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MORFOGENESIS in vitro DE Tillandsia viridiflora (Beer) Baker
Jonathan Marquez Martinez, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2019

RESUMEN

Tillandsia viridiflora (Beer) Baker es una bromelia endémica de México de gran valor
ornamental. Es considerada una especie amenazada por la destruccion de su habitat y
el comercio ilegal. Para aprovechar este recurso fitogenético se requieren sistemas de
propagacion eficientes. Una opcion la ofrecen las técnicas de cultivo de tejidos vegetales
in vitro. Los objetivos fueron: definir las mejores condiciones para la germinacion in vitro
de semillas, determinar su viabilidad, regenerar plantulas por organogénesis directa y
aclimatar las plantulas. Se sembraron semillas de ocho y diez meses de edad en medio
MS con 50% de la concentracion de sales adicionado con 6-bencilaminopuira (BAP) y
acido nalftalenacético (ANA). Un lote de semillas de cada edad se almacend a 10 °C
durante 38 semanas. La organogénesis se indujo a partir de plantulas germinadas in
vitro sembradas en medio MS adicionado con BAP (0.0-8.8 uM) y ANA (0.0-2.1 uM). Para
el alargamiento, grupos de brotes de la etapa de multiplicacion, se colocaron en medio
MS con acido giberélico (0-5.77 uM). Para el enraizamiento, se cultivaron brotes en
medio MS con 50% de concentracion de sales adicionado con ANA (0.00-2.15 pM), acido
indol-3-butirico (0.00-2.15 uM). En aclimatacion se evaluaron plantulas enraizadas in
vitro con dos alturas (4.5 y 6.5 cm) y dos sustratos (turba perlita (1:1) y corteza de pino).
La germinacion fue de 82% en ambas edades de semilla, a las cinco semanas. Las
semillas se mantuvieron viables por 38 meses (germinacion promedio de 78.9%). En la
organogénesis la mayor cantidad de brotes (10.4) se obtuvo con 6.65 uM de BAPy 0.5
MM de ANA y la mayor cantidad de brotes multiplicados (13.0) se logré con 4.4 uM de
BAP y 0.5 uM de ANA, ambos resultados a las 12 semanas. EI mejor alargamiento de
brotes (1.5 cm) se consiguid con 5.7 uM de acido giberélico. EI mayor niumero de raices

(2.4) se indujo con 1.0 uM de ANA. Durante aclimatacion la supervivencia fue de 100%.

Palabras clave: bromelia, germinacion, viabilidad, propagacion in vitro, organogénesis



In vitro MORPHOGENESIS OF Tillandsia viridiflora (Beer) Baker
Jonathan Marquez Martinez, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2019

ABSTRACT

Tillandsia viridiflora (Beer) Baker is a Mexican endemic bromeliad of high ornament
value. It is considered an endangered species by the destruction of its habitat and illegal
trade. To take advantage of this phytogenic resource efficient propagation systems are
required. One option is offered by the in vitro plant tissue culture techniques. The goals
were: to define the best conditions for in vitro germination of seeds, determine their
viability, regenerate plants by direct organogenesis and acclimatization of plantlets.
Seeds of eight and ten months of age were planted in MS medium with 50% of salt
concentration added with 6-benzylaminopurine (BAP) and nalphthalenacetic acid (NAA).
A batch of seeds of each age was stored at 10 ° C for 38 weeks. Organogenesis was
induced from in vitro germinated seedlings seeded in MS medium added with BAP (0.0-
8.8 uM) and NAA (0.0-2.1 uM). For elongation, groups of shoots grown in the
multiplication stage were placed in MS medium with gibberellic acid (0-5.77 uM). For
rooting, shoots were grown in MS medium with 50% of salt concentration added with
NAA (0.00-2.15 pM), indole-3-butyric acid (0.00-2.15 uM). In acclimatization rooted
seedlings in vitro were evaluated with two heights (4.5 and 6.5 cm) and two substrates
(peat:pearlite (1:1) and pine bark). Germination was 82% at both seed ages, at five
weeks. The seeds remained viable for 38 months (average germination of 78.9%). In the
organogenesis, the greatest number of shoots (10.4) was obtained with 6.65 uM of BAP
and 0.5 uM of NAA and the greatest amount of multiplied shoots (13.0) was achieved
with 4.4 uyM of BAP and 0.5 pM of NAA, both results at 12 weeks. The best elongation of
shoots (1.5 cm) was carry out with 5.7 uM of gibberellic acid. The largest number of roots

(2.4) was induced with 1.0 uM of NAA. During acclimatization the survival was 100%.

Keywords: bromeliad, germination, viability, in vitro propagation, organogenesis.
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Morfogénesis in vitro de Tillandsia viridiflora (Beer) Baker

I. INTRODUCCION

Se ha reconocido a nivel mundial la belleza de las plantas epifitas, y un gran
numero han sido adoptadas como plantas de ornato; sin embargo, es
desconocido su manejo y técnicas eficientes de produccion que permitan
satisfacer el mercado local. Este problema ha ocasionado que las plantas

sean extraidas de su ambiente natural sin control (Vazquez, 2014).

La flora de México presenta gran diversidad de especies con valores estéticos
que requieren el estudio constante de exploracion y conocimiento. Parte de
esta diversidad son las bromeliaceas cuyas inflorescencias elegantes, frutos,
follaje, variedad de tamanos y morfologia se han convertido en plantas
ornamentales ideales para decorar espacios interiores y exteriores (Miranda
et al., 2007). Dentro de sus atributos importantes destacan la tolerancia a
factores ambientales asi como a plagas y enfermedades (Mondragon et al.,
2011). También pueden cultivarse si se les brinda el manejo apropiado
(Franca y Araujo, 2013; Vazquez et al.,, 2014). En festividades religiosas y
en navidad las bromelias se han convertido en un elemento importante de

decoracion (Méndez et al., 2011).

Las bromelias desempenan un papel ecolégico importante (Mondragon et
al., 2011) ya que son el habitat de insectos, ranas y lagartijas, también, son
fuente de alimentos para aves y murcielagos. Estas plantas pueden ser
abundantes en los bosques y representar hasta 50% de las especies de la
vegetacion (Toledo, 2014). En el mundo existen aproximadamente 60
géneros de bromelias que incluyen 3,170 especies (Sheu et al., 2017), de las
cuales 356 (11.2 %) se encuentran en México y de éstas 233 (7.3 %) son
endémicas de Meéxico (CONABIO, 2012). Estas plantas presentan
condiciones evolutivas bastante desarroladas que les permiten absorber del

aire la humedad necesaria para vivir y resistir largos periodos de sequia.



Morfogénesis in vitro de Tillandsia viridiflora (Beer) Baker

Los generos mas sobresalientes de las bromelias son Vriesea Lindl.,

Neoregelia L. B. Sm., Guzmania Ruiz & Pav., Billbergia Thunb., Aechmea Ruiz
& Pav. y Tillandsia L. El género mas grande de la familia bromeliaceae es
Tillandsia L y agrupa 21.2 % del total de especies de las cuales el 94.6 %
son epifitas (Zotz, 2013). Cerca de 22 especies de Tillandsia son utilizadas
como fibras, forrajes, combustible, medicinal y ornamentales (Méndez et al.,
2011). Ademas, se ha documentado que la mayoria (90.4%) de las bromelias
que se comercializan en mercados de Oaxaca pertenecen a este género

(Mondrag6n, 2008).

La familia bromeliaceae en México se caracteriza por presentar un alto grado
de endemismo. La NOM-059-SEMARNAT-2010 incluye a 21 especies de
bromelias como amenazadas y/o protegidas de las cuales 17 corresponden
al género Tillandsia. Sin embargo, es altamente probable que toda la familia

sea vulnerable por los habitats especificos que requieren para sobrevivir.

Como se mencion6 anteriormente, se han estudiado aspectos ecolégicos en
bromelias pero esta informacion no se ha vinculado con otros trabajos que
definan técnicas eficientes de propagacion y su manejo agronoémico como
cultivo ornamental. Estos estudios son indispensables para aprovechar las
especies con fines comerciales y evitar el saqueo de su ambiente natural
(Lavor et al., 2014). Si bien, en México hay Unidades de Manejo Ambiental
que funcionan como viveros de bromelias aun se carece de informacion
basica sobre la reproduccion. Las semillas de algunas especies requieren
condiciones especificas de humedad, temperatura y sustrato para germinar,
como es el caso de las especies del género Vriesea que producen semillas

con baja capacidad de germinacion (Vazquez et al., 2014).
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Las bromelias que se comercializan en México son extraidas de los bosques

de forma ilegal y desmedida, con el fin de ser utilizadas como fibras,
alimento, follaje, medicina, ornamental y ceremonial. Asi mismo, la
destruccion de estos ambientes naturales, colocan a las bromelias no sélo
como especies vulnerables sino tambien en peligro de extincion (Mondragon,

2008; Méndez et al., 2011; Pech et al., 2012).

Tillandsia viridiflora (Beer) Baker es una bromelia epifita de hojas verdes con
inflorescencias erectas y flores blancas. Es nativa de México, Guatemala,
Honduras y Nicaragua (Espejo-Sernal et al., 2010). Aunque no es una
especie incluida en la NOM-059-SEMARNAT-2010, es una bromelia que se
considera amenazada, en algunas regiones, y en peligro de exticion en otras
a causa de la destruccion de su habitat y comercio ilegal. La Comision
Nacional de Areas Naturales Protegidas cataloga a la especie con un indice
de 3, que corresponde a aquellas especies que si bien en la actualidad no se
encuentran en peligro de extincion, podrian llegar a estarlo en un corto plazo
(CONAP, 2010). Al igual que para la mayoria de especies de bromelias de
Meéxico, T. viridiflora es un recurso fitogenético que se aprovecha de forma
silvestre. No existen estudios de domesticacion ni de cultivo de la especie y
su comercio como planta ornamental se basa en la extraccion de los bosques
de ejemplares adultos proximos a la floracion. Esta forma ilegal de

aprovechamiento reduce drasticamente las poblaciones naturales.

En México existen muy pocos viveros dedicados a la produccion intensiva
de bromelias. La propagacion se puede llevar a cabo, mediante propagacion
sexual, que toma varios anos para obtener una planta adulta porque la tasa
de crecimiento es lenta, o propagacion asexual por medio de la formacion de

brotes vegetativos a partir de una planta madre (Vazquez, 2014).
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Actualmente no se tienen referencias sobre la propagacion convencional o

in vitro de Tillandsia viridiflora que proporcione informacion sobre su
multiplicacion masiva; es por ello que, las técnicas de cultivo de tejidos
vegetales in vitro ofrecen una alternativa de propagacion in vitro al ser un
conjunto heterogéneo de técnicas que permiten la regeneracion de plantas
a partir de explantes, incluidas las semillas. Estas técnicas junto con nuevos
desarrollos biotecnologicos han contribuido a la propagacion, rescate y
conservacion de especies vegetales vulnerables o en peligro de extincion

entre otras (Anis y Ahmad, 2016).

