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RESUMEN

El sotol (Dasylirion cedrosanum Trel.) es una planta de la familia Asparagaceae y es nativa del
desierto Chihuahuense, forma parte del matorral desértico rosetdfilo. Es una planta de
importancia econémica. Con ella se produce una bebida alcohdlica del mismo nombre. En la
actualidad su demanda se ha incrementado y ha disminuido las poblaciones naturales, por lo
cual se requiere una alternativa para la proteccion de las poblaciones silvestres. En este
trabajo se propone la micropropagacién de sotol para disminuir el impacto en las areas
naturales. Existe un protocolo de micropropagacion via organogénesis directa, sin embargo su
eficiencia es todavia baja, ademas no se cuenta con antecedentes de la utilizacion de
Prohexadiona de Calcio (P-Ca) para la multiplicacion masiva. Por lo tanto el objetivo del
presente trabajo fue obtener plantulas in vitro de sotol, el experimento se realiz6 en dos etapas,
en la primera se analiz6 el indice de velocidad de germinacion y el porciento de germinacién
de la semilla al aplicar dos tratamientos de imbibicion a las 24 y 48 h. En la segunda etapa se
evaluaron dos medios MS y PCL2 y la concentracion de reguladores de crecimiento de BAP y
P-Ca (0.0, 0.5, 1.0, 2.0 y 0.0, 0.5, 1.0, 2.0 mg L%). El disefio experimental utilizado fue
completamente al azar con 16 tratamientos y cinco repeticiones y los resultados se sometieron

a analisis de varianza y una comparaciéon de medias Tukey (P<0.01). Cada tratamiento

consistié de cuatro explantes con cinco repeticiones. El mejor tratamiento fue la combinacion
de 2.0 mg L de BAP y 1.0 mg L*de P-Ca con 3.5 brotes por explante (T15). Se puede

observar que la aplicacion de P-Ca incrementa el nUmero de brotes.

Palabras clave: Dasylirion cedrosanum, micropropagacion, prohexadiona de calcio, sotol.



ABSTRACT

The sotol (Dasylirion cedrosanum Trel.) is a plant of the family Asparagaceae and is native of
the chihuahuanse desert, form part of the rosetophile desert scrub. It is a plant of economic
importance. It produces an alcoholic beverage of the same name. In the present their demand
has increased and natural populations have declined, which requieres an alternative for the
protection of wild populations. In this work we propose the micropropagation of sotol to reduce
the impact in the natural areas. There is a protocol of micropropagation via direct
organogenesis, however its efficiency is still low, in addition there is no history of the use of
Prohexadione of Calcium (P-Ca) for massive multiplication. Therefore the objetive of the
present work was to obtain seedlings in vitro of sotol, which was perfomed in two stages. The
experiment was carried out in two stages. The first one analyzed the rate of germination and
the porcentaje of germination of the seed when two treatments of imbibition were aplied at 24
and 48 h. In the second stage two media MS and PCL2 and the concentration of BAP and P-
Ca Growth regulators (0.0, 0.5, 1.0, 2.0 y 0.0, 0.5, 1.0, 2.0 mg L?) were evaluated. The
experimental design used was completely randomized with 16 treatments. Each treatment
consisted of four explants with five replicates. The results were subjected to analysis of
variance and a Tukey mean comparison (P<0.01). The best treatment was the combination of
2.0 mg L of BAP y 1.0 mg L of P-Ca wich 3.5 shoots for explant (T15). We can observe that

the application of P-Ca increases the number of shoots.

Keywords: Dasylirion cedrosanum; micropropagation; Prohexadione de calcium; sotol



l.  INTRODUCCION
El sotol (Dasylirion cedrosanum Trel.) es una planta nativa del Desierto Chihuahuense,
la cual se desarrolla en diversos tipos de terreno, es una planta muy rustica y
componente del matorral desértico rosetéfilo, aunque ocasionalmente forma parte del

matorral desértico micréfilo (Cano et al., 2005).

La especie D. cedrosanum Trel., conocido como Sotol o Sereque y en algunas
regiones de Zacatecas, México, como cuchara del Desierto, es un recurso invaluable
y con una amplia distribucién, particularmente en Coahuila, México, donde aun se

encuentra presente de manera abundante (UAC, 2006).

El género Dasylirion se encuentra dentro de las plantas dioicas y esta constituido por
plantas de hojas fibrosas que parten de un tallo central formando una especie de
corona, de la cual emerge un escapo compuesto de flores unisexuales. Este género
se encuentra distribuido en zonas aridas y altas del suroeste de Estados Unidos y

Norte de México (Bogler, 1994).

En los ultimos afios, a causa del aumento en la demanda de las bebidas alcohdlicas
tradicionales producidas a partir de agaves como el tequila y el mezcal, ha surgido el
interés de producir sotol a escala industrial, de tal manera, que generé un aumento en
el numero de solicitudes para aprovechamiento de la especie. De acuerdo a esto,
Coahuila es uno de los productores de sotol y posee un alto potencial en cuanto a la
elaboracion e industrializacion de la misma como bebida destilada (Contreras y Ortega,

2005).



Hasta el momento no existe la explotacion controlada de este recurso silvestre tan
importante, por lo tanto, es importante generar informacién que nos proporcione las
bases para promover e iniciar plantaciones dirigidas al uso industrial, con la finalidad
de llevar a cabo el aprovechamiento de manera sustentable de D. cedrosanum, asi

como de otras especies usadas para la elaboracion del “sotol”.

Por lo anterior, la micropropagacion ofrece nuevas alternativas para el mejoramiento
de la produccion agricola. Esta técnica consiste en producir plantas a partir de
porciones muy pequefias de tejidos o células cultivadas bajo condiciones in vitro, es
una herramienta muy 0til, ya que tiene el potencial de producir plantas de calidad
uniforme a escala comercial, a partir de un genotipo selecto y con una tasa de

multiplicacion ilimitada.

Con el uso de esta tecnologia sera posible producir material vegetativo para la region
sotolera del norte del pais, donde hay empresas dedicadas a la industrializacién de
esta bebida o bien productores del semidesierto, y gracias a esta tecnologia obtendran

beneficios de establecimiento de plantas producidas in vitro con calidad fitosanitaria.



