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RESUMEN
£l género Pofianthes cs de distribucion restingida, ¢s sensible 2 las perturbaciones de sa
habitat natural v en consecuencia e valnerable a la extinelon. Varios de [os representantes
del género son imporiantes a nivel clentifico. calwral v ccondmice. La tmasformacion del
hibitat s uno de los prncipales factores que ateetan a las poblaciones silvesires tales como
P planvphvlic v P howardii, goe son especies que se encuentran smenazadas, por lo que es
necesarto tomar niedidas para ka conservacidn de las mismas. Eina de las estrategias que
pernite ¢l reseate. fa conservacidn v multiphicacion de especies amenazadas © en peligro de
extineion es ¢l empleo del cultive in virre de odlulas v tejidos vegetales. con la linalidad de
cstablecer un protocolo para ta propagacion jn vitro de estas especics se realizaron varios
ensavos pard fograr ln desinttecién del bulbo. encontrande como mejor estrategia de
desinfeccion, un tratamiento fimgicida-baclericida 1 base de Captan® {mgl. 73 v
Bactrold (1 mg-I,'“) durantc 20 min v la etilizacidn de clorure de mercurio (FaCly) al 1%,
durante 10 nin. Los bulbos de las distintas cspecies se colovaron en medio de cultivo MS,
en ¢l que fueron cvaluados nueve tratamientos a los c¢uales se les adiciond citocinimay v
auxina en dilbrentes concentraciones donde se evaluaron tres variables de respuesia (2 65 4
del cultivo v virro) nGmero de brote. tamadio de browe asi como numers de hojas, El
andlisis de dalos detecto diterencia estadistica significativa {u = {1.3) entre Jos diferentes
tratamientos. 1.os resuhindos indican que para fa vorisble nomero de hoja v tamafio de brote,
P howardir logrd una mavor chicacia obteniendo hasta dos hopas v un tamaito de brote de
7.33 mm. en cuante al ntmero de brotes. P planpindla {ud mas eficiente unllizando ol
tratamiento que contenia ANA {Acido naftalenacético) 10 me'L . BA (Benciladenina) 3.0

me-L" KIN (Cinetina} 0.5 mg-L".



1. INTRODUCCION

Mexico dene una gran diversidad bioldgica debido a su posicion geoeratica v sus diferentes
chmas (Ramamearthy et ol 1998 v Toledo, 1988). A nivel mandial nuestro pajs ¢s
constderade enire las naciones con mayor riguera biologica (Villasefior. 1991). albergando
entre of 8 v cf 12% de las espeeies del plancta (Challenger. 1998). Su Horm fancrogamica se
cateufa entre 22,000 (Rzendowyki. 19913 v 22331 especies (Villasefior. 2003). las
especics endimicas comprenden ¢l 36% del totad de ka flora mexieana (Villasciior. 2003),
H género Pefimathes 1. {Agavicea) es endemico de México. ¢ incluve 15 especies. tres
vardedades v unos pocos cuttuvares. La mavoria de las especies de este pénero se utihzan
para fines ornamentales v ceremenialos. 11 mas conocido es ¢f taxon Polianthes tiberosa
1. (Nardo). que ha side cultivado v utilizade pura practicas medicinales v ceremoniales
desde tiempos prehispanicos (Solano v Forta 2007, Solano v Rios-Gomez, 2011). También
es una de las flores de corte mas importanies cn las zonas tropieales v subtropicales
Bensehop. 1993). La flor se manticne fresca duranie un Hempo muy fargo, P mberosa s
cultiva comercialmenie por sus flores {ragantes on paises tales como la India. Nueva
Zelanda. Japon ¥ Méxicoe. La mavor parte de la produccion en Mexice se concentia ¢n los
Estados de México, Morelos v Poebla. en donde existen aproximadamente 300 ha de este
cultivo. las cuales generan $6°300.000 délares anualmente (Camino e ol 2002), También
se cultiva para 1 industra de la perfumerta en fa India v Francia,

Por otro lade. las especics silvestres def género presentan colomcionces que van
desde el blance, amarillo, rojizo. rosade v anaranjado. osta caracteristica las hage ntractivas
para usarlas on programas do ncjormmiento gendtico. Sin embargo. algunas do estas
espoeies estan catalogadas como on peligro de extineidn, una de las prinaipales razones de
este estatus os fa pérdida del habitat natural de estas especies que ha ide desapareciendo por
los cambios en ¢l uso del suclo, Por esta siluacidn os necesario generar estrategias que
avuden a lg conservacion v mantenimiento de estas especies va sea en su habiat s site o
fuera de dste en colecciones de trabajo o bancos de germoplasma ex sita,

1.as especies silvestres de Poliouthey se consideran perennes. el mayor erecinmonio
vepcttive se presemta durante primavera-verano. Horecen  durante verang-clofio v
pemmanceen Jatenics en invierno. La propagacion de esit especic pucde ser vegehiva

mediante ¢f uso de fos bulbos que estin latentes on of suclo o gencrativa medianie ¢l uso de



Tas semilbas, la desventaja principal de Ja propagacidn por semilla ¢s ¢f tempo requerido
para obtener plantas adullas va que es muy kargo. sin embargo. esta puede ser una gran
alternabiva en ¢l caso de mangenes la diversidad genética v repraducir aguellas espeeies
sitvestres del gdnero Polignthes que se encuentran en peligro de extineion.

Bl uso de herramientas hioteenologicas en plantas. on este case o cultivo i viro,
puede uvudar 2 solucionar los problemas de propogacion v conservacidn de especies
vegetales smenazadas, para sa posterior uso on o mejoramisnto gendtico.

Cabe mencionar que esta investigacion forma parte del provecto “Mejoramicnto
genctieo de Narde (Pofianihes tuberosa 1.7 cuvo objelivo principal o8 inieiar un programa
de mejoramiente gendtico del mismo con ¢ propdsito de oblener lincas mejoradas atiles

pata la zona de produceidn ded Estado de Morelos,



2. ANTECEPENTES
2.1 Descripeitn general

Ll género Podianihes perteneee o Jo Fanilia Agavocene, hierbas perennes, de rafees carnoso-
fibrosas, rizomas cortos v atlindrives, lax hases de fus hajas inferores con aspecto bulbose:
hotas basales v caulmares, aminas fincares a Junceolndas, en ocasiones alygo suculentas.
planas o acanaladas. glabras v ocastonalmente pubescentes. verdes o phuaweas, las
persaduras lisas o papilosns en Ia carp oxtenion, marpenes hialinos, enteres o Hinamentc
denticulados: mflorescencia en forma de espigi o de racime. con 3 a 8§ nudos, por lo general
cada nudo con un par de flores. dstas crectas en boton a la madures colaantes v con los
tubos rectos. recurvados u honzontales, con briwteas forales v 1 0 2 bractéolas Jeltotdes:
flores cidindrico-tubulosas a angostamente infundibulitormes. algo carnesas a soculentas.
de color naranju. rofo. rojo~anaraniade. rosude. blanco o coral, con la gargama anarilla:
sepmenios el porianio cortos v deloides o Leges y oblonges. dpices Heernwnte
cueulados v pilosos: estambrey melusos. con insercion en la buse de los seamentes v en ol
wibo, anteras senuversatiles: ovario tnlocular. ovudos numerosos. estigma trifobado: capsola
amphamente clipserde a globosa. Toculierdar senyllas deltotdes, planas vy negras. Abrededor
Jde 13 0 20 especies mexicansy. 8¢ distribuve o traveés de a5 zonas monafiosas Jdeb pads, T
espeete P ondheresa 1o os ampliamente cwdiivada on vanas regiones del mundo. en Mixico

se conece como mardo” Utredowski er of. 2003,

2.1.1 Descripeion por érgano de a planta

Bulbo ¥ cormo

Las espectes del génere Poffeades son plantas herbdeeas perennes, arrosciadas,
cuvas hojas persision por una sela ostacion de crecimicrie. Presennn un tallo hipoges
onsicionat que sc oncuenira corcano a fn superficie del suelo. empicss o JesarroHarse
durante el primer afto de erecimiento. carcee de rafves. estd cubterto con la base de lay hojas
de Ja roseta que son cast incoloras cuando ostan lurgentes v-al marchitarse adguieren un

color enfé oseirn, 81 se elinnnsn Ias bases folinres queda sl descahierto el 1allo v o] dpice



det mismo. con dgunes remanentes de pedincudos Borales gue s¢ Tormaron ¢n 1os afos
anteriores. 120 arreglo de ostos pedimeules muestra que se eriginan simpodinlmente. Por
abao del llo anteriormente deserto. snicia su diferoncizeion durante ol scaundo ado de
vida de la planta. un tallo que se dispone en forma vertical. eilindrice. caroso. desnudo con
entrenudos muv cortos v vemas bianquecinas sin eatatilos protectores on los nudes.
generalmente os de color cald claro. Gnteamente en P fiowardii Verhocok es calé oscuro.
Presenta radees contréctiles, carnesas de eolor blaneo. su nlmere varin desde dus hasta 22,
A partiy de las raices contrictiles sc desarrollan rafces scoundarias laterales que se
caracterizan por ser mds delgadas v color cafd oseuro (exeepto P densiffora (Robinson £
Foernald) Shinners). Tanto el bulbo comoe o cormo del genero Polianthes, almucenan

sustancias de reserva que fe permiten sobrevivir durante Ta $poca de sequia (Solano. 2000,

