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@ Introduccion.

« Generalidades de bromelias

La familia Bromeliaceae presenta plantas herbaceas, de tipo terrestres,
litofalas o epifiticas con metabolismo CAM. De manera general presentan de
tallos cortos erectos laminas en forma arrosetada, de la cual surgen regular
mente en la zona central las inflorescencias, que como caracteristica son flores
perfectas fuertemente coloreadas, dispuestas en inflorescencias, pudiendo ser
espigas, racimos o paniculas, ubicadas apicalmente o en las axilas de hojas. El
fruto puede ser tipo baya o capsula, las semillas son pequeiias, de testa lisa o
carnosa, en Tillandsia provistas de ala aérea (Smith 1974, Ceja 2008, Véliz

2010 y Mondragon 2011)

Las bromelias se consideran originarias del continente Americano y tienen
amplia distribucion en el mismo, desde el sur de los Estados Unidos hasta la
tierra de fuego en Argentina (Mapa 1), con excepcidon de una especie que es
africana. Entre todas las categorias suman un total de 3086 especies, poseen
representantes en una amplia gama de ecosistemas (Smith 1974, Véliz 2010 y

Mondragén 2011)

Mapa 1. Distribucion de la familia Bromeliaceae



Para México estan reportadas 363 especies, con la mayoria pertenecientes al
género Tillandsia y el resto se encuentran distribuidos dentro de 17 géneros
mas. Es importante mencionar que las especies mexicanas presentan un
endemismo del 70%, destacando en ello los géneros Tillandsia subgénero

Tillandsia, Hechtia y Pitcairnia (Ceja 2008 y Mondragon 2011)

Morfolégicamente poseen una gama diversa de formas, las cuales presentan
funcion en el proceso de adquisicion de nutrientes y agua, algunas forman un
tanque o pseudotanque central mientras que otras forman pseudobulbos
constituido por la parte basal de las ldminas foliares (Smith 1974, Ceja 2008,
Véliz 2010 y Mondragon 2011).

En ocasiones se les denomina fitotelmata, por las relaciones que establecen
con grupos animales principal mente artropodos. Estas relaciones se derivan
de la morfologia de laminas foliares, en casi todos los casos presentan
recubrimientos foliares constituidos de tricomas que dan a las plantas una
apariencia grisacea brillante. Cabe mencionar que México se considera un
posible centro de distribucion de las Tillandsias. (Gardner. 1986 y Burt &
Utley 1987).

« Clasificacion taxondmica

La sistematica de la familia Bromeliaceae dadas las caracteristicas del fruto,
semillas, ldminas foliares, pétalos y la posicion del ovario, segiin Smith 1974,

Ceja 2008, V¢eliz 2010 y Mondragén 2011 se dividen en tres subfamilias:



)

1))

1)

Tillandsioideae. Alberga plantas mayormente epifitas con margen

Bromelioideae.

Pitcairnioideae.

foliar entero, ovario supero, fruto capsular y
semillas con un coma de pelos.

Esta subfamilia se divide en: Catopsis,
Glomeropitcairnia, Guamania, Mezobromelia,

Tillandsia, Vriesea.

Est4 representada por miembros tanto terrestres
como epifitos, con margen foliar serrado, ovario
infero, fruto tipo baya y semillas desnudas.

Esta subfamilia se divide en: Acanthostachys,
Aechmea, Ananas, Andrea, Androlepsis,
Areaeococcus, Billbergia, Bromelia, Canistrum,
Cryptanthus, Fascicularia, Fernseea, Gravisia,
Greigia, Hohenbergia, Hohenbergiopsis,
Neoglaziovia, Neoregelia, Nidularium,
Ochagavia, Orthophytum, Portea, Pseudananas,
Quesnelia,  Ronnbergia, Streptocalyx vy

Wittrockia.

Generalmente terrestres, con margenes foliares
serrados, flores con ovario supero, fruto capsular
y semillas desnudas o con un ala poco
desarrollada.

Esta sub familia se divide en: Abromeitiella,

Ayensua, Brocchinia, Connelia, Cottendorfia,



Deuterocohnia, Dyckia, Encholirium, Fosterella,

Hechtia, Navia, Pitcairnia y Puya.

«» Caracteristicas en Tillandsias.

Las Tillandsias son plantas que se nutren por las hojas. Sus requerimientos de
agua y nutrientes son bajos. Todas sus necesidades las obtienen literalmente
del aire. Las hojas, en algunos casos suculentas o semisuculentas estan
cubiertas por tricomas, unas cé€lulas adaptadas que les permiten absorber agua
y nutrientes. Las raices no tienen capacidad de absorcion, so6lo les sirven para
fijarse a un soporte. Las inflorescencias, particularmente las bracteas, se visten
de colores mas vivos (Smith et al. 1974, Ceja et al. 2008, Véliz 2010 y
Mondragoén et al. 2011).

Tillandsia tiene especies en la mayoria de la extension geografica del
continente americano. Existen especies de hojas angostas y grises, color
debido a las escamas que la recubren (Smith et al. 1974, Ceja 2008, Véliz
2010 y Mondragén 2011), p.ej. Tillandsia tectorum, aurea, aureo-brunnea,
paleacea, straminea, capillaris, recurvata y caput-medusae. Mientras que
otras Tillandsias cuentan con hojas anchas y poco escamosas, las que se juntan
unas a otras, formando tanques. (Smith 1974, Gardner. 1986, Burt & Utley
1987, Ceja et al. 2008, Véliz 2010 y Mondragon 2011) p.ej. Tillandsia rubra,

Wangerini, fuscoguttata, Schimperiana, complanata, maculata, tetrantha.



o Clasificacion por habito

Esta clasificacion no taxondmica que es recurrentemente utilizada, esta basada
en el medio o sitio sonde se desarrollan los organismos (esta clasificacion no
es exclusiva para las bromelias tillandsias o Pitcarnias) de tal modo que se les

clasifica como:

A) Desarrollo terrestre.

A los individuos que cresen sobre el suelo. Los mecanismos
radiculares de estos organismos cumplen con las funciones de
adquisicion de sustancias nutritivas, soporte y adsorcion de agua de

una forma eficiente.

B) Desarrollo litofalo.

Individuos que se desarrollan en superficies rocosas (en ausencia o
proporcidon minima de suelo). Los mecanismos radiculares son

parcial mente funcionales con respecto a los organismos terrestres.

C) Desarrollo epifitico.

Organismos que se desarrollan sobre un huésped (forofito) al cual no
afectan por mecanismos radiculares ni de otro tipo que penetren en
la corteza (No parasitan). Dentro de este grupo de individuos la
adquisicion de nutrientes se separa por caracteristicas morfologicas

en dos grupos:



Individuos en forma de copa. Estos poseen ldminas
alargadas ligeramente curvadas y generalmente
anchas, las cuales se agrupan por la base formando

depodsitos que les permiten almacenar agua y

materia organica de la cual se nutren (Foto 1).

Foto 1. T. Grandis

Pseudobulbo.  Estas plantas poseen laminas foliares con la

porcion apical estrecha con respecto a la basal,
la cual es concava. El desarrollo de las laminas
en disposicion de roseta da la formacion del

pseudobulbo por la adicidon de cavidades en la

parte inferior de las plantas (Foto 2).

