratamientos con
BA 3y 5 mgL™ en dos medios de cultivo.




Vadillo (2012) enraiz6 brotes de B. compacta y B. purpusii con concentraciones similares a
las utilizadas en el presente trabajo (MS 50% + C.A. 1 gL'!) donde obtuvo 100% y 80% de
brotes enraizados. Reyes-Silva y colaboradores (2013) reportaron el 86%, 83% y 95% de
brotes enraizados de N. duranguensis, N. longifolia, N. parviflora después de 50 dias en
medio MS + CA 2 gLL. En los trabajos anteriormente citados se obtuvo un mayor porcentaje
de enraizamiento en comparacién con el presente trabajo (66.3%) aunque se empled la
misma cantidad de CA para el caso de Beucarnea, esta diferencia se debe probablemente a
gue son especies diferentes y a que se utilizé una mayor concentracion de CA.

Otro aspecto a considerar es que las citocininas inhiben la rizogénesis si se exponen los
brotes por periodos prolongados (Rojas-Gonzalez et al., 2004), como es el caso de
Hylocereus costaricensis y Nopalea cochenillifera, que al reducir los niveles de BAP en la fase
de proliferacién inicid el enraizamiento en medio sin reguladores de crecimiento, esto
demuestra el efecto inhibidor de las citocininas (Vifias et al., 2012 y Brasil et al., 2005). Este
efecto de las citocininas puede ser una de las causas del bajo porcentaje de los brotes
enraizados en N. parviflora como se observd en el presente estudio, donde brotes
provenientes de BA 3 mgL? presentaron solo el 12% de enraizamiento y el 22.4% en los
provenientes de BA 5 mgL™.

La reduccion de sales en la composicidon del medio de cultivo ejerce un estrés fisioldgico en
las plantas, razdn por la cual producen raices en busca de posibles fuentes de nutrientes
fisicamente alejadas, con el fin de acelerar el desarrollo radicular (Villalobos y Thorpe, 1993;
Salisbury y Ross, 1994). Esto se ha reportado en varias especies, como en Agave
angustifolia, en la que se duplicé la cantidad de raices utilizando medio MS al 75%+ Acido
indolbutirico (AIB) 1mgL?, en A. americana se obtuvieron 7.9 raices adventicias al disminuir
las sales al 66% + AIB 0.5 mgL™ o en mora (Rubus sp.) que se redujo a la mitad el tiempo de
inicio de enraizamiento en medio MS al 50% + AIB 0.5 mgL! (Enriquez del Valle et al., 2005;
Flores-Mora et al., 2011; Miguel-Luna et al., 2013).

En los brotes procedentes de ambos tratamientos el medio que mejor promovid la

formacién de raices fue el que contenia carbdn activado. Este compuesto se utiliza como
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adsorbente de compuestos fendlicos debido a su estructura quimica lo que evita la
oxidacion del material vegetal. También es utilizado para el obscurecimiento del medio para
enraizar brotes, ya que esto crea un ambiente adecuado para el desarrollo de las raices
debido a que se asemeja al suelo en el ambiente natural (Thomas, 2008; Luna et al., 2007,
Pedroza-Manrique, 2009).

Es importante sefialar que el género Nolina tiene aproximadamente 30 especies de las
cuales 20 se encuentran en México y 11 son endémicas, a pesar de esta diversidad hay muy
pocos protocolos de propagacién in vitro, los cuales sélo se han desarrollado para N.
duranguensis, N. longifolia y N. parviflora donde se reportan un rango de 1.4 a 10 brotes
por explante. Reyes—Silva y colaboradores (2013) emplearon explantes de tallo de N.
parviflora de 1-2 meses de edad y los cultivé en medio MS + BA 5 mgL! obteniendo 2.9
brotes por explante. La principal diferencia entre el trabajo citado y el presente fue la
evaluacién y determinacion de la edad del explante para incrementar el nimero de
regenerantes.