Con la finalidad de generar informacion basica para el rescate, conservacion
y aprovechamiento comercial de Tillandsia viridiflora la presente
investigacion se plante6é como objetivos determinar las condiciones 6ptimas
para la germinacion in vitro de Tillandsia viridiflora, evaluar su viabilidad y
regenerar plantas por organogénesis a partir de plantulas germinadas in

vitro.
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II. OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivo general

Establecer la morfogénesis in vitro de Tillandsia viridiflora a partir de la

germinacion de semillas y regeneracion de plantulas por organogénesis.

2.2 Objetivos especificos

e Desarrollar un procedimiento 6ptimo de desinfeccion de semillas para
el cultivo aséptico de T. viridiflora.

e Definir las condiciones 6ptimas de medio de cultivo y reguladores del
crecimiento para la germinacion in vitro de T. viridiflora.

e Determinar la viabilidad de semillas de T. viridiflora

e Determinar las condiciones optimas de medio de cultivo y reguladores
del crecimiento de T. viridiflora oOptimos para la induccion,
multiplicacion, alargamiento y enraizamiento de brotes via
organogénesis.

» Establecer las mejores condiciones para la aclimatacion de plantulas

de T. viridiflora obtenidas in vitro.

2.3 Hipotesis

» El establecimiento del cultivo aséptico de semillas de T. viridiflora esta
determinado por el tipo y concentracion de agente desinfectante
empleado asi como de los tiempos de inmersion.

» La mejor germinacion in vitro de T. viridiflora depende de la viabilidad
de la semilla.

» Las respuestas morfogénicas de T. viridiflora dependen del tipo de
explante y de las combinaciones de reguladores del crecimiento
empleadas en cada etapa de la ruta morfogénica.

» Es posible aclimatar plantulas propagadas in vitro de T. viridiflora.
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III. REVISION DE LITERATURA

3.1 Generalidades de bromelias

Las bromelias crecen en diferentes habitats y tienen caracteristicas
fisiologicas que les permiten conquistar ambientes altamente restrictivos
(Mondragon et al.,, 2011). Las plantas crecen como rupicolas, terrestres y
epifitas (Vieira et al.,, 2014). Las plantas epifitas se sujetan al arbol para
obtener un soporte, de esta forma, pueden alcanzar la mayor cantidad de
luz, humedad, materia organica y nutrientes para su desarrollo (Martinez-

Meléndez et al., 2011).

La via fotosintética de la mayoria de las epifitas y de algunas bromelias es
el metabolismo acido de las crasulaceas (Matiz et al., 2013). La principal
caracteristica morfologica de estas plantas es la distribucion de las hojas en
forma de roseta (tanque) es una estructura eficiente para la incautacion de
agua y materia organica (Toledo, 2014; Brandt et al., 2017). La evolucion en
las bromelias ha modificado las funciones de absorcion de agua y nutrientes
de las raices, ha favorecido la especializacion de tricomas peltados que
cumplen esa funcion en las hojas. Las hojas de las bromelias varian
considerablemente en tamano, forma y densidad, ademas, estan insertadas

por la base en el tallo. Se distinguen tres tipos de hojas (Males, 2016).

1) Triangulares: Cuando presentan una base amplia y algo redondeada,
que se reduce drasticamente y se vuelve casi linear a medida que se
avanza hacia el apice.

2) Liguladas: Cuando su forma y ancho son uniformes a lo largo de la

extension de la hoja similar a una faja o tira.
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3) Lineales: Cuando las hojas son angostas y de forma lineal (Chicaiza,

2012). La Inflorescencia en general es vistosa por la presencia de
bracteas coloridas. Estas pueden ser terminales, en forma de espigas,
racimos o paniculas, o estar ubicadas en las axilas de hojas
fuertemente coloreadas (Wanderley y Martins, 2007; UNNE, 2010)
(Figura 1).

INFLORESCENCIA )
BRACTEA

TRICOMAS

Figura 1. Estructuras anatomicas de las bromelias (Mondragon et al., 2009).
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Las semillas pueden tener apéndices o estar desprovista de éstos. En la

subfamilia Pitcairnioideae producen semillas provistas de un apéndice
plumoso, en Tillandsioideae las semillas son aladas o bicaudadas y las
semillas de Bromelioideae estan desnudas, ademas, los frutos pueden ser

bayas o capsulas (Chicaiza, 2012).

3.1.1 Ecologia

La distribucion de las plantas epifitas depende de las condiciones climaticas.
Las epifitas y hemiepifitas representan el 10% de la diversidad vegetal en el
mundo (Ceja et al.,, 2008). Ademas, poseen un papel caracteristico dentro
del ciclo de los nutrientes y del agua, al caer al suelo del bosque se

descomponen e integran a la materia organica (Toledo, 2014).

En el caso de las bromelias, su morfologia en roseta permite establecer
relaciones con algunos animales tales como insectos, ranas y reptiles
(Miranda et al., 2007). Se ha reportado que los ratones consumen el polen
de T. viridiflora (Orozco-Ibarrola et al., 2015). También, presentan antesis
nocturna, lo cual sugiere que podrian ser polinizadas por murciélagos

(Aguilar-Rodriguez et al., 2014).

3.1.2 Taxonomia

En el mundo existen aproximadamente 60 géneros que incluyen a 3,170
especies (Sheu et al., 2017). En México se tienen registradas 356 especies
de las cuales 233 son endémicas (CONABIO, 2012). La clasificacion
taxonomica de la familia Bromeliaceae es la siguiente (The Angiosperm

Phylogeny Group et al., 2016).



Morfogénesis in vitro de Tillandsia viridiflora (Beer) Baker

—= .‘.—‘W‘:‘. —

Reino: Plantae

Clado: angiosperms
Clado: monocotiledéneas
Clado: commelinids
Orden: Poales

Familia: Bromeliaceae

Esta familia se divide tres subfamilias clasicas, solo Bromelioideae y
Tillandsioideae se consideran monofiléticas, mientras que Pitcairnioideae se
subdividi6 en cinco nuevas subfamilias: Pitcairnioideae, Puyoideae,
Navioideae, Hechtioideae, Lindmanioideae y Brocchinioideae (Chicaiza,

2012; Matiz et al., 2013).

El género mas diverso es Tillandsia L. el cual representa el 21.2 % en la
familia bromeliaceae con 671 especies (Zotz, 2013). Ademas, son de gran
valor econdémico debido a la variedad de formas, colores en hojas y flores,
que permiten usarse como plantas ornamentales o para otro propésito, ya
sea, fibras, bebida, medicina, entre otras. De modo, que solo unas pocas son

cultivadas para su comercio (Méndez et al., 2011; Pech et al., 2012).

3.1.3 Importancia economica

Las bromelias se consideran novedades dentro de la industria ornamental y
cada vez se observan con mayor frecuencia en jardines de lujo en todo el
mundo (Negrelle et al., 2012). A pesar de esto, solo dos especies de bromelias
se producen de forma comercial en México; la primera es la pina (Ananas
comosus) y la segunda es la pita (Aechmea magdalenae). Dentro de las
bromelias ornamentales es posible observar el comercio de Tillandsia
usneoides, Tillandsia carlos-hankii y Tillandsia imperialis (Ramirez, 2010;

Molina-Luna et al., 2015; SNITT, 2016).
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Sin embargo, se desconoce si las plantas se producen en viveros o unidades

de manejo ambiental autorizados por SEMARNAT, aunque, lo mas probable

es que sean ejemplares extraidos de su habitat natural.

La bromelina es una enzima producida por Ananas comosus cuya funcion
es actuar como mecanismo de defensa contra larvas de insectos, sin
embargo, es de gran importancia para la industria quimica y farmacéutica.
La hemisfericina también es producida por las Bromelias (Negrelle et al.,
2012). Ademas, por ser especies de clima tropical y comercializadas en
regiones de climas templado o frios se consideran plantas ornamentales

exoticas (Miranda et al., 2007).

3.1.4 Importancia ecoldogica

Las bromelias representan del 30 al 50 % de las especies en los bosques,
ademas, cumplen con diversas funciones ecologicas (CONABIO, 2013;
Toledo, 2014). La mas importante es la relacion directa con otros organismos
tales como insectos, aracnidos, crustaceos, ranas, pequenas serpientes y
aves. También sirven como alimento para algunos mamiferos (Mondragon et
al., 2011; Pech et al., 2012; Aguilar-Rodriguez et al., 2014; Orozco-Ibarrola
etal., 2015).

3.2 Descripcion botanica de Tillandsia viridiflora

Es una planta nativa de México, se identifica como Tillandsia viridiflora
(Beer) Baker, J. Bot. 26: 81. 1888. Platystachys viridiflora Beer, Fam.
Bromel. p. 81. 1856 “1857”. Tipo: México, sin localidad precisa. También se

conoce como lirio.
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Es una especie que habita en bosques de pino-encino, bosques de encino,

bosques tropicales subcaducifolios y bosques mesoéfilos de montana. Se
encuentra en altitudes de 1,000 a 1,800 m y su periodo de floracion es de
julio a diciembre. La bromelia T. viridiflora es una especie rara, muy escasa
y se distribuye en los estados de Hidalgo, Querétaro, Puebla, Veracruz,

Oaxaca y Chiapas. (Espejo-Serna et al., 2010).

Es una planta epifita arrosetada y acaulescente, su inflorescencia alcanza
de 0.65 a 1.0 m de altura, es una bromelia tipo tanque con un diametro de
hasta 40 cm, generalmente solitarias. Las hojas son numerosas, las vainas
presentan coloracion pardo claras a pardo doradas con forma eliptica a
oblonga, y con dimensiones de 10 a 14 cm de largo y de 5.5 a 6.5 cm de
ancho. Las laminas son verdes, algo glaucas, mas oscuras en el haz,
cintiformes a largamente triangulares, de 25 a 50 cm de largo, de 3 a 4 cm

de ancho en la base (Figura 2).

La inflorescencia terminal es erecta y simple. El pedunculo es cilindrico,
robusto, de 45 a 50 cm de largo y de 5 a 7 mm de diametro, cubierto
totalmente por las vainas de las bracteas. Las bracteas del pedunculo
basales son foliaceas, las distales vaginiformes, las vainas son de 3.5 a 4.5
cm de largo, las laminas son de 1 a 30 cm de largo, las espigas aplanadas,
de oblongas a lanceoladas, con dimensiones de 17 a 30 cm de largo y de 6

a 7 cm de ancho.