II. OBJETIVOS

2.1. General
Obtener plantulas in vitro de sotol (Dasylirion cedrosanum Trel.).
2.2. Especificos

Evaluar el indice de Velocidad de Germinacion de Sotol (D. cedrosanum Trel.)
para conocer su capacidad germinativa in vitro.
Micropropagar D. cedrosanum Trel., optimizando la concentracion vy

combinacion de los reguladores de crecimiento.



2.3. HIPOTESIS
Alguna de las concentraciones y combinaciones de reguladores de crecimiento
adicionadas al medio nutritivo de Murashige y Skoog (1962) y PCL2 promoveran la

multiplicacion masiva de plantulas de sotol.



lIl. REVISION DE LITERATURA

3.1. Dasylirion cedrosanum Trel.
En México, las zonas aridas y semiaridas ocupan mas del 60% del area total, donde
las condiciones climaticas y ecologicas naturales permiten Unicamente el desarrollo de
ciertas especies vegetales como el Dasylirion cedrosanum Trel. Esta comunidad es
poco conocida y es sometida a una explotacion intensa en sus comunidades nativas
para distintos fines, razon por la cual hay un gran desconocimiento en torno a los
efectos del uso de esta especie por el ser humano sobre la estructura de las
comunidades silvestres o nativas (Encina-Dominguez et al., 2013).
3.2. Descripcion botanica

El género Dasylirion es nativo del Desierto Chihuahuense (Sierra et al., 2008), su
nombre comun es conocido en México como “sotol”, y en Estados Unidos de América
como “desert spoon” (cuchara del desierto) (Gardea et al., 2012). EI género fue
inicialmente ubicado en la familia Liliaceae, posteriormente se le separ6 en Agavaceae
y se le ha localizado en Nolinaceae. Recientemente se le ubica en la familia
Asparagaceae y la subfamilia Nolinoideae (USDA, ARS, National Genetic Resources
Program, GRIN, 2013). Al parecer se relaciona fuertemente con los géneros Nolina,
Beaucarnea y Calibanus con los cuales comparte morfologia, habitat y caracteristicas
del fruto (Reyes-Valdés et al., 2012). En un analisis filogenético se muestra a las
especies de Dasylirion formando dos grupos, en uno de ellos se encuentran las
especies del sur, centro y noreste de México en una relacion estrecha, diferentes del

otro grupo donde estan las especies del sur de Texas, del norte de Coahuila y de



Sonora (Bogler, 1994). En el Cuadro 1 se muestra la clasificacion taxonémica del sotol

(USDA, ARS, National Genetic Resources Program, GRIN, 2013).

Cuadro 1. Clasificacion taxonomica de Dasylirion cedrosanum Trel.

Reino Plantae
Clase Equisetopsida
Subclase Magnoliidae
Superorden Lilianae
Orden Asparagales

Familia Asparagaceae

Subfamilia Nolinoideae

Genero Dasylirion

Especie cedrosanum Trelease

3.3. Descripcién morfoldgica
Dasylirion es una planta monocotiledénea, dioica; las flores hembra y macho nacen en
plantas separadas. Es perenne, semisuculenta, semicilindrica, espinosa, policarpica
(UAC, 2006), de tallo corto o casi sin tallo, de 1-1.5 m, simple o con 2 6 3 brazos
(Martinez, 1979), parcialmente subterraneo. Las hojas son lineares, grisaceas palidas
a verde palido, comunmente forman una roseta desde la base, con espinas en los
bordes y una base ancha y una pua terminal. Ambos sexos cuentan con un escapo
(figura 1), la cual emite una inflorescencia con flores pequefias en paniculas que tiene
una estructura conocida como inflorescencia, esto llega a medir hasta 5 metros de

altura (Benavides et al., 2010).



Figura 1. Apariencia tipica de sotol (Dasylirion cedrosanum Trel.)
3.4. Distribucién geografica
El area de distribucion de las poblaciones naturales de sotol (Dasylirion spp.) se
reportan en las zonas aridas y semiaridas desde el sur de los Estados Unidos de
América hasta Oaxaca, México (figura 2) (Cano et al., 2011). La mayoria de las
especies son endémicas de México (Reyes-Valdés et al., 2012). Es importante hacer
hincapié que el numero de especies varia de acuerdo a los reportes de diferentes
autores, Bogler (1994) menciona que en México existen 14 especies de este género
las cuales son: Dasylirion ecotrichum; D. glaucophylum (estado de México.); D.
graminifolium; D. inermis (San Luis Potosi); D. leiophyllum (Chihuahua y oeste de
Coahuila); D. longissimum, (México); D. miquihuanense (Tamaulipas); D. parrianum
(San Luis Potosi); D. serratifolium (sureste de México); D. simplex (Durango, México);

D. texanum (norte de Coahuila); D. texanum var. Avernas (México); D. wheeleri



(Sonora, Chihuahua y Durango); D. cedrosanum (centro y sur de Coahuila); D.
heteroteca (norte de Coahuila). Cano et al., (2005) mencionan que existe alrededor de
14 a 18 especies. Mientras que Reyes-Valdés et al., (2012) mencionan que

comprende alrededor de 16 especies.

Figura 2. Distribucion geografica de Dasylirion cedrosanum Trel.
3.5. Requerimientos climéticos y edaficos
Los factores climaticos del Altiplano Mexicano, lugar donde se localizan principalmente
las plantas de sotol, se caracterizan por tener un clima seco, esto a su vez se
caracterizan por una fuerte variacion en su temperatura, con oscilaciones mayores a
14° C entre el mes célido (Junio) y el mes mas frio (Enero) es decir, que el sotol puede
prevalecer en un rango de temperaturas medias, que va desde los 17 hasta los 21 °C
y con un rango de precipitacion media anual de 150 a 400 mm (Zarate, 2003). El habitat
de esta planta es el matorral xerdéfilo de zonas secas (figura 3), particularmente en los

matorrales desértico rosetofilo y crasirrosulifolio espinoso (Arce et al., 2003a).
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Los factores edaficos que forman su distribucién corresponden a suelos Xerosoles,
Rendzinas y Regosoles, con una gran riqueza de carbonato de calcio, delgados, con
poco desarrollo de horizontes de suelo, con buen drenaje y aireacion, en posiciones
fisiograficas de ladera, pie de monte y sobre abanicos aluviales, en donde los
principales agentes formadores que intervienen son el arrastre por el agua (suelos

aluviales) y el campo gravitacional (suelos coluviales) (Cano, 2011).