Foto 2. T. caput-m.

Ambas morfologias les permiten ser organismos Fitotelmata, formando en sus
interiores complejos micro ecosistemas. En el caso de las de tanque es efecto
de la capacidad de mantener reservas de agua expuestas al medio, mientras
que en las de pseudobulbos la disposicion de las ldminas funciona como
refugio, dando lugar al desarrollo de comunidades de insectos y aracnidos
(Murillo 1983, Frank et al. 2004, Ospina et al.2004, Franco 2008, Ospina et
al. 2008, Aguilera 2011 y Frank et al. 2009).



-« |[mportancia y usos de Tillandsias

e Ecologico.
Las tillandsias en los Bosques mesofilos de montafia también Ilamados
bosques huimedos de montana puede llegar a almacenar el 40% de los
nutrimentos, de lo cual en conjunto con su época de floracion representan una

importante fuente de alimento para algunas especies de aves, murciélagos e

insectos (Ceja et al. 2008, Villaseior 2010 Y CONABIO 2010).

Tal como sefialan diversos trabajos, existe una amplia gama de organismos
que dependen de las Bromelias para establecer comunidades, otros requieren
de pasar parte de su desarrollo en ellas para completar sus ciclos y algunos
otros utilizan partes de las plantas con distintos fines. Sin embargo debemos
de considerar tal como sefalan (Murillo et al. 1983, Aguilera et al. 2011, *i.
Frank et al. 2004, Ospina et al. 2004, Ospina et al. 2008, Srivastava 2008,
Frank et al. 2009), regularmente se forman importantes microecosistemas por
la interaccion de los organismos asociados a los tanques o pseudobulbos y las
condiciones que proveen las plantas. Un claro ejemplo de ello son las
interacciones de mimercofilia que se presentan entre las tillandsias y diversos
grupos de artropodos (principal mente Hormigas y otros artropodos) (Murillo
et al. 1983, Frank et al. 2004, Ospina et al.2004, Franco et al. 2008, Ospina et
al. 2008 y Aguilera et al.2011), con los cuales tienen un gran nimero de
relaciones simbioticas. La morfologia de las bromelias puede influir en la
comunidad de invertebrados al modificar las variables microclimaticas y los

recursos importantes para las comunidades (el detritus, contenido de agua y



espacio disponible para la colonizacion). (Ospina et al. 2004, Franco et al.

2008 y Aguilera et al. 2011)
e Social

Los grupos humanos comenzaron hace miles de afios a utilizar las bromelias
con fines alimenticios, medicinales, como combustible, para obtencién de
fibra para vestimenta y con fines ceremoniales en toda latinoamerica.
Principalmente en la antigiiedad fueron usadas por las civilizaciones Inca,

Azteca 'y Maya (Mondragén et al. 2011 y Hornung 1998, 2000 y 2011)

e EconOmico

También se les explota con fines comerciales como plantas de ornato ya que la
gama de formas y lo vistoso de las flores las vuelve atractivas para su
comercio. Hoy en dia la mayoria de los ejemplares que se comercian son de
procedencia silvestre. También existen algunas que se propagan
exclusivamente para su venta, pero los productores presentan la problematica
de producciones bajas para la demanda en el mercado internacional ya que las
técnicas mas utilizadas cuentan con limitantes en el nimero maximo de
organismos que se pueden producir. Dentro de las limitantes tenemos la
reproduccion  vegetativa in-vivo, la cual presentan una taza de
aproximadamente tres brotes por planta adulta, o la reproduccién sexual, que a
pesar de ser efectiva, requiere al menos cinco afios para que los individuos
sean activos reproductivamente. Dentro de las listas de especies con mayor
demanda encontramos a T. Caput-medusae, por ser organismos Vistosos

(Véliz 2010, Mondragoén et al. 2011 y Hornung 2011).



e C(ientifico

Se les ha dado aplicaciones en el campo de la ciencia, principal mente en la
evaluacion de la calidad ambiental. Son utilizadas como biomonitores para el
registro de contaminantes en al aire (aprovechando la capacidad de tomar los
nutrientes y agua del aire que les rodea mediante los tricomas). En esta area
destacan valiosos estudios como los realizados por Brighigna et al. quienes en
1997 realizaron el biomonitoreo de metales pesados con T. caput medusae en
Costa Rica; posterior mente en el 2000 reportan la relacion entre los
contaminantes del aire y la composicion de la micro flora que se encuentra en
las T. caput medusae y T. shiedeana, y en el 2002 reportan el uso de T. caput
medusae y T. bulbosa para el monitoreo de metales pesados en Florencia
Italia. En el mismo afio reportan Amado et al. la evaluacion de T. Usneoides
para el biomonitoreo de Hg. En el 2006 reporta Wannaz et al. el uso de T.
capillaris para el seguimiento de las emisiones de metales pesados en
Cordoba, Argentina. Posterior mente reportaron Figuerido et al. en el 2007 el
biomonitoreo de metales pesados con T. Usneoides en la zona metropolitana
de Sao Paolo Brasil. En el 2009 es reportado por de Berdegal et al. el uso de
Tillandsia capillaris en el biomonitoreo de contaminantes en Lima Pert.
También tenemos el trabajo realizado en el 2011 por Trujillo et al., ellos
emplearon a T. usneoides y T. recurvata para el biomonitoreo de la zona de
Zimapan, México.

Desde otra perspectiva tenemos el trabajo de Triana et al. quienes en el 2003
las emplearon como indicadores de regeneracidon en bosques intervenidos al
analizar la diversidad y abundancia de las epifitas que se desarrollan en la

amazonia colombiana
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< Reproduccion en Tillandsias

Reproduccion en el grupo de las Tillandsias por via sexual es tipica, por
semillas (foto 3). Mientras que la forma de reproduccion asexual es mediante

el desarrollo de brotes laterales (foto 4) (Smith 1976).

Las semillas: Miden menos de 5 mm, poseen embridn, endospermo, un
2 cotiledon, vestigios de hojas primarias y secundarias,
apice del brote, e hipocotilo. El embrién llena so6lo un
tercio del volumen total y siempre ocupa la posicion
opuesta al punto de insercion de la pared del ovario. Una

vez maduras las semillas, son liberadas de la capsula que

las contiene durante su génesis (dehiscencia) y se
dispersan por medio del aire (dispersion anemocora)
gracias al apéndice epidérmico plumoso. El apéndice
también funciona como “adherente” a los troncos y
ramas de los arboles, ademads de ello permite la
absorcion de agua (Smith et al 1976, Molina 1999, Sosa
2012 y Vazquez et al 2014).

