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Area del conocimiento: Biologia de recursos naturales

Resumen: El género Polianthes nativo de México, estd representado por un grupo de
especies con un alto potencial ornamental, de distribucion restringida, sensible a
perturbaciones de su habitat natural y vulnerable a extincion. Algunas especies como P.
platyphylla y P. howardii se encuentran amenazadas, es necesaria su conservacion. Con la
finalidad de establecer un protocolo para su propagacion in vitro, se realizo la desinfeccion de
bulbos con un fungicida-bactericida a base de Captan (1 mg-L™) y Bactrol (I mg-L™) durante
20 min y cloruro de mercurio (HgCl,) al 1% durante 10 min. Los bulbos se colocaron en
medio de cultivo MS, fueron evaluados nueve tratamientos con citocininas y auxinas en
diferentes concentraciones, se evaluaron tres variables de respuesta (a 65 d del
establecimiento): numero de brote, tamafo de brote y nimero de hojas en un disefio factorial
completamente al azar. El andlisis de datos detectd diferencia estadistica significativa (o =
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0.5) entre los tratamientos. Los resultados indican que la variable nimero de hoja y tamafo
de brote, P. howardii logré una mayor eficacia obteniendo hasta dos hojas y tamafio de brote
de 7.53 mm, para nimero de brotes, P. platyphylla tué¢ mas eficiente utilizando el tratamiento
con ANA (Acido naftalenacético) 1.0 mg-L™', BA (Benciladenina) 3.0 mg-L"', KIN (Cinetina)
0.5 mg-L™". Estos resultados demuestran la utilidad del cultivo de tejidos en la propagacion de

especies silvestres del genero Polianthes como una alternativa de conservacion.
Palabras Clave: conservacion; cultivo de tejidos; recursos genéticos; ornamental

Abstract: The genus Polianthes is native from Mexico, it is represented by a group of species
with a high ornamental potential; the genus has a restricted distribution and is sensitive to
natural disturbance of its habitat and vulnerable to extinction. Some species like P.
platyphylla and P. howardii are endangered, and thus their conservation is necessary. In this
sense bulbs from P. howardii, P. platyphylla and P. tuberosa were disinfected with Captan
(Img-L ~ ") Bactrol (Img-L ") for 20 min and mercuric chloride (HgCl,) 1% for 10 min, in
order to establish a protocol for its in vitro propagation, lateral shoots were generated in MS
medium and evaluated nine treatments with cytokinins and auxins in different concentrations;
three variables were evaluated (65 days after the establishment): number of shoots, shoot size
and number of leaves. The experiment was evaluated in a completely randomized factorial
design. Data analysis detected significant statistical difference among the treatments (a0 = 0.5).
The results indicate that in the case of P. howardii greater efficiency was achieved in the
variables number of leaf and shoot size obtaining up to two leaves from shoot and an average
size of shoot of 7.53 mm; meanwhile P. platyphylla showed the higher number of shoots,
using the treatment with ANA (naphthaleneacetic acid) 1.0 mg-L-1BA (Benzyladenine) 3.0
mg-L-1KIN (Kinetin) 0.5 mg-L-1. These results demonstrate the usefulness of tissue culture
as an alternative for the conservation of Polianthes.

Keywords: conservation; tissue culture; genetic resources; ornamental

4 Congreso Internacional de Biologia, Quimica y Agronomia. Innovacion para el desarrollo sustentable.
Universidad Auténoma de Guadalajara. 25 al 27 de septiembre de 2013.

Pagina 341



Congreso Internacional
Biologia, Quimica
y Agronomia

1. Introduccion

México tiene una gran diversidad bioldgica debido a su posicion geografica y sus diferentes climas
[1]. A nivel mundial nuestro pais es considerado entre las naciones con mayor riqueza biologica, Las
especies endémicas comprenden el 56% del total de la flora mexicana [2]. El género Polianthes L.
(Asparagaceae) es endémico de México, e incluye 15 especies, tres variedades y unos pocos cultivares.
Las especies silvestres del género presentan coloraciones que van desde el blanco, amarillo, rojizo,
rosado y anaranjado. Algunas de estas especies estan catalogadas como en peligro de extincidon, una de
las principales razones de este estatus es la pérdida del habitat natural de estas especies que ha ido
desapareciendo por los cambios en el uso del suelo. En México, cinco especies de Polianthes (P.
densiflora, P. howardii, P. longiflora, P. palustris y P. platyphylla) se encuentran incluidas en la
categoria de proteccion especial en la Norma Oficial Mexicana [3]. P. howardii estd en peligro de
extincion y P. platyphylla se encuentra amenazada. Por esta situacion es necesario generar estrategias
que ayuden a la conservacién y mantenimiento de estas especies ya sea en su habitat in situ o fuera de
¢éste en colecciones de trabajo o bancos de germoplasma ex situ. Las especies silvestres de Polianthes se
consideran perennes, el mayor crecimiento vegetativo se presenta durante primavera-verano, florecen
durante verano-otofilo y permanecen latentes en invierno. La propagacion 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 para obtener
plantas adultas ya que es muy largo (por lo tanto la propagacion vegetativa de los bulbos es el método
mas econdmico de propagacion, utilizdndose la propagacion por semilla solamente para programas de
mejoramiento) 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
extincion.