Por lo tanto, el presente trabajo es una aportacién de la respuesta obtenida a la relacion
entre la edad del explante y la concentracién de reguladores de crecimiento. Esto da pie a
mas investigaciones que corroboren con un mayor nimero de réplicas, la relacidon de estos

parametros y poder analizarlos con pruebas estadisticas para obtener datos mas precisos.
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CONCLUSIONES

La velocidad de germinacién fue mayor al remojar las semillas (24h) en peréxido de
hidrégeno (H202) y escarificarlas 10 segundos con &cido sulfurico concentrado
(H2S04) previo al tren de desinfeccion.

La germinacion in vitro de semillas de Nolina parviflora inicié a los 4 dias y alcanzé
el maximo porcentaje (95%) a los 31 dias después de la siembra en medio MS al 50%
de macronutrimentos, micronutrimentos y sacarosa.

La respuesta de los explantes de hojas medias y basales a la inducciéon con
reguladores de crecimiento fue nula y finalmente se oxidaron.

Los explantes de tallo fueron los Unicos regenerativos. Las respuestas
morfogéneticas observadas fueron la formacién de hojas aisladas y de brotes
adventicios, ambos por organogénesis directa.

Las bajas concentraciones de BA promovieron la formacién de hojas aisladas en los
explantes de tallo de menor edad (2, 3 y 4 meses) excepto en los de 5 meses que si
formaron brotes.

Los mejores resultados de propagacidn se obtuvieron al utilizar explantes de tallo
de 5 meses con BA 3 mgL? (5.7 b/e) y con BA 5 mgL? (5.6 b/e).

La edad del explante influyé en el nimero de brotes formados cuando las
concentraciones de BA fueron bajas, en concentraciones mayores de BA (5 mgL) la
edad del explante no fue un factor que afectara el nimero de brotes por explante.

Los mejores porcentajes de brotes enraizados provenientes de explantes en BA 3
(51.3%) y 5 (66.3%) mgL? se obtuvieron en el medio MS 50% + C.A. 1 gL,

En 12 semanas se obtuvo un promedio de 460 plantulas a partir de 80 semillas
germinadas in vitro, esto demuestra que el CTV es una herramienta adecuada para

la propagacion de esta especie.
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Anexo . Descripcion botanica del género Nolina (Solano y Rivera-Lugo, 2012).

Rosetofilas arborescentes, dioicas o poligamodioicas.

Tallos con frecuencia muy gruesos y bien desarrollados, pero no ensanchados en la base,
cubiertos con los restos de las hojas secas.

Hojasen rosetas sobre el dpice de las ramas, persistentes o deciduas, espiraladas,
numerosas, lineares, erectas o arqueadas, dpice agudo, no fibroso en la madurez, margen
serrulado. Inflorescencias terminales, espiciformes o paniculadas, pedunculos
ocasionalmente muy reducidos; bracteas similares a las hojas, alargadas, marcadamente
atenuadas, las bracteas fértiles, pequenfas, escariosas.

Flores generalmente 3-meras, pediceladas, pedicelos articulados, generalmente en la mitad
o hacia la base; perigonio 6 tépalos, oblongos o elipticos-ovados, persistentes, tornandose
escariosos; estambres 6, generalmente abortivos en flores femeninas; ovario 3-locular,
profundamente 3-lobado, abortivo en flores masculinas; estilo muy corto o ausente, dvulos
2 por léculo.

Frutos en capsulas, 3-lobadas, 3-loculadas, infladas, indehiscentes.

Semillas 1, ocasionalmente 2-6, globosas a oblongas, ornamentacién muriculada o
reticulada a punctiforme, pardas.

Diversidad. Género con 21-30 especies, todas presentes en México.

Distribucion. De Estados Unidos a Centroamérica.
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Anexo Il. Descripcion botanica y clasificacion taxonémica de la especie Nolina
parviflora.

