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PROLOGO

Cuando era nifio, recuerdo haber leido un libro de biologia y visto fotografias de
laboratorios y de la oveja Dolly, la oveja que fue clonada a partir de ingenieria
genética. En mi mente no tan infantil me preguntaba si algun dia podria hacer eso
y al mismo tiempo dudaba si llegaria lograr estudiar una carrera enfocada en esos
temas. Si bien los tiempos pasaron y esa fotografia de la ingenieria genética me
llevé a inclinarme en temas de biologia, sobre todo en la naturaleza y la
conservacion, con esa mentalidad al ingresar a la carrera de Ingeniero en
Agrobiologia; de buscar estrategias para conservar y propagar la diversidad de
especies de plantas de la mano con la biotecnologia.

Al llegar el momento de realizar la tesis, decidi buscar temas sobre la conservacion
las plantas, llegando a mis manos el tema “Cultivo In Vitro de Nolina micrantha I.M.
Johnst: Una Propuesta para su Propagacion y Conservacion de la especie”, donde
aplique mis conocimientos de biologia, botanica, fisiologia vegetal, ecologia, entre
otros. Al iniciar la tesis decidi entregarme por completo para entregar un trabajo, tal
vez sencillo pero bien fundamentado y sobre todo seguir el método cientifico lo que
caracteriza una investigacion.

A lo largo de este escrito se puede encontrar informacién y conocimiento de otros
autores sobre el estado de conservacion y la taxonomia de las Nolinoideas, sobre
todo mis resultados en la propagacion de Nolina micrantha, como estrategia para
Su propagacion y conservacion.

Por otra parte la investigacion motivé ain mas en mi ese espiritu de seguir

buscando y aprendiendo, que inicié con esa fotografia que visualicé en mi nifiez.

"Uno llega a ser grande por lo que lee y no por lo que escribe"

Jorge Luis Borges (1899 -1986)
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RESUMEN

El estudio se realiz6é con el objetivo de describir un protocolo de cultivo in vitro de
Nolina micrantha, desde la germinacion, hasta su aclimatacion ex vitro y
multiplicacion de raices. Las etapas del experimento y sus resultados fueron: 1)
Establecimiento aséptico del cultivo; para la certeza de la viabilidad de las semillas
se realiz6 una prueba bioquimica con sal de tetrazolio al 1 % obtenido un 54 %
como semillas viables de 50 semillas, para la germinacién de semillas se utilizé un
medio basal con MS 4.42 g/L?, 30 g/L! de sacarosay 7 g/L™! de Agar bacterioldégico
como gelificante, se realizaron 3 repeticiones de 50 semillas, obteniendo un 63% de
germinacion difiriendo con la prueba de sal de tetrazolio. 2) Formacion de brotes a
partir de organogénesis directa: para la induccién de brotes se elabor6 un medio
MS adicionado con 4 mg/L* de Bencilaminopurina (BAP), se tomaron explantes de
las germinaciones previas, se registraron brotes de 5.83 en promedio por explante.
3) Enraizamiento; se elabor6 un medio para promover la formacion de raices en las
plantas previamente germinadas in vitro. El medio fue MS adicionado con Acido
Naftalenacetico (ANA) a 0.5 mg/L1, se cultivaron 10 plantas con 3 repeticiones y el
resultado fue la formaciobn de un promedio de 5.7 raices por explante. 4)
Aclimatacion; 27 plantulas de la tercera repeticion se cultivaron en sustrato de peat
moss: vermiculita: perlita (8:1:1), aclimatandose 17 plantas a las condiciones ex
vitro. Se concluye que la técnica de cultivo in vitro es viable, con un 63 % de
geminacion en 30 dias, 5.83 brotes por explante en la multiplicacién y con un 62.96

% de plantas aclimatadas a condiciones ex vitro.

Palabras Clave: Conservacion, Germinacion, In vitro, Multiplicacion, Aclimatacion,

Nolina micrantha.
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.  INTRODUCCION

Las regiones de zonas &ridas y semiéridas del México, son ecosistemas donde se
presenta un alto grado de endemismo (Rzedowski, 1978, 1993) como las
nolinoideas que son plantas propias de estos paisajes. La subfamilia Nolinodeae,
integrada por plantas, arborescentes a arbustivas, a veces sarcocaules, acaules o
con tallos subterrdneos, que pertenecen a comunidades de Matorral Rosetdfilo y
Chaparral Montano de climas aridos o templados, pero con adaptaciones similares
a las plantas propias de las comunidades alpinas tropicales (Trevifio, 2004), cuenta
con 55 a 59 especies en cuatro géneros Beaucarnea, Calibanus, Dasylirion y Nolina,

con el 85 % de estas son endémicas y raras para México.

Desde la época prehispanica varias especies de esta subfamilia han sido
apreciadas por la utilidad que le dieron los pueblos mexicanos y norteamericanos,
para alimentacion y extraccion de fibras para artesanias. En nuestros dias algunas
tienen alguna importancia econdmica por la poblacién local como artesanal,
alimenticio y ornamental, lo cual ha provocado la disminucion y distribucion las
especies de esta subfamilia, ademas de que la mayoria de las nolinoideas
presentan alguna latencia en las semillas, lo cual es un inconveniente en la
germinacion (Pence, 2011) y estan sometidas a fuertes restricciones de agua y

condiciones extremas (Harper, 1997).

De las especies presentes en México se encuentra Nolina micrantha como una
especie rara y endémica, con una distribucién restringida para Coahuila y
Chihuahua en México y Texas en Estados Unidos. Nolina micrantha por ser una
especie rara, no se le conoce algun uso por la poblacién local, sin embargo, al ser
parte de un ecosistema se deben conocer aspectos basicos de su crecimiento y
desarrollo.

Por lo anterior, al utilizar la técnica de germinacion in vitro, Nolina micrantha podria,
aumentar su poblacion y preservar la especie en los matorrales en los cuales crece

tal especie.

15



II. JUSTIFICACION

Nolina micrantha crece en matorral rosetofilo y tiene distribucién restringida, por lo
cual se considera una especie rara y endémica. Se desconoce el estado actual de
las poblaciones de esta especie, si bien pueden ser Utiles para artesanias y

ornamental, se debera realizar planes de manejo para su aprovechamiento.

El interés de este trabajo, fue abordar temas de conservacion de Nolina micrantha
(Familia: Asparagaceae, Subfamilia: Nolinodeae) considerando que esta especie ha
sido poco estudiada. Por esta razon se decidié obtener mayor informacién acerca
de su habitat, importancia econdmica, distribucion y formas de propagacion

aplicando técnicas no convencionales.

Ademas se realizé un protocolo para su propagacion, mediante el uso de la
biotecnologia, en este caso de germinacion y la micropropagacion; usando la
técnica de cultivo in vitro, mediante la adicion de azucares, aminoacidos, vitaminas
y reguladores de crecimiento para asi tratar de aumentar su poblacion,

caracteristico de esta técnica de conservacion y propagacion.

16



. OBJETIVOS

Objetivo general

e Describir el protocolo de propagacion in vitro de la especie Nolina micrantha

desde la germinacién hasta su aclimatacion ex vitro.

Objetivos particulares

e Calcular la viabilidad de las semillas de Nolina micrantha para su
germinacion in vitro

e Establecer las condiciones de cultivo in vitro para el desarrollo de plantulas y
formacion de raices

e Registrar la micropropagacion in vitro de Nolina micrantha a partir de raices

adventicias.

IV. HIPOTESIS

e La prueba de vialidad de las semillas a través de la prueba con sal de
tretrazolio es un referente para el resultado esperado en el ensayo de

germinacion.

e El uso de los reguladores de crecimiento como Bencilaminopurina (BAP)

promueven la formacién de callos en tejidos cultivados in vitro.
e La adicion del regulador de crecimiento Acido Naftalenacetico (ANA) en los

medios de cultivo favorecen la rizogénesis en plantulas obtenidas a partir de

la técnica in vitro.
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V. REVISION DE LITERATURA

5.1. Generalidades de la familia Asparagaceae

En este capitulo veremos las generalidades de la familia Asparagaceae tomando en
cuenta las caracteristicas principales, la subfamilia, el género y principalmente la

especie Nolina micrantha desde su distribucion, usos y conservacion.

5.1.1. Familia Asparagaceae

De acuerdo con el Angiosperm Phylogeny Group APG IIl y IV (2009 y 2016) la
familia Asparagaceae estd integrada por 7 subfamilias (Agavoideae,
Aphyllanthoideae, Asparagoideae, Brodiaeoideae, Lomandroideae y Scilloideae)
dentro de estas se encuentra la subfamilia Nolinoideae. Kubitzki & Rudall (1998) y
Van Jaarsveld & Eggli (2020) describen a esta familia por estar integradas por
arbustos o subarbustos con plantas perennes herbaceas a lefiosas; hojas en brotes
largos y brotes cortos; flores pequefias, actinomorfas, solitarias o en umbela o

racimo.