Hujas

Lus hojus sou glornas, dispuestas en fornna de rosela v oon lodas las ospecics
aparecen eu s buse puntos de color purpura, §as Fiminas tienen en general formy lingar.
con ¢l apice agudo. Unicamente en /2 plarepincila son eliptico lanceoladas a angosiamente
ovadas. con ¢f dpiwe mucronado v oen P lowardii son angostamente oblanceoludas o
Lineares v fombién Uenen dpiee mucronado ¢ agudo. Su longitud va de ¥ hasta 30 em. por
(.2 haswy 2.8 com de ancho. El nimere de hojas ¢ muy variable tanto ialra comeo
interespevificamente. Bl margen puede ser entere 0 pueden  desarrollar papilas o
dientectlos, wmbicn papioso o Tnamente denticulado. Sole en . graminifodia ¢x tihado.
Las hojas de todas las espoacs de Polfanties cotran ¢n senescencia cuando 1wrming fa
¢poca de Huvias, vuelven a brotar ¢n la siguiente estacion Huviosa, durante este periodo,

fnicamente permanceen vives fos organos Je almacenamivnto (Solano. 200403

Inflorescencia

11 pedinculo de a mflorescencia es cilindrico v Biso. Aungue on las deseripeiones
originales de la mavoria de las especies de Polimnthes Wwda ta milorescencia se designa

como escapo. Font Quer (19773 menciona. que un eseapo os un tallo que se origing de un



rizoma 0 bulbo v ostd dosprovisio de hojas, ademas. porta las {lores en ol dpice. Aunque
esta estructura e comdn en jas monocotleddneas, en Peliant/ies ne corresponde con Ta
defiruerdn anterior. on oste caso la infloresceneia se origina del apice de un bhutbo, ésta
presenta hojas (bricteas) v en la poreidn {énil bracteas v bracifolas: ademas, las tlores no
se disponen en <] apice del eje floral, st no cubren desde la porcion media hasta la parte
distal del misme. En la infloreseencia s presenta una brieten on todas las especics. 1o cual
generalmente s¢oinseriz a nivel del nudo teral v orara ver sobre ef pedicclo. Las bracteas
disiminuyven abruptamente de mahio hacia la porcion terminal de 1z inflorescencia. Las gque
se encuentran cubriendo las flores pueden sor ovadas o lanceoladas. con dpice agudo o
acumihade. Fl ntimero de nudos (Ertiles pucde ser de uno hasta -4 1in general en cada nudo
il se encuemran dos Hores protegidas por una brietea v una o dos bractéolas.
Unicamente P. densiffora ¥ P, howardii presentan una sola Hor por nudo. Los
entrenudos Frtiles se van diferenciando del lado opuesto a I bractea Moral, para orientar

cada flor o par de lores vn una posicion pscudolateral (Solano. 2000,
Flor ¥ Fruto

Todas las flores. cuando s¢ cncuciitan en eostadio de vemas, son ¢rectas. Sin
embasgo 2 medida que se van diforenciando. cambian de orentacion von respecte 2l ¢je de
fx infloresceneia, esta orientcion puede variar o medida gue las ores maduran. La boea
del tubo del periante pucde ser stimétrien o asimdtrica. Cabe sefmlar que en ¢l adoero
Polianihes no existe una difereneizedn entre cibiz v corola, sin embargo s¢ as6 el térming
perianto debido a que ¢n la gran mavorin de los tratamienios taxondmicos de las
monocolileddneas. varios awtores io han vemdao utilizando. La forma del wbeo det periante
puede ser jubular, hipovrateriformie ¢ infunditiforme. Los colores de las difvrentes ospecies
son muy variados. Los ostambres son seis. Log filamentos son blancos o amarillos. Tax
anteras se localizan en Ia poreién media del tabo o justo por debajo de Ta boea del mismao.
con una longitud de 0.3 a L6 em. B estilo es Bliforme a ligeramente engrosade. de color
amariie a blanco v su longitud varia desde 10 hasta 105 em. [ estigima es inlobado,

verde amarilento. amarillo o blanco. Kl Buto ey capsular con dehiseoncia foculicida, Puede



scr amplimmenic chipsoide a casi esfCrico. En todas las cspecivs ¢f twbe del perianto

permanece seco v completamente curvado hacia la base ded Guto (Solano. 2000,
Semilas

L preseneta de ftometane en ba exotesta de las senulias os cantcteristiea del orden
Asparagales. por lo wate estid presente ¢en ¢l eénero Polianthes, Bl fomclane s un
compuesto de los taninos que les conliere color negro ¢ cusl pucde ser brillanie u opaco.
Vista de porfil. a forma de la semilla. puede ser debtotdes a semicireulares, con un lado

recto. prominenternente angulads v rugosa en su cans 1angencial (Selano, 20063,
2.2 Usos de las especies del género Polianthes

Las espectes del género Polianrhes son utilizadas como plants ornamental en s
herticeliura, representado priveipabinente por 7 mberoya. sta {lor tenbién se cultiva
como fuente de esencia aromilica para la industria del perfime. ] aceite fragante de P
suherosa proviene principalmente de fa India v o5 uno de los mis caros acciles aromaticos
que se ublizan en perfumes. con un valor de mas de S27000.000 de dolares por Hibra
(Hodges, 20103 Algunos de los componentes presentes en ¢l aceite do narde
¢principaimente ¢f geraniol, mdel v antrmilate} se sabe tienen actividad antiftingica (Nidiry
v Baby, 20033 Debido a la alta concentracion de sapogenina on sus rajees uborosas,
muchas espeeies se han atilizado como sustitato de jabdm (. gemiaiifiora. I, grammifoita v
P niberosa). Por osie uso dichas espocies son conocidas como “amole”™ nombre ndhuatd que
significa jabon. o tambidn sc les Hama omolisochitl u omitixechit) (flor de jabon e lengua

nahuntl) (Solano, 2000),
2.3 Distribucion del pénero Polianthes
Poliunthes inberosa es originaria de Méxreo v se extendio a todo cf mundo durante

et siglo XVE Las espectos silvestres de este género sélo se encuentran en México v ¢l

maver niimero de especies se encuentra en ¢ Hstado de Jalisen. (Bmba-Gongaler er al. en



prensa). La distribucion geografica del géncro Polianthes. sc cncuentra en 18 estados de la
Replblica Mexicana. El drea que registra la mayor diversidad de especies se localiza en
Nucva Galicia. especificamente en ¢l sur de Durango. este de Navarit. sur de Zacateeas.
norte v eentro de Jalisco. sur de Aguascalientes v norte de Michoacin. Esta drea cs ¢l centro
de diversidad del género. Segun las provincias floristicas propuestas por Rzedowski (1978).
todas las cspecies sc encuentran en la regidon Mesoamericana de Montaiia. en las provincias
floristicas: Sicrra Madre Occidental. Serranias Meridionales (Principalmente en ¢l Eje
Neovoleanico Transversal v ¢l sistema Montaiioso del Norte de Oaxaca). la depresion del
Balsas v la Sicrra Madre Oricental (Figura 1). Por lo que se reficre a los tipos de vegetacion
en los cuales se encuentran las especies. la mavoria de ellas se establecen en bosque de
pino. encino o mixtos. Algunas especies habitan los matorrales xerofilos y pastizales. pocos
taxa s¢ encucntran en sclvas bajas caducifolias o medianas subcaducifolias.

La distribucion geogrifica v los tipos de vegetacion en los cuales se desarrollan las
especies que conforman ¢l género Polianthes no se habian establecido con precision.
Unicamente se habia planteado que es endémico de México con una distribucion restringida
al centro v oeste de nuestro pais. También se menciona que cubre dreas muy reducidas de
Chihuahua v se desarrolla preferentemente en clima templado. frecuentemente en bosques

de coniferas v pino-encino (Alvarez. 1987: 1989).