Se presentan general mente una vez que inicia el proceso

Los brotes:
4 de formacion de flores, surgen en la zona axial de las
laminas foliares laterales. El nimero de brotes que pueden
presentarse por planta es variable dependiendo de la
: especie con que se trabaje (Molina 1999 y Vazquez et al.
| 2014).

e AW

Foto 4. Brotes laterales
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« Problematica y estrategas de conservacion en Tillandsias

De acuerdo a lo reportado por Mondragén et al. (2011), “son muy pocas las
especies mexicanas de bromelias que se conservan en bancos de
germoplasma” (podria deberse al corto periodo de viabilidad). El cultivo se
sefiala en distintos manuales como relativamente facil por la vasta cantidad de
semillas que producen en cada capsula (Anthura 2012), ademas de poseer la
capacidad de producir hijuelos. Estos recursos reproductivos y los detalles
vistosos que presentan en su fenologia, las vuelve atractivas para la
comercializaciéon como plantas de ornato (Véliz 2010). Segun lo reportado por
Miranda et al. (2007), ha aumentado el comercio de ese tipo de plantas de

forma considerable con respecto a otras plantas de ornato.

Una técnica que presenta buenos resultados en la induccién del desarrollo para
organismos vegetales de la familia de las bromelias es el cultivo in-vitro
(Pardo et-al 2008). Continuamente con bases en ello se han generado
modificaciones de los medios en cuanto a la composicion y a las
concentraciones de los compuestos que conforman a cada medio de cultivo a
utilizar, por lo cual se han generado para la micropropagacion, medios
especificos para diferentes tipos de cultivo y dependiendo de la especie a

trabajar (Roca et al. 1991, Levitus et al. 2010).

El éxito de la técnica es el empleo de diversas formulas para la propagacion
vegetativa en medios de cultivo in-vitro. Los cuales tienen como caracteristica
que el desarrollo del cultivo sea en el interior de un contenedor el cual

proporciona un ambiente artificial controlado tanto en asepsia como en los



factores fisicos y quimicos que intervienen en el crecimiento de los individuos

(Rocaetal. 1991, Weaver et al. 1976).

Existen diversas formas de clasificar los cultivos de tejidos. Tomando en
cuenta la consistencia del medio que se emplea, se dividen en dos grupos: a)
Cultivo en medio semi solido y b) Cultivo en medios liquidos. También se
pueden clasificar identificando el nivel de complejidad en: a) cultivo de
organos, b) cultivos celulares y C) Cultivos de protoplastos. (Roca et al. 1991
, Mancilla 2007 y Levitus et al. 2010)

En los cultivos de tejidos se puede provocar una rediferenciacion hasta
producir individuos completos a partir de explantes. A esto se le denomina

organogénesis. (Roca et al. 1991, Luciani et al. 2010 y Levitus et al. 2010)

« Uso de reguladores de crecimiento en la propagacion

Los reguladores de crecimiento son compuestos orgéanicos sintetizados
naturalmente, en zonas especificas de las plantas, estas sustancias son capaces
de traslocarse a otros sitios de la planta para poder actuar Roca et al. 1991,
Luciani et al. 2010 y Levitus et al. 2010). Se requieren concentraciones muy
bajas para causar respuestas fisiologicas especificas (Roca et al. 1991). Las
concentraciones requeridas para que las plantas expresen respuestas varian
con la especie, con el 6rgano que se estudie, el estado de desarrollo en que se
encuentre la planta, las interacciones que se dan entre los diversos reguladores
y los factores ambientales. Por lo cual es incorrecto generalizar los efectos

que desencadenan estos en los procesos vegetativos. Los reguladores de



crecimiento se clasifican en tres grupos: Auxinas, Citocininas y Giberelinas

(Roca 1991).

Auxinas. Grupo de compuestos que se caracterizan por la capacidad de inducir
elongacién en las células, estan relacionados con la formacién de los
frutos y tienen intima relaciéon con la formacion de raices. La
adicion de un tipo de auxina en algunos casos es suficiente pero se
ha demostrado que en muchos casos se obtiene efecto sinergistico
con diversos factores de crecimiento, el emplear una auxina en cada
experimento es habitual, sin embargo se ha demostrado que el uso
simultaneo de diversas auxinas puede favorecer a los cultivos, el
sustento de emplearlas simultaneamente es el hecho de que tienen
diversos sitios de accion (Roca et al. 1991, Weaver 1976, Luciani et

al. 2010 y Levitus et al. 2010).

Citocininas. Grupo de compuestos que promueven principalmente la division
celular, estimulan la formacion de yemas de crecimiento, regulan
la diferenciacion en los tejidos y retardan el envejecimiento en los
tejidos vegetales. Todas las Citocininas de origen enddgeno se
derivan de la adenina. Se ha demostrado que se incorporarse a los
acidos nucleicos en las células. (Roca et al. 1991, Weaver 1976,

Luciani et al. 2010 y Levitus et al. 2010)

Giberelinas. Alargamiento de los tallos, estimulacion del crecimiento, se
estimula el crecimiento en los internodios y frecuente mente se
incrementa la longitud de los internodios individuales, pueden

provocar la floraciéon, produce un incremento en la division



celular en el meristemo de la zona sub-apical (Roca et al. 1991,

Weaver 1976, Luciani et al. 2010 y Levitus et al. 2010)

El uso de estos compuestos en la propagacion de epifitas, es un hecho comun.
Se han utilizado el carbon activado y el agua de coco como activadores de la
germinacion y micro propagacion de Tillandsia callifanii, segun reporta
Molina (1998), quien lo aplicdé en diferentes concentraciones en medio

Murashige & Skoog (MS).

Lo mas comun en la propagacion ha sido el uso de citocininas. Bencil Amino
Purina (BAP) ha demostrado en gran nimero de especies que al ser
adicionada al medio de cultivo, es capaz de permitirle a los organismos
superar la dominancia apical y liberar las yemas laterales de la dormancia,
dando lugar asi a la formacion de brotes laterales (Vargas et al. 2010). Entre
otros trabajos tenemos el caso de Sosa et al. (2012), quien empleo este
regulador en la propagacion in-vitro de Achmea fascianta, promoviendo la
regeneracion de plantas completas, Asimismo, Zimmer et al (1993), llevo a
cabo pruebas con la citocinina (BAP) en la propagacion vegetativa de algunas
especies de Tillandsias por inmersion total y por rocidé en las hojas de las
plantas, consiguiendo buenos resultados en la multiplicacion vegetativa. Por
su parte Bessler en 1997 propuso el uso de BAP en la multiplicacion de
Tillandsia, usando concentraciones altas de este regulador de crecimiento en
periodos de dos semanas aunque no muestra resultados numéricos de los

brotes formados.



La micropropagacion a partir de semilla y apices de tallo, junto con el uso de
regulador BAP, fue una investigaciéon de Huidobro (2003), quien la propuso
como procedimiento de micropropagacion in-vitro de Tillandsia erubescens.
Sus conclusiones sefialan una germinacioén que se completa en 12 semanas, y
el desarrollo de hasta 8 brotes por explante con influencia del regulador BAP
en diferentes concentraciones. Por su parte, Mancilla (2007) utilizé una
concentracion de 1mg por litro en la micropropagacion de T. caput-medusae.
Sus resultados fueron 22 brotes por planta y 42 hojas por planta-brote en
diferentes condiciones experimentales.