5.2. Generalidades de la subfamilia Nolinoideae

5.2.1. Subfamilia Nolinoideae

Las nolinoideas es una subfamilia endémica y propia de Norteamérica y parte de
Centroamérica, integrada por cuatro géneros, los cuales son: Beaucarnea,
Calibanus, Dasylirion y Nolina (Bogler, 1994; Hernandez-Sandoval, 2020). En
México existen entre 55 — 59 especies herbaceas, arbustivas o arborescentes en
esta subfamilia (Garcia-Mendoza & Galvan, 1995; Hernandez-Sandoval, 2019 y
2020), de las 55 especies registradas para Meéxico, el 85 % son endémicas
(Hernandez-Sandoval, 2020).
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Tabla 1. Distribucion y nimeros de especies de los géneros de las Nolinoideas por estados.
(Tomado de: Garcia-Mendoza & Galvan, 1995; Hernandez-Sandoval, 2019, 2020).
Estado Beaucarnea | Calibanus | Dasylirion | Nolina | Total
Aguascalientes 1 1
Baja California 5
Baja California Sur 1
Campeche 1
Coahuila 2 2
Colima
Chiapas 1
Chihuahua
Distrito Federal
Durango
Guanajuato 1
Guerrero 1
Hidalgo 1
Jalisco
Edo. De México
Michoacén
Morelos
Nayarit
Nuevo Ledn 1
Oaxaca 6
Puebla 3
Querétaro 1
Quintana Roo 1
San Luis Potosi 1 1 8 4
Sinaloa
Sonora 1 6
Tabasco
Tamaulipas 1 2 1
Tlaxcala 1
Veracruz 1 1 1
Yucatan 2
Zacatecas 2 3
NUumero de Especies en México | 12 2 22 23
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5.2.2. Historial Taxonémico de las Nolinoideas

Las nolinoideas presentan problemas en su clasificacion taxondmica, por ser una

subfamilia con plantas dioicas, y por la falta de informacién como estructuras de las
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plantas o informacién de caracteres y habitat de dicha subfamilia (Hernandez-
Sandoval, 2019). La subfamilia Nolinoideae, fue propuesta por Nakai (1943) como
familia Nolinaceae y esté constituida por los géneros mencionados. Sin embargo, la
subfamilia ha sido clasificada dentro de la familia Liliaceae (Bentham y Hooker,
1883; Engler, 1888; Standley, 1920; Krause, 1930; McVaugh, 1989), Agavaceae
ahora subfamilia Agavoideae dentro de la familia Asparagaceae (Hutchinson, 1934;
Cronquist, 1981; Verhoek & Hess, 2002), Dracaenaceae (Takhtajan, 1980 y
Brummitt, 1992) o Nolinaceae (Dahlgren et al., 1985; Hernandez-Sandoval y
Simpson, 1994; Bogler, 1994; Walker, 2001). Los estudios filogenéticos publicados
y con base en evidencias morfologicas y moleculares, también han sido ubicados
dentro de la familia Convallariaceae (APG I, 1998), Ruscaceae (APG II, 2003; Judd
et al., 2008; Rojas-Pifia et al., 2014) o como subfamilia Nolinoideae dentro de
Asparagaceae (APG lll, 2009). Sin embargo, estas propuestas y las evidencias

morfolégicas y moleculares no son convincentes (Garcia-Mendoza et al., 2012).

Figura 1. Representacion de a) Beaucarnea, b) Calibanus, c) Nolina y d) Dasylirion.
(Tomado de: Rojas-Pifa et al., 2014)

5.2.3. Morfologia de las Nolinoideas

Hernandez-Sandoval (2020) describe a esta subfamilia por estar integrada por
plantas dioicas a poligamo dioicas, arborescentes a arbustivas, a veces

sarcocaules, acaules o con tallos subterraneos, con crecimiento secundario tipo
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monocotileddéneo: Hojas agrupadas en rosetas basales o dispuestas al final de
las ramas, lineares, con la superficie acanalada. Inflorescencia paniculada a

espiciformes (Figura 1).

5.3. Género Nolina Michx

5.3.1. Historia del género

El género fue descrito por el botanico francés Andreas Michaux en (1803) en su libro
Flora Boreali-Americana, con la descripcion de N. georgiana. El género Nolina no
proviene de algun epiteto latino, sino Michaux (1803) dedico este nombre en honor

de Abbe P. C. Nolin botanico y Arboricultor de origen franceés.

5.3.2. Riqueza floristica

El género Nolina comprende 30 especies, que se distribuyen del sur de Estados
Unidos de América hasta el centro de México; de los cuales 23 se presentan en el
territorio nacional, las cuales se muestran en la tabla 2 (Rivera-Lugo & Solano, 2012;
Hernandez-Sandoval, 2020).

Tabla 2. Especies endémicas distribuidos en México, principalmente en zonas aridas y
semiaridas. *Nolina palmeri sinonimia con N. brandegeei. (Tomado de: Hernandez-
Sandoval, 2019).

Genero Nolina distribuidos en México

Nolina azureogladiata Nolina excelsa Nolina micrantha

Nolina beldingii Nolina hibernica Nolina microcarpa

Nolina bigelovii Nolina humilis Nolina nelsonii

Nolina cespitifera Nolina interrata * N. palmeri (N. brandegeei)
Nolina duranguensis Nolina juncea Nolina parviflora

Nolina elegans Nolina longifolia Nolina pumila

Nolina erumpens Nolina matapensis Nolina texana
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5.3.3. Morfologia

El género Nolina se distingue incluye plantas rosetdfilas arborescentes, dioicas o
poligamodioicas con las siguientes caracteristicas: Tallos con frecuencia gruesos y
bien desarrollados, otras veces acaules, pero no ensanchados en la base, cubiertos
con los restos de las hojas secas o enterradas en suelo. Hojas lineares y cdncavas.
Inflorescencias paniculadas o tirsoideas ramas de la inflorescencia generalmente
compuestas. Flores generalmente fasciculadas con pedicelos articulados; semillas
esféricas a fusiformes, 1 o 2 por fruto, expuestas 0 no en la madurez, testa lisa o
microreticulada, de color marrén claro u obscuro. (Michaux, 1803; Hess, 2002;
Rivera-Lugo & Solano, 2012; Hernandez-Sandoval, 2020):

granular
wall

inflated .
carpel

10 mm

3locules

2 mm

5mm

Figura 2. a) Representaciéon de la inflorescencia y morfologia floral; b) Estructuras
reproductivas: flores estaminadas y flores pistiladas con detalle de segmento del
perianto; c) Vistas apicales del gineceo: seccion transversal cerca de la base del
ovario, seccion transversal en la seccién media y apice; d) Gineceo con detalle del
estigma,; e) Frutos: vistas laterales y apicales, secciones transversales y, semillas:
vistas lateral y apical, seccion transversal del género Nolina. (Tomado de: Rojas-
Pifia et al., 2014).

22



5.4. Nolina micrantha I.M. Johnst

5.4.1. Etimologia

El epiteto especifico de micrantha proviene del latin que significa “con la flor
pequefia”’, debido a que sus flores son muy pequefias, como en casi todas las

especies del género Nolina.

5.4.2. Clasificacion Taxondmica

De acuerdo a Hernandez-Sandoval (2019) y la APG 1lI-1V (2009, 2016), proporciona
informacion de la categoria de clasificacion de la especie Nolina micrantha de la

siguiente manera:

Reino: Metaphyta

Division: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida

Subclase: Liliidae

Orden: Asparagales

Familia: Asparagaceae

Subfamilia: Nolinoideae

Género: Nolina Michx

Especie: N. micrantha I.M. Johnst

Nombres comunes: Palmillo, palmito, Sotolito

5.4.3. Morfologia

Johnston (1943), describe a Nolina micrantha como una especie, que no presenta
tallos, cespitosa, que forma rosetas verticales y ramificadas; las hojas concavas y
convexas, y duras de 80-130 cm por 4—6 mm de ancho con margenes cerrados; el
escapo de 0.5-2 mm. Inflorescencias paniculadas de color purpura con medidas de
3.5-7.5 mm por 10.20 cm; frutos en capsulas de paredes firmes; con semillas
redondeadas, de 3-5 mm de diametro.

23



Flgura 3. Algunas caracterlstlcas morfologlcas de Nollna mlcrantha a) taIIo cespltoso
hojas céncavas y convexas. b) Inflorescencia violeta paniculada. ¢) Inflorescencia
en maduracién. Tomado de: Naturalista, 2023. Descarga 18 de Febrero de 2023.

5.4.4. Distribucion de Nolina micrantha

Las Nolinoideas son plantas que pertenecen a comunidades de Matorral Rosetdfilo
y Chaparral Montano de climas aridos o templados, pero con adaptaciones similares
a las plantas propias de las comunidades alpinas tropicales (Trevifio, 2004). Nolina
micrantha crece en laderas rocosas de piedra caliza o suelos arenosos y en
pastizales; a una altitud de 1200 - 2500 m (Henrickson & Johnston, 2004); florece a
finales de primavera, principios de verano, ademas es similar a Nolina texanay
Nolina arenicola excepto por el pigmento purpura en la inflorescencia, con épocas
de floracion tardias y habito menos robusto (Poole et al., 2007). Se distribuye en la
Reserva Natural Estatal Sierra de Zapalinamé, Municipio de Saltillo (A. Cruz, Com.
Pers., 18 de noviembre 2020), Parras de la Fuente y Ocampo, Coahuila y el
municipio de Chihuahua, Chihuahua, ademas se encuentra en el estado de Texas,
en Estados Unidos (Johnston, 1943); por presentar una distribucion restringida, se
le considerada con especie endémica y rara para el desierto chihuahuense
(Henrickrson & Johnston, 2004; Poole et al., 2007).

5.4.5. Usos

Es una especie poco abundante en su habitat, por lo cual no tiene usos por la
poblacion local. Algunos estudios, como el de Poinar et al. (2001) mencionan que
las plantas del género Nolina (incluyendo otras familias y géneros), eran parte de la
dieta de los nativos norteamericanos hace mas de 2000 afios. En regiones del norte

24



de México, los Tarahumaras la utilizan para cesteria y en el suroeste de Estados
Unidos son utilizados por algunos grupos némadas y etnias (Bell & Castteter, 1941;
Henrickson & Johnston, 2004). Hochstatter (2010) menciona que las mas vistosas

de este género, son utilizadas como plantas para ornato.