El uso de herramientas biotecnologicas en plantas, en este caso el cultivo in vitro, puede ayudar a
solucionar los problemas de propagacion y conservacion de especies vegetales amenazadas. El cultivo
de tejidos vegetales puede utilizarse para diversos propdsitos tales como: la micropropagacion, la
obtencion de plantas libres de virus y otros patdogenos, el mejoramiento genético y la conservacion de
germoplasma. La micropropagacion presenta importantes ventajas sobre los métodos tradicionales de
propagacion, entre ellas se pueden citar: Incremento acelerado del numero de plantas derivadas por
genotipo, reduccion del tiempo de multiplicacion, multiplicacion de grandes cantidades de plantas en
una superficie reducida a bajos costos y en un tiempo econdmicamente costeable, mayor control
sanitario del material que se propaga, posibilidad de multiplicar rapidamente una variedad de la cual
existen pocos individuos, etc. [4].

La proliferacion de yemas es el método mas facil y rentable de la micropropagacion. Generalmente se
elige este método porque tiene como ventajas principales ser aplicable a un amplio rango de especies
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vegetales, proporciona uniformidad de produccion y altas tasas de propagacion, ademas de permitir el
control de aparicion de virus por utilizar partes meristematicas del tejido como explante inicial [5].

En el caso del género Polianthes la informacion el uso del cultivo de tejidos se remite a una solo especie
P. tuberosa la cual es la méas importante del género por su uso ornamental [6]; sin embargo, dada la
vulnerabilidad de las especies silvestres y la falta de informacién respecto a estrategias de conservacion
de las mismas se hace necesario conocer su comportamiento en condiciones in vitro como una
alternativa a para mantener estos recursos genéticos.

2. Materiales y métodos
Material vegetal

Como material inicial se utilizaron bulbos de plantas donantes de P. tuberosa variedad doble,
provenientes de plantaciones comerciales del Estado de Morelos y bulbos de dos especies silvestres de
P. howardii y P. platyphylla colectados en los Estados de Colima y Jalisco respectivamente.

Desinfeccion y establecimiento in vitro

Se realiz6 el lavado de los explantes con agua corriente, se retiro la tierra en su totalidad y las capas
superficiales en el caso de P. howardii, para P. platyphylla se retiraron las bracteas externas
conservando las que se encontraban fusionadas y para P. tuberosa so6lo se retird la tierra, se limpiaron
los explantes exhaustiva y cuidadosamente con ayuda de bisturi para evitar el manejo externo en
campana de flujo laminar, en seguida estos explantes fueron lavados con jabon liquido comercial
durante 10 min, se aplico un tratamiento fungicida-bactericida, con una solucién a base de Captan® (1
mg'L ) y Bactrol® (1 mg-L™"), los explantes se colocaron en recipientes por separado, dentro de la
solucion durante 20 min bajo agitacion constante. En seguida se pes6 1g de HgCl, (Cloruro de mercurio)
y se colocd en 100 mL de agua destilada estéril. Se realizé la preparacion de juegos de desinfeccion
consistente en colocar 50 mL de agua destilada en frascos de vidrio, esterilizdndose en autoclave durante
15 min. Posteriormente se agregaron 50 mL de HgCl, (Cloruro de mercurio) al 1% en campana de flujo
laminar. Cada explante se coloc6 en un frasco que contenia 50% de agua destilada estéril y 50% de
HgCl, al 1%, durante 10 min y se realizaron tres enjuagues con agua destilada estéril, por ultimo se
coloco cada explante con ayuda de una pinza (esterilizada y flameada) en medio de cultivo MS [7],
adicionado con 2 mg-L"' de ANA, 2 mg-L" de BA y 0.5 mg-L™" de KIN [8], el pH fue ajustado a 5.8 +
0.1, los frascos se sellaron, rotularon y colocaron en area de incubacidon a temperatura de 26°C + 1°C
bajo luz fluorescente (16 pmol s m™), con un fotoperiodo de 16:8 h luz:oscuridad.