« Tillandsia caput-medusae

Esta es una especie que perteneciente a las denominadas tillandsias grises, o
también llamadas “atmosféricas”. presenta desarrollo de tipo epifitico durante
todo su ciclo de vida (fotos 5-6); es carente de tallo; presenta inflorescencias
de 15 a 25 cm de alto, aunque llega a tener hasta 40cm; cuenta con ladminas
foliares (7-10 laminas generalmente) de morfologia triangular alargada (15-
25cm de largo)(fotos 7-8), las cuales estan cubiertas con escamas planas
llamadas tricomas (fotos 9-10), que proveen el color grisdceo caracteristico, en
la parte adaxial presentan 54 tricomas por mm? y en la abaxial 16 por
mm?segun lo sefialado por Stefano en el 2007. Las laminas forman vainas
ampliamente ovaladas en la base, dispuestas a manera de roseta, que al unirse
forma un pseudobulbo ovoide, a menudo de mayor longitud que la

inflorescencia (Gomez 1991).



Fotos 7, 8. Morfologia de T. caput-medusae

Fotos 9-10 Tricomas de T. cap

ut-medusae cblectados en el estado de Morelos.
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El escapo floral es erecto o ascendente, delgado, con bracteas densamente
imbricadas, folidceas (foto 11 y esquema 1). La inflorescencia va de morada a
lila, de forma simple o digitadamente compuesta de dos a seis picos. Las
bracteas primarias ampliamente ovaladas, usualmente mas pequefias que las
bracteas florales, y con pequefia ldmina o sin ella. Las bracteas florales
suberectas o divergentes, imbricadas, ovaladas-lanceoladas, obtusas pero el
apice en ocasiones enrollado y de apariencia aguda, iguales o ligeramente
mayores que los sépalos. La inflorescencia es de 6-12 flores con varias
bracteas en la base que son estériles y reducidas. Las capsulas son de forma

cilindrica delgada de 3-4cm de largo. (Smith et al 1977).

Flores en
espiga.

Foto 11. Morfologia de T.caput-medusae con capsulas. Esquema 1. Morfologia de T.caput-medusae

20




Se establece natural mente en los lados de los troncos y en las partes ventrales
de las ramas grandes, en la parte media del dosel (véase foto 12). Se les puede

encontrar como ejemplares solitarios o formando racimos (en muchos casos

por reproduccion vegetativa) (Smith et al 1977).

Fotos 9. Desarrollo en racimos de T. caput-medusae E. Morren.

Se desarrolla en bosques deciduos secos, semideciduos y humedos, entre los
40 y 2400msnm, Crecen sobre arboles como encinos y pinos principal mente
presentando la floracion de Febrero a Mayo (en promedio toma al menos
cinco afos de desarrollo para que pueda desarrollar flores) (Smith 1977). En la
mayoria de los casos presenta relaciones de tipo fitotelmata con hormigas y/o

otros artropodos, los cuales habitan en la base de las hojas (véase fotos 13-24).
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Fotos 13-24. Artropodos encontrados en ejemplares de T. caput-medusae colectados en Morelos.
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Esta ampliamente distribuida, principalmente en bosques humedos de
montafia (BHM), desde México a Costa Rica; en México se reporto en el afio
de 1977 en Chiapas, Chihuahua, Distrito Federal, Durango Guadalajara,
Guerrero, Jalisco, Edo. México, Michoacan Morelos Nayarit, Oaxaca, Puebla,
Sinaloa, Sonora y Veracruz (Smith 1977); pero en los ultimos afios esta
reportada en Campeche, Chiapas, Chihuahua, Colima, Distrito federal,
Durango, Guerrero, Jalisco, México, Michoacan, Morelos, Nayarit, Oaxaca,
Puebla, Querétaro, Sinaloa, Sonora, Tabasco,  Veracruz vy
Zacatecas.(CONABIO 2010)

o Justificacion

El interés particular de trabajar con T. caput-medusae E. Morren, surge de su
importancia ecoldgica, principal mente por ser Mirmecofita. Estudios
recientes como el realizado por Aguilera et al. (2011), han mostrado que las
relaciones de epifitas fitotelmata permiten el desarrollo de una amplia gama de
microecosistemas y también aportan una porcidon considerable de biomasa del
ecosistema. También existen trabajos sefialando que de los microecosistemas
dependen diversos taxa de invertebrados, vertebrados y algunos otros
organismos degradadores.. Por lo cual la conservacion de T.caput medusae
esta ligada a la de la diversidad de invertebrados del lugar donde se desarrolla,

y al aporte de la biomasa del mismo.

Su importancia en la ciencia se ha comprobado en distintos trabajos. En los
que el potencial de las tillandsias grises para el biomonitoreo de
contaminantes en el aire se a evaluado de manera positiva. Tal es el caso
particular del trabajo de Brighigna et al. en 1997, 2000 y 2002. En los cuales

comprueba que T. caput-medusae. puede ser utilizada al igual que otras



tillandsias gris en el monitoreo atmosférico, esto por la capacidad,

bioacumuladora de substancias suspendidas en el aire.

Otro aspecto importante de la especie surge de sus diversos usos potenciales.
De los cuales debemos resaltar el potencial como planta de ornato (recurso
econdémico en algunas localidades), ya que es reconocida en el mercado a
nivel internacional y demandada por los principales paises importadores de
plantas de Europa y Japon. Lamentable mente en la actualidad su demanda
como planta de ornato no se satisface adecuadamente ya que la mayoria de los
ejemplares vendidos son extraidos de sus ambientes naturales. La principal
limitante en la produccion estd dada por la naturaleza de la especie, ya que la
tasa de reproduccion vegetativa in vivo es muy baja (tres brotes por planta en
cada momento de desarrollo floral), y la reproduccion sexual solo llega a 60%
de imbibicion y formacion de hojas primarias (Diaz et al. 2013).

Conjuntando la importancia ecologica, los usos potenciales, la problematica
derivada de sus usos, las estrategias de propagacion mas recurridas en
Tillandsia, y dado que existe mucha variacion en los resultados obtenidos en
el empleo del regulador de crecimiento BAP entre otras especies e incluso con

la misma.

El presente trabajo estd enfocado en la blusqueda de una metodologia
apropiada para la produccion de T. caput-medusae. mediante pruebas de
viabilidad (TTC y tiempos de imbibicion), la realizacion del estudio de
propagacion a partir de semilla in-vitro y el analisis del efecto de diferentes

concentraciones de BAP en la multiplicacion de las plantulas.



2 Objetivos
«< General

Propagar en medio de cultivo in-vitro KC Tillandsia caput-medusae E.
Morren

« Especificos

Evaluar mediante la prueba de TTC la viabilidad de T. caput medusae en

semillas frescas, de seis meses y después de un afio.

Propagar por semilla Tillandsia caput-medusae en cultivos in-vitro.

Analizar el efecto y la multiplicacion vegetativa producida por exponer
plantulas de Tillandsia caput medusae. E Morren en diferentes
concentraciones del regulador de crecimiento BAP.



@ Disefio experimental

El procedimiento se dividié en dos etapas experimentales (germinacion in
Vvitro y propagacion vegetativa in-vitro apartir de plantulas con diferentes

concentraciones del regulador de crecimiento BAP).