5.5. Conservacion de las Nolinoideas en México

Algunas Nolinoideas son plantas propias de los paisajes de las zonas aridas y
semiaridas del México, ecosistemas donde se presenta un alto grado de endemismo
(Rzedowski, 1978, 1993). Desde la época prehispanica varias especies de esta
subfamilia han sido apreciadas por la utilidad que le dieron los pueblos mexicanos
y norteamericanos, para alimentacion, y extraccion de fibras en artesanias. Por lo
gue han sido afectadas por: 1) destruccién y modificacion de sus habitats causados
por las actividades agricolas, pastoreo urbanizacion, la explotacion forestal y
construccion de presas; 2) la extraccion selectiva de semillas, plantulas y ejemplares
adultos de especies utilizadas como ornamentales (Franco-Martinez, 1995; Golubov
et al., 2007). Lo anterior ha ocasionado la reduccién e incluso la desaparicion de
ciertas poblaciones que se ven afectadas por la disminucion en la produccion de
semillas, fenomeno que repercute en el tamafio, estructura poblacional y
regeneracion natural (Franco-Martinez, 1995). Sin embargo, se carece de
informacién del grado de conservacion de N. micrantha, en la NOM-059-
SEMARNAT-2010, solo se tiene en la lista a 16 especies de la subfamilia
Nolinoideae en peligro y protegida, de las cuales dos pertenecen al género Nolina:
N. cismontana y N. interrata (Semarnat, 2010). Para evitar que la especie en
estudio, se incluya en alguna de las categorias de riesgo de la NOM-059-
SEMARNAT-2010 y/o por La Union Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza (UICN) se han establecido estrategias para la conservacion de las
Nolinoideas, agrupadas en dos categorias:
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5.5.1. In situ

Su objetivo la preservacion de las especies en su habitat y &rea de distribucion
natural (Hernandez, 1994). Una de ellas son las Areas Naturales Protegidas (ANPS),
dividido en 7 categorias (CONANP, 2018): Reservas de la Biésfera (RB), Parques
Nacionales (PN), Areas de Proteccion de Flora y Fauna (APFF), Areas de
Proteccion de Recursos Naturales (APRN), Monumentos Naturales (MN),
Santuarios (S), Areas Destinadas Voluntariamente a la Conservacion (ADVC). En
la tabla 3 se muestra el numero especies del género Nolina dentro de las areas

naturales protegidas.

5.5.2. Ex situ

Se caracteriza por implementar estrategias de preservacion fuera del habitat natural
(Hernandez, 1994). Incluyendo a categorias como: Bancos de Germoplasma;
tienen como finalidad la conservacion de colecciones vegetales, asi como
especimenes completos o partes de ellos fuera de su habitat natural (Clemente,
1994). Jardines Botanicos; unidades destinadas a la conservacion y cultivo de
plantas para investigacion cientifica en donde sus objetivos se complementan con
la investigacion, la educacion y la difusion (Franco-Martinez, 1995), por ejemplo, el
Jardin Botanico “Gustavo Aguirre Benavides” de la UAAAN asi como la coleccion
nacional de Agavaceas y Nolinaceas del Jardin Botanico del Instituto de Biologia de
la UNAM. Viveros; representan una alternativa para el aprovechamiento
sustentable de la flora silvestre, contribuyendo a disminuir las presiones de colecta
selectiva con fines comerciales sobre las poblaciones silvestres (Franco-Martinez,
1995). In vitro; herramienta en la obtencidén y permanencia de plantas mediante la
propagacion masiva de especies.

Sin embargo, de todas estas alternativas es importante determinar cuales de estas
opciones son las mas viables a desarrollar para una especie 0 un grupo de plantas,
tomando en cuenta las caracteristicas fisiologicas generales de los grupos de
plantas (Golubov et al., 2007).
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Tabla 3. Distribucion de las Nolinoideas por entidades federativas y dentro de Areas
Naturales Protegidas, de acuerdo a la clasificacion de la CONANP (2018). Tomado
de: (Golubov et al., 2007).

Entidad federativa

NUumero de especies

Areas Naturales Protegidas

Oaxaca

11

Tehuacan-Cuicatlan (RB)
Lagunas de Chacahua (PN)
Huatulco (PN)

Benito Juarez (PN)

Yagul (MN)

Puebla

Tehuacan-Cuicatlan (RB)
Iztaccihuatl-Popocatépetl (PN)
La Malinche (PN)

Pico de Orizaba (PN)

Durango

La Michilia (RB)
Mapimi (RB)

Sonora

El Pinacate y Gran Desierto de Altar (RB)
Alto Golfo de California (RB)

Delta del Rio Colorado (RB)

Sierra de Alamos-Rio Cuchujaqui (APFF)
Isla San Pedro Martir (RB)

Jalisco

Sierra de Manantlan (RB)
La Primavera (APFF)
Sierra De Quila (APFF)
Chamela-Cuixmala (RB)

Coahuila

Maderas Del Carmen (APFF)
Mapimi (RB)

Cuatrociénegas (APFF)

Los Novillos (PN)

Chihuahua

11

Tutuaca (APFF)

Cafién de Santa Elena (APFF)
Papigochic (APFF)

Mapimi (RB)

Campo Verde (APFF)

Cascada de Bassaseachic (PN)
Cumbres de Majalca (PN)

San Luis Potosi

14

Gogorrén (PN)

Sierra de Abra Tanchipa (RB)
Sierra de Alvarez (APFF)
Sierra la Mojonera(APFF)

El Potosi (PN)

Nuevo Ledén

Cumbres de Monterrey (PN)
Cerro de la Silla (MN)

Zacatecas

Sierra de Organos (PN)

Hidalgo

Barranca de Metztitlan (RB)
Los Marmoles (PN)

El Chico (PN)

Tula (PN)
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5.6. Factores promotores y limitantes en la germinacion de las semillas de

las Nolinoideas

La germinacion es un proceso morfogenético que finaliza con la latencia del embrion
de una semilla y que dara lugar a una plantula (Angevine & Chabot, 1979). En
ambientes aridos y semiaridos este proceso presenta inconvenientes en la
germinacion, debido a que las semillas estan sometidas a fuertes restricciones de
agua (Harper, 1997) y condiciones de temperatura extremas. Devlin (1982)
menciona los principales mecanismos o factores internos y externos que logran

impedir la germinacién en las semillas, los cuales se mencionan a continuacion:

5.6.1. Factores Ambientales o Externos

Ramoén & Mendoza (2002) mencionan algunos de los factores ambientales que

impiden que germinen las semillas, los cuales son:

56.1.1. Luz

Ocasiona que la germinacion presente variaciones, ya que algunas requieren de

mayor o menor cantidad para germinar de lo contrario actuaria como inhibidora.

5.6.1.2. Temperatura

La temperatura es un factor decisivo en el proceso de germinacioén, ya que influye
sobre la velocidad de las reacciones enzimaticas derivadas del proceso de
imbibicién. La actividad de cada enzima tiene lugar entre un maximo y un minimo
de temperatura, con un oOptimo intermedio. Por ello, las semillas solo germinan

dentro de un cierto margen de temperatura.
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5.6.1.3. Humedad

La absorcion de agua es el primer paso y el mas importante que tiene lugar durante
la germinacion, esto es para que la semilla recupere su metabolismo es necesaria
la rehidratacion de sus tejidos. La entrada de agua a semilla se debe exclusivamente
a una diferencia de potencial hidrico entre la semilla y el medio que le rodea.

5.6.2. Factores Internos

5.6.2.1. Cubierta seminal dura

Es una caracteristica que mantiene el reposo por tres caminos: impide el paso del
agua a la semilla, limita tanto el intercambio gaseoso, asi como el crecimiento del

embrion inmaduro. En la negacion del paso de agua en la semilla.

5.6.2.2. Embriéon inmaduro

Muchas veces la semilla no llega a germinar por el desarrollo parcial del embrién;
pero al formarse completamente comienza su germinacion, por lo que la semilla al

encontrar un medio favorable tendera a su desarrollo (Baskin & Baskin, 2004).

5.6.2.3. Posmaduracion

En varias especies de plantas las semillas no germinan de inmediato, pero si
después de encontrar condiciones normales, durante este tiempo solo existe una

minima actividad fisiol6gica.

29



5.6.2.4. Presencia de inhibidores

Estos pueden encontrarse en las pulpas o frutos de las semillas, cubierta seminal,
endospermo, embrion, en estructuras que cubren las semillas. Garcia y Martinez
(1994) mencionan que las cubiertas seminales en algunas semillas, imponen una
dormicidn, en la que interfiere con la captacion del agua, y las capas de tejidos que
rodean al embrion limitan el intercambio gaseoso de este con el exterior; asi como
la presencia de alguna capa mucilaginosa, lo que dificulta la entrada del oxigeno; la
presencia de inhibidores internos o externos en la cubierta como el 4cido abscisico
y la restriccion mecanica a la expansion de la radicula; que en conjunto impiden la

germinacion.

5.7. Latencia en las semillas

En semillas, la latencia se podria definir como una restriccién en germinacion bajo
las condiciones de temperatura, luz, humedad y ambiente gaseoso que

regularmente la promoverian (Simpson, 1990; Footitt et al., 2011)

5.7.1. Factores que influyen en la presencia de la latencia

La latencia en la semilla esta determinada por factores genéticos y ambiénteles
(Huang et al., 2015); si bien el ambiente es un indicativo de la presencia de latencia,
por ejemplo en ambiente favorable la latencia es ausente (Dayrell et al., 2016),
mientras que las especies propias de las ambientes que presentan periodos de
congelamiento y de fuertes sequias es mas probable de que las semillas presenten

algun tipo de latencia (Jurado & Flores, 2005).
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5.7.2. Tipos de latencia

La latencia se clasifica como morfoldgica, fisiologica, fisica, morfofisiologica o
combinada una combinacion de latencia enddégena y exdégena (Baskin & Baskin,
2014).