Las bracteas florales son verdes, glaucas, ampliamente elipticas, de 3.2 a 4
cm de largo, de 2 a 2.4 cm de ancho, estan laxamente imbricadas, pero dejan
ver el raquis en la antesis, se encuentran de lisas a nervadas, ecarinadas,
redondeadas en el apice, glabras por fuera, esparcidamente pardo-
punctulado-lepidotas por dentro, flores disticas, ascendentes, de 13 a 22

por espiga, actinomorfas, helicoiformes, subsésiles.
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Los sépalos son verdes, oblanceolados, de 3 a 3.4 cm de largo y

aproximadamente de 1 cm de ancho, se encuentran nervados, ecarinados,
erosos y algo hialinos en el margen, agudos en el apice, glabros por fuera,
esparcidamente pardo-punctulado lepidotos por dentro. Los pétalos estan
libres son de color verde claros, angostamente oblongos, cintiformes, de
aproximadamente 9 cm de largo y 1 cm de ancho, retorcidos, redondeados

a agudos en el apice.

Figura 2. Estructuras anatomicas de Tillandssicg viridiflora. A) aspecto
general de la planta, B) inflorescencia, C) flores, D) sépalos,
E) pétalos, F) androceo y gineceo, G) antena, H) estigma.
Fuente: Espejo-Serna et al., 2010.
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Los estambres son subiguales y mas largos que los pétalos, los filamentos

libres, verdes claros a blancos, filiformes, de 10 a 10.5 cm de largo. Las
anteras presentan una coloracion de verdes a verdes blanquecinas, lineares,
curvadas, de 9 a 11 mm de largo, ovario verde, ovoide, y con dimensiones
aproximadas de 14 mm de largo y 5 mm de diametro. El estilo es verde,
filiforme, de 10 a 11 cm de largo, el estigma es verde; capsulas son verdes,
fusiformes, rostradas, de 5.7 a 6 cm de largo, aproximadamente de 9 mm
de diametro; semillas pardas oscuras, fusiformes, de 4 mm de largo, con un

apéndice plumoso blanquecino de 2.2 a 2.8 cm de largo.

3.3 Cultivo de bromelias

El crecimiento de las bromelias es afectado principalmente por nutrientes,
luz, sustrato y agua (FWCBS, 2016). Para nutrirlas se recomienda usar
algun fertilizante a la mitad de la concentracion recomendada por el
fabricante o menos, de preferencia que contenga de 0.8 a 1 mS/cm. Al igual,
se puede llevar a cabo una fertilizacion foliar en verano con concentraciones
diluidas y un pH de 5.2 a 6.2 (Ruus y Pertuit, 2001; Anthura y Bureau
IMAC, 2007).

En términos generales, estas plantas pueden ser cultivadas bajo una
intensidad luminica de 50 pmol m=2 s!, aunque, cada género tiene sus
propios requerimientos (OSRAM, 2016). También, se considera 6ptimo el

rango de temperatura entre 18 y 20 °C (Anthura y Bureau IMAC, 2007).

Con respecto al sustrato, existen varias mezclas que incluyen corteza, turba
y perlita esta combinacion debe ser suficientemente porosa para que
permita un drenaje y aireacion adecuado, a la vez, tiene que retener un 25

% de agua (Ruus y Pertuit, 2001; (Anthura y Bureau IMAC, 2007).
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El tamano de las macetas dependera del tamano de la planta. La demanda

de agua es diferente entre una bromelia tanque y una aérea, se recomienda
un sistema de aspersion capacitado para suministrar entre Sy 12 litros por
m?2. Se debe tomar en cuenta que las bromelias son propensas a pudricion
de raiz por exceso de agua (Ruus y Pertuit, 2001; Anthura y Bureau IMAC,
2007; FWCBS, 2016).

3.3.1 Plagas y enfermedades

Las bromelias son tolerantes a enfermedades y plagas, cuando se presentan,
se debe a practicas culturales inadecuadas, tales como, exceso de riego,
concentracion inadecuada de la solucion nutritiva o la falta de sombreado
(FWCBS, 2016). Entre los principales problemas es la aparicion de
Fusarium, Colletotrichum, Curvularia, roya entre otras. El sintoma de la
presencia de estos hongos se localiza tanto en la base de la planta como en
las hojas. Las hojas se vuelven marron y se pudre la planta de adentro hacia

afuera (Escobar, 2001).

3.3.2 Propagacion de bromelias

Las bromelias en su estado natural estan sujetas a sustratos inestables con
baja humedad, pocos nutrientes y también estan expuestas a cambios
bruscos de temperatura y a altas velocidades del viento. Estas condiciones
favorecen el desarrollo de ciertas adaptaciones como la produccion de
semillas y la formacion de hijuelos. En general, gran cantidad de plantas
epifitas cuentan con dos vias naturales para multiplicarse: la sexual, por las

semillas, y la asexual, por los hijuelos o vastagos (Miranda et al., 2007).
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3.3.2.1 Propagacion sexual

La reproduccion sexual es comun en las especies de la subfamilia
Tillandsioideae donde las semillas pueden germinar en su propia planta
madre o dispersarse a grandes distancias por el viento (Alsina et al., 2006).
La reproduccion sexual es el método mas eficaz para la propagacion ya que
las inflorescencias normalmente producen gran cantidad de semillas por
fruto (capsula) (Escobedo, 2012). Se ha estimado que tan solo una capsula
puede producir entre 100 y 150 plantulas, dependiendo de la especie, sin
embargo, mediante este proceso toma varios anos obtener una planta adulta

porque la tasa de crecimiento es lenta (Vazquez et al., 2014).

3.3.2.2 Propagacion asexual

La propagacion asexual de las bromelias implica la formacion de brotes
vegetativos a partir de una planta madre, para su supervivencia éstos se
pueden originar en el rizoma, en la base de la planta o en la misma roseta.
Pueden aparecer antes o durante el periodo de floracion con hasta ocho
individuos (Alsina et al., 2006; Miranda et al., 2007). La principal ventaja de
este tipo de propagacion es la perpetuacion de la planta, se recomienda para
especies raras, plantas que no provienen de semillas autégamas como es el

caso de las hibridaciones y plantas que no producen semillas (Reyes, 2015).

3.4 Cultivo de tejidos vegetales in vitro

El término in vitro es el cultivo dentro de un frasco de vidrio en un ambiente
artificial con dos peculiaridades: la asepsia y el control de los factores que
afectan el crecimiento (Cedres y Sharry, 2015). El cultivo de tejidos vegetales
in vitro es un conjunto de técnicas donde se aisla asépticamente un explante
y se cultiva en condiciones fisicas y quimicas apropiadas para que las
células expresen su potencial intrinseco o inducido (Osuna y Saucedo,

2010).
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Estas técnicas permiten obtener una gran cantidad de plantulas a partir de

un explante, ademas, las plantas obtenidas son genéticamente idénticas a

la planta madre (clones) (Rangel-Estrada et al., 2016).

3.4.1 Totipotencia celular

La totipotencia celular es la capacidad de producir todos los tipos de células
y organizarlas en un plan corporal coherente, y es la caracteristica
definitoria de un organismo (Condic, 2014). Esta teoria enunciada por
Haberlandt en 1902 sostiene la posibilidad de obtener una planta completa
a partir de cualquier célula viva, bajo condiciones controladas de cultivo
(Cedres y Sharry, 2015). En este sentido, la totipotencia de las células
vegetales permite inducir la formacion de estructuras y organos de novo

(Villarreal, 2015).

3.4.2 Morfogénesis in vitro

La morfogénesis se refiere a las alteraciones morfolégicas de un organismo
que suceden como resultado de cambios estructurales o de organizacion
durante su desarrollo (Villarreal, 2015). Esta respuesta se manifiesta en dos
rutas; la organogénesis y la embriogénesis (Ziv y Chen, 2008). Por lo cual,
el crecimiento celular organizado contribuye a la formacion de nuevas
estructuras definidas (George, 2008). Entonces, la morfogénesis in vitro
consiste en la obtencion de 6rganos o embriones a partir de un explante

empleando las técnicas de cultivo de tejidos vegetales in vitro.
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3.4.2.1 Organogénesis in vitro

La organogénesis in vitro es una de las dos vias morfogénicas para la
regeneracion de plantulas. El proceso consiste en la iniciacion y desarrollo
de nuevos organos a partir del cultivo de células o tejidos (Villarreal, 2015).
Tales organos recién originados son estructuras unipolares y su tejido

vascular esta fisicamente conectado al tejido de origen (Olmos et al., 2010).

Este proceso puede llevarse a cabo de forma indirecta o directa; la primera se genera a
partir de un callo, el cual, es una masa amorfa que pierde su arreglo parenquimatico y
continla la proliferacion celular del explante. La directa se origina por la formacion de
brotes a partir de los explantes sin que se presente la formacion de callo. Ademas, las
plantas contienen grupos de células que eventualmente dan origen a la formacién de
brotes adventicios (lliev et al., 2010; Olmos et al., 2010).

3.4.2.2 Embriogénesis somatica

La embriogénesis somatica consiste en la formacion de embriones similares
a un embrion cigético pero que se originan de células somaticas y que al
germinar dan origen a individuos completos (Olmos et al., 2010; Villarreal,
20195). De igual forma, la embriogénesis somatica se puede establecer de
forma indirecta, donde el explante primero forma un callo, o directa, donde

los embriones se forman directamente del explante (Nolan y Rose, 2010).

3.5 Factores que afectan los procesos morfogénicos in vitro
3.5.1 Genotipo

En cualquier género, las plantas tienen diferencias entre genotipos,
cultivares o especies que afectan su respuesta morfogénica en el cultivo de
tejidos desde el establecimiento, capacidad de diferenciacion y crecimiento

de nuevos organos (Naranjo et al., 2015; Scalzo et al., 2016).
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Algunos genotipos no responden al cultivo in vitro o son recalcitrantes,

mientras que otros, responden para producir callos o brotes con facilidad
(Mahmood y Razzaq, 2017). Ademas, la aportacion relativa supone 60 %

para el genotipo (Dominguez-Perales et al., 2016).

3.5.2 Explante

El explante es un fragmento de tejido vegetal con dimensiones aproximadas
a 1 cm? el cual se establece en el medio de cultivo. El explante es uno de los
factores clave para el éxito del cultivo in vitro; se debe tomar en cuenta la
edad fisiologica u ontogénica del 6rgano, la época del afio en la que se
obtiene el explante, el tamano y ubicacion del explante, la calidad de la
planta de origen, el objetivo final de la investigacion y el tipo de planta (Iliev,

2010; Teixeira da Silva y Tanaka, 2010; Smith, 2013).