Figura 3. Fisonomia estructural del habitat natural de Dasylirion cedrosanum Trel.

3.6. Usos e importancias de D. cedrosanum Trel.
El sotol formd una parte importante de los recursos para el sostenimiento de la vida
humana en la prehistoria y la historia de Aridoamérica, esta planta era un componente
de la dieta de los pobladores ndmadas, y se sabe que consumian su tallo o “pina”
después de cocinarlo sobre rocas calientes dentro de un pozo (Poinar et al., 2001). En
la actualidad, hay comunidades que contindan utilizando esa planta como alimento,
por ejemplo: las flores son guisadas y luego combinadas con otros alimentos (Lopez-

Barbosa y Portes-Vargas, 2002). Otros usos dados por los pobladores que la utilizan,
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es la cesteria que se desarrolla a partir de las hojas de esta planta. Su inflorescencia
es usada en la construccion, como cerco, para la delimitacion de propiedades o techos
para sombra y en épocas de estiaje sirve como forraje para el ganado (Cano y
Martinez-Burciaga, 2007). Melgoza y Sierra (2005), también mencionan que plantas
de sotol actualmente tienen uso muy importante como el caso de la elaboracion
artesanal de una bebida alcohdlica llamada sotol (figura 4). También es importante
mencionar que el sotol fue utilizado desde la época prehispanica por los pobladores
de Paquimé, al norte del estado de Chihuahua, lugar donde se encontraron grandes
hornos para la produccion de esta bebida. Asi mismo hoy en dia la planta del sotol
presenta una problematica enorme respecto a la deforestacién, aunque es una planta
relativamente abundante en el Desierto Chihuahuense, la sobreexplotacién es un
grave problema, especialmente cuando se trata de las empresas mas industrializadas
gue diariamente estan en la elaboracion de la bebida del sotol. Con respecto a la
elaboracion de licor, éste se remonta a la época colonial, con la introduccién del
proceso de destilacién durante los siglos XVI al XVIII por los espafioles en la region de
la Nueva Vizcaya (L6pez-Barbosa, 2005). De esta forma, se fueron creando factorias
artesanales para fermentar el tallo del sotol y producir la bebida alcohdlica, que hoy en
dia se llama también “sotol”. En forma permanente el sotol es comparado en clara
competencia con otros licores como el tequila, mezcal y bacanora. El sotol como licor
ha cumplido con la norma de regulacion mexicana y ha recibido la misma con la
identificacion NOM-159-SCFI-2004, con la denominacién de origen para los estados

de Coahuila, Chihuahua y Durango (Secretaria de Economia, 2004).
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Figura 4. Usos. A) Flor artificial hecha con hojas de Sotol, y B) bebida alcohdlica
llamada “Sotol” destilada a partir de D. cedrosanum Trel.

3.7. Caracteristica de la semilla de Dasylirion spp.
La semilla del sotol es de tipo esferoide con tres caras o I6bulos, mas agudas en la
parte inferior que en la superior (figura 5). Las semillas de todas las especies son de
color café claro a café oscuro, con superficie mas o0 menos rugosa; presentan un ancho
de 2 a3 mmy son ligeramente mas largas que anchas. El embrién es cilindrico y recto,
se localiza en el eje central de la semilla y est4 rodeado por una delgada capa de
endospermo. La cubierta o testa de la semilla es delgada y aparentemente resistente
a las condiciones de sequia, lo que posiblemente le permite permanecer viable por
afos, aungue esto no se ha verificado. La semilla esta cubierta por una delgada capa
transparente de tres alas o bracteas que ayudan a su dispersion, por lo que también
se le llama diaspora y las cuales retrasan la germinacion por algunos meses (Vega et
al., 2006; Sierra et al., 2008). La floracion y producciéon de semilla presenta una gran
variacion entre afios y regiones, procesos relacionados con la precipitacién; no

obstante, la madurez de la semilla se presenta en el verano y otofio dependiendo de
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la especie y el sitio (Hernandez-Juarez, 2008). En el caso de D. leiophyllum se ha
observado un rango en la produccién de semilla entre 0.25 a 2.70 kg por inflorescencia;
produccion muy relacionada a la longitud de la inflorescencia o quiote (Sierra et al.,
2008). Para el caso de D. cedrosanum se conoce muy poco sobre las caracteristicas
de la semilla, pero Hernandez-Juarez (2008) menciona que son trigonas, de color café

oro, y con una superficie mas o menos plana y rugosa.

Figura 5. Semilla de Dasylirion cedrosanum Trel.

3.8. Germinacion
La germinacion se lleva a cabo cuando la semilla termina de formarse, a veces el
embrion entra en letargo y no germina, sino hasta que pasa un cierto tiempo, asi puede
permanecer muchos afios. Posteriormente, aunque esté listo para proseguir su
desarrollo si el medio no es apropiado no lo hace, pero tampoco muere, sino que sigue
viviendo con sus procesos fisiologicos. El proceso de germinacion se ha estudiado
mucho, si bien no completo, pero se ha avanzado. Desde hace mucho tiempo se
conocen las exigencias de las distintas especies con respecto a los factores del medio,
como son agua, oxigeno, luz, temperatura, mas sin embargo modernamente se han
conocido a grandes rasgos los factores internos, que en sintesis se menciona; al

hidratarse, las células del embrién sintetizan giberelina, que es secretada pasando por
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las células del endospermo. Alli actta induciendo la sintesis de amilasas, por lo que
las reservas de la semilla son hidrolizadas y el embrion obtiene glucosa, fuente de la
energia para el desarrollo. A continuacion el embrién forma citocininas que estimulan
la division de las células de los meristemos apicales y luego, a partir de las reservas
de aleurona, se forman aminoacidos y acido indolacético, bajo cuya induccion las
células se alargan mientras el tallo y la raiz crecen y presentan polaridad (Rojas,

1979).