5.7.2.1. Latencia morfolégica

Las semillas que presentan esta latencia tienen los embriones subdesarrollados al
momento de la dispersion de las semillas por lo que su desarrollo se termina en el
suelo o a la intemperie del ambiente y al estar expuesto intemperie del ambiente

estas pueden influir en la maduracion del embrion.

5.7.2.2. Latencia fisiol6gica

Las semillas con este tipo de latencia no germinan sino hasta que se presenten las
condiciones ambiéntales requeridas como la temperatura, luz, humedad,

concentraciones de gases entre otros.

5.7.2.3. Latencia fisica

Las semillas con esta latencia presentan una cubierta impermeable que previenen
la imbibicién y por lo consiguiente la germinacion. Se desarrolla al final de la

maduracion de las semillas, cuando comienza el proceso de deshidratacion.

5.7.2.4. Latencia morfofisiologica

Combina la morfologica, fisioldgica y fisica, por ejemplo en Narcissus hispanicus
que presenta tanto latencia fisica y fisioldgica y germina hasta que ambas se

rompan.

31



5.8. Cultivo in vitro

La expresion cultivo in vitro de plantas, significa cultivar plantas dentro de un frasco
de vidrio en un ambiente artificial. Esta forma de cultivar las plantas tiene dos
caracteristicas fundamentales: la asepsia (ausencia de gérmenes), y el control de
los factores que afectan el crecimiento (Castillo, 2004).

Los usos de las técnicas del cultivo in vitro son: a) mejoramiento genético; b)
obtencién de plantas libres de virus y otros patdégenos; c) conservacion de

germoplasma; y (d) micropropagacion (Villalobos & Thorpe, 1991).

5.9. Micropropagacion

La micropropagacion o propagacion clonal es una de las aplicaciones mas
generalizadas del cultivo in vitro, el cual se realiza a través de la micropropagacion
de un fragmento de una planta madre llamado explante. Con este procedimiento se
obtiene una descendencia uniforme, es decir, plantas genéticamente idénticas, a

las cuales se les denominada clones (Quintanilla-Moreno, 2014).

5.9.1. Procedimiento

Murashige (1974) propone tres pasos fundamentales para micropropagar
eficientemente una especie: 1) el establecimiento aséptico del cultivo; 2) su
multiplicacion; y 3) el enraizamiento y la preparacion del inoculo para su trasplante

al suelo.

5.9.1.1. Establecimiento del cultivo aséptico

Después de seleccionar el mejor explante se requiere desinfectarlo
superficialmente; la razon: en el medio de cultivo pueden crecer microorganismos,

principalmente bacterias y hongos, que competiran con el explante. Para esta
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desinfeccibn se han empleado diferentes compuestos, los mas comunes las
soluciones de hipoclorito de sodio y de calcio, el peroxido de hidrogeno, el nitrato

de plata, el cloro comercial, el alcohol a diferentes porcentajes, y otros.

5.9.1.2. Crecimiento del inoculo

En estado de crecimiento, el explante se multiplica con la formacién de callos o sin
ella, segun las condiciones de cultivo. La fase intermedia de formacion de callos se
evita cuando se tienen fines de micropropagacion debido al hecho, ya conocido, de
que las plantas provenientes de callos presentan diferentes grados de variacion;
esta puede ser de tipo epigenético o corresponder a mutaciones verdaderas (Larkin
& Scowcroft, 1981).

5.9.1.3. Enraizamiento de los brotes y preparacion para su trasplante

El proceso de enraizamiento en los brotes propagados in vitro requiere del
trasplante a un medio de cultivo con menor concentracion de sales. El medio de
Murashige & Skoog (1962), por ejemplo, diluido al 50% ha dado resultados positivos
en diferentes especies. Asimismo, se requiere cambiar el balance hormonal, esto
es, disminuir las citocininas y aumentar las auxinas exdégenas. En algunas especies,
la eliminacién de las citocininas exdgenas ha sido suficiente estimulo para la

diferenciacion del sistema radical (Thorpe, 1980).

5.9.2. Factores que Influyen

Existen diferentes factores que determinan el éxito en los sistemas de

micropropagacion.
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5.9.2.1. Planta que done el explante

El estado fisiologico de la planta que da el explante (planta madre) influye en su
capacidad morfogenética. Se ha encontrado, por ejemplo, que los requerimientos
nutricionales y hormonales difieren cuando los tejidos cultivados provienen de
plantas en diferentes edades fisiologicas (Styer & Ghin, 1983).

Asimismo, se ha observado que la edad fisiologica del explante tiene gran influencia
en la morfogénesis. Se sabe que mientras mas joven y menos diferenciado este el
tejido que se va a sembrar, mejor serd la respuesta in vitro (Villalobos y Garcia,
1982). A este respecto, los meristemos apicales y axilares han sido empleados con

éxito en una amplia gama de especies (Villalobos & Thorpe, 1991).

5.9.2.2. Factores fisicos

Aun cuando muchos factores pueden influir en la micropropagacioén, los fisicos
juegan son los determinantes; la luz y la temperatura han sido los factores fisicos
mas extensivamente estudiados. La temperatura de incubacion para la propagacion
de la mayoria de las familias fluctia entre 24 y 28 °C. Se han variado los regimenes
de temperatura en el dia y la noche, y se ha encontrado que Unicamente en un

reducido numero de especies tal variacion es ventajosa (Chee & Pool, 1982).

5.9.2.3. Medio de cultivo

De acuerdo con Gamborg et al. (1976) el éxito en el cultivo de tejidos depende de
la seleccion del medio de cultivo, incluyendo su composicion quimica y su forma

fisica.
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5.10. Medios de cultivos

Existen diferentes medios nutritivos para el cultivo de tejidos vegetales que contiene
sales minerales, vitaminas, aminoacidos, azucares y reguladores de crecimiento;
tales como el de Heller (1953, 1954); Murashige & Skoog (1962); Gamborg (1968,
1970 y 1976); Schenk & Hildebrandt (1972); y el De Fossard (1976). Sin embargo,
estos medios nutritivos cambian periodicamente, es decir que no existe una formula

exacta.

5.10.1. Nomenclatura General

Existen varias formulas de sale minerales, como el medio basal; una B mayuscula
indica que se trata de sales minerales. Si se utiliza la formula de sales minerales de
Murashige, se designa como Bws; si se utilizan las sales minerales de White
entonces se escribe Bw; las de Shenck & Hildebrandt (1972) se reducen a Bsn y

asi con los demas medios.

5.10.2. Medio basal

5.10.2.1. Composicion mineral

Esta dada tanto por los macroelementos (C, H, O, N, P, K, S, Mg y Ca) para un
crecimiento y una morfogénesis satisfactorios; como por los microelementos (B, Mn,
Zn, Cu, Ni, Co, Mo, Al, 1y Fe), en concentraciones adecuadas para el crecimiento
celular (Krikorian, 1991; Llorente, 2002; Saad & Elshahed, 2012).

5.10.2.2. Vitaminas

Las vitaminas favorecen al desarrollo de cultivos in vitro y se afiaden en la mayoria

de medios, son: Acido nicotinico, tiamina (B1) y piridoxina (B6); la tiamina es
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necesaria para el crecimiento de todas las células (Ohira et al., 1976). La tiamina se
utiliza en concentraciones que oscilan entre 0.1 y 10 mg/L™*. El &cido nicotinico se
utiliza en un rango de concentracion de 0.1-5 mg/L'y la piridoxina se utiliza a 0.1-
10 mg/L"1(Saad & Elshahed, 2012) las vitaminas como el &cido pantoténico, biotina,
riboflavina (B2), colina, cianocobalamina (B12) y acido félico también son utiles para
medios de cultivos, incluyendo al acido ascorbico que puede ser benéfico en
algunos casos (Krikorian, 1991), con estas vitaminas se recomienda que se
agreguen a los medios de cultivo solo cuando la concentracion de tiamina esté por

debajo del nivel deseado (Murashige, 1974).

5.10.2.3. Aminoécidos

Los aminoacidos proporcionan a las células vegetales una fuente de nitrégeno que
los tejidos y las células asimilan mas rapido que las fuentes de nitrdgeno inorganico
(Saad & Elshahed, 2012). Krikorian, 1991 menciona que si los aminoacidos
corresponden a la forma D son inhibidores, mientras que en la forma L tienen accion
benéfica. Los aminoacidos utilizados para potenciar el crecimiento celular en
medios de cultivo, pueden ser; glicina a 2 mg/L™*, glutamina hasta 8 mM, asparagina
a 100 mg/Lt, L-arginina y cisteina a 10 mg/L?! y L-tirosina a 100 mg/L* (Torres,
1989).

5.10.2.4. Azlcares

Los azucares actuan como fuente energética y de carbono; incrementando el
potencial osmotico del medio, tales como la sacarosa, una de las mas utilizadas en
concentraciones del 2 al 4 % (p/v). Otros azlucares como la glucosa, fructosa,
trehalosa, maltosa y lactosa son capaces mantener el crecimiento, incluso

incrementar la produccion de metabolitos (Ertola et al., 1994).
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5.10.3. Reguladores de crecimiento

El uso de reguladores de crecimiento, como menciona Krikoran (1991) es un “arte”,

ya que no existe cantidades exactas para aplicar.

5.10.3.1. Auxinas

Las auxinas pertenecen a una familia de sustancias que tiene la capacidad de
regular el crecimiento, la division celular y la diferenciacion de raices en los cultivos
in vitro (Krikoran, 1991; Davies, 1995). Las mas utilizadas en esta familia son el AIA
(acido indol-3-acético), el ANA (acido a-naftalenacético), el 2,4-D (acido 2,4-
diclorofenoxiacético), el AIB (acido indolbutirico), el pCPA (acido p-

clorofenoxiacético) y el BTOA (4cido benzotiazol-2- oxiacético).