« Primera etapa

Se adquirieron plantas adultas que contaran con capsulas maduras de la
localidad de Santiago, Estado de Morelos (foto 25). Posterior mente se
realizo la asepsia y desinfeccion de las mismas por métodos estandar de
propagacion in-vitro (Roca et al. 1991, Luciani et al. 2010 y Levitus et al.
2010), con la particularidad de que se retiro la parte plumosa de la semilla

en su totalidad.

Foto 22. Ejemplar colectado de T.caput-medusae con capsulas maduras.
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Para garantizar el nimero de organismos experimentales que fuera
estadisticamente significativo y para los diferentes ensayos posteriores a la
germinacion, se colocaron 32 lotes con 30 semillas cada uno (960 semillas

en total).

e Viabilidad

Para ver el efecto en la viabilidad de la semilla atreves del tiempo. Se
empleo la prueba de TTC. Para analizar la viabilidad se utilizo como
criterio de semilla positiva solo aquellas que presentaron tincién completa.
Se consideraron tres momentos, el primero fue semilla fresca, el segundo
de semilla con seis meses de almacenamiento y el tercero con semillas
después de un afio. Cada uno se cuantifico con poblaciones de 50 semillas
y por triplicado para su analisis estadistico. Ademas de ello se tomaron para

cada prueba 3 tiempos de imbibicion diferentes.

Tabla 1. Prueba de TTC

Edad de la semilla
reciente meses afo
Repeticion 1 TTC 50 semillas 50 semillas 50 semillas
Repeticion 2 TTC 50 semillas 50 semillas 50 semillas
Repeticion 3 TTC 50 semillas 50 semillas 50 semillas

e (Germinacion

Una vez realizada la asepsia de las semillas se colocaron en medios de

Knucson C. formula (4128) Sigma, sin vitaminas y sustituyendo el



compuesto gelificante agar-agar por Fitagel (Huidobro. 2003). Para estimar
el porcentaje de germinacion in-vitro se evaluaron los resultados obtenidos
de los lotes experimentales de los medios in-vitro y las 120 semillas frescas

empleadas en la prueba de viabilidad (TTC).

Partiendo del criterio establecido por Brighigna (2002), en nuestro trabajo
para considerar la germinacién como completa, los organismos debian
pasar por tres momentos (hidratacion, emergencia de hojas primarias y

emergencia radicular).

Los resultados que se obtuvieron de las semillas frescas sometidas a la prueba
de TTC también fueron empleados para analizar las posibles causas de la
pérdida dé organismos durante la imbibicion.

< Segunda etapa
e Multiplicacion

Se desde la elaboraciéon de los medios de cultivo experimentales KC
adicionados con concentraciones de 0.5, 1 y 2 mg/l del regulador de

crecimiento BAP.

Ya comprobada la asepsia en los medios de cultivo experimentales, se
trasplantaron 100 plantulas de la etapa uno a los medios adicionados con

diferentes concentraciones de BAP.

El modelo de trabajo se establecid con la distribucion de cinco plantulas
por unidad experimental y cinco repeticiones de cada uno de los
tratamientos. Se formaron asi los 3 tratamientos con cinco repeticiones,

mas el control que consistié en medios sin regulador (tabla 2)



Tabla 2. Conformacion de las unidades experimentales

[O]BAP [.5]BAP [1]BAP

Repeticion 1 5 individuos 5 individuos 5 individuos 5 individuos

Repeticion 2 5 individuos 5 individuos 5 individuos 5 individuos

Repeticion 3 5 individuos 5 individuos 5 individuos 5 individuos

Repeticion 4 5 individuos 5 individuos 5 individuos 5 individuos

Repeticion 5 5 individuos 5 individuos 5 individuos 5 individuos

N=25 N=25 N=25 N=25

Durante el proceso de multiplicacion vegetativa se analizaron cuatro
procesos que presentaron las plantulas: formacién de brotes laterales,
cambios morfologicos en las laminas foliares, formacion de callos y

oxidacion de organismos.

El efecto del regulador para cada evento se estimo estadisticamente
mediante ANOVA de una variable y las diferencias entre las medias de

los tratamientos mediante la prueba de Tukey (Sigma, ver.11).

Para la caracterizacién morfo-anatdmica, se realizaron cortes histologicos
y se describieron los siguientes componentes en base al grosor de las
capas y al tamafo celular. Cabe resaltar que los cortes se realizaron de
forma transversal en la parte media de la ldmina foliar, con lo cual se
logro estimar los diametros del estrato cortico, clorenquimatico e

hidrenquimatico. (Foto 23)
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Estrato Cortico

Estrato
clorenquimatico

Haces basculares

Estrato
Hidrenquimatico

Foto 23. Tejidos claramente diferenciados (foto de corte histologico en el grupo control)

La primera capa (E. cortico)
Es la encargada de recubrimiento, proteccion, soporte, entrada de nutrientes

y de agua. En esta se encuentran los tricomas expuestos al medio externo.

La segunda capa (E. Clorenquimatico)
Es la que cuenta con la capacidad fotosintética (fotosintesis tipo CAM
facultativa) y ademas integra a lo largo de su porcion media los haces

vasculares que cumplen con la funcidn de transporte.

La ultima capa (E. Hidrénquimatico)
Cuenta con capacidad de almacenamiento de reservas (principalmente

nutrientes y agua).



Para mejor entendimiento del esquema de trabajo, se elaboro el diagrama 1.

Colecta de plantas
de T. caput medusae
con capsulas maduras.

En Campo

Recoleccion de
capsulas

(Morelos).

Propagacion por semilla
Prueba de
viabilidad
TTC

Las plantas colectadas
se utilizaron para
realizar un listado de
fauna artropoda de
acompafamiento

Germinacion

32 lotes con 30
6 semillas

meses
Obtencién de

OI’gﬂﬂiS!ﬂOS Sanos

Multiplicacion vegetativa
con BAP

G. control 3 [1.0]

Obtencion de brotes laterales
y registro de otros efectos

Analisis
estadistico

Diagrama 1 Esquema de trabajo en la propagacion de T. caput-medusae.

En laboratorio

(FESI UNAM)
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@ Resultados
< Primera etapa

e Viabilidad

Los resultados a partir de TTC mostraron diferencias estadisticas en la
viabilidad entre lotes de diferente tiempo de colecta, indicando
disminucién conforme a mayor tiempo. La viabilidad de las semillas
frescas de T. caput medusae es casi total, después de 6 meses reduce su
viabilidad en pequefia escala con respecto a las de un afo. Se reporta que
al incrementar el tiempo de imbibicién al triple de lo comiin se crece la
posibilidad de germinacién incluso por encima del porcentaje sefialado

en la prueba de TTC. (Tabla 3)

Foto 24. Semilla sometida a la prueba de viabilidad por medio de TTC.