Existen diferentes métodos para lograr la germinacién de las semillas, entre ellos:
procedimientos quimicos con acidos o bases, tratamientos mecéanicos como frotar las
semillas con papel de lija, inmersiones en agua, inmersiones en agua caliente,

tratamientos con temperaturas, almacenamiento y otros.

Obtener buenos resultados mediante el empleo de cualquiera de los métodos para
obtener la germinacién, depende de algunas alteraciones en la integridad fisica de la
cubierta de las mismas, o bien, de la eliminacion de barreras que provoquen la
produccién de inhibidores de la germinacién y eviten la hidratacién y crecimiento del
embrion, ya sea en forma fisica (con el uso de temperaturas o escarificacion) o en

forma quimica (con promotores de la germinacion) (Faria et al., 1996).

Hoy se sabe que el uso de hormonas y otros compuestos, como el acido giberélico,
acido Abscisico, citocininas, etileno, nitrato de potasio, hipoclorito de sodio y

cloroformo, pueden promover la germinacion (Miransari y Smith, 2014).

Cruz (2011), realizé un trabajo sobre evaluacion del efecto de los biorreguladores

aplicados en semillas de D. cedrosanum Trel., a través de pruebas de germinacion y
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vigor en condiciones de laboratorio, se aplicaron catorce tratamientos a base de
bioreguladores, micorriza (0.0125, 0.025 y 0.0375 g/mL), Bacillus subtilis (100, 75, 50
y 25%), acido fulvico (1500, 2500, 3500, 4500 y 5500 ppm), KNOs3 (1y 2%) y un testigo
con agua. Se determind la capacidad fisiologica del material genético mediante
pruebas de Viabilidad, Capacidad de Germinacién, indice de Velocidad de Emergencia
(IVE), Longitud Media de Hipocétilo (LMH) y Radicula (LMR); se aplico 5 mL cada uno
de los biorreguladores por caja Petri sobre papel filtro. Respecto a la viabilidad
encontré un 85%. En la variable capacidad de Germinacidén se encontraron plantulas
normales por arriba del 72 %; mientras que el testigo se encontré con un 54.67 %. Con
respecto a la variable plantulas anormales presentaron por arriba del 42.6 % de
anormalidades. En lo que respecta al Vigor de la especie con tratamientos se encontré
que en el IVE, T11 sobresalié con 20.9 de plantulas por dia siendo el mejor de todos

los tratamientos.

3.9. indice de Velocidad de Germinacion (IVG)
El indice de Velocidad de Germinacion propuesto por Maguire (1962), es uno de los
pardmetros mas utilizados (Villagra, 1997; Nakagawa, 1999) y se hace referencia a los

conteos diarios del numero de semillas germinadas.

Juérez (2014) en su trabajo de eliminacion de latencia en semillas de cortadillo (Nolina
cespitifera Trel.), bajo condiciones de laboratorio e invernadero, utilizando tratamientos
fisicos, quimicos y mecanicos, realizé seis tratamientos para eliminar este fenomeno
para lo cual fueron los siguientes; T1 testigo; T2 escarificacion con lija; T3 remojo en
agua potable a 48 horas; T4 remojo en aguapa potable a temperatura de 60°c por 5

minutos;T5 inmersidn en nitrato de potasio (KN3) al 0.2% por 10 minutos; T6 inmersion
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en acido sulfarico (H,SO,)a 100 ppm. En los datos estadisticos encontré que hubo
diferencias en el indice de velocidad de germinacidén y emergencia, y se observo que
el T2 logro 68% de IVG en condiciones de laboratorio y 52% IVE en invernadero y para

el T3 logro 72% de IVG en condiciones de laboratorio y 54% de IVE en invernadero.

En la agricultura, la calidad de semilla es un componente basico para obtener una
mayor eficiencia productiva. Las pruebas de germinaciéon se hacen normalmente bajo
condiciones favorables de temperatura y humedad, es importante hacer hincapié que
la mayoria de las veces los resultados de estas pruebas no corresponden a los
resultados obtenidos en campo.

3.10. Micropropagacion
La Micropropagacion es parte de la biotecnologia Agricola y Forestal que a nivel
mundial se ha utilizado ampliamente en especies de interés econdmico. Esta técnica
utiliza el cultivo de tejidos vegetales para multiplicar rapida y masivamente una especie
de interes, basandose en el concepto de totipotencia vegetal, en el que se promueve
el desarrollo de un organismo completo, considerando la diferenciacion celular y

potencial genético del genotipo.

La importancia de la micropropagacion radica principalmente en que permite la
obtencion de plantas de excelente calidad fitosanitaria ya que al someter el tejido
vegetal a este sistema de cultivo se logran eliminar completamente bacterias, hongos
y en algunas ocasiones hasta virus; las plantas multiplicadas por esta técnica son
réplicas exactas entre si y copias genéticamente iguales que la planta progenitora; el
potencial de multiplicacion es muy amplio, el nimero de individuos obtenidos por este

método es muy superior al obtenido por cualquier otro método de propagacion, es
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posible acortar los tiempos de produccion de plantas, de igual manera es posible tener
en espacios relativamente pequefios un gran numero de plantulas, ademas de que
facilita el manejo, almacenaje y transporte de plantas, reduciendo costos por estos
conceptos y se logra establecer uniformidad genética de toda una poblacion (Becerril,

2008).

Actualmente en plantas que pertenecen a la familia Nolinaceae, se esta comenzando
a utilizar la técnica de cultivo de tejidos vegetales, al igual que en otras especies de la
familia Agavaceae (Martinez et al., 2003; Reyes et al., 2013; Flores-Garcia et al.,
2009). Existen cuatro métodos por los que un genotipo puede regenerarse in vitro. 1)
Induccion de embriones somaticos a partir de callos o células en suspension; 2)
induccion de brotes adventicios a partir de callos o células en suspension, para su
posterior enraizamiento; 3) formacion de brotes adventicios directamente del tejido, sin
pasar por la etapa de callo y 4) induccion de brotes a partir de apices o yemas axilares,

para su posterior enraizamiento.