5.10.3.2. Citocininas

Las citocininas es el promotor que incrementan la tasa de division celular, el
transporte de solutos hacia las hojas, semillas, flores y frutos y producen un retardo
de la senescencia de las hojas (Salisbury & Ross, 1994). Entre ellos se encuentran:
Zea (zeatina) y 2-iP (N-isopentenil adenina) que son naturales y, BA (bencil
adenina), K (cinetina o 6-furfuril aminopurina) que son de forma sintética (Llorante,
2002).

5.10.3.3. Giberelinas

Las giberelinas son una familia de compuestos quimicos tetraciclicos diterpenoides
gue regulan varios procesos del crecimiento y desarrollo como la germinacion de
semillas, la elongacién de tallos, el desarrollo de raicesy la floraciéon (Gray & Estelle,
1998). Las giberelinas se sintetizan a partir de acido mevalonico en tallos jovenes y

en semillas en desarrollo. Permiten superar la latencia de semillas y brotes,
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promueven la floracion y retardan la senescencia. A pesar de la gran cantidad de
efectos fisiologicos de las giberelinas, su uso en los medios de cultivo no estd muy
difundido (Llorante, 2002).

5.10.4. Otros compuestos quimicos

Como las poliaminas ejercen controles regulatorios en el crecimiento y desarrollo
de las plantas, particularmente en la division celular y en la diferenciacion; Los
jasmonatos, que comprenden al acido jasménico y a su metil éster, inhiben el
crecimiento de las plantas y la germinacién de las semillas. Ademas, promueven la
senescencia, la abscision y la formacién de tubérculos; El &cido salicilico es
biosintetizado a partir del aminoacido fenilalanina y su rol fisiolégico aun no ha sido
determinado. La aplicacion exégena induce la produccion de proteinas relacionadas
con la patogénesis, incrementa la longevidad de las flores, inhibe la sintesis de
etileno y la germinacién de las semillas; Los brasinoesteroides promueven la
elongacion del tallo, inhiben el crecimiento y desarrollo de la raiz e impulsan la

biosintesis de etileno (Davies, 1995).

5.11. Tipos de cultivos

La produccion de plantas puede realizarse mediante cultivos de tejidos vegetales
diferenciados o indiferenciados. Sin embargo, en esta ocasion solo se tratara de los
cultivos diferenciados, ya que es lo que mas nos interesa con la propagacion de

Nolina micrantha.

5.11.1. Cultivos diferenciados

Este método de regeneracidbn de plantas por cultivo in vitro incluyen la

embriogénesis somatica y la organogénesis.
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5.11.1.1. Embriogénesis somatica

Los embriones sométicos, asexuales o adventicios no resultan de una fusion de
gametos. Compuesta por estructuras bipolares con un eje radical-apical, no poseen
conexion vascular con el tejido materno y son capaces de crecer y formar plantas
normales (Litz & Jarret, 1991; Jiménez-Gonzalez, 1998). La embriogénesis
somatica se puede obtener a partir de células aisladas o utilizando callos. Se utilizan
medios con altas concentraciones de sales, de sacarosa o0 de manitol y se necesita
la presencia de una auxina para la iniciacion del callo embriogénico, habitualmente
2,4-D. Como la maduracion y la germinacion de los embriones no ocurren en
presencia de esta auxina, se debe remover o usarla en bajas concentraciones para
permitir el desarrollo. Ademas, tanto la induccion de la embriogénesis somatica
como el desarrollo de los estados subsiguientes dependen de la presencia de
nitrégeno reducido (Litz & Jarret, 1991).

5.11.1.2. Organogénesis

La organogénesis consiste en la formacion de un primordio unipolar a partir de una
yema y el desarrollo de ese primordio en brotes vegetativos que luego enraizan via
la formacion y proliferacion de meristemos radicales. Los brotes pueden formarse
directamente del explante (organogénesis directa) o indirectamente a partir de
callos (Jiménez-Gonzalez, 1998). La organogénesis se desarrolla por inoculacién
de tejido meristematico estéril (yemas axilares o adventicias) en un medio
suplementado con niveles 6ptimos de sales, de compuestos organicos y de
reguladores de crecimiento. La calidad y cantidad de los componentes del medio
dependera de la especie y del explante que se quiera cultivar in vitro dado que la
induccion de un tipo especifico de 6rgano involucra sefiales ain poco conocidas.

La micropropagacion es la tecnologia mas difundida de propagacion masiva de
plantas via organogénesis. Consiste en un conjunto de procedimientos asépticos de
cultivo de érganos, tejidos o células que permitan la produccion de poblaciones de

plantulas idénticas a la planta original de la que se derivan (Krikorian, 1991). Los
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cultivos diferenciados son mas estables genéticamente que los -cultivos
indiferenciados. A su vez, los cultivos de yemas axilares que provienen de
meristemas preexistentes presentan menores indices de variacion genética que el
cultivo de yemas adventicias que se originan de novo a partir de tejidos somaticos
con desarrollo directo o indirecto a través de la formacion de callos (Paniego, 1995;
Rice et al., 1992).

5.12. Antecedentes en micropropagacion con las Nolinoideas

Se tiene referencia de algunos estudios en los que realizan cultivo in vitro y sus
resultados. De esta forma, una investigacion de Flores-Garcia et al. (2009) reportan
la propagacion de la especie Nolina parviflora a través de organogénesis. Reyes-
Silva et al. (2013) reportan la propagacion de diferentes especies de nolinoideas
con tres tipos de citocininas (BA, 2iP, TDZ y MT). Guillén et al. (2015) reporta la
organogeénesis y embriogénesis somatica de Beaucarnea inermis. Asi mismo
diversas tesis como la de Cruz-Cruz (2017) que experimenta con Dasylirion
cedrosanum Trel., y la de Nufiez-Coronado (2017) que hace estudios de la
morfologia, germinacién y micropropagaciéon de Calibanus hookerii para su
conservacion. De estos articulos y tesis nos guiaremos para la realizacion del

presente experimento, tomando como referencias sus metodologias y resultados.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Ubicacion geografica del area experimental

El estudio se realizo en los laboratorios de Biologia y Botanica, del Departamento
de Botanica de la UAAAN.

6.2. Colecta de material biolégico

Las semillas fueron donadas por Proteccion de la Fauna Mexicana A.C. (Profauna)
y colectadas en la Reserva Natural Estatal Sierra de Zapalinamé, a una
Latitud: 25.349844 y Longitud: -100.975771 a una altitud de 2500 m, ubicada en el
Municipio de Saltillo, Coahuila.

6.3. Pruebade viabilidad de semillas

Se entiende por viabilidad de un lote de semillas, no durmientes, a la capacidad de
germinar y de originar plantulas normales en condiciones ambientales favorables
(Pérez-Garcia & Pita-Villamil, 2001). Existen varios métodos para determinar la
viabilidad de las semillas entre ellos métodos colorimétricos como el test de
tetrazolio que se implementa en una gran variedad de especies, que da evidencia
de los procesos de reduccién que tienen lugar en células vivas, mediante una
sustancia indicadora, internacionalmente se recomienda una solucion acuosa al 1%
de Cloruro o Bromuro de Tetrazolio, resultando mas frecuente e empleo de 2-3-5
Trifenil Cloruro Tetrazolio. Para tener la certeza de que las semillas sean viables
para su siembra, se realizé una prueba de viabilidad de embriones. La técnica
consistid en contar 50 semillas, colocarlas en una caja petri, afladir agua destilada
hasta cubrirlas e incubarlas en el refrigerador a 0° C durante 24 h; transcurrido el
tiempo se retir6 el agua y se cortaron las semillas quedando expuestos los
embriones, seguido del corte, se cubrieron con 20 ml de solucion de sal de tetrazolio

al 1 % y permanecieron en una camara de incubaciéon en un rango de temperatura
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de 30° C por 1 h; al concluir el tiempo se formaron las semillas y se observaron en
el estereoscopio para realizar el grado de tincion y registrar el resultado de viabilidad
comparando con la tabla de referencia de Sistema Nacional de Inspeccion y
Certificacion Semillas (SNICS, 2018) y de La Asociacion Internacional de Analisis
de Semillas (ISTA, 2014)

La viabilidad se expres6 en porcentaje mediante la siguiente formula:

% Viabilidad [Nﬁmero de semillas viables tenidas de rojo 100
= *
o Viabliida Numero total de semillas

6.4. Germinacién de Semillas

De acuerdo a los procedimientos de Murashige (1974) para micropropagar una
especie: se empezO con el establecimiento aséptico de las semillas de Nolina

micrantha; posterior a esto a su subcultivo con regulador de crecimiento.

6.4.1. Desinfeccion de las semillas

Las semillas se desinfectaron con detergente biodegradable (Foca) durante 3
minutos, seguido de un lavado con Sorbitan (Tween 20) por 5 minutos y por ultimo
con una solucién de Peroxido de Hidrogeno (H20:2) al 1 % durante 1 hora, los cuales
presentaron resultados aceptables a desinfeccibn para otros géneros en
investigaciones anteriores (Barnett, 1976; Dumroese et al., 1988; Ghildiyal et al.,
2007; Wenny y Dumroese, 1987). En cada lavado se consideraron tres enjuagues
con agua destilada por 30 segundos. Después de realizar la limpieza previa 'y ya en
el area de cultivo in vitro en camara de flujo laminar, se aplico otro tratamiento de
desinfeccion, primero con una solucion de Hipoclorito de Sodio (Cloralex) 30 ml de
agua y 20 ml de cloro por 10 min y enjuagadas con agua destilada esterilizada, y la
segunda con una solucién de alcohol al 70 % (30 ml de alcohol y 20 ml de agua

destilada) por 3 minutos y también enjuagadas con agua destilada esterilizada.
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Figura 4. Lavados con detergente Foca, Sorbitan y Peréxido de hidrogeno para la correcta
desinfeccion de las semillas.