REINO: Plantae
DIVISION: Magnoliophyta
CLASE: Liliopsida
ORDEN: Asparagales
FAMILIA: Nolinaceae
GENERO: Nolina Mich.
ESPECIE: N. parviflora (Kunth) Hemsl.

Rosetdfilas arborescentes, 4.0-5.0 m alto. Tallos erectos, 10.0-20.0 cm diametro, con 1-6
ramas. Hojas 150 a 200 por roseta, persistentes; laminas, 1.0 (-1.5) m largo, (0.8-) 1.0-1.5(-
2.0) cm ancho, lanceoladas, base 5.0-6.0 cm largo, 4.0-5.0 cm ancho, ovada, apice agudo,
largamente atenuado, incurvado con la edad, margen denticulado, verde-amarillentas, haz
y envés lisos. Inflorescencias: paniculadas erectas, 1.5-2.0 m de largo, pedunculo 1.5-2.5
cm diametro en la base, ramas primarias, 20-30 cm largo, numerosas, con pocas flores,
hasta 5 botones por nudo, desarrollandose generalmente 2, fructificando sélo una; porcion
fértil, 1.0-1.5 m largo, bracteas en la parte media de la inflorescencia mayores de 30 cm
largo, en el apice hasta 15 cm largo, adpresas, foliaceas, angostas; pedicelos, 7-12 mm largo,
articulados en el primer tercio préximo a la base, en ocasiones muy cerca de ésta. Flores
unisexuales, tépalos libres, 2.5-3.0 mm de largo, 1.5-2.0 mm ancho, elipticos a ovados, los
internos ligeramente de menor tamafio, blanquecinos, en ocasiones con maculas verdes o
pardas, margen hialino; estambres fértiles 6, libres, mas cortos que los tépalos, hasta 3.0
mm largo, filamentos de 2.0 mm de largo, anteras de 1.5 mm de largo; ovario 3-lobado,
I6bulos redondeados en el apice de 2 mm de largo, estigma 3-lobado, |6bulos del mm de
largo. Frutos en cdpsulas de 0.7-1.0 cm de largo, 0.9-1.4 cm ancho, pericarpio delgado,
I6bulos ovoidales a elipsoidales; semillas 1, 3.0-4.0 mm largo, 3.0-3.5 mm ancho,
elipsoidales a ovoidales, reticuladas a punctiformes, pardas. Fenologia: Florece de febrero

a mayo. Fructifica de abril a noviembre.
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Anexo lll. Formulacién y proporciéon de sales y componentes organicos presentes en el
medio de cultivo Murashige y Skoog (MS), 1962.

Macronutrimentos 100% 50% 50%
(sL) (sL?) (macros,
micros y
sacarosa, gL )
NH4NOs3 1.65 0.825 0.825
KNO3 1.9 0.95 0.95
MgS0Os 7H,0 0.37 0.185 0.185
KH2PO4 0.17 0.085 0.085
CaCl, 2H,0 0.44 0.22 0.22
Micronutrimentos
Kl 0.00083 0.000415 0.000415
H3BO3 0.0062 0.0031 0.0031
MnSOs H0 0.01689 0.008445 0.008445
ZnSO4 7H,0 0.00025 0.000125 0.000125
Na;MoOs 2H,0 0.000025 0.0000125 0.0000125
CuSOs 5H20 0.000025 0.0000125 0.0000125
CoCl; 6H20 0.000025 0.0000125 0.0000125
Solucion Hierro-EDTA
NaEDTA 2H,0 0.0373 0.01865 0.0373
FeSO, 7H,0 0.0278 0.0139 0.0278
Vitaminas
Acido nicotinico 0.0005 0.00025 0.0005
Piridoxina-HCl 0.0005 0.00025 0.0005
Tiamina-HCl 0.0001 0.00005 0.0001
Aminoacidos
Inositol 0.1 0.05 0.1
Glicina 0.002 0.001 0.002
Sacarosa 30 15 15
Agar 8 8 8
pH 5.7-5.8 5.7-5.8 5.7-5.8
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