Samyn (1997) reporta la propagacion in vitro de Beaucarnea recurvata en un medio
con benciladenina (BA) y acido giberélico, obteniendo un poco mas de tres nuevas
plantas por explante. Por otra parte, Flores-Garcia et al.,, (2009) reportan la
propagacion de la especie Nolina parviflora a través de organogénesis, a partir de
explantes tomados de plantulas obtenidas in vitro, en medios de cultivo con
combinaciones de citocininas con auxinas, de las cuales obtuvieron 4.2 brotes por
explante. Villavicencio et al., (2007) reportaron un trabajo sobre la induccién de brotes
mediante organogeénesis directa, es decir a partir de tejido somatico sin pasar por la

etapa de callo, a partir de epicotilos considerados como explantes, los cuales se
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establecieron en un medio de cultivo base de multiplicacion (MBM), adicionado con
1.10 uM de BA + 10.36x10™" uM de AIB, ambas fitohormonas son las que promovieron
la induccion de brotes de sotol, registrando una tasa de multiplicacion de 7

brotes/explante.

3.11. Composicion del medio nutritivo
Existen diferentes medios de cultivo, por lo que su seleccion depende del objeto que
se persiga, ya sea establecimiento in vitro o multiplicacion. EI medio base que se utilizd
para la produccion de plantulas in vitro de sotol es el de Murashige y Skoog (1962) y
PCL2 (Phillips y Collins 1978) el cual se complemento6 con diferentes concentraciones

de fitohormonas, vitaminas y minerales (Anexo).

3.12. Reguladores de crecimiento vegetal
Los biorreguladores en general actian modificando el crecimiento y desarrollo de las
plantas a través de su accion sobre vias y procesos fisioldgicos y bioquimicos

especificos (Jankiewicz, 2003).

Los fitorreguladores o reguladores del crecimiento vegetal son todos los compuestos
organicos (no considerados nutrientes) que en pequefias cantidades son capaces de
fomentar, inhibir o modificar cualquier proceso fisiolégico de la planta. El término
fitorregulador puede incluir un rango amplio de compuestos, puede aplicarse para los
compuestos naturales producidos dentro de la planta, como para los compuestos
sintetizados artificialmente.

Actualmente se reconocen varios tipos basicos de sistemas quimicos de reguladores
del crecimiento vegetal, como son: Auxinas, Citocininas, Giberelinas, Acido Abscisico,
Etileno y Prohexadiona de Calcio.
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Las auxinas y las giberelinas estimulan principalmente la elongacion celular, las
citocininas estimulan la divisién celular. Mientras que cada uno es diferente a los
demas en sus caracteristicas quimicas y en su capacidad de inducir respuestas de
crecimiento, cada uno de los fitorreguladores (incluyendo el acido abscisico y el
etileno) son capaces de influir en muchos aspectos del crecimiento (por division o
alargamiento celular), de la diferenciacion y en muy diversos fenomenos del desarrollo
de las plantas, promoviéndolos o inhibiéndolos (Leopold y Kriedemann, 1975).

En algunos casos, la presencia y accion conjunta de dos fitohormonas (por ejemplo
auxinas y citocininas) puede inducir y fijar un tipo determinado de expresion
morfogénica de acuerdo a los niveles relativos entre si, 0 de cada una de ellas en un
tejido, asi por ejemplo, auxinas de acuerdo a su nivel relativo pueden conducir a la

formacion de raices y las citocininas a la formacion de brotes (Jordan y Casartto, 2006).

3.13. Prohexadiona de calcio
La Prohexadiona de calcio es un inhibidor de la biosintesis de giberelinas. En la
biosintesis de las Giberelinas, la prohexadiona de calcio (P-Ca), actuaria de la forma
primaria en la inhibicion de la 3B-hidroxilacion, como consecuencia de estos se
reducen los niveles de la GAl (activa) y provoca la acumulacion de su precursor
inmediato, GA20, ademas también evita el catabolismo de GA1 a GAs inactivo mediante

el bloqueo de la 2f3-hidroxilacion (Evans et al., 1999).

La prohexadiona de calcio presenta interesante herramienta complementaria para las
practicas culturales y el material genético usado para conseguir y mantener un

equilibrio vegetativo-reproductivo en cultivos horticolas y ornamentales, asi mismo se
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asume que se evita la elongacion celular, teniendo como efecto una reduccion de la

estructura morfolégica de las plantas (Costa et al., 2001).

Algunos autores han observado que el numero de flores no es afectado por la
aplicacion de P-Ca en cultivos como el arroz y frambuesa. Esto es debido al hecho de
que las giberelinas estan asociados con la elongacién celular y no a la division celular

(Kim et al., 2007; Palonen et al., 2008).

El conocimiento sobre la influencia de P-Ca en la fisiologia vegetal de varios cultivos
horticolas, permite considerar a este retardante de crecimiento como un biorregulador
que puede contribuir a controlar el crecimiento vegetativo-reproductivo de varias

especies horticolas (Ramirez et al., 2005).

Otra ventaja de este regulador de crecimiento es que lleva bajo potencial de
bioacumulacién en el medio ambiente y tiene un efecto toxicoldgico insignificante sobre
los mamiferos, por lo tanto, se ha sugerido como una alternativa sobre el daminozide

(acido aminosuccinico) por ser un producto quimico fitotdxico.

P-Ca ha sido poco aplicado en cultivo de tejidos, entre los articulos que mencionan el
uso de este retardante de crecimiento se encuentra el descrito por Garcia-Osuna et
al., (2011) quienes evaluaron la disminucion de hiperhidricidad en Turbinicarpus
valdezianus; Sansberro et al., (2001) confirmaron que P-Ca inhibe la biosintesis de
giberelinas, lo que se refleja en la disminucién del crecimiento longitudinal de los brotes

en llex paraguariensis.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Ubicacion del sitio experimental
El presente trabajo se llevd a cabo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales
del Departamento de Fitomejoramiento de la Universidad Autonoma Agraria Antonio

Narro, Buenavista, Saltillo, Coahuila, México.