6.4.2. Elaboracion de Medio Murashige & Skoog (MS) para germinacion

Se prepar6 un medio Murashige & Skoog (MS) al 100 % afiadiendo 4.43 g/L* de
medio MS (Plant Media) y 30 g/L! de Sacarosa (D-sacarosa producto S 391).
Pesado en una balanza analitica (A&D/GR-200) y aforado en una probeta. Para un
pH oOptimo se ajustdé con un potenciémetro (Hanna Instruments/HI98107) a una
escala 5.6 a 5.8, utilizando NaOH para incrementar o HCI para disminuir el valor del
pH. Para obtener el medio gelificado se utilizé 7 g/L! de agar bacteriolégico (Plant
Media) y llevado a punto de ebullicion en una plancha (Corning PC-320) y agitador
magnético a una temperatura de + 200° C. Se vertié el medio a frascos de cristal

previamente lavados, esterilizados y tapados.

6.4.3. Esterilizacion del medio MS

Los frascos se estilizaron con una autoclave a 120° C - 15 Ib/presion por 20 minutos.
Previamente lavado la autoclave y agregandole agua destilada a una cantidad
considerable. Los frascos se colocaron en bolsas de plastico con cinta indicadora.

Después de la esterilizacion se guardaron en refrigeracion.
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6.4.4. Esterilizacion de materiales de siembra

Los materiales de siembra se esterilizaron a en una autoclave a 120° C - 15
Ib/presion 20 minutos. Asi los matraces con agua destilada, pinzas, cajas petri,
sanitas, vasos de precipitado y probetas, se embolsaron y puestos en la autoclave
previamente lavado y con agua destilada suficiente; después de la esterilizacion se

dej6 enfriar para poder manipularlo.

6.4.5. Siembra y germinacion in vitro

Para la siembra se utilizaron 50 semillas, para la primera repeticion y asi con la
segunda y tercera repeticion; desinfectada con el protocolo antes mencionado. Para
la siembra se colocaron 5 semillas en cada frasco, con la ayuda de pinzas estériles,
posteriormente se taparon y sellaron con cinta. Se incubaron a temperatura
ambiente con una media de £ 25° C, esperando un mes y ver los resultados en

germinacion.

6.5. Multiplicacién in vitro (organogénesis directa)

Tomando como referencia de los pasos y resultados obtenidos con Reyes-Silva et
al. (2013), al utilizar citocininas (BA) a concentraciones de 1, 2, 3y 4 mg/L™;
siguiendo con el experimento se emple6 la concentraciéon de 0.5 mg/Lty 4 mg/L?
para comparar los resultados esperados en la micropropagacion en Nolina

micrantha.

6.5.1. Preparacién de medio de cultivo MS adicionado con Bencilaminopurina
(BAP)

Se prepar6 un medio Murashige y Skoog (MS) al 100% afadido 0.5 mg y 5 mg de
Bencilaminopurina (BAP) disuelto en agua destilada y aforado. Para un pH éptimo

se ajusté con un potenciometro a una escala 5.6 a 5.8, utilizando NaOH para
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incrementar o HCI para disminuir el valor del pH. Como gelificador se utiliz6 7 g/L!
de agar bacteriologico, llevado a ebullicibn en una plancha magnética a una
temperatura de 200° C. Se vertio el medio a frascos de cristal previamente lavados,

posterior a esto a su esterilizacion a 120° C - 15 Ib/presién por 15 minutos.

6.5.2. Propagacion in vitro

En este proceso se tomo explantes de las germinaciones previas realizas in vitro,
para tener explantes estériles. El procedimiento fue tomar las plantulas y cortan las
raices y las hojas, y dejar la base apical que contiene el meristemo primario donde
se encuentra la parte en crecimiento; la medida de los explantes fue de 0.5 mma l
cm, estos se llevaron al medio gelificado y sembrando en condiciones de asepsia
un explante por frasco, en 3 repeticiones de 10 frascos. Se espero la formacion de

brotes para ambas concentraciones.

6.6. Rizogénesis

6.6.1. Elaboracion de medio Murashige & Skoog (MS) + Acido Naftalenacético
(ANA)

Para la preparacion del medio MS+ANA se utiliz6 0.5 mg/L! de Acido
Naftalenacético, 4.43 g/L* de medio Murashige & Skoog, 30 g/L* de Sacarosa
disuelto en agua destilada y aforado. Para un pH 6ptimo se ajusté con un
potenciometro a una escala 5.6 a 5.8, utilizando NaOH para incrementar o HCl para
disminuir el valor del pH. Para obtener el medio solido se utiliz6 7 g/L'' de agar
bacteriologico, llevado a ebullicibn en una plancha magnética a una temperatura de
200° Celsius. Se vertio el medio a frascos de cristal previamente lavados,

esterilizados y tapados.
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6.6.2. Rizogénesis de plantulas en germinacion

Después de 30 dias las plantulas se trasplantaron a un nuevo medio con regulador
ANA, este proceso se realizé todo en asepsia; colocando 2 plantas en cada frasco,
5 frascos y total 10 plantas. Se esperaron 30 dias para registrar la formacion de

nuevas raices (sin considerar las que ya habia formado previamente la plantula).

6.7. Analisis estadistico

6.7.1. Analisis de varianza (ANOVA) y Tukey

Se realiz6 un andlisis estadistico (ANOVA), con el programa estadistico InfoStat
2020, entre la prueba de viabilidad y las 3 repeticiones de germinacion, asi como
con la rizogénesis, multiplicacidon, enraizamiento y aclimatacion. Al detectar efecto
en cada experimento, se realizd la comparacion de las medias para conocer la

significancia (= # < >) mediante la prueba Tukey (0.05)
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VII. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1. Analisis de viabilidad con tetrazolio y prueba de germinaciéon en semilla

de Nolina micrantha

7.1.1. Prueba de viabilidad de semillas

Para determinar la viabilidad de semillas, se observo el patron de tincion utilizando
el estereoscopio, el resultado fue de 27 embriones tefiidos de las 50 (Anexo 1) y

este valor corresponde al 54 % de semillas viables (Figura 5).

46%
54%

Semillas viables Semillas no viables

Figura 5. Se consideroé viables a los embriones teflidos obteniendo 23 semillas no tefiidas
(46 %) y 27 como tefidas (54 %).

De acuerdo al resultado, la pigmentacion de los embriones; considerandos viables
con alto vigor, cuando fueron totalmente tefiidos (SNICS, 2018). Estudios realizados
en Hechtia perotensis (Bromeliaceae), en diferentes afios de colecta (2012 y 2015)
registraron resultados de 36 % de embriones viables para el afio 2012 y 87 % para
el 2015 (Elizalde et al., 2016). Nuiiez-Coronado (2017) reporta para Calibanus
hookerii un 86% de semillas viables al 0.1% de sal de tetrazolio. En Ambos estudios
demuestra que la viabilidad esta relacionada con la longevidad de la semillas, lo que
se confirma en este estudio donde la proporcion de semillas viables y no viables de

Nolina micrantha varia su calidad fisiolégica en dependencia del afio de colecta.
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Por otra parte la técnica de tincién de los embriones puede ser poco convincente,
en muchas ocasiones es posible tomar la poco coloracion como embrién no viable,
sin embargo, al establecer para su germinacion, estas pueden germinar, tener un

desarrollo y crecimiento favorable con las condiciones adecuadas como lo es el
cultivo in vitro.

7.1.2. Prueba de germinacion in vitro

Los resultados obtenidos indican la velocidad de germinacién (Figura 6b) de las
plantulas de acuerdo del tiempo de incubacion (30 dias) y niamero se semillas
germinadas en cada repeticion (Anexo 4). Esto revela que en la repeticion 2 se
encontré el mayor porcentaje de germinacion y la maxima velocidad de emergencia,
por otra parte, se registr0 el crecimiento de las plantulas formadas desde su
germinacion (Anexo 5), en funcion del tamafo, registrando la altura maxima y
minima (Tabla 4).
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Figura 6. a) Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (a = 0.05) con
la prueba Tukey. b) Velocidad de germinacién en 30 dias con sus respectivas

repeticiones; obteniendo la mayor velocidad en la repeticion 2 (R2) con un 78% de
germinacion en 30 dias.
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Tabla 4. Altura maxima y minima en 30 dias, de plantulas obtenidas en la germinacion in
vitro con las condiciones adecuadas en temperatura, luz, humedad y nutrientes.

Repeticion Maxima Minimo Promedio
1 12.5 6.3 9.14
2 125 7.6 10.20
3 11.3 3 7.42

La determinacion de la germinacion y la calidad en semillas esta conformado por
las siguientes caracteristicas: fisicas, fisioldégicas, genéticas y sanitarias cuyo
objetivo es conocer el potencial de la semilla durante la germinacion, desarrollo en
campo y requerimientos particulares durante su almacenamiento (Avendafo-L6pez
et al., 2015) debido a que tiene gran importancia para la produccién agropecuaria,
es por esto por lo que la prueba de germinacion ayuda a reconocer el porcentaje de
semillas que no germinaron, ya sea estar latentes, abortadas, o tener embrion
dafiado (Elizalde et al., 2017). Durante la germinacion de la semilla de Nolina
micrantha se registré que la raiz es la primera estructura en brotan del embrion,
emergiendo la radicula a los 4 dias. En este estudio la prueba mostré mayor
geminacion en la repeticion 2 con (79 %), por lo que se considera con diferencias
significativas a las repeticiones 1 (58 %) y 3 (52 %) de germinacion respectivamente
(Figura 6a), al calcular el promedio de las 3 repeticiones en germinaciones se tiene
un 68 % de germinaron.

