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RESUMEN

El género Polianthes comprende un grupo de especies de distribucion restringida, sensible a
perturbaciones de su habitat natural y vulnerable a la extincién. Una estrategia para conservar
estas especies es el cultivo de tejidos; sin embargo al tratarse de plantas bulbosas que conviven
con patdgenos del suelo en su habitat natural el establecimiento de un cultivo aséptico (para su
posterior propagacion in vitro) es un punto problematico. Con el proposito de obtener cultivos
asépticos de especies silvestres del genero Polianthes se tomaron bulbos de P. platyphylla, P.
howardii, P. montana, P. pringleii, y P. geminifloravar. Pueblensis; ademas de una especie
comercial P. tuberosa var. Doble. Se probaron diferentes tratamientos de desinfeccion superficial
de los bulbos: tratamiento fungicida-bactericida a base de Captan (.5, 1y 2g-L -1) y Bactrol (51 y
2g+L-1) durante 30 min, 1y 24 hrs, cefotaxima (300 y 600 mge L -1 y 1g-L -1) durante 16 24 hrs, ClI
comercial al 3% (durante 3, 5 6 7 min) y Alcohol al 90% (durante 10, 20,30 s 6 1 min) segun la
especie ademas tratamiento con cloruro de mercurio (HgCI2) al 1% (durante 5, 7 6 10 min) en
algunas especies. La contaminacion por hongos y bacterias fue una constante en la mayoria de los
tratamientos, hasta el momento el mejor tratamiento para la desinfeccion eficiente de los explantes
fue Captan (2g-L ') y Bactrol (2g-L") durante 1 dia, cefotaxima (1g-L -') durante 1 dia , ClI
comercial al 3% durante 5 min, alcohol al 90% por 1 min y cloruro de mercurio (HgCl2) al 1%
durante 10 min, que mostro una supresién de la contaminacion para todas las especies
mencionadas sugiriendo que este método es el mas adecuado para el establecimiento in vitro para
su posterior propagaciéon masiva o conservacion in vitro.

INTRODUCCION

México tiene una gran diversidad biolégica debido a su posicién geografica y sus diferentes climas
(Ramamoarthy ef al.,1998 y Toledo, 1988). A nivel mundial nuestro pais es considerado entre las
naciones con mayor riqueza biolégica (Villasefior, 1991), albergando entre el 8 y el 12% de las
especies del planeta (Challenger, 1998). El género Polianthes es de distribucion restringida, es
sensible a las perturbaciones de su habitat natural y en consecuencia es vulnerable a la extincion.
La transformacién del habitat es uno de los principales factores que afectan a las poblaciones
silvestres tales como: P. platyphylla, P. howardii, P. montana, P. pringleii, y P. geminifloravar.
Pueblensis por lo que es necesario tomar medidas para la conservacién de las mismas. Una de las
estrategias que permite el rescate, la conservacion y multiplicacion de especies amenazadas o en
peligro de extincién es el empleo del cultivo in vitro de células y tejidos vegetales, con la finalidad
de establecer un protocolo para la propagacion in vitro de estas especies se realizaron varios
ensayos para lograr la desinfeccion del bulbo. Las especies silvestres de Polianthes se consideran
perennes, el mayor crecimiento vegetativo se presenta durante primavera-verano, florecen durante
verano-otofio y permanecen latentes en invierno. La propagacién de esta especie puede ser
vegetativa mediante el uso de los bulbos que estan latentes en el suelo o generativa mediante el
uso de las semillas, la desventaja principal de la propagacion por semilla es el tiempo requerido
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para obtener plantas adultas ya que es muy largo, sin embargo, esta puede ser una gran
alternativa en el caso de mantener la diversidad genética y reproducir aquellas especies silvestres
del género Polianthes que se encuentran en peligro de extincién.
El uso de herramientas biotecnol6gicas en plantas, en este caso el cultivo in vitro, puede ayudar a
solucionar los problemas de propagacién y conservacion de especies vegetales amenazadas. El
cultivo de tejidos vegetales puede utilizarse para diversos propositos tales como: la
micropropagacion, la obtencion de plantas libres de virus y otros patégenos, el mejoramiento
genético y la conservacion de germoplasma. La micropropagacion presenta importantes ventajas
sobre los métodos tradicionales de propagacién, entre ellas se pueden citar: Incremento acelerado
del nimero de plantas derivadas por genotipo, reduccion del tiempo de multiplicacion, produccion
de grandes cantidades de plantas en una superficie reducida a bajos costos y en un tiempo
econdémicamente costeable, mayor control sanitario del material que se propaga, posibilidad de
multiplicar rapidamente una variedad de la cual existen pocos individuos, etc. (Abdelnour-Esquivel
y Vincent-Escalant, 1994).
La contaminacién microbiana es un problema constante que compromete el desarrollo de todas las
técnicas in vitro. Las pérdidas causadas por microorganismos contaminantes principalmente
hongos y bacterias constituye un serio problema a escala mundial. El establecimiento vy
propagacién del nardo por medio de cultivo de tejidos ha tenido como objetivo principal el obtener
material de siembra libre de virus, asi como una multiplicacién mas rapida, su uso se ha extendido
en programas de mejoramiento e investigacién en esta especie. En cuanto a la micropropagacion
masivaMuralidhar y Mehta (1982) lograron la regeneracién de hasta 800 plantas a partir de un solo
bulbo. Krishnamurthy et al. (2001) obtuvieron la micropropagacion de dos cultivares de nardo por
medio de yemas axilares y secciones del tallo; por otra parte, Hutchinson et al. (2004) reportaron el
uso de diferentes reguladores de crecimiento como TDZ (Thidiazuron), BA (Benciladenina) y ANA
(Acido Naftalén-1-acético), con el fin de disparar la generacion de brotes; ademas Sangavai y
Chellapandi (2008) consiguieron la propagacion in vitro a partir de segmentos de bulbo.
No existen informes cientificos sobre cultivo in vitro de Polianthes silvestres, por lo que sera de
gran importancia generar la informacién necesaria respecto a la micropropagacion de estas
especies para su conservacién o reproduccion masiva en el caso de que se necesite su