Figura 1. Distribucion del género Polianthes en México (Adaptado de Solane, 2000 v Rocha ef al., 2006).



2.4 Los recursgs gendéticos ¥ su conservacion

Los recursos gendtivos son todo matenial gendtico de valor real o potencial
(Convento Sobre Diversidad Piologica, 19923 T ser homano depende de los recursos
genclicos para su sobrevivencia. B desarrollo de nucvas variedades. la bisqueda de nuevos
ftofimaces. la sustitucidn de coloranies artifiviales por pizmentos naturales. Ta necesidad
de encontrar genes de resistencia 2 diversos fuctores bidticos v abioticos que alectan a las
espectes cultivadas v o ereciente demanda por nuevas especies ormamentales. son algunos
cjemplos que exphican el tnlerds mundial por prospectar v eoleetar germoplasma: ademis,
el mismo es conservado v earaclenzado desde ¢l punte de vista taxonOmico. morfologico.
bioguimico. gendtivo v {isico quimico. Los recursos gendticos son por lo tanto. fuenices
actuales v petencines de negocios gue impactan directamente ¢f desarrollo ccondmico de
los paises. ast como cf bicnestar v ia calidad de vida de los ciudadanos. El uso de recursos
sepdticos vegetales 3 pivel mundial genera ventas anuales entre 75 v 150 mil mllones de
ddkares en productos larmacduticos v entre 300 v 430 mil mullones de dolares on productos
agricolas (Salaszar of af. 20063,

Lz conservaeian de 1os recursos gondticos vegelales {plantas liles o potencialmente
gtites al ser humuno). se pucde practicar bajo dos modahidades: i sine. os deeir en el lugar
donde crecen en estado silvestre. 0 ex sitre. fuera del habitat natural de los organismos
{Salazar er al.. 2606).

La conservacin i site o8 la conscrvacion de los ceosistemas v olos habitats
naturales ¢l mantenimiento v recuperacion de poblaciones visbles de especies en sus
entornoes natarales v, en caso de las especies domesticadas v cultivadas. ¢n los entornos que
havan desarrollado sus propiedades especificas {Convente sobre Diversidad Biotdgiea,
19923

Ta protcecion de los ambienmtes naterales es ef mecanismo mas cficiente parn
conservar fa biodiversidad de una regidon o un pais. pues postbilita que ocurran los proccsos
evolulivos, os decir ka adaplacion continua de poblaciones silvestres a factores ambicniales
v promiueve of desarrelio de nuevas caracicristicas gendticas. Sin embargo osta condieion s

st mavor desventaja, debido a s volnerabilidad del sistema por su exposicion a factores



ambicntales v humanos que sucien amenazar ln subsisicneia de Jas cspecics v osus

poblaciones, principalmente las especies raras (Saluzar er ol 2006).
2.4.1 Conservacion ex sifi

Se define como la conservacion de muesiras gencéticamente representativas de las
especies. que se manticnen viables z traviés del tiompo, fuera de su habitat natural © Tugares
de cultivo, on ambicntes controlados v von apove de teenologiss apropiadas para dicho
proposito, también ayuda al mantenhmiente de poblaciones viables de espuecies amenaradas
sobre todo cuando la amenara a la superviveneia de las especies o3 tan severa. gue no existe
esperanza de su mantenimicnie on condiciones i sife proporciona servicios de educacion
y concienciacidon publica v permite la investigacion basiea v aplicada sobre cspecies v
recursos gendticos. Fste tipo de conservacion estuvo inicialmente oricntada a mantener
colecciones de vanedades de coltive de gran mmportancia alimentaria en buncos genéticos,;
sin wmbarge. gradushaente so ban ido incrapentondo o nimere de colecciones Jde espeaies
silvesires en condiciones de manejo fuers de sus habitals natursles, 1o cual pone en
evidencia la imporiancia de la conservacion como parie del mancjo de ta biodiversidad
{Consorcio GTZ FUNDECOIE, 2001).

I3 sabido que o mecanismo mas cllviente para conservar la brediversidad de la
Tegion e3 proteger sus ambicnics naturales. pero ¢s tambidn reconocido que los programas
de conservacion ex siw se jushillcan para seplemeniar a Jos programas de consenvacion i
s asegurando @ fargo plazo of andlisis v propegacion de especies raras v amenazadas. Se
debe enfatizar que < proposito del mamtenimiento v reproduceion en condiciones ex sitr ¢s
reforzar v ono reemplazar los meeanismos de conservicion de fas poblaciones silvestres
{Consarcio GTAFUNDECOHL 2001).

Se detine por o tanto la conservacidn ex sife. como ¢l manienimicnio de los
componentes de la diversidad biolégics fuera de sus habitats nsfurales. procese que mmplica
wnto ¢l almacenamiento de los recursos gendlicos en bancos de germoplasma. como el
eslablecimiento de colecciones de campo v mangjo de espeeies on cullive: pare su adecuads
practica se debe tener un amplio conocimienio sobre fas ospectes v on funcidn de oste

conociniiento, desurrollar la estrafegia adecuads v omwedidos perfinentes que permitan
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recaperar, rehabilitar v oreintroduedr bas cspecies amenazadas ¢n sus habiiats natarades.
Lixisten multiples sspectos dentro de una estrategia de conservacion en los que se debe
tener cuidado: Seleceidn del gennoplasma & almaccuar @ corto, mediano yio largo plazo.
reeoleceion de los recurses bieldgicos, earactenizacion v evajuacidn, procedimientos de
comservacion v procedimientos para su uso racional con fines de explotacidn vo
reintroduceiaon en tos agroccosistemas o habitats naturales (Mijangos v Moreno, 2610

Leos mecanismos de eonservacion «x sir deben operar on paralelo 2 programas v
procedimientos adecuados de renovacion de germoplasma v programas de mejoramicnio
gque Je den uhbidad a éste, comsiderando como parie fandmmental la diversidad de las
especics mvolueradas (Mijangos v Moreno, 2010),

Meéxico os ubicado por diversos autores cntre los pafses con mavor riqueva floristics
(Mittesmcier v Goettseh, 1992; Nevra v Durand, 1998, Ramamoarthy. ef af., 1998 Teledo,
1088). México ocupa el tereer bugar en la diversidad de flors en el mundo. con un 1wotal de
22,411 sspecies {10% de Ia flors mundial). de 1as cuales 534.2% son endémicas (Magafia v
Villaserion. 2002) que habiwn principahoeste on s fridas v semdandas del pais. Sepon
datos del World Conservation Montoring Centre. menetonade por Walter v Gillett {199%),
of 125 %% del total aproximado de 230,01} especies vegetales conocidas en nuestro planeta.
se enutentra on peligro de extineidn.

La famiha Apavaceae se distinbuve a o largo del Continente Americano desde ¢l
sur de Canadd, México. Centreamérica. hasta ¢f norte de Sudamérica ¢ islas del Caribe: sm
cinbargo, Ménico es el centre de maver riquera v diversidad, va gue en €1 se encuentr ¢
73% del towd de las especies. Los géneros Jgave. Beschornerio, Furcrea. Hesperaioe,
Manfreda. Poliauthes, Prochinvanthes v Yucce pertenceen a la Tomidia Agavaccae. [
vénere Polianthes. ¢s de distribucion restringida, ¢ sensible a las perturbaciones de su
habital natural v en consecuencia ¢s vulnerable a fr extineion. En Mdxico. cineo espeeics de
Pedianites (7. densifiora, P howardii. P dongiflora. P, palusiris v P plagvpindlay e
sncuentran tncluidas on fa categoria do protecctdn cspeecial en 1a Noma Ofieial Mexicana
(Andnimo. 2002, P howardii esta en peligro de extinaidn v P planphylle se encuentra
amenazadi. P estudios realizados por Fena-Arrovo of o {2010}, localizaron Ias areas

donde se distribuven estas plantas (Froura 20
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Figura 2. Localidadex en donde se han recolectado las cinco especies de Polianthes (Tomado de Feria-

Arrovo et al., 2010).
2.5 Propagacion

Las especies silvestres de Polianthes sc consideran perennes. su follaje se mantiene
una sola temporada de crecimiento v estan latentes en invierno. En consecuencia. esta
espeeic puede propagarse de mancra vegetativa a través de bulbos o de manera sexual
mediante semillas, La principal desventaja de la propagacion por semilla es ¢l tiempo
necesario para que las plantas aleancen su madurez. sin embargo esto puede ser un medio
importante para mantener la diversidad genctica v propagacion de las especics en peligro de
extincion de Polianthes. En general las semillas de estas especics permanceen en ¢l suclo
durante mucho tiempo v se dispersan en el otofio. perdurando inactivas en el periodo de
invicrno v listas para germinar cn periodo de lluvias en verano. Por tanto cstas scmillas
tienen un largo periodo de viabilidad v se consideran “ortodoxas™.