Flores-Garcia et al. (2009) confirma que sumergir la semilla en peroxido de
hidrogeno (3 %) y mantenerla en agitacion durante 24 h proporciona buenos
resultados en desinfeccion en Nolina parviflora. En algunas semillas de pino el
peroxido de hidrégeno (H202) ha demostrado que incrementa la germinacion,
debido a que ablanda su testa y aumenta la permeabilidad del agua y oxigeno,
aunado a su efectiva capacidad de esterilizacién (Barnett, 1998). Ambas estudios,
apoyan los resultados obtenidos, ya que como tratamiento pregerminativo para las
semillas de Nolina micrantha se utiliz6 H202 al 1% por 1 h y se registré un bajo

porcentaje de contaminacion y un porcentaje de germinacion mayor al 50%.
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También bajo condiciones in vitro se han registrado resultados de germinaciones de
(> 89 %) para Beaucarnea gracilis, B. recurvata y B. inermis (Osorio-Rosales &
Mata-Rosas, 2005; Reyes-Silva et al., 2013; Guillén et al., 2015). Nufiez-Coronado
(2017) en Calibanus hookerii reporta la germinacién con 2 tratamientos (con testa y
sin testa) de 40 % y 30 % respectivamente, por lo que los valores de germinacion
de las semillas tiene el porcentaje (68 %) adecuado en otras especies.

La calidad de las semillas y los porcentajes de geminacion en Nolina micrantha
dependen de los factores internos y externos que logran impedir la germinacion en
las semillas. Entre los factores que terminan la calidad de la semilla se pueden
sefalar: la luz, humedad, temperatura, cubierta seminal dura, embrion inmaduro,
postmaduracion, presencia de inhibidores, procedencia, madurez, afio semillero y
tiempo de cosecha (Devlin, 1982; Avendafo-Lopez et al., 2015; Elizalde et al.,
2017). Al realizar los lavados para el establecimiento aséptico, en especifico con el
peréxido de hidrogeno al 1%, las semillas de Nolina micrantha desprendia una
cubierta testal o endospermo que podria actuar como una barrera mecanica en la
salida del embrion o en el intercambio hidrico y gaseoso (Lépez-Granados & Garcia-
Torres, 1986; Barnett, 1997; Cardina y Sparrow, 1997; Bandyopadhyay et al., 1999).
Es posible que las semillas de Nolina micrantha germinen en condiciones
especificas como la temperatura, luz, humedad, concentraciones de gases y otras);
por lo cual Nolina micrantha podria tener latencia morfofisiologia o combinada,
latencia enddgena y latencia exégena (Anexo 3), tal como lo reporta Juarez (2014)

y Castillo-Quiroz et al. (2018) en Nolina cespitifera Trel.

7.2. Multiplicacién in vitro (Organogénesis directa)

Siguiendo los procedimientos de Murashige (1974) para micropropagar y de Reyes-
Silva et al. (2013) en los géneros Beaucarnea, Dasylirion y Nolina en
micropropagacion. Los resultados obtenidos en Nolina micrantha con la
concentracion de 0.5 mg/L! de Bencilaminopurina (BAP), fueron con una media de
0.30 brotes por explante, en cuanto a la concentracion de 4 mg/L™%, se registraron
5.83 brotes por explante (Figura 7a), observado los resultados a los 15 dias (Anexo

50



8); para tener la certeza del conteo y de mas formacion de brotes se esperaron 30
dias para realizar el conteo final de brotes formados. De igual manera se registraron
las pruebas con la adiciéon de BAP (0.5 mg/L') y de ANA (0.4 mg/L') donde se
registraron escasos resultados visibles, solo con la morfogénesis del explante de la
base apical caulinar y en ocasiones una masa de callo sin llegar a formar plantulas

verdaderas (Anexo 7).
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Figura 7. a) Se obtuvo 5.83 brotes por explante a 4 mg/L-1 y de 0.30 brotes por explante a
0.5 mg/L-1 de BAP. b) Promedio de brotes en R1= 5.00, R2= 6.30, R3= 6.20 y.
Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (a = 0.05) con la
prueba Tukey.

Estudios similares por ejemplo Castafieda-Nava (2007) reporta la proliferacion de
yemas axilares en Beaucarnea recurvata Lemaire en diferentes concentraciones de
BAP (0.0, 2.5, 5.0 y 7.5 mg/L"') obtenido buenos resultados en las concentraciones
de 2.5 mg/L* (8.12 brotes por explante) y 5.0 mg/L! (10.93 brotes por explante).
Por su parte, Nufiez-Coronado, 2017 obtiene un promedio de 26 brotes por semilla
a5 mg/L* de BA en Calibanus hookerii. Por su parte Reyes-Silva et al. 2013, reporta
la formacion de brotes con diferentes citocininas, en este caso con BAP, obtiene en
Beaucarnea goldmanii con 3.9 brotes por explante a 3 mg/L-1, Beaucarnea gracilis
con 9.4 brotes a 4 mg/Lt, Dasylirion leiophyllum con 10.3 a 3 mg/L, Dasylirion
lucidum con 6.8 a 4 mg/L%, Nolina durangensis 8.7 a 3 mg/L™, Nolina longifolia con
7.7 a4 mg/Lt y de Nolina parviflora 2.9 brotes por explante a 4 mg/L. En estudios
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mas recientes Cruz-Cruz, (2017), en Dassylirion cedrosanum Trel., alcanzado un
promedio maximo de 3.5 brotes por explante cuando el medio fue adicionado con
2.0 mg/L* de BAP. Con los resultados obtenidos con Nolina micrantha los nimeros
de brotes formados son similares con estudios realizados por los autores
mencionados, esto es debido a que las citocininas influyen sobre el desarrollo y
fisiologia de las plantas, incluyendo la germinacion de semillas, control de la
dominancia apical, interaccion planta-patdogeno, desarrollo de flores y frutos y
senescencia de hojas, entre otros (Shimizu & Mori, 2001). Estos procesos también
son influenciados por estimulos como la luz y otros fitorreguladores, los resultados
fisiologicos y de desarrollo reflejan respuestas altamente dependientes de estos

estimulos.

7.3. Rizogénesis de plantas obtenidas in vitro

En cuanto a esta parte del experimento no se encontré otras investigaciones a la
induccién para formar raices secundarias o adventicias; pero si existen
investigaciones con especies de la subfamilia Nolinoideae en la estimulacion con
auxinas para la formacion de raices a partir de brotes, obtenidas en organogénesis
directa e indirecta, incluso en embriogénesis somatica.

En este experimento se utilizaron 10 plantulas como testigo sin auxinas, con un
promedio de 3.2 raices por plantula obtenida en la germinacion in vitro. Ahora con
regulador de crecimiento (auxina a 0.4 mg/L1) se utilizaron 30 plantulas divididas
en 3 repeticiones de 10 plantulas con un promedio de 3 raices por plantula (Anexo
9). Los resultados obtenidos de raices secundarias, se registraron a los 21 dias
(Anexo 10).
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Figura 8. Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (a = 0.05) con la
prueba Tukey. Para Raiz sin ANA formadas en germinacion (Raices primarias) en
Testigo= 3.20, R1= 2.90, R2= 2.70 y R3= 3.40. Para Raiz con ANA (raices
secundarias) en Testigo= 0.0, R1=6.70, R2=5.50 y R3=4.90 en promedio de raices

por plantulas.

Las auxinas intervienen en la division celular, elongacion de tallos, coleoptilo,
dominancia apical y sobre todo la induccion de enraizamiento (Pimienta et al., 2006)
y con el experimento realizado se comprobd al obtener nuevas raices. En el estudio
no se registraron diferencias significativas en raices obtenidas en la germinacion in
vitro, sin regulador; de igual manera al adicionar ANA al 0.4 mg/L™! no se registraron
diferencias significativas en las 3 repeticiones, en cuanto al testigo no se presenta
formacion de raices secundarias, esto se debe a la carencia de una fuente externa

de acido naftalenacetico (Figura 8).

Algunos estudios en Nolina parviflora (Flores-Garcia et al., 2009), al enraizarlas con
ANA a concentraciones de 0.1 yM obtienen de 1.5 a 2.00 raices por brote y a
concentraciones de 1.0 uM obtuvieron de 1.00 a 1.25 en promedio de raices por
brotes. El uso de auxinas para promover el enraizamiento no siempre es necesario,
por ejemplo, Reyes-Silva et al. (2013) reporta el enraizamiento de diferentes
especies de la subfamilia Nolinoidea sin el uso de auxinas, donde obtiene para
Nolina longifolia 75% (medio MS al 50%) y 83% (medio MS 2 g/L* de carbén
activado), Nolina duranguensis (77% y 86%) y Nolina parviflora (90% y 95%). Sin
embargo, no siempre funciona asi y del por qué no es muy claro, pero si sabemos

gue la parte basal hay hasta siete veces mas de acumulacion de auxinas en la parte
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inferior de un tallo que en la superior (Fisher, 1975). Se registr6 que al adicionar
auxina (ANA) se ayudo a la formacion de raices adventicias, cabe recalcar que el
enraizamiento en Nolina micrantha no fue a partir de brotes sino de plantulas
obtenidas de germinacion in vitro, y por esta razon se requiere de auxinas para
estimular y acelerar en la formacion de raices, ademas de que las plantulas no se
le adiciono ningun regulador como citocininas, ya que es un factor en la formacion
de raices como el caso de la micropropagacion de diferentes Nolinoideas donde no

es necesario el uso de auxinas (Reyes-Silva et al, 2013).