Multiplicacion

Para inducir la formacion de yemas y promover el desarrollo de yemas axilares, se utilizaron brotes
formados en cada explante durante la etapa de establecimiento, en cada frasco se colocaron grupos de
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tres brotes y se subcultivaron en frascos con medio de cultivo basal MS [7] al cual se adicionaron 30
g-L™" de sacarosa, se evaluaron diferentes combinaciones de reguladores de crecimiento las cuales se
presentan en el cuadro 1, de tal manera que se tuvieron nueve tratamientos mas un testigo sin
reguladores.

Cuadro 1. Combinacion de reguladores de crecimiento para produccion de brotes

Tratamiento | ANA (mg-L'l) BA (mg-L'l) KIN (mg-L'l)
TO 0 0 0
T1 0.25 1.0 0.5
T2 0.25 2.0 0.5
T3 0.25 3.0 0.5
T4 0.50 1.0 0.5
T5 0.50 2.0 0.5
T6 0.50 3.0 0.5
T7 1.00 1.0 0.5
T8 1.00 2.0 0.5
T9 1.00 3.0 0.5

Los frascos se colocaron en un area de incubacion a temperatura de 26°C + 1°C bajo luz fluorescente
(16 pmol s m™), con un fotoperiodo de 16:8 h luz: oscuridad. Las variables evaluadas fueron: Numero
de brotes (NB), tamafio de brote (TH) y nimero de hojas (NH). Estas variables fueron evaluadas a 65 d
de establecido el experimento, se utilizd un vernier para el caso de las variable tamafio del brote TB.

Analisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente al azar. La unidad experimental consistio en un frasco de cultivo
con 1 explante y cada tratamiento constdo de cuatro repeticiones (Cuatro frascos).Los datos fueron
evaluados utilizando el paquete computacional SAS V8 [9] y la comparacion de medias de Tukey a =
0.5.

3. Resultados

En el presente estudio se encontréo que el desinfectante mas eficaz para los bulbos de Polianthes
previamente tratados en solucion fungicida-bactericida, fue 50% de agua destilada estéril y 50% de
HgCl, al 1%, durante 10 min, realizdndose tres enjuagues con agua destilada estéril, por lo tanto, esta
combinacion de desinfeccion fue la que se aplicd a todo el experimento.
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El medio de cultivo MS, junto con la combinacion de reguladores de crecimiento utilizada por [8], fue
eficiente para la multiplicacion de los bulbos de las diferentes especies. En cuanto a las variables
evaluadas, los resultados para nimero de brotes, el promedio por variedad fue diferente. P. platyphylla
fue la especie que presento el mayor numero de brotes promedio por explante, seguido de los explantes

de la especie P. howardii y P. tuberosa, aunque estos Ultimos no fueron diferentes estadisticamente
(Cuadro 2).

Cuadro 2. Numero de brotes en las diferentes esiecies a 65 d del establecimiento in vitro.

Especie de Polianthes Numero promedio de brotes Grupo
P. platyphylla 3.00 A
P. howardii 1.52 B
P. tuberosa var. Doble 0.95 B

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

Para la variable tamafio de brote los mejores resultados se obtuvieron con el tratamiento que contenia
una mayor concentracion de citocininas, obteniendo brotes con un tamafio de hasta 12 mm. En cuanto a
la especie, la que mostr6 mejor respuesta fue P. howardii alcanzando un tamafio promedio de brote de
hasta 7.53 mm.

Cuadro 3. Tamaio promedio de brote por tratamiento a 65 d del cultivo in vitro.

Tratamientos en mg-L'1 Tamafio promedio de Grupo
brote (mm)

ANA 1.0, BA 3.0, KIN 0.5 12.06 A
Testigo 10.47 BA
ANA 0.25, BA 3.0, KIN 7.47 BAC
ANA 1.0, BA 1.0, KIN 6.60 BAC
ANA 0.25, BA 1.0, KIN 0.5 6.54 BAC
ANA 0.5, BA 2.0, KIN 0.5 4.41 B C
ANA 1.0, BA 2.0, KIN 0.5 3.82 C
ANA 0.25, BA 2.0, KIN 0.5 3.80 C
ANA 0.5, BA 3.0, KIN 0.5 3.14 C
ANA 0.5, BA 1.0, KIN 0.5 2.16 C

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

Por ultimo en la variable numero de hojas los resultados estadisticos muestran que P. tuberosa var.
Doble, fue menos eficiente mientras que P. howardii y P. platyphylla se comportaron de una manera
similar, siendo mas eficientes con respecto a esta variable. Los resultados de este experimento indican
que los tratamientos probados incrementaron el nimero de hojas con el tratamiento que contenia la
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mayor concentracién 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 5. Numero promedio de hojas en especies de Polianthes a 65 d del cultivo in vitro.