Figura 6. Ejemplares de Dasylirion cedrosanum Trel.

4.2. Material vegetal

Semillas de Dasylirion cedrosanum Trel.

Diferentes actividades planteadas en la presente investigacion, fueron llevadas a

cabo en las siguientes dos etapas:

4.3. Etapa |: Germinacion de semilla de sotol en condiciones in vitro

4.3.1 Desinfeccién de la semilla

Uno de los pasos principales de la germinacién de semillas in vitro es la asepsia, para
esto se colocaron 160 semillas recién cosechadas y sin bracteas de D. cedrosanum
en un vaso de precipitado y se le aplicaron 3 gotas de tween 20 y se enjuagaron con
agua corriente. Posteriormente en la campana de flujo laminar se mantuvieron en

alcohol al 70% por 1 minuto, en seguida se enjuagaron con agua destilada estéril por
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tres ocasiones (figura 7), luego se depositaron en una solucion de hipoclorito de sodio
al 30 % por 10 min, se volvié a enjuagar por tres veces en agua destilada estéril por

1 minuto.

Figura 7. Procedimiento de asepsia.

4.3.2 Establecimiento de semilla in vitro

Después de haber finalizado la fase de asepsia, las semillas se sometieron a dos
periodos de imbibicién, la primera durante 24 horas y la segunda por 48 horas en agua
destilada estéril, transcurrido el tiempo se procedié a realizar un nuevo protocolo de

asepsia en la campana de flujo laminar.

Se realiz6 la preparacion del medio nutritivo de MS suplementado con 100 mg de myo-
inositol, 0.001 mg L de &cido nicotinico, 0.001 mg mg L de piridoxina-HCI, 0.001 mg
mg L de tiamina-HCI, 0.002 mg L de glicina mas, 30 g L'* de sacarosay 4 g L de
phytagel a un pH de 5.7. Se colocaron 25 ml de medio de cultivo en frascos tipo gerber,
considerando cada frasco como una repeticion y se conté con 5 repeticiones, los que

posteriormente se esterilizaron en autoclave a 121°C durante 20 minutos.

Después de haber solidificado el medio se realiz6 la siembra de 16 semillas por unidad

experimental con 5 repeticiones en los dos tratamientos (24 y 48 h). Los frascos se
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transfirieron al cuarto de incubacion a una temperatura de 25 + 1° C, con 16 horas luz

y 8 de oscuridad a 2500 lux.

4.4. Etapa 2.- Micropropagacion de brotes

Los brotes obtenidos de la etapa 1 se utilizaron como fuente de explantes secundarios,
se realizaron cortes superiores de las plantulas, utilizando Unicamente los tallos en
segmentos de 0.5 cm de largo, esto dentro de la campana de flujo laminar.

Se establecié una comparacion entre medios MS y PCL2 adicionado con 250 mg L+
de myo-inositol, 0.001 g L de &cido nicotinico, 0.001 g L de piridoxina-HCI, 0.001 g
L1 de tiamina-HCI, 0.02 g L* de glicina, 80 mg L de adenina, 30 g L de sacarosay
4 g Lt de phytagel a un pH de 5.7. Se agregaron ademas diferentes concentraciones
y combinaciones de reguladores de crecimiento, BAP y P-Ca a 0.0, 0.5,1.0, 2.0 mg L
1y 0.0, 0.5, 1.0, 2.0 mg L que constituyeron los 16 tratamientos (cuadro 2). Se
colocaron 20 ml de medio de cultivo en frascos tipo gerber, considerando cada frasco
como una repeticion y se contd con 5 repeticiones, los que posteriormente se
esterilizaron en autoclave a 121°C durante 20 minutos.

Una vez solidificado el medio se trasvasaron los explantes que se obtuvieron
seccionando las hojas, conservando el tallo y eliminando las raices de las plantulas.
Se colocaron cuatro explantes por frasco bajo la campana de flujo laminar. Los frascos
se colocaron en el cuarto de incubaciéon a una temperatura de 25°C + 2°C con un
fotoperiodo de 18 h luz. Se renovo el medio de cultivo cada 4 semanas por dos

ocasiones y se evaluod el numero de brotes a las 8 semanas de desarrollo.
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Cuadro 2. Tratamientos establecidos en la micropropagacion de brotes de sotol.

REGULLADORES DE CRECIMIENTO

TRATAMIENTOS BAP P-Ca
T1 0.0 0.0
T2 0.0 0.5
T3 0.0 1.0
T4 0.0 2.0
T5 0.5 0.0
T6 0.5 0.5
T7 0.5 1.0
T8 0.5 2.0
T9 1.0 0.0
T10 1.0 0.5
T11 1.0 1.0
T12 1.0 2.0
T13 2.0 0.0
T14 2.0 0.5
T15 2.0 1.0
T16 2.0 2.0

La variable a evaluar fue contabilizar el nimero de brotes por cada tratamiento y

repeticion a los 4 meses de desarrollo como se muestra en la Figura 8

Figura 8. Formacion de brotes de D. cedrosanum.
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4.5. Disefio experimental
Las variables utilizadas para la etapa de germinacion fueron el indice de velocidad de
germinacion y porciento de germinacion. Asi mismo para obtener el indice de
Velocidad de Germinacion se empled la formula propuesto por Maguirre (1962), es uno
de los mas utilizados y se expresa como numero de semillas germinadas por dia. Su

formula de célculo es:

G

1

G, G, G

_|_
_|_
T
_|_

VG =

_|_

IVG = indice de Velocidad de Germinacion.
G, = Representan niumero de semillas germinadas en el dia.

N; = Representan nimero de dias desde la iniciacion del experimento de germinacioén.