El tejido fisiologicamente joven es mas receptivo a la adaptacion in vitroy es
mas facil para desinfectarlo superficialmente. En contraste, el tejido de
mayor edad no tendra capacidad morfogénica para la regeneracion (Garcia
et al.,, 2015; Fernandez da Silva et al., 2016). Con respecto al tamano del
explante se ha reportado que presenta efecto en la respuesta del cultivo de
tejidos vegetales in vitro (Smith, 2013). Asi que, en cuanto mas pequeno sea
el explante, mas dificil sera cultivarlo. Por el contrario, entre mas grande, es
probable que contenga mas reservas de nutrientes y reguladores de

crecimiento para mantenerse en el cultivo (Mroginski et al., 2010).

Cualquier parte del tejido de la planta puede usarse como un explante
(Smith, 2013). Si la propagacion clonal es el objetivo, entonces el explante
usualmente sera una yema, brote lateral o terminal (Solis et al., 2011;

Cancino-Escalante et al., 2015).
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Para la induccion de callo, generalmente se usan segmentos de cotiledon,

hipocoétilo, tallo, hoja o embrion cigotico (Rodriguez et al., 2014; Vacca et al.,
2014; Teshome y Feyissa, 2015; Rodriguez et al., 2015). El tejido foliar de
una semilla asépticamente germinada es una buena fuente de tejido para el
aislamiento de protoplastos (Criollo et al., 2016). Para producir plantas

haploides, se cultiva la antera o el polen (Corazza et al., 2016).

3.5.3 Medio de cultivo

Los medios de cultivo son soluciones acuosas donde se desarrollan
microorganismos, células, tejidos vegetales y animales (Boeri, 2015). De
acuerdo con Gamborg y Wetter (1975), el éxito en cultivo de tejidos depende
de la seleccion del medio, incluyendo su composicion quimica y su forma
fisica. Los componentes principales del medio son: macronutrientes,
micronutrientes, vitaminas, aminoacidos, azucares, agentes gelificantes y

hormonas o reguladores de crecimiento (Perea y Tirado, 2011).

Los medios mas empleados para el cultivo de tejidos vegetales in vitro son:
medio White (White, 1963); medio LS (Linsmaier y Skoog, 1965); medio B5
(Gamborg et.al., 1968); medio NN (Nitsch y Nitsch, 1969); medio MS
(Murashige y Skoog, 1962).

3.5.4 Fitohormonas y reguladores de crecimiento vegetal

Las hormonas vegetales o fitohormonas se definen como sustancias
organicas producidas de forma natural, son activas en bajas
concentraciones y afectan los procesos fisiologicos de las plantas en una

posicion distante de su lugar de sintesis (Sharma y Jain, 2016).
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En el cultivo de tejidos vegetales in vitro se emplean reguladores del

crecimiento que se elaboran de forma sintética y actiian de forma similar a
las fitohormonas. El tipo y concentracion de los reguladores del crecimiento

a usar depende del proposito de la investigacion a desarrollar (Smith, 2013).

Dentro de los reguladores se pueden enlistar las citocininas: (6-
bencilaminopurina [BAP], cinetina [CIN], zeatina [ZEA], isopentenil-adenina
[2ip], thidiazuron} [TDZ]); auxinas: (acido naftalenacético [ANA], acido 2,4
diclorofenoxiacético [2, 4-D], acido indolacético [AIA], acido indol-3-butirico
[AIB], acido naftoxiacético [NOA], Dicamba, Picloram); giberelinas [AG3];
etileno y acido abscisico [ABA] (Mroginski et al., 2010; Boeri, 2015). El
crecimiento y la morfogénesis in vitro se encuentran regulados por la

interaccion y el equilibrio entre ellos (Kumar y Reddy, 2011).

3.5.5 Fuente de carbono

Las fuentes de carbono influyen en la morfogénesis in vitro (Yaseen et al.,
2013). Normalmente se usa la sacarosa en un rango de concentracion de 2
a 5% y tiene efectos directos en el crecimiento y enraizamiento en las plantas
(Saad y Elshahed, 2012). Al incrementar las concentraciones de sacarosa se
producen efectos negativos en los procesos rizogénicos y se induce mayor
crecimiento del explante, por el contrario, la disminuciéon acelera el
desarrollo radicular y reduce el crecimiento apical a causa de variaciones en
el potencial osmoético que limita la entrada de nutrientes a la planta (Flores
et al., 2015). También se pueden usar otras fuentes de carbohidratos en
funcion de los objetivos de estudio, tales como: lactosa, galactosa, maltosa
y almidon; menos eficaces que la sacarosa resultan la glucosa y la fructosa

(Boeri, 2015).
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3.5.6 Otros suplementos

Las vitaminas tienen funciones cataliticas en reacciones enzimaticas (Cruz,
2012). Ademas, en el medio de cultivo son necesarias porque los tejidos
cultivados no tienen la capacidad de sintetizarlas (Nolan y Rose, 2010). La
tiamina y el myo-inositol son las vitaminas mas importantes en los medios
de cultivo (Mroginski et al, 2010). También se pueden anadir otras
vitaminas tales como acido nicotinico; B3, piridoxina; B6, biotina; H, entre

otras, porque pueden potencializar la respuesta morfogénica (Boeri, 2015).

3.6 Cultivo in vitro de bromelias

El cultivo de tejidos vegetales in vitro ha contribuido en gran medida al
rescate, conservacion, reintroduccion de ejemplares y aprovechamiento

sostenible de especies de bromelias.

3.6.1 Medio de cultivo

El medio MS (Murashige y Skoog, 1962) por su alta concentracion de sales
y equilibrio iénico lo hace una mezcla 6ptima para que en una gran cantidad
de especies sea utilizado, por lo que, se ha considerado como un medio de
cultivo universal. Se han reportado varias investigaciones donde se ha
utilizado el medio MS, algunos ejemplos son: para la conservacion in vitro
se sembraron semillas de Vriesea inflata (Wawra) Wawra en el medio MS con
macronutrientes reducidos a la mitad de la concentracion de sales,
suplementado con 2% de sacarosa, 0.1 mg L-! de tiamina-HCL y 100 mg L-
1 de mio-inositol (Pedroso et al., 2010). Sin embargo, para la multiplicacion
de la bromelia Vriesea reitzii se sembraron semillas en el medio MS
adicionado con vitaminas de Morel y Wetmore (1951) y 30 g L-! de sacarosa
(Dal Vesco et al.,, 2014). También se ha empleado el medio MS en forma

liquida en semillas de Neoregelia concéntrica (Rodrigues et al., 2013).
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Por otro lado, con la finalidad de propagar a Billbergia zebrina se sembraron

semillas en diferentes concentraciones de sales (0%, 50%, 100%, 150% y
200%) y sacarosa (0, 15, 30, 45y 60 g) en el medio MS (Rodrigues et al.,
2015). Asimismo, se han hecho modificaciones en los niveles de nitréogeno
(50% y 35%) del medio MS en semillas de Vriesea incurvata para acelerar su
desarrollo (Sasamori et al., 2016). Cabe mencionar que para propagacion de
Tillandsia eizii se ha utilizado el medio de Knudson (Knudson, 1946)
adicionado con 0.1 mg L-! de mio-inositol, 5 mg L-! acido nicotinico, 5 mg L-
1 de HCl-tiamina, 4 mg L-! de glicina y 5 mg L-! de piridoxina (Pickens et al.,
2003).

3.6.2 Tipos de explantes utilizados in vitro

En especies silvestres de bromelias la semilla ha sido el mejor explante para
estudios de morfogénesis y propagacion in vitro, asi en Vriesea inflata
(Wawra) Wawra se emplearon semillas para su conservacion y se observo
una tasa de supervivencia del 100% en la aclimatacion (Pedroso et al., 2010).
En Tillandsia gardneri se utilizaron tanto semillas como plantulas
germinadas ex vitro para evaluar el establecimiento in vitro (Pinto et al.,

2012).

En Neoregelia concéntrica, las semillas se germinaron in vitro y las plantulas
procedentes de estas, se utilizaron para la etapa de multiplicacion
(Rodrigues et al, 2013). En Vriesea reitzii en las semillas se indujeron
estructuras nodulares semejantes a un callo (Dal Vesco et al., 2014). Las
plantulas in vitro procedentes de las semillas de Billbergia zebrina se
utilizaron para la induccion de brotes (Rodrigues et al., 2015), al igual para
Vriesea incurvata (Sasamori et al., 2016) y en Vriesea heliconioides

(Hernandez-Meneses et al., 2018).
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3.6.3 Establecimiento del cultivo aséptico

Una etapa critica cuando se maneja la técnica de cultivo de tejidos vegetales
in vitro es el establecimiento del cultivo aséptico. Para Vriesea inflata
(Wawra) Wawra, las semillas fueron desinfectadas con etanol (70%) por
cinco minutos y después fueron sumergidas en una solucion de hipoclorito
de sodio (2%) con dos gotas de Tween® 20 por una hora, seguido de cinco
enjuagues de agua esterilizada con el fin de evaluar su conservacion in vitro
(Pedroso et al., 2010). Por otra parte, en Aechmea veitchii se obtuvo 96.5%
de germinacion en agar-agua, en el medio MS con las sales completas fue
de 88.9%, y en el medio MS con los macronutrientes a media concentracion

fue del 100%.

Para Racinaea crispa este porcentaje de germinacion fue ligeramente
inferior, 82.2% en agar-agua, 68.26% en MS completo, y 87% en el medio
MS con los macronutrientes a media concentracion resultado de la
desinfeccion de las semillas donde, se hizo una inmersion inicial en Benlate®
(1 g1) por 30 min; luego, en condiciones asépticas, una inmersion en alcohol
al 70% por 15 segundos, seguido de un enjuague con agua destilada estéril.
A continuacion se sumergieron en hipoclorito de sodio al 1% adicionado con
Tween® 20 durante 30 min. Finalmente se enjuagaron tres veces con agua

destilada estéril antes de la siembra in vitro (Calderéon-Arias et al., 2011).