P. tuberosa se propaga por bulbos. bulbillos v semillas. Al igual que los Polianthes
silvestres. las plantas procedentes de semillas tardan mas tiempo en florecer que las
procedentes de bulbos. La produccion de semillas es pobre en los tipos de una sola flor y la
lasa de germinacion es muy baja (Iodges. 2010z Sheela. 2008). Por lo tanto la propagacion
vegetativa de los bulbos cs ¢l método mas ccondomico de propagacion. utilizandose la
propagacion por semilla solamente para programas de mejoramiento.
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2.6 E1 Cultivo in vitre

Tl cultive de teidos vegetales puede wilizarse para diversos propositos tales como:
la micropropagucion, Ia obtencien de plamas libres de vitus v obros patdgenos. ¢l
nrjoramicnio gencico v I conservacion de germoplasma, La micropropugacion presenta
imporiantes veniazas sobre los métodos tradicionales de propagacidn. entre cllas se pueden
citar; Incremente accelerado del ntuncro de plamtas denvadas por sonotipo, reduccion dei
temipe de multiplicacidn, multiplicacidn de grandes cantidades de plantas on wna superficic
reducida a bajos costos ¥ on u iempo ceonomiciimente costeable. mavor contro] sanitario
del matenal gue se propaga. posibilidad de multiphicar rapidamente una vanedsd de 1z cual
existen pocos individuos, cic. (Abdelnour-Iisquivel v Vincent-Escalant. 1994). El medio
MS (Murashige v Skoow. 1962). inicialmente desarrollado para ¢f cultivo de callos en
tabace, ha probado ser piuy exitoso en muchas especies. Presents coneentraciones clevadas
de ninate v de wmnonio le gue pennite su uso en <] cultive de menstapos y osiudios Jde
organogénesis.  Fs o probablemenmte el medic mas  utilizedo  en las  tenicas  de

mictopropagacion.
2.6,1 Las fitthormonas

f.as fitobormonas son compuesios organicos, diferentes de los nutrienies gue cn
pequeiias cantidades v por 1a natoratess o of arreglo particular de s moeléeula formentan,
mhiben o modifican ¢ desarrollo de los vegclales, Todas las plantas  presentan
fitohormonas. ls cuales son promotoras para ol desarrollo v ereeimiento. sin embargo éstas
pueden ser inhibidas & reouladas por otrus (Phnienta er ol 20001 se encuentran en ol
meristemo apical. meristema radicular, en los mitos donde promucven ta maduracidn, asi
como la abscrsion de las hojas v frotos, tambidn aenian cn la maduracion v desarralle del
embrian, xisten muchox grupos de fitohormonas, de las cuales las mas conocidas son las
auxinas. ciocininas. giberelinas, avido abseisico v ol ctileno. Estas sustancias se utdhizan en
Tas diferentes téenicas de nueropropagacion adicionandose ol medic de cultivo donde se

voncedn como regidadores de erecimicnto. En lo actualidad las ohormonas (o reguladores
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de crecimiento) son uhlizades cn diversos campos do Ja agronomiz. Dentro de los
repuladores de creenniento fos mas importantes son las auximis. osta palabra proviene del
gricgo awxein quo significa erecer, ¢s una [ohomnena sintetizada en las odlulas del
merisiemne apreal del tallo v ramas, de estas partes os transportada a través de las oéiulas de
las plantas ¢ por of xilema o Noema (Rojas v Rovalo, 1979). Una de sus funciones en las
clulas es promover ¢] ablandamiento de lu pared celular (Flores-Vindas, 1999}, ademas
migrvienen en ko division celular, elongacion de tallos. coledptile. dominancia apical.
tnducctm de onraizamicnto. dicrenciacton del eido vaseular. desarrolio de frutos ¥
movimientos ropicos como ¢f movimiente do las ramas hacia I fuzs inhibe ¢ sitio de
abseision de hojas v eaida de frutes (Pimenta ef af., 2006).

Las citocininas son derivados de Ja adenina. estas promueien la division celutar.
wie de sus ofeetos es retrasar la senesconeia o of envejecimionto on los rganes vegelales.
induce ] creeimiento on tallos v ramas. rompe la dominaneia apical asi como ¢l letargo en
vemsas ¥ osemillas (Rojas v Rovato, 19790 I efecto chochnético vania segin ¢l compuesto
uhilizaalo v ef ipo de caliive, En pencrat es wooesario of balapee entre suxinas v chocisis:
ta interaccion es complela v oa veccs es necesaria Jo combinacion de dos o s sustancias

parz obtener el efecto aptimo (Guevara, 1987).
2.7 Sistemas de Micropropagacion v regeneracion
2,71 Prodiferacion de vemas axilares

El mnétedo de profileracion de vemas, ¢s una t&enica de migropropagadion que
utiliza como explante los puntos principales de erecimiento de las plantas. los cuales s
encueniran en donde oXisten merisiemos, on tidos jovenes v nudos de Ta planta,
Ta preliferscion 4o vemas es ¢ mdoda mds Hetl v rentable de la micropropagacian
Generalmente se clige este mctodo porque tiene como ventajas principales ser aplicable &
un amplio rango de especies vegetales. proporciona uniformidad de produceion v altas tasas
de propagaecion. ademas de permitir e} control de apancion de viras por ubibizar partes
meristermaticas dol kepdo como explante inicial (Torres o7 ol 0 20063, Scgin Santacruy

{2002, esta teniea por su mangjo se divide en: Cultivo de brotes v cultivo de nudos
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2.7.2 Qrgunogénesis

En el método de organogénesis se produce cualquicr tpo de drganc como raiz o
hoja. pero o una plania completa: este método wiitiza dos vins: direeta e indirect,
La organogdnesis directa es la formacidn de Organos o parlir de odlulas competentes
determinadas pare esie fin, como el ease de la tomiha Crassulaceac, gue sus hodas son
capaces de formar Grganos sin fa adicion Jde reguladores de crecimicnto (Torres e of .
2080}, La erganogdénesis mdirectd consiste ¢ que o partir de edhulas no diferenciadas como
calle. s presentan brotes, ratces ¢ alpin olro d1gano. esto ocurre por la adicén de
reguladores de erecimiento al medio de culiivo. dependiendo de las condiciones enddgenas
de tos tejidos v ded regulador de erecimento gue se adicione. Tu diferenciacion puede variar

para cada tipo de planta (Dodds v Roberts. 1983).
2.7.53 Embriogénesis somatica

s la produceidn de embriones (ndividuos completos) a partir de wna sola céhula
somidtica, ocurre de manera natural, este os debado 2 la totipoiencera de las ohulas vegetales
Martmann ez ol 2002% algunas plantas tenen tendencias de poliembriogénesis. esto
ocorre cuande on la tertilizacion cigofica of embridn se divide on uno o mas embriones.
también sucede on las hojos de oalzounas especies (George, 19935 La cmbriogénesis
somatien i vitre puede lanbidn realizarse por lag vias direcla o indirectn al formar ealio.
Un tendo seoimduce a fa formacion de callo con fa presencia de guxinas. estos pueden
Tormar los embriones somdtcos o también s¢ pueden desarrollar on cultivos on suspension,
Diche método presenia variaciones gemrdticas o que se denomina variacion somacional que
pucde ser una desventapa para slgunos cultives en los gque se quivra mantener ostables kus

caracteristicast osta tdenica s¢ uhliza para el incjoramicuto genétice (George. 19933
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2.7 Conservacion in virre

El cultive i virre de plantas es una denominacion gendricn pars un conjunto de
tecnicas gue lienen como caracteristica of uso de eélulas, tejidos 0 draanes como material
pare propagar ¢l genmoplasma, mantenidndolo viable cn condiciones asépticas en
reeipienies que centienen un medio de cultive sintético, incubado on condiciones
medioambientales controladas (Milangos v Moreno, 20145,

El almacenamiento in vine se pucde  clasificar, sepin su duracidn, on
“almaccoamicnto per corlo plaze” {conoado on inglés como “short-tarm storage™) ¥ en
“almacenamiento por largo plazo™ (vonocido en inglés como “long-term storage™). Lin el
primer lpo. generalmente se utilizan wWenicas de cultivo i virn que fomenten el
crecimiente  reducido.  micntras  que en ¢l scgundo  s¢ utidiza prinvipalmente la
crioconservacsion.