Tabla 3. Resultados de pruebas de viabilidad.
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e (Germinacion

El proceso de germinacion de T. caput-medusae cultivada in vitro en este

trabajo, considero tres etapas:

Etapa de hinchamiento, de emergencia de foliolos y formacioén de raiz,
estando de esta forma el individuo completo. Todo el proceso, se completo
en un periodo alrededor de cuatro meses y medio, donde la primera fase se
alcanzo escasamente en una semana, la formacion de foliolos casi un mes y
el resto fue el periodo de formacion de raiz (fotografias 25-28). En general
la aparicion de la ultima fase fue la de mayor tiempo. La germinacion sin
embargo en esta investigaciéon comienza a ser afectada en la segunda etapa,
aun que es de forma minima, y ya es muy evidente para aquellos que
alcanzan la emergencia radicular (solo se logra en dos tercios de las

semillas iniciales). El proceso de germinacion se resume en la Tabla 4.

Fotos 25-27. Proceso de germinacion in-vitro: Hinchamiento (25), emergencia de hojas primarias (26)
emergencia de hojas secundarias (27) enraizamiento de la planta (28).
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Tabla 4. Etapas de la germinacion y tiempo en alcanzarse. Los datos son el porcentaje de 967 semillas

Tiempo [ = Adias 15 === 37dias 64 mmmmm 134dias
Inicio

Emergencia

Etapas Total de Semillas no Semillas (l:lxédamf:nl en
semillas hinchadas hinchadas 3 tormacion . . planiulas radicular,
de plantulas p

Oxidacion de | Emergencia

% Total de indi 100% 26.37 3.1

Cabe destacar, que se registraron periodos de aparente inactividad o etapas
intermedias entre los tres tiempos de respuesta (hinchamiento, emergencia

de hojas primarias y emergencia radicular).

También es importante resaltar que la pérdida o mortandad de organismos se
debid a procesos oxidativos durante las etapas del proceso germinativo. Se
registro oxidacion durante la etapa de génesis y de formacion de foliolos.

< Segunda etapa
e Multiplicacion

La multiplicacion vegetativa de T. caput medusae mostro respuestas
significativas estadisticamente P igual o mayor a 0.01 por el efecto del
regulador, tanto en el nimero de plantas con brote como en los brotes por

planta.

En cuanto al nimero de plantas con brote, se detectdé una influencia muy
significativa estadisticamente (P < 0.01). Donde los tratamientos extremos
(de acuerdo a la prueba de Tukey) estimularon el mayor nimero de plantas
con brotes laterales a diferencia de la concentracion intermedia. (Fotos 29-

31y grafica 1).
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Fotos 29-31. Plantas con brote en los tratamientos .5, 1 y 2mg/l de BAP respectivamente.

Plantas con brotes
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Grafica 1. Total de plantas con brote, y las concentraciones de BAP. Los datos son el
promedio de 25 individuos y el error estandar de cuatro réplicas.
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En cuanto a los brotes por tratamiento, BAP ejercio un patron semejante de
respuesta, ocasiono un efecto estimulatorio altamente significativo de

P <0.001. Grafica 2.

brotes por tratamiento

% Brotes totales

Grafica 2. Total brotes por tratamiento, y las concentraciones de BAP. Los datos son el promedio
de 25 individuos y el error estandar de cuatro réplicas.

e Formacion de callos

Existe efecto del regulador en la formacion de callos, aunque es
dependiente d la concentracion; inicamente, se registro a la concentracion

de 2.0mg/l de BAP (P <0.05) véase tabla 5

Tabla 5. Influencia de BAP en la formacién de callo.

‘G.control S5mg/l BAP 1mg/l BAP 2mg/l BAP

NUmero de callos 0] 0] 0 4



e Sintomatologias asociadas a la multiplicacion

En cuanto a las respuestas morfo-anatomicas inducidas por la exposicion al
regulador BAP, se observa que ademds de alterar los rasgos de
multiplicacion, también presentaron de forma evidente un efecto sobre la
morfo-anatomia de los organismos experimentales (ajustar fotos 18-20).
Particularmente en el tamafio celular, grosor de los estratos celulares, la
hiperhidratacién y ademas de la oxidacion. Se procedid a realizar cortes de
organismos de los diferentes tratamientos para analizarlas.

Los cambios morfologicos se hicieron perceptibles por las diferencias en el

grosor de las laminas foliares entre los tratamientos (fotos 32-34).

Fotos 35-40. Brotes en los tratamientos. (Tratamiento 2mg/l BAP, tratamiento 1mg/l BAP y
tratamiento 0.5mg/l BAP)

Secciones histologicas:
Foto A)

Seccion de grupo control.
Foto B)

Seccion del tratamiento 0.5mg/l de
BAP.

Foto C)

Seccion del tratamiento 1.0mg/l de BAP
Foto D)

Seccion del tratamiento 2.0mg/l de BAP
Foto E)

Seccion de organismos con

deformaciones (tratamiento 2.0mg/l de
BAP

Fotos 35-40. Fotos de cortes histologicos en los tratamientos y grupo control.
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e Descripcion de las capas

En la capa dérmica se observo que la concentracion de 0.5 y de 2.0 mg/l
provocaron un aumento significativo en el espesor de esta capa (P< 0.05)

hasta casi el 30 %, con respecto al grupo control (grafica 3 y tabla 6).

C. dermica
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Concentraciones de BAP (mg/l)

Grafica 3. Grosor de capa dermica en los tratamientos de BAP. Los datos son el promedio
de 25 individuos y el error estandar de cuatro réplicas.letras iguales significan valores

semejantes.

Tabla 6. Resultados de diferencias entre los tratamientos por la prueba de Tukey

All Pairrwise Multiple Compan son Procedures

Comparison
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Para la zona del Clorenquima se registraron modificaciones en su espesor
dependiendo la concentracion del regulador en el medio. Cabe destacar que
en esta capa se observaron respuestas estimulatorias solo en las

concentraciones extremas (hasta alrededor de 12% P<0.05) (grafica 4).

C. CLORENQUIMA
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Grafica 4 Grosor de capa clorenquimatica, y las concentraciones de BAP. Los datos son el
promedio de 25 individuos y el error estandar de cuatro réplicas. Letras identicas son pruevas
no significativas, letras identicas demuestra diferencias significativas.

Tabla 7. Resultados de diferencias entre los tratamientos por la prueba de Tukey.
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En lo que la seccidén del Hidrenquima concierne, el efecto del regulador
produce una relacion directamente proporcional a la concentracién: a
mayor concentracion mayor efecto de ensanchamiento en esta capa (grafica
5). El aumento en el grosor por efecto del regulador fue estadisticamente

significativo (prueba de Tukey), (P< 0.05), aun entre tratamientos

experimentales. Tabla 8.

C. Hidrenquima
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Grafica 5 Grosor de capa hidrenquimatica, y las concentraciones de BAP. Los datos son el
promedio de 25 individuos y el error estandar de cuatro réplicas.

Tabla 8. Resultados de diferencias entre los tratamientos por la prueba de Tukey.
All Pairwise Multiple Comparnison Procedures (Tukey Tes

Comparison
0 vs Ge
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e Tamanos celulares

El tamafio celular que mas fue modificado fue el del tejido hidrenquimatico y
a la concentracion de 2

En el tamafio celular el regulador si tiene un efecto segiin el tejido: basica
mente en el parénquima e Hidrenquima (grafica 6) el efecto en el tamafio se da
seglin la concentracion. Las concentraciones que inducen modificacion en el
tamafo celular siempre son 1 y 2mg/l, se observo un aumento del 30% en el
tamafo celular en el tejido del Hidrenquima con la concentracion mayor,

siendo este el valor maximo en el tamaiio celular.