reintroduccién en los habitats naturales, asi como para el uso potencial de las mismas.

PARTE EXPERIMENTAL

El presente trabajo se realizo en la Unidad de Biotecnologia Vegetal del Centro de Investigacion y
Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco (CIATEJ).

Como material inicial se utilizaron bulbos de plantas donantes de P. tuberosa var. Doble, P.
platyphylla, P. howardii, P. montana, P. pringleii, y P. geminiflora var. Pueblensis (Figura 1).

Se realiz6 el lavado de los explantes con agua corriente, se retir la tierra en su totalidad y las
capas superficiales, se limpiaron los explantes exhaustiva y cuidadosamente con ayuda de bisturi y
se realizaron cortes transversales desde la parte basal del bulbo, posteriormente se realizaron
varios ensayos de desinfeccion.
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Figura 1. (A) P. tuberosa var. Doble, (B) P. platyphylla,(C) P. howardii, (D) P. montana,(E) P.
pringleii, y (F) P. geminiflora var. Pueblensis

Se realizaron diferentes tratamientos de desinfeccion superficial de los bulbos, utilizando
informacion de distintas publicaciones de donde se buscaba establecer diversas especies, en los
que se utilizaron partes subterraneas entre otros explantes. Utilizando estas investigaciones como
base se realizo la combinacién de tratamientos y tiempos de exposicion, hasta obtener el
adecuado para los bulbos utilizados en esta investigacién.

Cuadro1.Tratamiento fungicida- bactericida a base de Captan y Bactrol, concentraciones y tiempo
de exposicién utilizados para la desinfeccién de bulbos del género Polianthes.

Fungicida-Bactericida Cantidad Tiempo de exposicion
Captan-Bactrol 5gL” 30 min.
Captan-Bactrol 1g-L" 1 hora
Captan-Bactrol 2gL” 24 hrs

Cuadro 2. Antibidtico, cantidad y tiempo de exposicidn utilizados para la desinfeccion de bulbos del
género Polianthes.

Antibidtico Cantidad Tiempo de exposicion

Cefotaxima 300-L 1 hora 6 24 hrs
Cefotaxima 600 L 1 hora 6 24 hrs
Cefotaxima 1g-L 1 hora 6 24 hrs
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Cuadro 3. Utilizacién de NaCl2 comercial para la desinfeccién de bulbos del género Polianthes.
Concentracion de NaCIO Tiempo de exposicion

3% 3 min
3% 5 min
3% 7 min

Cuadro 4. Concentracion Alcohol y tiempos de exposicién para la desinfeccion de bulbos del
género Polianthes.

Concentracion de Alcohol Tiempo de exposicion

90% 10s
90% 20's
90% 30s
90% 1 min

Cuadro 5. Tratamiento a base de HgCL2 y tiempos de exposicién
Tiempo de exposicion

1% 5 min
1% 7 min
1% 10 min

La contaminacién microbiana es un problema constante que compromete el desarrollo de todas las
técnicas in vitro. Las pérdidas causadas por microorganismos contaminantes principalmente
hongos y bacterias constituye un serio problema a escala mundial. Durante la realizaciéon de los
distintos ensayos todas las especies mencionadas presentaron problemas de contaminacion por
hongo y bacteria. (Figura 2).
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Fig 2. (A y B) contaminacion por hongo, (C y D) contaminacién por bacteria en especies silvestres
del género Polianthes.