7.4. Aclimatacién de las plantulas a partir de germinacién in vitro

Obtenidas las plantulas de la germinacion in vitro, en este caso de la tercera
repeticion donde se registraron 27 plantulas germinadas de 50 semillas. Estas
plantulas se llevaron a un area de aclimatacién con las condiciones de temperatura
y humedad controlada. El resultado fue de 17 plantulas aclimatadas (Figura 9)

registrando el proceso a un mes y a un afo (Anexo 11).

37.03 %
62.96 %

Plantas Aclimatadas
Plantas no aclimatadas

Figura 9. La aclimatacion con sustrato peet moss, perlita y vermiculita a una relacion (8:1:1)
con las condiciones adecuadas, se obtuvo 17 plantulas aclimatadas es decir un
62.96 %.

Los resultados obtenidos con Nolina micrantha difieren de Osorio & Mata (2005)
quienes reportan la aclimatacion del 80 % para Beaucarnea gracilis y un 92 % de
aclimatacion para Beaucarnea recurvata con una temperatura de 30° C y una

humedad relativa de 90 % hasta quedar al 50 %. Aclimataciones de Reyes-Silva et
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al. (2013) en diferentes géneros de Nolinoidea, reporta en Nolina duranguensis
donde mostro valores inferiores al 50 %, mientras que en otra especies reporta
supervivencia de entre 75 a 100 %. Con los resultados obtenidos se considera que
la supervivencia no es bajo, debido a que la adaptacion de la planta a ex vitro
depende de la respuesta al cambio en la humedad relativa del ambiente, por ello se
debe de hacer un proceso gradual en especifico para ese factor

La propagacion in vitro de tejidos vegetales, es una clonacion, es decir que no
existen variaciones genéticas en estas plantas obtenidas. Sin embargo, se tienen
poblaciones celulares dentro de cada tejido y esas se van a expresar en individuos
con ciertas diferencias. Es decir que el cultivo de tejidos no es una clonacién
verdadera y comprobada, ya que se obtienen individuos semejantes pero que tienen
la variabilidad genética de las poblaciones naturales que se encuentran en los
distintos tejidos de las plantas; no son idénticos y presentan algunas diferencias.
Estas diferencias se presentan por factores como genética preexiste en el explante
(D’Amato, 1977) o inducida durante la fase de cultivo in vitro (Evans et al., 1984), la
des-diferenciacion y rediferenciacién durante el cultivo in vitro, variacion ésta que
Larkin y Scowcroft (1981) definieron como variacion somaclonal, también esta
relacionada directa o indirectamente con modificaciones del ADN, especificamente
hipo e hipermetilacion (Scowcroft et al., 1987; Phillips et al., 1990).

En relacion al cultivo in vitro empleado, ha sido reportada que cuando las plantas
regeneradas por micropropagacion, la variacion genética generada es minima o
nula, seguida por la embriogénesis somatica y la organogénesis, que produce una
mayor proporcion de vitro plantas con variaciones genéticas (Yang et al., 1999).
Por el sistema de propagacién de Nolina micrantha, el cual es por organogénesis
directa, se considera que existe variacion genética de los brotes obtenidos, todos
los factores mencionados ademas de que Nolina micrantha es una especie dioica,
la variabilidad que se puede presentar, sera representativa al polinizarse con otra
planta, aunque esta deduccion tendria que sustentarse con una analisis molecular

de las plantas obtenidas in vitro.
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VII.  CONCLUSION

La germinacion in vitro en semillas de Nolina micrantha es viable, sin embargo, por
la latencia encontrada y el tiempo de almacenamiento disminuyo6 el porcentaje de

germinacion.

Se logro la formacion de brotes (organogénesis directa) a partir del tejido
meristematico apical caulinar al adicionar citocininas al medio de cultivo como

regulador para la induccion de brotes.

Asi mismo el cultivo in vitro se logré la formacion de raices secundarias al adicionar

auxinas al medio de cultivo, obtenido resultados concisos.

Por la distribucion restringida, Nolina micrantha es una especie rara y endémica

para la ecorregion del desierto chihuahuense.

Se concluye esta técnica como una estrategia para la conservacion de Nolina
micrantha de igual forma se sugiere como un protocolo para ser utilizado en otras

especies de la subfamilia Nolinoidea.
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IX. RECOMENDACIONES

De acuerdo con la revisidon bibliografica se encontraron semejanzas en las
caracteristicas descritas en la clasificacion taxonomica de Nolina micrantha, N.
texana y N. arenicola, con diferencia en la coloracion de las inflorescencia, por lo
gue se sugiere revisar los ejemplares de estas especies con el fin de confirmar su

identidad como especie o reubicarlas taxonémicamente.
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ANEXOS

Anexo 1. Prueba de viabilidadon sal de tetrazolio al 1%, obteniendo 27 embriones tefiidos
con una incubacién de 30° C por 1h.

Anexo 2. La germinacion in vitro con medio Murashige y Skoog al 100 %, se vio reflejado
con el comienzo de la radicula a los 4 dias (a), a los 10 dias después del
establecimiento (b), a los 30 dias después del establecimiento (c).
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Anexo 3. Desprendimiento de una cubierta testal como signo de latencia, obtenido a partir
de la inmersion a peroxido de hidrogeno al 1 % por 1 hora.

Anexo 4. Resultados de germinaciones con medio MS al 100 %, dividido en 3
repeticiones (1, 2 y 3); con una incubacion de 25 ° C por 30 dias.

NUmero de Frasco

Repeticion 1

Repeticion 2

Repeticion 3

Total

10

8

7

9

3

11

11

5
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Total

29/50

39/50

27/50

97/150
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Anexo 5. Altura de las plantulas (P1, P2, P3, P4 y P5) en cm a los 30 dias después del
establecimiento con sus respectivas repeticiones, espacios en blanco no hubo

germinacion.
Repeticion  Numero Numero de Plantula Plantula Plantula Plantula Plantula
de Germinacion 1 2 3 4 5
Frasco
1 4 9.0 9.2 9.0 9.3
2 3 9.0 9.0 6.3
3 2 9.1 9.4
4 3 9.0 12 9.0
5 3 9.0 9.3 9.3
6 4 12,5 9.4 8.7 9.0
7 3 9.5 9.0 9.3
8 2 6.8 8.0
9 3 9.5 9.0 9.2
10 2 9.1 9.3
1 3 114 9.3 125
2 3 9.3 10.2 7.8
3 4 9.0 9.7 12.0 10.3
4 11.6 12.0 9.0 8.9 9.3
5 4 11.4 10.1 11.3 8.9
6 3 9.4 9.8 12.0
7 4 12.0 10.3 8.9 9.6
8 4 7.6 9.5 10.9 11.0
9 5 12.5 10.0 11.3 11.2 9.4
10 4 8.3 9.7 9.5 12.0
1 3 11.3 3.5 53
2 2 4.5 7.0
3 3 3.0 4.0 8.4
4 1 8.5
5 2 10.3 9.8
6 4 10.0 6.5 35 6.7
7 4 10.5 10.2 10.2 10.0
8 3 10.0 10.0 9.7
9 3 3.3 7.8 54
10 2 7.5 4.3
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Anexo 6. Brotes obtenidos a partir de la adicion de BAP al 4 mg/L?, establecidos en 3
repeticiones de un explante por frasco.

Explante Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
1 5 5 5
2 6 3 5
3 6 1 6
4 11 17 6
5 5 9 6
6 5 3 5
7 2 8 5
8 1 7 9
9 5 5 10
10 4 5 5
Total 175

Anexo 7. Resultados en diferentes experimentos: a) combinacion de ANA y BAP con tejido
apical de la base caulinar, b) BAP al 0.5 mg/L* con tejido meristematico apical, c)
BAP al 0.5 mg/L'y d) al 4 mg/L* de BAP con tejido apical de la base caulinar.
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Anexo 8. Proceso de formacion de brotes a partir de organogénesis directa al afiadir BAP
al 4.00 mg/L*%, a) formacién de pequerios brotes sin diferenciar, b) diferenciacién de
brotes a plantulas.

Anexo 9. Efectos en formacion de raices adventicias con Acido Naftalenacetico (ANA),

obteniendo resultados a los 21-25 dias.

Frasco/Plantas Testigo - R 1-Numero de R 2 - Namero R 3 - Namero
Numero de raices de raices de raices
raices

P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2
Y 3(0) 4(0) 2(4) 3(10)  3(5) 2(7) 44 309
2/2 4(0) 2(0) 3 (6) 2(3) 3(13) 3(7) 5(5) 4(12)
3/2 2(0) 3(0) 2(2) 5(11) 3(5) 2(2) 3(3) 3(5)
4/2 3(0) 3(0) 3(11)  3(6) 3(4) 26) 32  3(2)
5/2 5(0) 3(0) 3(12)  3(2) 3(2) 3(4) 33 34
Total 0 0 35 32 29 26 17 32
Total general de raices secundarias formadas 171
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Anexo 10. Imagenes representativas de Repeticion 1, 2 y 3 de rizogénesis de plantulas
obtenidas a partir de germinacion in vitro, con medio Murashige & Skoog adicionado
con 0.5 mg/L™* de Acido Naftalenacetico (ANA) para formacién de raices adventicias,
observando resultados a los 21 dias.

Anexo 11. Aclimatacion en sustrato peet moss, perlita y vermiculita a una proporcion
(8:1:1), a) Trasplante 9 de julio de 2021, b) Aclimatacion después de un mes 11 de
agosto de 2021 y c¢) Plantulas a un afio 10 de julio de 2022
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