Para la etapa 2 se utiliz6 un disefio completamente al azar de 16 tratamientos con
cinco repeticiones. Con los datos obtenidos se realizdé un analisis de varianza y una

comparaciéon de medias (Tukey P<0.01) mediante software estadistico Infostat 2014.
4.5.1. Variables evaluadas

Las variables que se evaluaron en este trabajo de investigacion fueron: porcentaje de
germinacion, indice de velocidad de germinacion y nimero de brotes por explante a

los 4 meses del desarrollo.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Indice de velocidad de germinacion
En la Figura 9 se observan que en el indice de velocidad de germinacion hay
diferencias entre las horas de imbibicidn. El mejor resultado fue durante la imbibicion
por 48 horas, donde se alcanz6 9.56 de IVG en tan solo 16 dias, mientras en la

imbibicidn de 24 horas, se obtuvo 7.13 de IVG en 22 dias.

10 89,5625

7, 136363636

Pt

24 hor horas

* TIEMPO DE IMBIBICION
Figura 9. Indice de Velocidad de Germinacion de semillas de sotol con
imbibicién de 24 y 48 horas en agua desionizada estéril.
5.2 Porciento de germinacion
Durante el trabajo realizado también se calcul6 el porciento de germinacion, siendo
para la imbibicion de 24 horas un 98.12 % de germinacion y para la imbibicion de 48

horas se obtuvo el 95.62 % de semillas germinadas (figura 10).
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Figura 10. Porciento de germinacién de D. cedrosanum Trel. Con una

imbibiciéon de 24 horas y 48 horas en agua desionizada estéril.
Los resultados muestran optimizacion de los tratamientos de germinacion de la semilla
de sotol sobre otros trabajos experimentales. Calderdn (2004), trabajo con semillas de
D. cedrosanum Trel., de tres semanas de ser cosechadas, y obtuvo un 77 % de
germinacion, los tratamientos utilizados fueron: escarificacidon quimica con &cido
sulftrico a 75 ppm, y un 67% de germinacién con la aplicacion de acido sulfurico a 150
ppm. Dzib (2003), reportd que las semillas de sotol, después de un afio de ser
cosechadas y siendo sumergidas en acido sulfarico a 500 ppm durante un minuto se
obtiene un alto porcentaje de germinacion, alcanzando hasta un 93.66%. Por otro lado,
Palma (2000), trabajo con semillas de Dasylirion spp, con un periodo de
almacenamiento de 2 afios y concentraciones altas de acido sulfurico a 15 %, logrando
un 92 % de germinacién. Sin embargo existen durante la vida de la semilla muchos

factores que afectan ligera o totalmente la calidad de la semilla, uno de ellos, es la
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edad, que conforme aumenta se va perdiendo su viabilidad y mas cuando su

almacenamiento no es el adecuado como menciona Pidi (1981).

Sierra y Morales (2002), mencionan que las semillas de sotol con bracteas y una edad
postcosecha de cuatro y siete meses, presentan un rango de germinacion entre 0 y

15% sin aplicarle ningun tratamiento.

En otro estudio donde se aplico extractos de raiz de lechuguilla (Agave lechuguilla) en
semillas de sotol sin bracteas, se logré incrementar la germinacién de 87.6 a 96% (Arce

et al., 2003b).

5.3. Micropropagacién de brotes

Se estudio el efecto de diferentes Medios y concentraciones de BAP con P-Ca en la
micropropagacion de sotol. No se observaron diferencias significativas entre el medio
MS y PCL2 (cuadro 3). La variable evaluada fue el nimero de brotes, se observo en
el analisis de varianza y la comparacion de medias de Tukey (p<0.01) que la
combinacion de BAP con P-Ca en el medio de cultivo incrementa hasta un 43 % el
namero de brotes cuando se incluy6 el retardante del crecimiento (cuadro 4).

Cuadro 3. Anadlisis de Varianza para numero de brotes generados de sotol
desarrollandose en medio nutritivos MS con diferentes concentraciones vy

combinaciones de reguladores de crecimiento BAP y P-Ca

Grados
Fuente de de Sumade Cuadrado F
Variacion Libertad Cuadrados Medio Calculada P>F
Tratamientos 15 95.18 6.35 33.77 <0.0001
Error Exp. 64 12.02 0.19
Total 79 107.20

Coeficiente de variacion 32.65%
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Cuadro 4. Analisis de Varianza para numero de brotes generados de sotol
desarrollandose en medio nutrivo PCL2 con diferentes concentraciones vy

combinaciones de reguladores de crecimiento BAP y P-Ca

Grados
Fuente de de Sumade Cuadrado F
Variacion Libertad Cuadrados Medio Calculada P>F
Tratamientos 15 92.93 6.20 13.41 <0.0001
Error Exp. 64 29.56 0.46
Total 79 122.49

Coeficiente de variacion 52.68%

El mejor tratamiento fue el T15 en ambos medios alcanzando un promedio maximo de
3.5 brotes por explante cuando el medio fue adicionado con 2.0 mg L' de BAP y 1.0
mg L de P-Ca, los siguientes tratamientos que presentaron mejor respuesta fue la
concentracion de BAP de 2.0 mg L con P-Ca (T14 y 16) a concentraciones de 0.5y
2.0 mg L. Los tratamientos T9 a T13 no presentaron diferencias significativas (figura
11). La menor cantidad de brotes se observé en los tratamientos T2 a T8.

El tratamiento sin reguladores T1 y con una concentracion de P-Ca a 0.5 mg L (T2)
no presentaron brotes en el medio PCL2 (figura 12) y en el medio MS fue minimo en

esa concentracion.
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Figura 11. Numero de brotes de sotol alas 8 semanas en medio MS en presencia
de BAP y P-Ca.

La respuesta al medio presento variados efectos. Se observé clorosis en la parte distal
de la hoja en los explantes en el medio MS cuando se combiné con P-Ca en una
concentracion de 2 mg L1. Por otro lado, se observo hiperhidricidad en los
tratamientos con BAP solo a concentracién de 2 mg L (T14). Posiblemente estas
respuestas pueden ser explicadas a la deficiencia nutricional de uno de los medios de
cultivo (MS), ya que el PCL2 contenia sulfato y enriquecido con vitaminas, el cual

favorecio el desarrollo de las plantulas.
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Figura 12. Numero de brotes de sotol a las 8 semanas en medio PCL2 en

presencia de BAP y P-Ca
Los brotes se trasvasaron a las 8 semanas en un medio libre de reguladores lo que

favorecio la produccion de raices a las 4 semanas posteriores (figura 13B).