En cuanto a Tillandsia gardneri se utilizaron explantes de semillas y
plantulas, estas se sumergieron en etanol (70%) durante dos minutos, y
después en wuna solucion de hipoclorito de sodio, a diferentes
concentraciones (5, 10, 20, 25, 40 y 50%) y periodos de inmersion (5, 10, 15
minutos), finalmente, se enjuagaron tres veces en agua destilada
esterilizada en condiciones asépticas, se observé de un 30-43% de

germinacion (Pinto et al., 2012).
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En cambio, para Billbergia zebrina se colectaron capsulas las cuales se

desinfectaron en una solucion de etanol (70%) durante un minuto e
hipoclorito de sodio (30%) durante 20 minutos, posteriormente se
enjuagaron las semillas con agua destilada esterilizada. En las plantulas
obtenidas se evaluaron los efectos de las sales y concentraciones de

sacarosa in vitro (Rodrigues et al., 2015).

En el caso de Vriesea incurvata después de colectadas las capsulas, se
lavaron con agua corriente y detergente comercial, enseguida se enjuagaron
con agua destilada tres veces. Las capsulas en condiciones asépticas, fueron
desinfectadas con alcohol etilico (70%) por 30 segundos y sumergidas en
una solucion de hipoclorito de sodio (4%) mas 0.1% del detergente Tween®
20 durante 15 minutos. Al finalizar, las capsulas se enjuagaron cuatro veces
en agua destilada estéril y con la ayuda de bisturi se extrajeron las semillas.

Se observo un 95 % de germinacion (Sasamori et al., 2016).

En Vriesea heliconioides las semillas se extrajeron de capsulas maduras, se
lavaron con detergente comercial por cinco minutos y se enjuagaron con
agua de la llave y agua destilada esterilizada. Después, se sumergieron en
hipoclorito de sodio comercial (30 %) y Tween® 20 (0.05 %) durante 15 min
y enseguida se enjuagaron cinco veces con agua destilada esterilizada.
Posteriormente, las semillas se sumergieron en Captan® (N-triclorometiltio4-
ciclohexeno-1,2 dicarboximida, 1 g L-1) durante 10 min y nuevamente se
enjuagaron cinco veces con agua destilada esterilizada, alcanzando una

germinacion de 96.5 al 100% (Hernandez-Meneses et al., 2018).
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3.6.4 Reguladores del crecimiento

Diferentes reguladores del crecimiento y combinaciones se han empleado en
el cultivo in vitro de bromelias. En Tillandsia fasciculata var. fasciculata la
induccion de brotes se logré con concentraciones iguales de BAP y AIB a
0.30 y 0.50 pM donde se produjeron 68% y 75% de plantulas con grupos
esféricos de brotes, respectivamente (Koh y Davies, 2001). Sin embargo, en
Tillandsia gardneri se utiliz6 8.87 uM de BAP y mostro el mayor porcentaje
de respuesta (91.67%) y la mayor cantidad de brotes por explante (1.92)
(Pinto et al., 2013).

En cambio, plantulas germinadas in vitro de A. veitchii, con AIB (4.9 pM),
formaron brotes adventicios (60%) a partir de yemas apicales y crecimiento
de la yema apical de los brotes adventicios (20%) (Calderén-Arias et al.,
2011). Por otro lado, la multiplicacion in vitro de Neoregelia concentrica se
obtuvo con 15.0 pM de BAP y el enraizamiento con ANA (4 pM) con un
porcentaje de 96.4% de efectividad; por otro lado, 3 ptM de ANA genera mayor
numero de raices (7.120) después de los 30 dias y con AIB en ambos casos

fue menor (Rodrigues et al., 2013).

Cabe senalar que para la etapa de induccion de estructuras nodulares
semejantes a callos en Vriesea reitzii se utilizo ANA (4 pM) y TDZ (0.1 nM)
donde se encontré un alto porcentaje, con 81.8% y 80.9% respectivamente.
Ademas, el medio de cultivo suplementado con 4 uM BAP causoé la induccion

simultanea de estas estructuras y microbrotes.
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En la etapa de mantenimiento los cultivos originados a partir de BAP (4 uM)

se mantuvieron las estructuras nodulares de textura friable y granular. Para
la etapa de regeneracion, AIA (4 pM) dio como resultado un promedio de
1,468 brotes g'! de estructuras nodulares semejantes a un callo después de
nueve semanas. Ademas, en la etapa de alargamiento, el niumero maximo
de brotes alargados (67.3 brotes g1 de estructuras nodulares semejantes a
un callo) se observo al usar 10 ptM de GA3z combinado con 2 uM de AIA (Dal
Vesco et al., 2014).

Por otra parte, en Vriesea heliconioides en la etapa de induccion de brotes
se utilizo BAP (10 uM) y ANA (1 uM) lograndose 6.8 brotes por explante; sin
embargo, con BAP (5 uM) y ANA (1 uM) se obtuvo una mayor longitud (0.83
cm). En la etapa de multiplicacion se utiliz6 BAP (10 uM) y ANA (1 uM)
obteniéndose 7.4 brotes por explante con una longitud media de 0.62 cm.
En la etapa de alargamiento de plantulas se utilizo 1 uM de AGs como
resultado se obtuvo una longitud de 7.6 cm y en la etapa de enraizamiento
in vitro se empleé MS a la mitad de su concentracion de sales inorganicas

alcanzandose 4.6 raices por plantula (Hernandez-Meneses et al., 2018).

3.6.5 Aclimatacion

Plantulas aclimatadas de Vriesea inflata ex vitro tuvieron una supervivencia
del 100% después de tres meses con corteza fina de pino (Pedroso et al.,
2010). Por otro lado, en plantulas de V. reitzii con una altura mayor de 3 cm
de longitud tuvieron una supervivencia del 95% después de 30 dias en un
sustrato compuesto por una mezcla de arroz carbonizado, corteza de pino y
mezcla de Plantmax® (Dal Vesco et al., 2014). Resultados similares se
cuantificaron en plantulas de V. incurvata (97%) durante 150 dias en
sustrato comercial (Carolina Soil®, la base de turba y vermiculita) (Sasamori

etal., 2016).
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Sin embargo, la supervivencia de plantulas de V. heliconioides después de

12 semanas cultivadas en fibra de coco y corteza fue de 95 y 93 %,
respectivamente, mientras que en la mezcla de turba y perlita fue de 68 %

(Hernandez-Meneses et al., 2018).
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IV. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia
Agricola del Postgrado en Recursos Genéticos y Productividad-Genética del

Campus Montecillo del Colegio de Postgraduados.

4.1 Material vegetal

Se emplearon semillas de Tillandsia viridiflora (Figura 3a) colectadas de

capsulas de plantas adultas procedentes de poblaciones silvestres (Figura
3b).

Figura 3. Tillandsia viridiflora. (a) Ejemplar en floracion; (b) capsulas.
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4.2 Medio de cultivo y condiciones de incubacion

El medio de cultivo utilizado en todos los experimentos estuvo constituido
por las sales minerales del medio basico MS (Murashige y Skoog, 1962)
adicionado con sacarosa (30 g L-1), mio-inositol (100 mg L-1), acido nicotinico
(0.5 mg L1), HCl-piridoxina (0.5 mg L-1), HCl-tiamina (0.1 mg L-!), glicina
(2.0 mg L) y solidificado con agar-agar (MP Biomedicals, LLC®, 7.5 g L-1).
El pH se ajusté a 5.7 £0.01 con NaOH o HCI 1IN en un potenciometro
(Thermo Scientific® Modelo Orion 3 Star) antes de agregar el agar. La
esterilizacion se llevo a cabo en autoclave vertical (AESA® 300) a 121 °C y
1.5 kg cm™ de presion durante 20 min. Los cultivos se incubaron a 26 £2
°C en condiciones de fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad e intensidad
luminosa de 45 pmol m2 s-1 proporcionada por luz blanca fria de lamparas
LED.

4.3 Cultivo aséptico

Para establecer el cultivo aséptico se seleccionaron 1,200 semillas sanas de
cada edad con un tamano uniforme. Se lavaron con agua y detergente
comercial (Roma®) en agitacion continua durante 5 min seguido de

enjuagues con agua del grifo hasta eliminar los restos del detergente.

La desinfeccion superficial de las semillas se hizo en condiciones asépticas
usando el procedimiento reportado para la bromelia Vriesea heliconioides
(Hernandez-Meneses et al., 2018). Las semillas se sumergieron en una
solucion de plata coloidal estable 3% v/v (Microdyn®, 0.35% de ingrediente
activo), 30% v/v de hipoclorito de sodio comercial (NaOCI, Cloralex®, 6% de

cloro activo) y 0.5 mL L-1 de Tween 20® durante 15 min.
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Después se hicieron cinco enjuagues con agua destilada esterilizada.

Posteriormente se sumergieron en solucion fungicida de Captan® (4 g L1) y
0.5 mL L'! de Tween® 20 durante 10 min y se sembraron por grupos de 10
en frascos de cultivo de 45 mL de capacidad con 15 mL de medio de cultivo

MS con la mitad de concentracion de sales.

4.3.1 Variables cuantificadas

Durante las primeras cuatro semanas, cada tercer dia, se evaluo:

contaminacion por bacterias (%) y contaminacioén por hongos (%).

4.4 Establecimiento in vitro

4.4.1. Germinacion

Para inducir la germinacion in vitro o la organogénesis a partir de plantulas
germinadas in vitro, se sembraron semillas en frascos de vidrio de 45 mL de
capacidad que contenian 15 mL de medio MS con 50% de la concentracion
de sales. Se evaluaron dos edades de semilla (ocho y diez meses) y diferentes
concentraciones de bencilaminopurina (BAP) combinadas con acido
naftalenacético (ANA) mas un testigo sin reguladores de crecimiento (Cuadro

1).
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Cuadro 1. Concentraciones de 6-bencilaminopurina (BAP) y acido
naftalenacético (ANA) evaluadas en la germinacion in vitro y
organogénesis de Tillandsia viridiflora.

Tratamiento BAP ANA

(Ndm.) (mg L) (M) (mg L) (M)
1 (Testigo) 0.0 0.00 0.0 0.0
2 0.5 2.21 0.1 0.5

3 0.5 2.21 0.2 1.0

4 0.5 2.21 0.4 2.1

5 1.0 4.43 0.1 0.5

6 1.0 4.43 0.2 1.0

7 1.0 4.43 0.4 2.1

8 2.0 8.87 0.1 0.5

9 2.0 8.87 0.2 1.0

10 2.0 8.87 0.4 2.1

A las ocho semanas se hizo un subcultivo al medio MS (Murashige y Skoog,
1962) con 100% de concentracion de sales y vitaminas, adicionado con 30

g L-1 de sacarosa y sin reguladores de crecimiento.

4.4.1 Variables cuantificadas

Al iniciar, se cuantifico el nimero de semillas por capsula y el peso de 1,000
semillas con el apéndice recortado. Durante las primeras cuatro semanas,
cada tercer dia, se cuantificoé la germinacion (%) asi como el inicio y término
de la misma (numero de dias), la aparicion de la primera hoja (dias) y la

aparicion del sistema radicular (dias).