En ¢l almacenamiento por corlo plaze los explantes permanceen in ko hasta por
12 nesey, manciande condiciones de celivo para rotrusar ¢ crcchmnionto v samentar fos
idervitlos entre subcultivos, Marin v Duvan-Vila (1991) conservaron secementos nodales
juvemles enraizados de naranja dulee (Cirmes smensis), naranja rifolinda (Poncirns
frifoliata). lima mexicana (O eurantifolia). wronja (C. paradis) v imon Bureka (O Fmon)
durante un afio mediante ¢sta Wenica,

Lsta estrategia presenta ventajas diferentes a las de las colecciones vivas en campo:
Proporciona mavor scguridad al germoplasina on conservacton {al tenerle continado cn
instalzciones sepuras. en resguardo v ovigHaneis constanies) ante e} electo de desasires
nadurales vooeventusbidades gue on campo no pucden ser controludas. mantence ¢l
aermeplasims hibre de patdeenos por medio de su propagacidn en condiciones asépiicas v la
Hmpieza del material biologreo de microorgmismos por culiivo de meristemos vo
combinacién con otros tipos de mdtedos como fa lermaterapiar permite un mayor nimern
de aceesiones sl manfener en recipienios pequelios una gran contidad de individvos
miniaturizades v ejido germinal. Las condiciones de asepsia v tejidos libres de patdgenos
proporcionan adicionalmente una mavor capacidad de movilidad para ¢l intercambio
internacional de germoplasma el al upo. simplificando Jos procedimicntos cuareitenarios

{Miiangos v Moreno. 2010,
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La conservacidn estalica ex siu (i virro) os complementaria a la conscrvacion vx
sitn (e vivo). v ambas complementarizs 2 o comservacion dimamica in osduw. Lo
conservaciOn fn vitre pede ser constderada como ana opoién con diferentes osirategias: ol
cultive i virrg bajo condiciones nomales de crecimiento para conservacién a corlo plazo:
Ia conservacion en condiciones de  lento  crecimiento v combinaciones con a
criopreseryacton para estrategias a largo plavo (Miungos v Moreno, 20100, Pese 2 las
miuples veningas que se mencionan de la conservacion i vitre de especies vegetales. no
cxiste un protocole nmiversal para la su conservacion por esla via. v os necesario establever
fas condictones mas adecuzdas de  desinfeecion.  establecimente.  propagacion v

mantenimiento para cada cspeeie.

2.8 Propagacion in vifre de nardo

La propagacion del nardo por medio de culiive de tgidos ha temdo como ebjctivo
principal of obtener material de siembra libte de virus, asi como una multiplicacion mas
rapida. su wso se ha extendido on programas de mcjoramicnio ¢ invesbigacion on osta
espeeie. g coanto a la micropropagacion masiva Muralidhar v Mchta (1982) lograron T
regeneracion de hasta 800 plantas 2 partir de un solo butbo. Krishnamurthy er af. (2003}
obtuvicron Ty micropropagacion de dos culiivares de nardo por medio de venus axslares v
seectones del tllo: por otra parte. Hulchinson er af (2004) reportaron ¢l uso de diferentes
reguladores de crecinuento como T137 ( Thidiazuron), BA (Benciladening) v ANA (Acido
Nattalén- l-acético). con of fin de disparar in generacidn de brotes: ademds Sangavai 3
Chullapandi (2008} consiguicron la propagacion in vitre a partir de scgmuenios de bulbo,

No existen tatormes cientificos sobre cultivo i vitro de Polinhes silvestres. por lo gue
serd de gran wnponancia generar 1a informacion necesaria respecto a la micropropagacion
de csias ospecios para su conservacion o reproduccian masiva cu ¢l ¢as0 JC que s noeesie

surcintroduceidn on los hibitats naturales, ast como para ¢f vso polencial de las msmas,
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3. JUSTIFICACION

El géncro Poliaufes os do distribucidn restringada. o5 sensible a las perturbaciones de su
habital natwral ¥ en consceuencta os vulnerable a la extincidn. Varios de los representanies
del género son importantes a mvel clentifico. cultural v econdmico. La transformacién del
hibitat es uno de los principales lactores que afecian a las poblaciones sihvestres (Garcia-
Mendoza, 19935 2004). La transformacion de los hibitats naturales se debe principaimente
a lay actividades agricolas v ganaderas, son precisamente ostas modificaciones del habitat
las que poren en grave peligro o poblaciones de geofitas como las cspecies de este género.
pues sus cormos v butbos son vulnerables al pisoteo por ¢f ganado v a las labores agricolas.
Iistas plantas permanceen vives durante las eslaciones adversas. oracias 4 $us organos de
reserva subterrineos. entre clios, cormes. bulbos, wbdéreulos v Aromas. La parte adrea se
seca durante ol estiaje v ¢l invieme. pere el vegelal persiste en funelon de eslos drganos. on
Tos cusles se almacenan agua v sustancias nutritivas, El pastoreo. ta erosion del sucko v las
labores cultuzales. o menude destruven o provocan dafios g esles estructutas v colocin a
estos organismos cn aiguna categoria de ricsgo (Carter, 1997

P planepindla v P Bowardii. son especies que se encuentran amenazadas, por lo que
¢s necesario tomar medidas para Ja conservaeidn de Jas muismas, T de las estrategias que
permitle of reseate, la conservacion v multiplicacion de especies amenazadas o en peligro de
extineién ¢s el empleo del cultive i vise de odiulas v epdos vegetales. Esto se ha
demosirado en trabajos de vestigacidn como of realizado ¢on Agave parrasane BBerger
(Samtacruz of el 1999 en que. gracias o estas enicas. se logrd micropropagar
exitosamente esia expecic. El génere Pofianthivs mereee atencidn especial por ser endémico
de Mdéxico. En < pais son pocos los trabajos de micropropagacidn de plantas v la mayoria
de Cstow se estin desarrollando en especies comestibles (maiz. {Tijol, trigo). Debido a la
mavar rentabihidad de los cultives ornamentales respecto a cultivas hisicos. ¢ importanie
contar con programas de micropropagacion, que evallen fa chiciencia de especies sibvestres
vy comereitles de Polianthes para obtener mavor produccién de dstas v cobrir Jas
necesidades de este mercado tan demandante ¥ que potencie ademas especies endémicas
gue pueden avudar a proveetnr of sector ornamemal a nivel internacional. Hn este sentido.

se propone un progroma de eficiencia en micropropagacion Je nardo {(especie endémica de
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Mdxive), evaluando la cficiencia de las conecentraciones doe diferentes regnladores de
crecimiente, iambicén se estard dande use a los recursos gendlicos nacronales asi como
censervaeién de germoplasmia con la mavor mtegridad posible de Ins poblaciones silvestres

v comereiales.
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4. HIPOTESIS

Las especies sibvestres Poffantles iowardii v P plasvphvile vesponden cficientemente 4 los

regulnderes de crecimiente on condiciones i vireo e relacion a P sirherosa.
5 OBJETIVOS

5.1 Objetiveg peneral

Detenminar gna concentracion dptima de reguladores de erecimiento que sca eficiente para

la micropropagacion de especies silvestres def eéncro Pollanthes en telacion a P mberosa.
pag E

5.2, Objetivos particulares

e Pvahur diferenles  concentraciones de BA (Benctladenming) v ANA {Acido
Nufwlenaccueo), para g micropropagacion de Pofianilies planphyiia. especic

amenazada

= Ivaluar diterentes  coneentraciones  de BA (Benciladenina) v ANA {Acido
Natftalemaectice). para la micropropagacién de foftandies frowerdil, especie on
peligro de extineton,

» Pyguer diforemies concentraciones  de BA (Beneladenia) v ANA (Acido

Nuflalenacélico). para la micropropagacion de Polinnthics tuberosa,
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6. METODOLOGIA

El presente trabajo se realizd en la Unidad dec Bioteenologia Vegetal del Centro de

Investigacion v Asistencia en Teenologia v Diseiio del Estado de Jalisco (CTATED).
6.1 Material vegetal

Como material inicial sc utilizaron bulbos dc plantas donantes de P. tberosa
varicdad doble. provenientes de plantaciones comerciales del Estado de Morclos v bulbos
de dos especies silvestres de P. howardii v P. platyphylla, colectados en Colima v Jalisco
respectivamente. Los bulbos de las especies utilizadas se han mantenido en invernadero en

contenedores con una mezela de turba: arena: vermiculita en una proporcion 3:2:1.
6.2 Establecimiento in vifro
6.2.1 Desinfeccion

Sc scleccionaron bulbos de P. mberosa. P. howardii v P. platvphylla. sc realizo cl
lavado de los explantes con agua corriente. se retiro la tierra en su lotalidad v las capas
superficiales en ¢l caso de P. lowardii. para P. platvphvila sc retiraron las bracteas externas
conscrvando las que sc encontraban fusionadas (Figura 3) v para P. ruberosa solo se retird
la tierra. se limpiaron los explantes exhaustiva v cuidadosamente con avuda de bisturi para

cvitar ¢l mancjo externo en campana de flujo laminar.