- |

Especie Numero promedio de hojas Grupo
P. howardii 2.31 A
P. platyphylla 2.23 A
P. tuberosa var. Doble 1.08 B

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes, tukey (a = 0,05).
4. Discusion

La contaminacion microbiana es un problema constante que compromete el desarrollo de todas las
técnicas in vitro. La descontaminacion de los explantes obtenidos de las partes subterraneas ha sido una
tarea muy dificil, reportado por varios investigadores [10]. 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 mencionan algunos autores [11]. quienes reportaron este tipo de
problemas para hacer una propagacion eficiente en Zantedeschia albomaculata. [12], menciond 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 contaminacion 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 accién de los desinfectantes superficiales. [13],
propusieron el uso de HgCl, con una concentracion al 0.1% durante 2 a 3 min, para esterilizar bulbos de
P. tuberosa. [14], también reportan el uso de HgCl, 0.1% para esterilizar superficialmente escamas y
yemas axilares de dos cultivares de P. tuberosa, seguido de una inmersion en hipoclorito de sodio
(NaClO). Por otra parte la formacion de brotes multiples es la fase mas crucial en la propagacion a gran
escala de plantas por medio del cultivo de tejidos. La induccion, crecimiento, desarrollo y proliferacion
de brotes axilares son, por lo general procesos promovidos por la incorporacion de reguladores de
crecimiento al medio de cultivo; comunmente las citocininas suprimen la dominancia del meristemo
apical y promueven la formacion de brotes axilares [15].

Se ha mencionado [16], que una proporcién auxina-citocinina balanceada mantiene las células en un
estado indiferenciado, mientras que una proporcion alta de citocinina en relaciéon auxina promueve el
desarrollo de brotes y una proporcioén baja promueve el desarrollo de raices. [14], al usar dos diferentes
fuentes de explante (escamas y yemas axilares) para la propagacion de dos cultivares de P. tuberosa,
reportan que el mejor explante con base a la produccion de brotes, fueron las escamas, al usar el medio
basal MS, suplementado con 4 mg-L™" de BA y 0.2 mg-L" de IAA.
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La respuesta para la variable tamafio de brote concuerda con la obtenida por [17], quienes propagaron
Agave inaequidens Koch, e indican que los tratamientos que tenian concentraciones de 1.0 mg-L™ a 3.0
mg-L" de BA, incrementaron el tamafio de la planta.

Por otra parte las especies silvestres P. howardii 'y P. platyphylla se comportaron de una manera similar,
siendo mas eficientes con respecto a la variable numero de hojas, sin embargo de manera natural
Polianthes tuberosa es una especie que presenta gran vigor y alta eficiencia, este cultivar tiene entre 6 y
10 hojas por roseta, mientras que P. howardii y P. platyphylla tienen entre 2 y 6 hojas por roseta en
estado silvestre, sin embargo en estado in vitro estos ultimos mostraron mayor eficiencia para la variable
en cuestion, esto quiza se deba al contenido endogeno de hormonas vegetales y 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 factores como la edad,
condiciones ambientales, estado fisiologico de desarrollo y su estado de nutricion [18]. Cabe mencionar
que esta respuesta se obtuvo con la mayor utilizacidon de citocininas, [17] obtuvieron resultados similares
utilizando una concentracion de 3.0 mg-L™" de BA, para incrementar el tamaiio de la planta y el niimero
de hojas de Agave inaequidens Koch. [19], mencion6 que las citocininas generan cambios morfologicos
en los tejidos cultivados in vitro, resultado del estimulo de la actividad mitética celular, lo que genera
brotacion, esto podria explicar los resultados obtenidos tomando en cuenta que en este tratamiento se
utilizé en mayor concentracion este regulador de crecimiento.

5. Conclusiones

Este trabajo demostrd que es posible propagar a las especies silvestres del género Polianthes (P.
howardii y P. platyphylla), las cuales responden eficientemente en condiciones in vitro en relacion a P.
tuberosa var. Doble., para las que no existian antecedentes en este sentido. La respuesta a las
condiciones in vitro fue diferente entre especies de tal forma que en el caso de la variable nimero de
brotes por explante, la mejor respuesta la presentd P. platyphylla, mientras que P. tuberosa fue la menos
eficiente en cuanto a esta variable. Respecto a la variable tamafio de brote y niimero de hojas, se
observé la misma respuesta dependiente de la especie en este caso P. howardii presentd la mejor
respuesta en cuanto a la variable tamafio de brote y al igual que P. platyphylla mostré mayor eficiencia
para la variable numero de hojas, por el contrario P. tuberosa no fue eficiente para ninguna de las
variable evaluadas. El mejor tratamiento para la propagacion in vitro de las especies del género
Polianthes que fueron utilizadas en esta investigacion, fue 1 mg-L”' de ANA, 3.0 mg-L"' de BAy 0.5
mg-L" de KIN para todas las variables, el cual contenia una mayor concentracion de citocininas.
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