También cada 14 dias, durante un periodo de 21 semanas se contabilizo las
plantulas normales (%), las plantulas anormales (%), callos (%; calculada

por el numero de explantes que formaron callos) y ennegrecimiento (%).
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4.4.2 Diseno experimental y analisis estadistico

El experimento se establecio en un diseno completamente al azar simple con
10 repeticiones por tratamiento donde la unidad experimental fueron 10
semillas sembradas por frasco de cultivo. Se hizo un analisis de varianza
con el programa estadistico SAS (SAS, 2003) y para la comparacion de

medias se uso la prueba de Tukey (p<0.05).

4.4.3 Viabilidad de semillas

La viabilidad se cuantifico con la germinacion de las mismas. Para ello, se
probaron dos periodos de almacenamiento: 1) semillas de ocho meses de
edad almacenadas en refrigeracion (10° C) durante 10, 16 y 38 semanas y
2) Semillas de 10 meses de edad almacenadas en refrigeracion (10° C) por
8, 14 y 25 semanas. El almacenamiento se hizo en recipientes de
polipropileno de 100 mL de capacidad. De cada periodo de almacenamiento
se tomaron lotes de 50 semillas que se sembraron en medio MS con 50% de

la concentracion de sales.

4.4.3.1 Variables cuantificadas

Después de cinco semanas se cuantificé porcentaje de germinaciéon e inicio
y término de la misma (ntimero de dias).

4.4.3.2 Diseno experimental y analisis estadistico

El experimento se establecié en un disefio completamente al azar simple con
S repeticiones por tratamiento donde la unidad experimental fueron 10
semillas por frasco de cultivo. Se hizo un analisis de varianza con el

programa estadistico SAS (SAS, 2003) y para la comparacion de medias se

uso la prueba de Tukey (p<0.05).
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4.5 Regeneracion de plantulas por organogénesis

4.5.1 Induccion de brotes

Para inducir la organogénesis se utilizo como explante, plantulas
germinadas in vitro de 25 semanas de edad y de 2 cm de altura, las cuales
se sembraron en frascos de vidrio de 45 mL de capacidad que contenian 15
mL de medio MS adicionado con BAP, ANA y un testigo sin reguladores de
crecimiento (Cuadro 2). Para observar y cuantificar las respuestas
morfogénicas promovidas por los reguladores de crecimiento, de acuerdo
con el tiempo de exposicion, se evaluaron tres subcultivos a medio MS sin
reguladores de crecimiento cada cuatro semanas. Un grupo de cinco frascos
con tres plantulas cada uno se transfirio de los tratamientos de induccion a
medio sin reguladores a las cuatro semanas, otro grupo de cinco frascos a

las ocho semanas y un tercer grupo de cinco a las 12 semanas.

Cuadro 2. Concentraciones de 6-bencilaminopurina (BAP) y acido
naftalenacético (ANA) evaluadas en la induccion de brotes de
Tillandsia viridiflora a partir de plantulas in vitro.

Tratamiento BAP ANA
(NGm.) (mg L) (M) (mg L) (M)
1 (Testigo) 0.0 0.00 0.0 0.0
2 0.50 2.21 0.1 0.5
3 0.75 3.32 0.1 0.5
4 1.00 4.43 0.1 0.5
5 1.25 5.54 0.1 0.5
6 1.50 6.65 0.1 0.5
7 2.00 8.87 0.1 0.5
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4.5.1.1 Variables cuantificadas

Cada dos semanas, durante un periodo de 12 semanas, se contabilizo la
brotacion (B, %; calculada por el numero de explantes que formaron brotes),
numero de brotes por explante (BE), formacion de callo (FC, %; calculada

por el numero de explantes que formaron callos) y ennegrecimiento (%).

4.5.1.2 Diseno experimental y analisis estadistico

El experimento se establecié en un disefio completamente al azar simple con
15 repeticiones por tratamiento donde la unidad experimental fue un frasco
de cultivo con tres plantulas. Se hizo un analisis de varianza con el
programa estadistico SAS (SAS, 2003) y para la comparacion de medias se

uso la prueba de Tukey (p<0.05).

4.5.2 Multiplicacion de brotes

Brotes con longitud de 0.9 a 1.4 cm se cultivaron en frascos de vidrio de 45
mL de capacidad que contenian 15 mL de medio MS con diferentes
concentraciones de BAP combinadas con 0.5 uM de ANA y un testigo sin

reguladores de crecimiento (Cuadro 3).

Cuadro 3. Concentraciones de 6-bencilaminopurina (BAP) y 0.5 uM de acido
naftalenacético (ANA) evaluados en la multiplicacion de brotes de
Tillandsia viridiflora.

Tratamiento BAP

(NGm.) (mg L) (M)

1 (Testigo) 0.00 0.00
2 0.50 2.21

3 0.75 3.32

4 1.00 443

5 1.25 5.54

6 1.50 6.65
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Para observar y cuantificar las respuestas morfogénicas promovidas por los
reguladores de crecimiento de acuerdo con el tiempo de exposicion se
evaluaron dos subcultivos a medio MS sin reguladores de crecimiento. Un
grupo de cinco frascos con tres brotes cada uno se transfirio de los
tratamientos de multiplicacion a medio sin reguladores a las ocho semanas

y otro grupo de cinco a las 12 semanas.

4.5.2.1 Variables cuantificadas

Cada dos semanas, durante un periodo de 12 semanas, se contabilizaron
las mismas variables de la etapa de induccion indicadas en el apartado

3.5.1.1.

4.5.2.2 Disefio experimental y analisis estadistico

El experimento se establecié en un disefio completamente al azar simple con
10 repeticiones por tratamiento donde la unidad experimental fue un frasco
de cultivo con tres brotes. Se hizo un analisis de varianza con el programa
estadistico SAS (SAS, 2003) y para la comparacion de medias se uso la

prueba de Tukey (p<0.05).

4.5.3 Alargamiento de brotes

Para promover el alargamiento, grupos de brotes de una longitud promedio
de 0.4 cm, procedentes de la etapa de multiplicacion, se colocaron en frascos
de vidrio de 90 mL de capacidad que contenian 30 mL de medio basico MS
con acido giberélico (AGs; 0, 1.44, 2.88, 4.33, 5.77 uM). A las tres semanas

se hizo un subcultivo a los mismos tratamientos de AGs.
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4.5.3.1 Variables cuantificadas

Después de seis semanas se cuantifico la longitud de brotes (cm) y numero

de brotes por explante.

4.5.3.2 Diseio experimental y analisis estadistico

El experimento se establecio en un diseno completamente al azar simple con
15 repeticiones por tratamiento donde la unidad experimental fue un grupo
de brotes establecidos en cada frasco de cultivo. Se hizo un analisis de
varianza con el programa estadistico SAS (SAS, 2003) y para la comparacion

de medias se uso6 la prueba de Tukey (p<0.05).

4.5.4 Enraizamiento de plantulas

Brotes con una longitud promedio de 1.0 cm se plantaron en frascos de
vidrio de 90 mL de capacidad que contenian 30 mL de medio MS con 50%
de la concentracion de sales adicionado con ANA, acido indol-3-butirico
(AIB) y un testigo sin reguladores de crecimiento (Cuadro 4). Se hizo un

subcultivo a las tres semanas.

Cuadro 4. Concentraciones de acido naftalenacético (ANA) y acido indol-3-
butirico (AIB) evaluadas en el enraizamiento de brotes in vitro de
Tillandsia viridiflora.

Tratamiento ANA AlB
(NGm.) (mg L) (M) (mg L) (M)
1 (Testigo) 0.00 0.00 0.00 0.00
2 0.19 1.07 0.00 0.00
3 0.38 2.15 0.00 0.00
4 0.00 0.00 0.22 1.07
5 0.00 0.00 0.44 2.15
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4.5.4.1 Variables cuantificadas

A las seis semanas se cuantifico el enraizamiento (%, calculado por el
numero de brotes que formaron raices), naumero de raices por brote (RB),

longitud de raiz (LR, cm) y formacion de callo (FC, %).

4.5.4.2 Diseno experimental y analisis estadistico

El experimento se establecio en un diseno completamente al azar simple con
10 repeticiones por tratamiento donde la unidad experimental fueron dos
brotes por frasco de cultivo. Se hizo un analisis de varianza con el programa
estadistico SAS (SAS, 2003) y para la comparacion de medias se uso la

prueba de Tukey (p<0.05).

4.5.5 Aclimatacion de plantulas

En esta etapa se evaluaron plantulas enraizadas in vitro con dos alturas
promedio de 4.5 y 6.5 cm. Las plantulas se extrajeron de los frascos y se
lavaron con agua tibia y destilada para retirar el medio de cultivo. A
continuacion, se sumergieron en solucion fungicida (Captan®, 0.5 g L-1)
durante 20 min y se sembraron en vasos de poliestireno expandido de 118
mL de capacidad con dos tipos de sustrato: turba+perlita (1:1) y corteza de
pino. Después se aplico riego con 50% de la concentracion de sales del medio
MS. Para finalizar el trasplante, las plantulas se cubrieron con vasos de
poliestireno cristal (GPPS) de 9x15 cm (diametro/alto) sellados con un domo

del mismo material.
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Las plantulas se colocaron a temperatura ambiente promedio de 2313 °C

con fotoperiodo de 12 h. Durante las dos primeras semanas se regaron con
50% de la concentracion de sales del medio MS y al final de este periodo se
hicieron tres perforaciones para favorecer la circulacion del aire.
Posteriormente se fertilizaron con la solucion del medio MS al 25% de la
concentracion de sales y se retiraron los domos a las cuatro y seis semanas

después del trasplante.

4.5.5.1 Variables cuantificadas

Después de 11 semanas se cuantifico el porcentaje de supervivencia,
longitud de la plantula (LP, cm), longitud de raiz (LR, cm), numero de hojas

(NH).

4.5.5.2 Disefio experimental y analisis estadistico

El experimento se establecié en un disefio completamente al azar simple con
20 repeticiones por tratamiento donde la unidad experimental fue una
plantula en cada vaso. Se hizo un analisis de varianza con el programa
estadistico SAS (SAS, 2003) y para la comparacion de medias se uso la

prueba de Tukey (p<0.05).