Grafica 6 y 7 Grosor de capa hidrenquimatica, y las concentraciones de BAP. Los datos son el promedio de 25
individuos y el error estandar de cuatro réplicas de G.C. (grupo control), concentraciones de .5,1 y 2mg/I.
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e (Oxidacion

El sintoma de oxidacién en realidad es un proceso que se percibe a partir de
las primeras etapas de la germinacion (tabla 9 y grafica 8) y que contintia en la

multiplicacion.

En ésta se demostro que al igual que en las modificaciones diametricas del
hidrenquima, la oxidacién también exhibi6 un efecto estadisticamente
significativo entre los tratamientos por BAP. Cabe destacar que a
concentraciones mayores a 1.0 mg/l de BAP, la oxidacién se dispara seis o

siete veces mas que a la concentracion precedente (fotos)

Oxidacion
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Grafica 8. Individuos oxidados, y las concentraciones de BAP. Los datos son el promedio de 25 individuos y
el error estandar de cuatro réplicas.
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Hay que destacar que por el hecho de tener dos tratamientos con valor de cero
se empleo el método de Dunn’s para correlacionar los tratamientos. Asi se

pudo demostrar que la diferencia de los valores de oxidacidon obtenidos para

los tratamientos de 1 y 2 mg/l de BAP son significativos (P <0.05, tabla 6)

Tabla 9. Resultados de diferencias entre los tratamientos por la prueba de Dunn's.

Al Pairwise Multiple Comparison Procedures (Dunn's Method)

Comparizson




@ Discusion

« Viabilidad

Si bien se tiene documentado en la mayoria de los trabajos, que la viabilidad
no sobrepasa de 6 meses (Ceja 2008), podemos sefialar de forma asertiva al
igual que Molina (1999) que parece presentarse latencia en las semillas de
algunas tillandsias. Para el caso de T. caput medusaec E. Morren presenta
germinacion aun después de un afio y aparente mente se rompe la latencia
secundaria extendiendo el tiempo de imbibicién al triple con respecto al
estandar.

« (Germinacion

En lo referente a la germinacion de T.caput medusae encontramos que los
criterios utilizados para este proceso varian dependiendo de los investigadores.
En el 2002 Alessio Papini en la investigacion dirigida por Luigi Brighignia.
Seniala que para considerar completo el proceso de germinacién se debe
presentar el desarrollo de al menos tres laminas foliares y primordios de
desarrollo del hipocotilo.

Con este criterio, la germinacion de Tillandsia caput-meduse E. Morren en
este estudio, indica que tiene una alta tasa de germinacion (73.1% de semillas
que forman hojas primarias), en relacion al 45%, y el 15.2% de T.fasciculata y
T. violacea, respectivamente; pero es ligeramente inferior al 83.3%, 79.8%
79.5%,y 75.8%, de T bourgaei, T. makoyana, T. carlos-hankii y T. prodigiosa
respectivamente, y reportados por Sosa al. 2012. Esto parece apuntar hacia la
direccion de que la germinacion, en este grupo puede ser especie-especifica
como se observa para otros organismos; o bien la edad de la semilla, o las
condiciones en que se germinaron.



« Multiplicacion

Nuestros resultados al igual que los reportados en los trabajos de
multiplicacion en otras tillandsias con el uso del regulador BAP (como por
ejemplo Molina 1999, Huidobro 2003, Mansilla 2007), son congruentes en
cuanto al efecto positivo en la multiplicacion. Desafortunadamente las
concentraciones y métodos de emplear el regulador de crecimiento de manera
idonea son diversas en cada trabajo.

En el trabajo de Bessler B. (1997) se aplicaron cinco concentraciones de BAP,
(las cuales estan dentro del rango de concentraciones que empleamos). Su
trabajo consistid en evaluar el efecto de las concentraciones en dos
metodologias distintas. En la primera trabajo diferentes frecuencias de
aspersion a explantes de T. cacticola y T. butzii, el sehala que el regulador
BAP tiene mayor efecto en la estimulacion de brotes laterales para T.cacticola
en la concentracion de 5mg/l. Para el caso de T. butzii obtuvieron mejor
respuesta en la concentracion de 2.5mg/l. En la segunda metodologia empleo
el regulador BAP mediante la inmersion total de las plantas en los distintos
tratamientos durante 24h por tres ocasiones, en este caso obtuvo la muerte de
todos los organismos a corto plazo, en el trabajo no sefialan el problema que
dio lugar a la muerte de los organismos.

En cuanto al empleo de BAP en T. caput-medusae, reportamos de la misma
forma que en otros trabajos el efecto positivo al aplicar el regulador de
crecimiento en la estimulacion de brotes laterales. Tal es el caso del trabajo
realizado en Guatemala por Mansilla Méndez (2007) en su trabajo titulado
“PROPAGACION IN VITRO DE LA ESPECIE EPIFITA Tillandsia caput-
medusae (Bromeliaceac) CON FINES DE USO SOSTENIBLE”. Al igual que
lo obtenido por Orozco Castillo (2011) en el trabajo “Propagacion in vivo e in
vitro de cinco especies de Tillandsia en vias de extincion y de potencial uso
sustentable”. Sin embargo los tres trabajos presentamos discrepancias en



diversos aspectos. Una diferencia metodologica entre el trabajo de Mancilla, el
de Orozco y el presente trabajo es el empleo de mas concentraciones del
regulador (0.0, 0.5, 1.0, 1.5, y 2.0mg/l de BAP) por mancilla y Orozco.

En la evaluacion de concentraciones de BAP que estimulan mayor numero de
brotes por planta, obtuvimos el mejor resultado en la concentracién de 2mg/1
(con 16 brotes), mientas que Macnilla sefiala la concentracion de 1mg/1 (hasta
22.25 brotes). Y por su parte Orozco sefala la concentracion de 1.5mg/1 (de
18.5 a 22.2 brotes).

Es importante sefialar que en el grupo control (medios de crecimiento sin
regulador), los lotes de nuestro trabajo no desarrollaron brotes. Mientras que si
se presentaron en el trabajo de Mancilla y de Orozco.

Se observo oxidacion a lo largo del proceso de germinacidn y posterior mente
durante la etapa de multiplicacion. Este evento es causa de un alto porcentaje
de pérdida de organismos en la propagacion in-vitro. Se ha observado que
algunos tipos de plantas, particularmente plantas tropicales, las cuales
contienen altas concentraciones de sustancias fenolicas que pueden ser
oxidadas cuando las células se multiplican o mueren. En estos casos se ha
visto que el tejido se vuelve café o negro y decae (Roca 1991, Diaz 2007,
Azofeifa. 2009, Luciani 2010 y Mroginski 2010).