Figura 3. Bulbos de P. platyphylla, sin capa superficial.

21



Para la desinfeccion se realizaron vanos ensavos o prinwro consistio en Javar los
bulbos con agua corriente hasta retirar of oxecso de berea, en segunda estos evplantes fucron
Javados con jabda liqude comercial durante 10 min v se ¢higié o tratamiento a base de
fungicida-bactericida con 0.5 mg 17" de Caplanit v (03 mg-F7' de Bactrol ® . en 300 ml., de
agua. donde se sumergieren fos explantes. durante 3 mm con movimiento vonstanic,

Posteriormente s¢ atilizé una mavor cantidad del tungicida-bactericida (1 mgL™)
agrogindose un tratamicnlo com shock trnmica, ¢ gue consistio on colocar los explanies
previamente ralados on un vasoe de precipitade que conteniad agua destilada @ voa
temperatura de 64 °C durapte 10 min, 2 continuacién se colocaron los ewplintes & una
wmperatura de d 7 C durante § h v le siguio ¢l ratamiento de desinfeccion a base de NaClO
(hipoclorito de sodie) al 309, en campana de flujo laminar (Rodriguez. 201 L com. pers.).

Para ef altimo ensayo se yealizo un iavado con detergente vomercial durante 3 min
con mavimiento consfme. A continuzcion se aplicd un tratamienio fungicida-bactericida.
con ung selucion a base de Caplan® (1 el ) v Bacualb® (F mgels By les eaplantes se
eolocarom en recipientes pov separado. dontro de 1z solucion duranie 20 min hajo agitacion
constante. P sepuida se peso 1g de HaCls (Cloruro de mercurio) en 100 mlL de agua
destifuda estéril.

Se reatizo It preparacion de Juegos de desinlecion consistente en colecar 30 ml. de
agua destitada en frascos de videio, cstenbizindose en autoclave durante 15 mun.
Posteriormente se agregaron 30 mi de HaCl (Clorure de mercuno) al 1%e on canpana de
flujo lamunar. Cada explanie se coloed en un Traseo que confenia 30%% de apus destilada
estéril v 30% de HaCls al 170 durante 1O min v s realizaron tres cnjuagues con agua
Jestifada estésil. por ultime se coloed cada explante con avuds de una pinza (esterifizada v
fameada) on medio de caltive MS {Murushigc y Shoog. 1962}, adicionado con 2 n’;g‘]fE de
ANA_ 2 mp S Yde 124 v s mel Pde KIN (Muralidhar ¥ Moehta, 1982y el pH fue ajustada

a 3.8 ~ 0.0 los Irascos se sellaron. rotularon v colocaron en drea deincubucion g

"Rodrigucr € 201E. D del Centro de Investigacion v Asistencia en Teenologia v Discfio del
Fstade de Jalisco. falisco. México,




wemperstura de 26 C - 1 C bajo luz fuorescemte (36 pmol £° m™). con un totoperiodo de
16:8 h tuzoscuridad,

Todos los medios de cultivo. Jos instrumentos de diseecidn v otros materales de
eristaleria fueron esterilizados en un autoclave a una temperalora de 121 °C v una presion
de |5 kg-em 7 (20 [b'ptﬂg‘:): los medios de cultivo Pueron esterilizados durante 13 min s

tos mstrumentos de diseceidn v matertales de enstaleria durante 20 min.
6.3 Multipticacion

Puara indueir ia formacion de vemas v promover el desarrollo de vemas axilares. se
utifizaron brotes formados en cada explanic durante {a ctapa de establecimiento. e cada
fraseo s colocaron grupos de tres brotes v se subeultivaren on frascos con medie de cultive
basal MS (Murashige v Skoog. 1962) al cual se adicionaron 30 o177 de sacarosa. se
evaluaron diferentes combinaciones de reguladores de erecimiento las cuales s presenian
o o ceadre b, de ] menona gque seotuvicren nueve Wakhmentos nds un Weshge sin

regutadores.

Cuwmdro §. Combinacion de reguladores de crecimienle para produccion de brotes

Tratamiento {ANA{melY) [BA(mzL ) | KIN(mel B
re it 0 g
Ty t1oE 1A [
12 (2% pRt) L3
13 23 i 13
T4 0 S0t i 1S
T3 350 M 2
Té R iu i3
¥ 1 (%) b Ut
8 1 16) 2 (&
T4 1t X 3F

T.os frascos s¢ colocaron en un drea de incubacion a temperatura de 26°C < 1 C bajo
Tuz fuoreseente {16 wnol <7 m™L con un toioperiodo de 16:8 h Tuz oscuridad. Las

variables evaduadas fueron: Nanwero de brotes (NR)Y wmane de brote (TH) ¥y ntmero de



hojas (NII). Listas vaniables fucron cvaluadas a 63 d do cstablecide ¢l experimente. sc

ubilizo un venser pars ol caso de las variable tamano Jef brote TH.

6.4 Analisis estadistico

El experimento se realizo utdizando un diseho completamente al azar. La umdad
experimental consistio on un fasco de collive con | explante v cada ratamienie cousto de
cuatro repeliciones (Cuatro fraseos). En esta vestigacion los datos de los disefos
experimentales  anlerionmente mencionudns. fucron evaluados wiilizando el paquete
computasional SAS V8 (Copyright (¢} 1999 SAS Tusttwte Ine) v Iz comparacion de

medias de Tukev ¢ - 0.5,
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Dc los cnsavos realizados para la desinfeceion de bulbos en los que solo se utilizo el
tratamicnte fungicida-bactericida o shock térmico. v no se incluia ¢l uso de HaCls.
presentaron contaminacion por hongos v bacterias al lercer diz del establecimiento in vitro
(Figura 4).

Estos resultados dificren de los obtemdos por Ramos (2012) quicn menciond que al
utilizar ¢l tratamiento fungicida-bactericida. sc logra la desinfeeeion de plantas de Figricra

denrata. aplicandose posteriormente una desinieecion con NaClO comereial al 50%

Figura 4. Bulbo de P. howardii contaminado por hongo.

La contaminacion microbiana ¢s un problema constantc que comprometc ¢l
desarrollo de todas las téenicas in vitre. las pérdidas causadas por microorganismos
contaminantcs principalmente hongos v bacterias constituve un serio problema a cscala
mundiai. La desconlaminacton de los explantes oblenidos de las parles subterraneas ha sido
una tarca muy dificil. reportado por varios investigadores (Seabrook 199 1ol v Vander.
1992). Las especies bulbosas presentan en el nterior de sus bulbos mucilago v bactenas
que dificulian ¢l establecimiento de un cultivo i vitro en condiciones aséplicas. como lo
menciona Chang ef al. (2003) quiencs reportaron este lipo de problemas para hacer una
propagacion cticiente ¢v Zantedeschia alhomaculata mediante nizomas de csta especic
como fuente de explante. por lo que proponen ¢l uso del meristemos apicales como fuente
inicial de explante. Tas plamas bulbosas son propagadas a menudo a partir de escamas

como ci la propagacién convencional, esta téenica se ha usado en especies raras v en ricsgo
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incluyendo algunas plantas enddémicas cvpafiolas come cf rarcise Narcissas spp. (Fav,
19923 kn general fa principal fuente de explante pars la propagacion i wire de £
taberosa ha sido ¢l cormo o seeciones del mismo. por lo que on ¢f presente expertmento fue
In tuente de explanie que se decidid unlizar,

Martiner (2009). menciond que durante el establecimicento i vitre de vemas del
cornwe de nardo (Polianihes mherosa 1) hongos v baclenas causan la nuerte del explante,
reportande como agenies causales de lu comaminecion a Fuserium sp. v Rhizopus sp.
concluyen que ex posible que estos hongos estén Jocalizados dentro de Jas vemas de cormo
dei bulbe de nardo. 1o que dificolta kb neeidn de los desinfectantes superhiciales. En ¢l caso
de especies silvestres del génere Pollandres no hay informacion referente a contaminacion
por algln patdgeno en espeetlico. sin embargo en osta investigacion s¢ confirma que Ia
muerte del explante os causade por hongos v bacterias adn ne identificadas.