En resumen, esta investigacion abord6 desde la germinacion de semillas,
su viabilidad y la regeneracion in vitro por organogénesis directa hasta la
aclimatacion de plantulas. En ese sentido, la metodologia utilizada para
determinar la morfogénesis in vitro de Tillandsia viridiflora se sintetiza en un

diagrama de flujo (Figura 4).
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4.6 Resumen esquematico metodologico

Material Vegetal

Semillas de Tillandsia
viridiflora (Beer)
Baker

\ 4

Cultivo aséptico

v

Establecimiento Viabilidad de
in vitro semillas

\ 4

\4

Germinacion in vitro
(Explante: Plantulas)

A 4 ™~

Induccion de brotes

\ 4
Multiplicacion de
brotes

\ 4

—— Organogénesis

Alargamiento de
brotes

\ 4

Enraizamiento

\ 4
Aclimatacion de
plantulas

Figura 4. Diagrama de flujo para la morfogénesis in vitro de Tillandisia
viridiflora.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Cultivo aséptico

La desinfeccion superficial de las semillas de ocho meses de edad de T.
viridiflora fue efectiva (100%) para la eliminacion de microorganismos
contaminantes, sin embargo, en semillas de diez meses de edad fue de
82.5%. Después de 21 semanas del establecimiento in vitro no se observo
contaminacion en la superficie del explante ni en el medio de cultivo. Estos
resultados coinciden con los obtenidos en semillas de Tillandsia gardneri
donde se obtuvo 100% de semillas libres de contaminacion al utilizar
diferentes concentraciones de hipoclorito de sodio y tiempos de inmersion
(10 0 20% por S5, 10 0 15 min; 25% por 5 o 10 min; y 50% por 5 min) (Pinto
et al., 2012 ). Ademas, se observo que el ingrediente activo de Captan® no
resulto fitotoxico en la germinacion de las semillas y crecimiento de
plantulas de T. viridiflora. Esta tolerancia se ha reportado también en
semillas de otras especies tales como Vigna radiata L. (Devamani et al.,

2017) y Mammillaria plumosa (Téllez-Roman et al., 2017).

5.2 Establecimiento in vitro

Las semillas de T. viridiflora cultivadas en medio MS adicionado con
diferentes concentraciones de BAP y ANA favorecieron la germinacion, la
formacion de callos nodulares y la organogénesis a partir de las plantulas

germinadas.

La germinacion in vitro, considerada como la emergencia de la radicula, en
semillas de diez meses de edad inici6 a los 12 dias y finalizo6 después de 30
dias de la siembra (Figura 5). En contraste, las semillas de ocho meses de
edad requirieron mas tiempo para la germinacion, entre 15 y 35 dias

después de la siembra.

40



Morfogénesis in vitro de Tillandsia viridiflora (Beer) Baker

La emergencia de la primera hoja (L1) se observo a los 24 dias de la siembra

y el sistema radicular a los 71 dias. En condiciones in vitro, para Aechmea
blanchetiana la germinacion se presento entre los cinco y diez dias después
de la siembra, para las semillas colocadas bajo luz, y hasta 15 dias después

las que estuvieron en oscuridad.

Para A. distichantha la germinacion inicié a los cinco dias después de la
siembra y continu6 hasta 40 dias después para las semillas mantenidas
bajo luz y oscuridad, respectivamente (Santa-Rosa et al., 2013). Ello indica
que el grado de madurez y las condiciones de luz influyen en la germinacion

de las semillas de bromelias (Silveira et al., 2009).

Después de 21 semanas del establecimiento in vitro, las semillas de ocho y
diez meses de edad de T. viridiflora alcanzaron crecimiento similar; la altura

promedio fue de 16.8 mm y el numero de raices de 2.1 por plantula.

Las capsulas colectadas de T. viridiflora contenian en promedio S00 semillas
y el peso de 1,000 semillas, ya sin el apéndice plumoso, fue de 400 mg. La
cantidad de semillas por capsula de bromelias del género Tillandsia es
variable; en T. stricta se reportaron en promedio 27 semillas por fruto
(Missagia y Alves, 2015.), 115 semillas en T. achyrostachys, en T. caput-
medusae fueron 106 semillas, 92 semillas en T. circinnatioides, T. hubertiana
con 190 semillas y T. schiedeana con 99 semillas (Flores-Palacios et al.,
20195). El maximo numero reportado es de 2,000 semillas por fruto en T.
califanii Rauh (Garcia-Suarez et al., 2006). En cuanto al peso de las semillas,
en Nidularium innocentii se reporto que 1,000 semillas pesan 2.137 g (Pereira

etal., 2010).
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Figura 5. Germinacion in vitro de semillas de Tillandsia viridiflora de
diez meses de edad en medio MS con 50% de concentracion
de sales después de 12 semanas de cultivo.
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La tasa de germinacion de T. viridiflora en semillas de 10 meses de edad

(después de la polinizacion) fue de 82.9%, mientras que, las semillas de 8
meses fue de 94.0%. En semillas maduras de Vriesea incurvata, bajo
condiciones similares in vitro, se reporto la germinacion de 93.99% (Pulido-

Rueda et al., 2018).

En Neoglaziovia variegata se reportaron resultados similares con rangos de
germinacion de 100 y 80% en semillas provenientes de frutos maduros e
inmaduros, respectivamente (Silveira et al.,, 2009). Calderon-Arias et al.
(2011) senialan que las semillas de bromelias son sensibles a niveles altos
de sales en el medio de cultivo en la etapa inicial. Pulido-Rueda et al. (2018)
reportaron que la mitad de la concentracion de sales del medio MS es
favorable para promover la germinacion en V. incurvata, mientras que
Andrade y Tamaki (2016) mencionan que el medio de cultivo debe

formularse para cada especie para promover el crecimiento in vitro.

La germinacion de semillas de bromelias en su ambiente natural es variable
y esta influenciada por las condiciones ambientales. En Vriesea friburgensis
se encontréo un rango de germinacion entre 70.15 y 76.44% (Paggi et al.,
2013). Sin embargo, en Vriesea sanguinolenta, V. gladioliflora y V.
heliconioides se reportan porcentajes de germinacion entre 79 y 100%. Para
Tillandsia monadelpha, T. bulbosa, T. anceps, T. subuliferay T. fasciculata

los porcentajes pueden ser entre 97 y 100% (Correa y Zotz, 2014).

Por otra parte, ademas de la germinacion, los tratamientos evaluados
también promovieron la formacion de callos después del segundo mes de
iniciado el cultivo. Esta respuesta se observo en semillas inmaduras (6.8%)
y semillas maduras (2.6%) sin importar la concentracion o la combinacion
de reguladores de crecimiento del medio de cultivo. Estos callos en
bromelias se han reportado como estructuras nodulares y se desconoce si

se trata de callos organogénicos o embriogénicos (Figura 6).
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Después de 12 semanas en el medio de cultivo se observo la formacion de

primordios de yemas a partir de estas estructuras.

Figura 6. Estructuras nodulares similares a callos en semillas de Tillandsia
viridiflora desarrolladas en medio MS sin reguladores de
crecimiento.

Las bromelias son la Ginica familia botanica donde se ha reportado una
tercera ruta morfogénica in vitro alternativa de la organogénesis y
embriogénesis somatica. Este sistema de regeneracion se definié como
cultivos de nodulos (CN) y tienen un alto potencial regenerativo, que
culmina en la produccion de multiples brotes adventicios en condiciones

de cultivo adecuadas (Corredor-Prado et al., 2015).

En la germinacion se presenté 50.7% de ennegrecimiento en semillas de
ocho meses de edad y 31.9% en semillas de diez meses de edad después de
12 semanas de establecido el cultivo (Figura 7). Esta respuesta tuvo mayor
incidencia en los explantes cultivados con altas concentraciones de
reguladores de crecimiento (0.44 uM, 0.88 uM de BAP y 0.10 uM, 0.20 uM
de ANA) y también estuvo asociada con la formacion de callos (Figura 8d).
Se ha mencionado que el ennegrecimiento puede estar relacionado con el
contenido de sales del medio de cultivo en la etapa inicial (Calderon-Arias

etal, 2011).
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Figura 7. Respuestas in vitro observadas en semillas de Tillandsia viridiflora
cultivadas en medio MS con la mitad de concentracion de sales y
diferentes concentraciones de 6-bencilaminopurina (BAP) y Ac.
Naftalenacético (ANA). a) Semillas de 10 y b) 8 meses de edad.

Del total de semillas germinadas, las plantulas normales aparecieron en un

36% sin importar el grado de madurez de las semillas (Figura 7).
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Por otra parte, las plantulas anormales (Figura 8b), caracterizadas por tener

un crecimiento limitado, tuvieron una incidencia de 14.26% en semillas de

ocho meses de edad y 7.18% para semillas de diez meses, y después de las

20 semanas las plantulas se ennegrecieron.

1 mm

5 mm

Figura 8. Respuestas morfogénicas in vitro observadas en semillas de
Tillandsia viridiflora después de 16 semanas de cultivo en medio
MS. a) Brotes inducidos con 0.44 uM de BAP y 0.05 uM de ANA, b)
Plantulas anormales con 0.44 uM de BAP y 0.20 uM de ANA, c)
Induccion de brotes con 0.22 uM de BAP y 0.05 uM de ANA, d)

Callos con ennegrecimiento.
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Con estos resultados se observo que las semillas de ocho meses de edad, al
ser fisiologicamente menos maduras, tienen la capacidad de mostrar otras
respuestas diferentes de la formacion de brotes, aunque la germinacion se

retrase ligeramente.

Ademas de la germinacion y la formacion de callos, se observo la
organogénesis en la base de las plantulas (Figura 8a y 8c). Esta respuesta
se presentd en todos los tratamientos que contenian reguladores de

crecimiento (BAP y ANA) con excepcion del testigo.

En conjunto, la cantidad de plantulas recién germinadas que formaron
brotes fue de 29.6% después de las 8 semanas de cultivo. Para observar el
crecimiento de los brotes fue necesario subcultivar los explantes a medio
MS sin reguladores de crecimiento. Estos brotes fueron de un tamano
menor a 2 mm y se les dio seguimiento durante 21 semanas; se constato

que el crecimiento fue lento y ello impidio contabilizarlos.

En la literatura son limitados los estudios donde se ha reportado la siembra
de semillas directamente en medio de cultivo con reguladores de
crecimiento en otras especies de bromelias. En Vriesea reitzii se formaron
estructuras nodulares semejantes a callos al utilizar ANA (4 uM) y TDZ (0.1
pM) donde se encontraron porcentajes mayores al 80% respectivamente
después de seis semanas de cultivo (Dal Vesco et al., 2014). Por otra parte,
en semillas de Tillandsia eizii se reportd que 14.6 % de los explantes
generaron brotes en el medio Knudson con 2.22 uM de BAP y 5.37 uM de
ANA, mas 2% de sacarosa (Pickens et al., 2003).
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5.2.1 Viabilidad de semillas

Las semillas de ocho meses de edad presentaron mayor porcentaje de

germinacion en todos los tratamientos en comparacion con las de diez

meses. Después de cinco semanas del establecimiento, las semillas de ocho

y diez meses de edad almacenadas a 10°C, durante 10 y 8 semanas,

respectivamente, el porcentaje de germinacion se mantuvo entre 94 y 82.9

%, mientras que en las semillas almacenadas durante 38 y 25 semanas, la

germinacion se redujo a 78.9 y 88 %, respectivamente (Cuadro 5, Figura 9).