Martinez (2009), mencioné que durante el establecimiento in vitro de yemas del cormo de nardo
(Polianthes tuberosa L.), hongos y bacterias causan la muerte del explante, reportando como
agentes causales de la contaminacién a Fusarium sp. y Rhizopus sp.; concluyen que es posible
que estos hongos estén localizados dentro de las yemas del cormo del bulbo de nardo, lo que
dificulta la accion de los desinfectantes superficiales. En el caso de especies silvestres del género
Polianthes no hay informacion referente a contaminacion por algin patégeno en especifico; sin
embargo, en esta investigacion se confirma que la muerte del explante fue causado por hongos y
bacterias aln no identificadas. La descontaminacién de los explantes obtenidos de las partes
subterraneas ha sido una tarea muy dificil, reportado por varios investigadores (Seabrook 1990;
Hol y Vander, 1992).Las especies bulbosas presentan en el interior de sus bulbos mucilago y
bacterias que dificultan el establecimiento de un cultivo in vitro en condiciones asépticas, como lo
menciona Chang et al. (2003), quienes reportaron este tipo de problemas para hacer una
propagacion eficiente en Zantedeschia albomaculata mediante rizomas de esta especie como
fuente de explante, por lo que proponen el uso del meristemos apicales como fuente inicial de
explante. Las plantas bulbosas son propagadas a menudo a partir de escamas como en la
propagacién convencional, esta técnica se ha usado en especies raras y en riesgo incluyendo
algunas plantas endémicas espafiolas como el narciso Narcissus spp. (Fay, 1992).

En general la principal fuente de explante para la propagacion in vitro de P. tuberosa ha sido el
cormo o secciones del mismo, por lo que en el presente experimento fue la fuente de explante que
se decidio6 utilizar. A continuacién se muestran cormos cortados transversalmente de P. montana,
desinfectados y establecidos in vitro (Figura 3). Por carecer de informacion sobre el manejo in vitro
del género Polianthes, especialmente de las especies silvestres, la estrategia utilizada para la
desinfecciéon de los bulbos consistié en varios ensayos hasta encontrar el método mas eficiente,
logrando el establecimiento de cuatro especies silvestres, P. platyphylla, P. howardii, P. montana,
P. pringleii, y P. geminiflora var. Pueblensis; ademas de una especie comercial P. tuberosa var.
Doble. El mejor tratamiento para la desinfeccion eficiente de los explantes fue Captan (2g-L ') y
Bactrol (2g-L") durante 1 dia, cefotaxima (1g-L -') durante 1 dia , Cl comercial al 3% durante 5 min,
alcohol al 90% por 1 min y cloruro de mercurio (HgCl2) al 1% durante 10 min, que mostro una
supresién de la contaminacion para todas las especies mencionadas sugiriendo que este método
es el mas adecuado para el establecimiento in vitro para su posterior propagacién masiva o
conservacion in vitro.
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Fig. 3. Polianthes montana desinfectada y establecida in vitro

Se continuara realizando investigacién sobre protocolos de desinfeccion, para el establecimiento in
vitro de Polianthes silvestres. Hasta el momento los bulbos de las distintas especies se encuentran
en condiciones in vitro, posteriormente se realizara la propagacion masiva por medio de la técnica
de proliferacién de yemas axilares, haciendo un comparativo de la eficiencia de Polianthes
silvestres en relacion a una especie comercial la cual es Polianthes tuberosa var. Doble.

CONCLUSIONES

La contaminacién por hongos y bacterias fue una constante en la mayoria de los
tratamientos.

De los ensayos realizados, en los que se utilizo un mayor tiempo de exposicion del
tratamiento al explante, a excepcion del alcohol., fueron los que mostraron mejor
resultado.

Con la presente investigacion se encontré un método de desinfeccién para el
establecimiento de cultivos asépticos.

Este trabajo demostrd que es posible establecer cultivos asépticos de especies silvestres
del género Polianthes: P. platyphylla, P. howardii, P. montana, P. pringleii, ademas de una
especie comercial P. tuberosa var. Doble., y puede tomarse como base para futuras
investigaciones utilizando los métodos descritos en este documento.

Para el caso de P. geminiflora var. Pueblensis, se sugiere continuar con la desinfeccion de
los explantes utilizando los mismos tratamientos en concentraciones y tiempos mayores de
exposicion., para lograr el establecimiento in vitro de los bulbos de esta especie.
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