Por carecer de informacién sobre ¢l mancio i viroe del géncre Polivimthes.
especialimente de las especies silvestres, b estrategia utibizada para ba desinfeccion de oy
Delbuos consistio on varius ensayos haste cocontan of méiedo s eliciante,

En el presente estudio se encontrd que ol desintectante mas eficar par los buthos de
Polianidies previamente tratados en solucion funpicida-bactericida, fue 50% de apua
destilada estéril v 30% de HaCls al 1%, durante 10 min. realizindose tres enjuagues con
agua destilada esténl, por lo tanto. esta combinacion de desinfeccion fue la que se aplicd a
tedo o] experimento. Shaguita o af. (2012) propusicron ¢ uso de HeCly con wm
concentracion &1 6, 1% durante 2 3 3 min. para estendizar bulbos de . inberosa.

Doty e ol (2008). también reportan el uwso de HCls O01%e para estenbizar
superfctalmente escamas v vemass axilares de dos caltivares de P, siberosa, sceuido de una
imnersion en hipoclorite de sodie (NaCKY) 0.1% por 8 nin. encontrande  baja
contaminacton de los explantes pero con diferencias on cuanto gl nivel de contaminacion
enfre enlivares,

El vso de HaClz no se ha encontrade cficaz pan ol establecimiento de culives
asépticos con un buen poreentaje de supervivencia. debido a que un aumento en tempe de
exposicion de este estenbrzanfe Hepa a matar s Jos explantes posiblemente a ha
contaninacion por metales del mercurio, o gue resulla fitotdOxico para Ia superviveneix det

explunte, sin embargo en esta investigacion fue positivo su uso.

¥
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7.1 Multiplicacion

La formacion de brotes miltiples es la fase mas crucial en la propagacion a gran
escala de plantas por medio del cultivo de tejidos. La induccion. crecimiento. desarrollo v
proliferacion de brotes axilares son. por lo general procesos promovidos por la
incorporacion de reguladores de crecimiento al medio de cultivo: cominmente las
citocininas suprimen la dominancia del meristemo apical v promueven la formacion de
brotes axilares, Las citocininas influven sobre ¢l desarrollo v fisiologia de los vegetales.
incluvendo germinacion de semillas. control de la dominancia apical. interaccion planta-
patogeno, desarrollo de flores v [rutos v senescencia de hojas. entre otros. Estos procesos
tambi¢n son influcnciados por otros estimulos como la luz v otros fitorreguladores. v los
resultados fisiologicos v de desarrollo reflejan respuestas altamente dependientes de tales

estimulos (Shimizu v Mori. 2001: Haberer v Kicber. 2002).
7.2 Variable namero de brotes

A 63 d después de estableeido ¢l experimento s¢ midicron las diferentes variables.,
En el caso de la variable (NB) estadisticamente se observo significancia (p-0.2256). el
promedio por variedad fue diferente. P. platvphvila fue la especie que presenté el mavor
niimero de brotes promedio por explante. scguido de los explantes de la especic P. howardii

v P. tuberosa. aunque estos (ltimos no fueron dilerentes estadisticamente (Cuadro 2. Figura

3).

Cuadro 2. Numero de brotes iomodio cn las diferentes esﬁcﬁ a 65 d del establecimiento in vitro.

Especic de Polianthes Namero promedio de brotes Grupo
P. platvpiylla 3.00 A
P. howardit 1.52 B
P. ruberosa var. Doble 095 B

Medius con In misma letra no son signilicativamente diferentes, segun la prueba de Tukey (a = 0,05).
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T e B

Figura 5. a) Brotes de P. platyphylla. b) Brotes de P. howardii. ¢) Brotes de P. tuberosa var. Doble.

Jiothy et al. (2008) al usar dos diferentes fuentes de explante (escamas v vemas
axilarcs) para la propagacion de dos cultivarcs de P. tuberosa. reportan que ¢l mejor
explante con base a la produccion de brotes. fueron las escamas. al usar ¢l medio basal MS.
suplementado con 4 mg-L” de BA v 0.2 mg-L"' de IAA. Datta er al. (2002) al utilizar
scgmentos de hoja de P. tuberosa como explante. reportaron que después de cuatro
secmanas s¢ observo la formacion de estructuras nodulares que diferenciaron a brotes v
obtuvicron mayor nimero cuando utilizaron la combinacion de reguladores BA a 1.0 mg-L”
. vGA3al3 mg-L". lograron hasta tres brotes en promedio por explante. Scgin George
(1996). una proporeion auxina-citocinina balanceada mantiene las células en un estado
indiferenciado. mientras que una proporeion alla de cilocinina en relacién auxina promueve

cl desarrollo de brotes ¥ una proporcion baja promueve ¢l desarrollo de raices.

7.3 Variable tamaio de brote

Transcurridos 65 d del establecimiento de los explantes. se realizo la evaluacion de
la variablc tamano dc brote (TB). cncontrandose significancia (p~0.0001) en donde los
mejores resultados se obtuvieron con el tratamiento que contenia una mayor coneentracion
de citocininas. obteniendo brotes con un tamaiio de hasta 12 mm (Cuadro 3). Esta respuesta
concucrda con la obtenida por Aurcoles er al. (2008). quicnes propagaron .Agave
inaequidens Koch. ¢ indican que los tratamicntos quc tenian coneentraciones de 1.0 mg-L"!
a 3.0 mg-L."" de BA. incrementaron ¢l tamafio de la planta. En cuanto a la especic. la que

mostré mejor respuesta fue P. frowardii alcanzando un tamafio promedio de brote dc hasta

7.33 mm (Cuadro 4).
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Cuadro 3. Tamaiio promedio de brote por tratamicnto a 65 d del cultivo in vitro.

Tratamicntos en mg-L.’ Tamaiio promedio de brote (mm) Grupo
ANA LO.BA 3O KIN DS 1206 A
Testigo 10.47 B A
ANA 025, BA3.0.KIN 747 BAC
ANA 1.0, BA 1.0.KIN 6.60 BAC
ANAO2S, BA 1O, KINOS 6.54 BAC
ANA OS5, BA 2.0, KIN 0.5 441 B ©
ANA 1O, BA 2.0, KIN 0.5 3.82 e
ANA 025, BA 2O KINOS 3380 C
ANAOS BA3OKINOS 314 C
ANAOS, BALO.KINOS 216 Cc

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes, segan la prucba de Tukey (a = 0,05).

Cuadro 4. Tamaiio promedio de brote en las diferentes especies a 65 d del cultivo in vifro.

Especic Tamaito promedio de brote Grupo
(mm)

P. howardsi 753 A

P, platvphylla 584 BA

P. fuberosa var. Doble 476 B

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes, segun la prueba de Tukey (a = 0,05),

7.4 Variable numecro de hojas

Los resultados estadisticos para csta variable mucestran significancia (p~0.0502). P.
herosa var. Doble. fuc menos cficiente mientras que P. howardii v P. platvplvlla sc
comportaron dc una mancra similar. siendo mas cficientes con respecto a esta variable
(Cuadro 5. Figura 6). Polianthes tuberosa es una especie que presenta gran vigor v alta
eficiencia. este cultivar tiene entre 6 v 10 hojas por roseta. mientras que 2. howardii v P.
platvphylila tienen entre 2 v 6 hojas por rosela en estado silvestre. sin embargo en estado in
vilro eslos Gltimos mostraron mayor eficiencia para la variable nimero de hojas. esto quiza
se deba al contenido endogeno de hormonas vegetales v al ser adicionados reguladores de
crecimiento al medio de cultivo tiene efectos sinérgicos. los cuales pueden variar en la

respuesta de la planta o parte de esta. en la que también estan involucrados otros [actores
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como la cdad. condicioncs ambicntales. cstado fisiologico de desarrollo v su cstado de

nutricion (Rojas v Ramirez. 1987).

Cuadro 5. Namero promedio de hojas en las diferentes especics de Polianthes a 65 d del cultivo in vitro.

Especie Numero promedio de hojas Grupo
P. heavardis 2.31 A
P. platyphylia 2.5 A
P. tuberosa var. 1.08 B
Doble

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes, segin la prueba de tukey (a = 0,05).

Figura 6. Formacion de hojas cn las diferentes especies a 65 d dol cultivo in vitro.