Los efectos de hiperhidratacion y oxidativos obtenidos como producto del
empleo de la citocinina BAP que reportamos en la etapa de multiplicacion
tienen el mismo comportamiento que lo reportado por Vargas et al. en el 2010
al emplear BAP en el cultivo in vitro de Geophila macropoda (a mayor
concentracion de la citocinina, mayor efecto oxidativo). En los trabajos
relacionados con la multiplicacion de caput no son reportados los eventos de
oxidacion.

Otro de los eventos que se presento durante la multiplicacion de T.caput
medusae fue la presencia de plantas hiperhidratadas, principal mente en las
concentraciones mas altas del regulador. Se han reportado que las causas de la
hiperhidratacion son diversas, Debergh et al. (1981) menciona Ila
hiperhidrataciéon en concentraciones de 0.6% de agar bacteriologico, y que



estos sintomas desaparecen al emplear concentraciones de 1.1%. Otros autores
como Loreti (1986) menciona que la hiperhidratacion puede solucionarse
cambiando el tipo de gelificante o usando mezclas de 0.7gr por litro de agar
con 0.5g/1 de pectina, sin embargo el uso de mayores concentraciones de agar
puede afectar la movilidad de enzimas y carbohidratos, altas concentraciones
de agar impiden la absorcion de BAP; y Huidobro 2003 reporta
hiperhidratacién en plantas cultivadas en bajas concentraciones de sacarosa
menores a 07g/1. en los trabajos revisados de T.caput medusae tampoco han
sido reportados los eventos de hiperhidratacién influenciados por las altas
concentraciones del regulador BAP

De los desordenes morfo-fisioldgicos, epigeneticos y genéticos que ocurren en
las plantas de cultivado in vitro, la hiper-hidratacion y la oxidacion son dos
muy comunes, se¢ les ha relacionado con el desencadenamiento de otros
fenomenos perjudiciales en el desarrollo de los organismos (Roca 1991,
Luciani 2010 y Mroginski 2010). La hiper-hidratacion es comuin en
condiciones in vitro y los individuos que se originan son fragiles y tienen una
apariencia vidriosa de ahi el término vitrificacion con el que también se le
conoce a este proceso. La hoja es el 6rgano mas afectado, y en esa condicion
desarrolla un mesofilo desorganizado de parénquima esponjoso, con grandes
espacios intercelulares. Las plantas hiper-hidratadas usualmente mueren,
debido a que la fotosintesis y la respiracién no se llevan a cabo correctamente
(Ziv et al. 2000). En este trabajo, la hiper-hidratacién aparecidé asociada a
concentraciones de BAP de 1.0 y 2.0 mg/L BAP y en porcentajes de 12, 32 %
respectivamente. Sin embargo, los valores se ubican dentro del intervalo de
los reportados en otros estudios, aunque en este trabajo los efectos se
presentaron a concentraciones menores que las reportadas. Una explicacion
posible a esta diferencia, es que la mayoria de las propagaciones se han
realizado con especies lefiosas, que presentan respuestas y naturaleza celular
diferente a las herbaceas (Paques et al. 1984 y Pearson et al. 1986) y que las
herbaceas (tal es el caso de Tillandsia caput-medusae ) estan mas hidratadas
por tener células parenquimaticas (vivas). Esto nos lleva pensar que el proceso
de la hiperhidratacion es un evento especie especifico.

La oxidacion esta relacionada con la formacion de radicales libres o a la
oxidacion de compuestos fenolicos catalizados por la enzima polifenol



oxidasa (Azofeifa et al. 2009). En este trabajo la oxidacion y la
hiperhidratacion mostraron un comportamiento estrechamente ligado y por lo
tanto se registraron valores similares para las mismas condiciones
experimentales. Estas observaciones sin embargo son coincidentes con los
trabajos de (Costa et al. 2005, Zavaleta et al. 2007). Confirmando que son
efectos observados comunmente en la propagacion in vitro y que las
soluciones generales no son factibles. Cada especie tiene caracteristicas y
necesidades unicas, resultado de largos procesos adaptativos y evolutivos por
lo que Loreti et al. (1986) sugieren la posibilidad de crear medios especificos
para la especie.

De las modificaciones morfoanatomicos inducidas por el regulador BAP, las
modificaciones se dieron principal mente en el Hidrenquima y consistieron en
el aumento del tamafio celular en las mayores concentraciones. El tamafio
celular estd directamente relacionado o es consecuencia de la hiperhidratacion,
trayendo como consecuencia por lo tanto un cambio en la estructura
anatomica y la forma de la hoja. El estrato de Clorenquima es presenta fuertes
modificaciones, aparente mente este estrato presenta un area mayor, pero al
observarlo, la coloracion es mas tenue, indicandonos una disminucion de los
fotoreceptores. Aun que en este trabajo no se hicieron pruebas de clorofila
Hudobro 2003 salas encontr6 que las plantas hiper hidratadas presentan menor
concentraciéon de clorofila y por lo tanto menor tasa de fotosintesis y
sobrevivencia, esto seguramente también se presento en este trabajo



@ Conclusion

« Viabilidad

Las semillas frescas en la prueba de TTC (99% de viabilidad) son
representativas del proceso de hidrataciéon durante la etapa germinativa del
presente trabajo, no asi para el nimero total de organismos que llegan a
plantula.

La viabilidad es inversamente proporcional a la antesis (tiempo de liberacion)
y al tiempo de imbibicion para T. caput-medusae

Las semillas de T-caput-medusae presentaron a diferencia de otros trabajos
con la especie y con otras especies, germinacion incluso después de un afio de
su dehiscencia, para lo cual se requirid incrementar los tiempos de imbibicidén
al triple para semillas de mas de seis meses.

Funcional mente los individuos experimentales de semillas mas viejas
presentan disminucion limitantes en su desarrollo y posiblemente en las tasas
fotosintéticas, asi como en la sobrevivencia de los organismos.

« (Germinacion

Las caracteristicas que dan la composicion nutrimental de KC a la mitad de su
concentracion son recomendables para la germinacion y manutencidn en las
primeras etapas de desarrollo en T. caput-medusae.

« Multiplicacion

T. caput medusae responde de forma positiva en la produccion de brotes
laterales con el empleo del regulador de crecimiento BAP en concentraciones
que van de .5mg/l hasta 2.0mg/1

El tratamiento que tiene mejor calificacion es el de 0.5mg/l de BAP, ya que
ademas de ser uno de los tratamientos con mayor numero de brotes, también



tiene el mayor numero de plantas que forman brotes y el mayor porcentaje de
sobrevivencia.

El regulador de crecimiento BAP tiene un comportamiento proporcional en
concentracion con el numero de brotes por planta.

BAP a concentraciones mayores de .5mg/l suele inducir cambios
morfoanatémicos principalmente en el Clorenquima e Hidrenquima,
traducidos en el aumento de los diametros celulares y desorden de los estratos
morfoanatémicos y de las hojas.

El regulador empleado en concentraciones de mas de 1mg/l, provoca de
alguna forma procesos oxidativos en T.caput-medusae E.morren.

Existe una estrecha relacion entre concentracion de BAP, hiperhidratacion y
porcentajes de oxidacion.

Se requiere el empleo de agentes antioxidantes en los medios de cultivo en los
que se aplique BAP.
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