Figura 13. Respuesta morfolégica en la formacién de brotes (A) y raices (B) de

sotol.
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La tasa de multiplicacion de brotes fue significativa con la combinacién de los dos
reguladores obteniéndose 3.5 brotes por explante. BAP y P-Ca actuaron
sinérgicamente, ademas P-Ca favorecidé la sintesis de citocininas endogenas
(Rademacher, 2000).

Este valor fue menor a los valores obtenidos para el género (Reyes et al., 2013) donde
se obtuvo hasta 10.3 brotes por explante con BA a una concentracion de 3 mg L, de
igual forma, para la especie (Villavicencio et al., 2007) donde se obtuvo un promedio
de 7 brotes por explante.

Los resultados de este trabajo de investigacion pueden ser explicados al considerar la
edad fisiolégica de los explantes, donde la presencia de citocininas enddgenas
favorece la organogénesis. Al respecto Alleweldt y Radler (1962), mencionan que el
potencial organogénico de un explante es inversamente proporcional a su edad
fisiolégica y caracteristicas morfogenéticas, ademas, el tipo, concentracién y
combinacion de algunas fitohormonas (citocinina y auxina) afecta la induccién y
proliferacion de brotes. Asi mismo Skoog y Miller (1965), menciona que un alto nivel
de citocinina contra un bajo nivel de auxina provoca la formacion de brotes en tejidos.
Villavicencio et al., (2007), realizaron un estudio sobre micropropagacion y producciéon
in vitro de sotol, el medio base que se utilizé para la produccion de plantulas in vitro de
sotol es el de Murashige y Skoog (1962); el cual se complementd con diferentes
concentraciones de fitohormonas, vitaminas y ajustes osmoticos. Se obtuvieron
nuevos brotes a partir de epicotilos considerados como explante, los cuales con una
relacion citocinina-auxina de 10:1, mostraron que la respuesta morfogenética esta
relacionada con la presencia de fitohormonas, siendo la interaccion BA-AIB

(benciladenina-acido indolbutirico) la que promueve la induccion de brotes de esta
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especie, siendo el MBM adicionado con 1.10 uM de BA + 10.36X10™ uM de AIB el que
promueve la induccion de brotes de sotol, registrando una tasa de multiplicacion de 7

brotes/explante.

Los reguladores de crecimiento son los factores mas importantes involucrados en la
regulacion del desarrollo bajo condiciones in vitro. Cuando las concentraciones de los
reguladores de crecimiento no son fisioldégicas se observa una expresion morfolégica
del estrés. En el caso de la aplicacion de BAP solo, se observo brotes con
hiperhidricidad, mientras al combinarse con P-Ca favorecio la formacion de plantas sin
esta respuesta fisioldgica. La aplicacion de Prohexadiona de calcio ha demostrado
promover la formacion de brotes en diferentes cultivares (Hisamatsu et al., 1998;
Sansberro et al., 2001; Ramirez et al., 2005; Garcia-Osuna et al., 2011).

La P-Ca favorece la brotacion por inhibicion de la GAzy GA7 las cuales pueden inhibir
el crecimiento en ciertos tejidos por bloqueo de la 3 B-hidroxidacion; por otro lado
también puede impedir la formacion de GA1 y GA4 por 2 B-hidroxilacion que conduce
a la formacién de GAs y GAsz4 (Sanberro et al., 2001).

El crecimiento de la planta requiere de una combinacion de divisidbn celular y
expansion, la cual es ampliamente regulada por factores ambientales y enddgenos,

como las fitohormonas.
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VI. CONCLUSIONES
La germinacion in vitro de las semillas de sotol presentan un porcentaje de
germinacion alto con el proceso de imbibicion de 24 a 48 hrs. El IVG fue mayor

con el tratamiento con 48 h de imbibicién.

Los medios evaluados fueron adecuados para la propagacion masiva. La
combinacion de la citocinina (BAP) y el inhibidor de giberelina (P-Ca) resultaron
en produccion significativa de brotes. Y de una mejor calidad de brotes en

comparacién con el BAP solo.

La calidad del brote fue mejor en el medio PCL2.

Se recomienda probar la P-Ca con otras citocininas.
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XIl.  ANEXOS

Medio MS

Componentes quimicos para medio MS

COMPUESTOS SOLUCION MADRE 10L (g)
MACRONUTRIENTES
NH4 NO3 16.50
KNOs 19.00
CaCl2. 2 H20 0.3322
KH2PO4 1.70
MgSOa4. 7 H20 3.70
MICRONUTRIENTES
MnSOas. 4H20 0.128
ZnS0s4. 7TH20 0.086
H3BOs 0.0620
Kl 0.083
Naz MoOa4. 2H20 0.0025
CoCl2 0.00025
CuSOa4. 5H20 0.00025
SOLUCION DE FIERRO
Na2 EDTA 0.373
FeSO47 H20 0.278
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Medio PCL2

Componentes quimicos para el medio PCL2

COMPUESTO SOLUCION MADRE 10L(G)
MACRONUTRIENTES
NH4NO3 10
KNOs3 21
MgSOa.+ 7 H20 4.35
KH2PO4 3.25
NaH2PO4 0.073
CLORURO DE CALCIO
CaCl2 4.56
CaClz .H20 6.0
MICRONUTRIENTES
MnSO4 H20 0.15
ZnS047 H20 0.05
H3BO3 0.05
Kl 0.01
NaMo0Oa4.2 H20 0.004
CoCl2 0.001
CuS04.5 H20 0.001
SOLUCION FIERRO
Na2.EDTA 0.3731
FeSO4 7 H20 0.25
VITAMINAS
Myo-inositol 2.50
Acido nicotinico 0.01
Piridoxina 0.01
Tiamina 0.01
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