Los resultados de este experimento indican que los tratamientos probados incrementaron el
nimero de hojas con ¢l tratamiento que contenia la mayor concentracion de reguladores de
crecimiento ANA 1.0. BA 3.0. KIN 0.5 mg-L.”! propiciando la formacion de un promedio de
tres hojas por explante (Cuadro 6 v figura 7). Aureoles ef al. (2008) obtuvieron resultados
similares utilizando una concentracion de 3.0 me-L™* de BA, para incrementar cl tamaiio de
la planta v el nimero de hojas de Agave inaequidens Koch. Jankiewicz (2003) menciond
que las citocininas generan cambios morfologicos en los tejidos cultivados in vitro,
resultado del estimulo de la actividad mitética celular. lo que gencra brotacion. esto podria
explicar los resultados oblenidos tomando en cuenta que en esie tratamiento se utilizé en

mayor concentracion este regulador de crecimiento.



oscilan entre 2004 3.0 mgl,”! v que Ui concentracion por encima de 4.0 mg'L7 . ne resulta
eficay, para inductr mavor preliferacion de brotes. Ademds de que ks combinacion de auxina
ANA con citosmna BA. dawostré promoever i ditorenciacion de las vemas, tunbien
favorecer of erecimienio v calidad de brotes maluples of vtilizar csta combinacidn,

Ll método convencional de propagacion en el case de plantaciones comercisles
comer £, ruberosa ha sido por bulbes, v Fos métodos de propagacion in vitro s¢ han usado
priveipalmente con el propésilo de oblener materales libres de virus ¢ para ebiener una
rpida multipbeacidn (Sheela, 2008). Ne oxisten reportes de micropropagacion de las
espeeics silvostres de cste género deludo tal vez a la poca difusion de estas especies
endémicas de Mixieo. con gran potencist omamenial desde tiempos prehispdnicos. algunas
de ¢stas aun se pueden encontrar a 1a venta on moercados locales (Solane. 20000 Teria-
Arrove ef af.. 2000). Iin su artfeulo sobre 1a reevaluacion del nesgo de extineion de ciiew
espeeies silvestres del género Polianthes (P denstflore. P owardii, P bongiflora, P
palusiris. P planplyila). Feria-Arrovo er ¢k (2010) mencionaren gue estas especics son
micioendenseas v opreseitan poblaciones may reducidas v poca capacidad de dispersion,
caracteristicas que Tas hacen vulnerubles a 1a extineidon. Fatos mismos aulores sugieran el
uso de la conservacion i virro de eslas especies coma una allemativa de conservacién ey
st que ebvizmente debe iy acompanada de otras estrategiag 13l ex Si como in sifu.

3l uso de téenivns /u vitre para «] rescate de especies on peligro de extineion se ha
reportado  previamente on irabmos come la propagacidn de maguey bruto (Agave
inaespridens Koch), gue es ung especie amenazada v de interds ceondmen (Auvreelos of af.
2008, Avila v Salgado (2006) loararon extablecer cultives in virro a partir de sentlias de
difcrentes especres de la famibia Orchidaceae (Cartlova aurantiaca, Encvelio adenocawla.
Epidendrien radicans. Fuchile  citriva. faclia  albida. L. awewmnalis. Cncidium
cavendishivnum. v O, sigrimon). que son volnerables debido a Ja destruccion de sus hibitats
v a la extraceion a ta que has estado sujetas. Pedroza (20093 loard eficazmente v muediante
ol use de cultivo i vitre ¢ desamollo veaotativo de los protocormos do Epidendrim
elongatem Jacq.. wna orquidea enddmica v en via de extineion, Rodrigeer-Garay of of.
{1596) obtuvicron la regeneracion s virro de dgave victoria-reginee Moore mediante
cmbriogénesis somatica. Estas son algunas investigaciones que se apovan on herramicentas

como e cultivo de tefidos para el reseate de dilerentes especivs.



Cuadro 6. Namero Homcdio de hojas por tratamicnto a 65 d del cultivo in vitro,
Tratamientos en mg-1L. Numero promedio de hojas Grupo

Q-ANA 1D, BA3SAOLKIN 05 307 A
3-ANAOZS BA3OKINOS 250 BA
0-Testigo 230 BA
G6-ANA OS5 BA 30 KIN O3 1.89 BA
S-ANAOS, BA2OKINOS 1.87 BA
2-ANA 025, BA 20.KIN Q.3 1.36 BA
1-ANA 025, BA 1L.O,KIN 0.5 1.85 B A
7T-ANA 1O, BA LO.KIN 0.5 1.50 BA
8-ANA 1O, BA2.0.KIN 0.5 1.31 BA
4-ANA OS5, BA LO,KIN 0.5 0.62 B

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes, segun la prueba de Tukey (a =0,05).

Figura 7. Formacion de hojas por tratamiento a 65 d del cultivo in vitro.

Entre las diferentes hormonas del crecimiento de plantas estudiadas hasta ahora. la
citocinina BA se considera la mas importante para la propagacion in vitre a través de
técnicas de cultivo de tejidos. sin embargo en el presente trabajo se demuestra que este
compuesto jucga un papel importante pero que responde mejor en combinacion con auxina
(ANA) la cual se encontraba en mavor concentracion en tres tratamientos. entre los cuales
estuvo el mas efectivo. l.a regeneracion de brotes maltiples de diversos explantes de nardo
s¢ ha reportado anteriormente en respucsta a la citocinina BA (Shagufta er al.. 2012:
Sangavai ef al.. 2008). asi como la utilizacion de KIN (Gajbhive er al.. 2011).

Gajbhive er al. (2011) mencionan que un medio suplementado con dilerentes

concentraciones de BA v KIN. exhiben mavor respuesta in vitro. en concentraciones que
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In el presente trabajo se gencrd ¢l primer reporte de propagacion i vitro de dos
cspecies del género Polianthes que se encuentran on estalus de niesgo (P howardii v P
plavpheila). v se comprobd que Tas téenicas ir vitro pueden ser de gran vtilidad para Is
conservacion ex sify do estas especies: dado que su respuesta, aungue Tue dilerente ¢n
cuanto a las variables evaluadas, se observa promisoria. no =0lo para la conservacion de
dstas en on cuarte de cultivo. sino también para la propagacion masiva on ¢l caso de

requerir material con ¢l propdsito de remtroducr las mismas on habitals paturales

protegidos.
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8. CONCLUSIONES

Lu estratema de desinfeccion en 1z cusl se aplicd un tatamiento tunsierda-
hactericida. a base de Captand { Tmg'L % v Hactrol®  bng-L™") durante 20 mim 3 ta
wilizacion de clorure de mereurio (HgCly) al 1% durante 10 min. fue eficiente para
preventr [a aparicidn de microorganismoes contaminantes, por lo que puede wlilivarse

SN INVesiLACICNCs posichores

Pste trabajo demostrd que ¢s posthle propagar a las cspecies silvestres del género
Pulianthes (P, howardii v P platephyllay. las cuales responden eficientemente en
condiciones in vitro en relacion a 2 mberosa var, Doble., para las que no existian

ameccdontes en oste sentido.

La respuesta a las condiciones in viero fuc diferente entre especics de 1al forma que
e ol caso de la varable ndmero de brotes por explanie. la meior respuesta la
presenty P plasvpfodlan, mientras que 2 fmberosa fue 1o menos eliviente en cuanio a

esta variable,

Respecto a ta varable tanaho de brote v nimero de hojas. se observd ia misma
respuesta dependiente de Ja cspecie en este caso P fienvardir presento 1o mejor
respucsts en cuanto a Jo vuriable tamafo de brote v al ipual que 2 pleivpindla
moslrd mayvor eicienciy para la variable numero de hops. por el contrario 2

feherosa no e eficienie para ninguna de las variable evaluadas.

Fb e tratamiento para la propagacion i virre de las especies del pénero
Pofianthes que fucton etilizadas on esta investigacion. fue 1 me-l)? de ANAL 3.0
met” de BA v 0.5 mgl” de KIN para todas tas sariables, ¢ cual contenis una

mavor concentracion de citoeminas.,

Los protocolos desarrollados generaron de une a tres brotes por explanic en

promedio. segin la especie. estas asas de propegacién se lograron con ol
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ratamicnto 9 cf cual tenfa dos tipos de eitocininas (Bencilademna v Cingting) una
de cHas on pievor concentracion v una suxing {ANA)Y que resulté mas cficiente para
fas vanables de respuesta: tamafio de brote v nlunero promedio de hojas por brote.
por fo gue s¢ considera fa mejor combinacion de reauladores de erecimiento para
esta investigacion. ademis de confinmar lo va mencionado por diferentes autores

aceren de que la combinacion eitocimna-auxina. logran un mejor resultado,
Los mdtodos desarrollados pucden aplicarse parn Ia gencracidon masiva de cgpeeies

silvestees def 28nero Pofiandies, para su conservacidn v en consecuenaia disnuinuir

fas presiones que la sobrecxplotacion cjerce sobre las poblaciones.
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ANEXO
Reguladores de erecinvento uirfizados en of presente trabajo con su nombre eninglés,
BA (6-Berrylaminopurine)

KNIN {(6-Furfurvianunopurine)

ANA (u-Naphthaleneacctic)}
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