Cuadro 5.

Germinacion (%, desviacion estandar) in vitro de semillas de ocho

y diez meses de edad en T. viridiflora almacenadas a 10 °C durante

38 y 25 semanas.

Germinacion (%)

Edad
8-10 semanas 14-16 semanas 25-38 semanas
10 Meses 82.9 (0.8) 78.9 (1.4) 78.9 (1.1)
8 Meses 94.0 (0.8) 91.0 (1.0) 88.0 (1.0)
100
95
S
~ 90
z
Q
2 85
Z
=
or 80
wl
5]
75
70
08 14 25 10 16 38
semanas semanas SsSemanas Semanas Ssemanas semanas
Semillas de 8 meses Semillas de 10 meses
Figura 9. Comportamiento de la germinacion in vitro de semillas de

Tillandsia viridiflora de ocho y diez meses de edad almacenadas
a 10 °C por 38 semanas.
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En T. viridiflora no se han hecho estudios que documenten la germinacion

y el almacenamiento de semillas y los resultados obtenidos en el presente
estudio son basicos para implementar estrategias de conservacion y
aprovechamiento de la especie. En bromelias, se ha reportado que algunos
géneros como Encholirium no presentan cambios significativos en la
germinacion de semillas después de almacenarlas durante un ano a 4 y -20
°C (Tarré et al., 2007). En el caso de Nidularium innocentii se reporto que la
germinacion fue de 91 % cuando las semillas se almacenaron a 4 °C
comparado con 86 % cuando se almacenaron a 18 °C por 90 dias; también
se determiné que no hubo diferencia entre usar materiales de polipropileno

y papel en el almacenamiento (Pereira et al., 2010).

En algunas especies del género Tillandsia se ha reportado que la
germinacion se reduce después de almacenar las semillas por determinado
tiempo. En semillas de T. caputmedusae la germinacion se redujo de un
99.5% hastaun 81.7% y para T. recurvata se encontro el 8% de germinacion
después de 450 dias de almacenamiento a 25 °C (Flores-Palacios et al.,
201595). Al igual, en Pseudananas sagenarius la germinacion disminuyo de
un 78% hasta un 50% después de 36 meses de almacenamiento a 4 °C (De

Castro y Silveira, 2010).

5.3 Regeneracion de plantulas por organogénesis directa
5.3.1 Induccion de brotes

Los tratamientos con reguladores de crecimiento afectaron
significativamente la brotacion y el numero de brotes por explante (p<0.05;
Apéndice 1). En todos los tratamientos se presento la brotacion, incluido el
testigo; sin embargo, fue de 100% en las concentraciones de 2.21, 3.32 y
4.43 uM de BAP combinadas con 0.5 uM de ANA después de 12 semanas de

cultivo.
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La mayor cantidad de brotes por explante (10.4) se obtuvo con 6.65 uM de

BAP y 0.5 uM de ANA a las 12 semanas. En contraste, con el testigo sin

reguladores de crecimiento so6lo se produjeron 0.3 brotes (Cuadro 6).

Cuadro 6. Porcentaje de brotacion (B) y numero de brotes por explante (BE)
inducidos en plantulas in vitro de Tillandsia viridiflora con 6-
bencilaminopurina (BAP) y acido naftalenacético (ANA) a las
cuatro, ocho y doce semanas de cultivo.

BAP + ANA 4 semanas 8 semanas 12 semanas

(uM) B (%) BE (NGm.) B (%) BE (NGm.) B (%) BE (NGm.)

0+0 20.0 b 03 d 20.0 b 03 e 20.0 b 03 d
2.21+0.5 86.7 a 31 ¢ 80.0 a 2.6 d 100.0 a 52 ¢
3.32+0.5 86.7 a 5.5 abc 733 a 3.6 cd 100.0 a 83 b
443 +0.5 73.3 a 6.8 a 100.0 a 5.4 bc 100.0 a 9.0 ab
5.54 +0.5 73.3 a 6.1 ab 100.0 a 56 b 86.7 a 9.0 ab
6.65 + 0.5 66.7 a 4.0 bc 86.7 a 9.7 a 933 a 104 a

Medias con diferente letra en una columna son significativamente diferentes (p<0.05).

Los brotes fueron visibles a partir de la segunda semana de cultivo en los
tratamientos con reguladores de crecimiento; se formaron en la base de la
plantula, fueron de coloracion verde claro y morfologicamente uniformes.
Los brotes crecieron lentamente y después de 12 semanas no superaron 1
o 2 mm de longitud; por esta razén fue necesario un microscopio

estereoscopico para contabilizarlos.

A diferencia de los brotes inducidos en plantulas recién germinadas en los
tratamientos de germinacion, en esta etapa no se presentaron plantulas

ennegrecidas y tampoco hubo formacion de callos (Figura 10).

En bromelias es limitada la informacion sobre propagacion in vitro, sin
embargo, se ha reportado que las respuestas organogénicas llegan a ser

variables, lo que indica que el genotipo ejerce gran influencia.
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En T. fasciculata var. fasciculata la induccion de brotes se logré con

concentraciones de BAP 0.3 uM + ANA 0.3 uyM y BAP 0.5 pM + ANA 0.5 pM

donde se produjo una brotacion de 68% y 75% de las plantulas con grupos
de brotes, respectivamente (Koh y Davies, 2001). Sin embargo, en Tillandsia
gardneri el mayor porcentaje de brotacion (91.67%) y la mayor cantidad de
brotes por explante (1.92) se indujeron con 8.87 uM de BAP (Pinto et al.,
2013). En el caso de Vriesea heliconioides se obtuvieron 6.8 brotes explantes
con 10 uM de BAP y 1 uM de ANA; sin embargo, la mayor longitud de brotes
(0.83 cm) se alcanzo con 5 uM de BAP y 1 uM de ANA (Hernandez-Meneses
et al., 2018). Por otra parte, en Orthophytum grossiorum con medio liquido
estacionario suplementado con 10 uM de BAP, el 18.33% de plantulas

genero brotes adventicios (Manfio et al., 2010).

Figura 10. Induccion de brotes a partir de plantulas de Tillandsia viridiflora
con 6.65 UM de BAP y 0.5 uM de ANA después de 12 semanas de
cultivo.
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5.3.2 Multiplicacion de brotes

Los tratamientos con reguladores de crecimiento afectaron
significativamente la brotacion y el numero de brotes por explante (p<0.05;
Apéndice 2). En todos los tratamientos se presento la brotacion, incluido el
testigo; sin embargo, fue de 100% en las concentraciones de 4.4, 5.5y 6.6
uM de BAP combinadas con 0.5 uM de ANA después de 12 semanas de
cultivo. La mayor cantidad de brotes por explante (13.0) se obtuvo con 4.4
uM de BAP y 0.5 uM de ANA aunque la diferencia no fue estadisticamente
significativa con los 12.8 brotes obtenidos con 3.3 uM de BAP y 0.5 uM de
ANA a las 12 semanas. En contraste, con el testigo sin reguladores de

crecimiento solo se produjeron 0.4 brotes (Cuadro 7).
Cuadro 7. Brotacion (B, %) y nUmero de brotes por explante (BE) inducidos en plantulas

in vitro de Tillandsia viridiflora con 6-bencilamminopurina (BAP) y acido
naftalenacético (ANA) a las ocho y doce semanas de cultivo.

BAP + ANA 8 semanas 12 semanas

(uM) B (%) BE (Ndm.) B (%) BE (Ndm.)
2.21+0.5 80.0 a 2.2 cd 93.3 a 6.3 b
3.32+0.5 93.3 a 8.7 a 86.6 a 12.8 a
4.43+0.5 733 a 45 b 100.0 a 13.0 a
5.54 + 0.5 86.6 a 3.4 be 100.0 a 57 b
6.65 + 0.5 733 a 1.8 de 100.0 a 6.9 b

Medias con diferente letra en una columna son significativamente diferentes (p<0.05).

Al igual que lo observado en la induccion, los brotes fueron visibles a partir
de la segunda semana de cultivo en los tratamientos con reguladores de
crecimiento (BAP y ANA); se formaron en la base de la plantula, fueron de

coloracion verde claro y morfologicamente uniformes.
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El crecimiento fue similar a la fase de induccién, los brotes crecieron

lentamente y después de 12 semanas se observaron, con ayuda del
microscopio, brotes de 1 o 2 mm de longitud. En esta fase, al igual que en

la de induccion, no se presento la formacion de callos (Figura 11).

En la familia bromeliaceae son limitados los estudios sobre morfogénesis in
vitro. Se han publicado avances en la micropropagacion de bromelias
ornamentales separando la induccion de la multiplicacion de brotes (Guerra
y Dal Vesco, 2010), sin embargo, estas dos etapas se encuentran
estrechamente relacionadas. Los mejores resultados para N. procerum se
obtuvieron con 4 uM de BAP con 14.9 brotes por explante y para N. innocentii

fue de 8 uM, con 2.8 brotes por explante (Da Silva et al., 2012).
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Figura 11. Multiplicacion de brotes de Tillandsia viridiflora con a) 4.43 pM
de BAP, b) 3.32 uM de BAP, c) 5.54 pM de BAP y d) 2.21 uM de BAP
combinadas con 0.5 uM de ANA después de 12 semanas de cultivo.

Similares resultados se obtuvieron en Tilandsia gardneri, el mayor
porcentaje de brotacion (91.6%) y la mayor cantidad de brotes por explante
(1.9) se alcanzaron con 8.87 uM de BAP (Pinto et al., 2013). Se ha
demostrado que la combinacion de BAP y ANA produce una respuesta
positiva en la morfogénesis in vitro de bromelias. En Aechmea blanchetiana
se produjeron 105.6 brotes por explante y 223.8 en Aechmea distichantha
con 0.5 pM de ANA y 2.2 uM de BAP (Santa-Rosa et al., 2013).
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En Vriesea cacuminis se obtuvieron 9.3 brotes por explante con 15 pM de
BAP y 4.5 ptM de ANA (Resende et al., 2016). En el caso de Vriesea
heliconioides la adicion de 10 uM de BAP y 1 uM de ANA favorecieron la

produccion de 7.4 brotes por explante con una longitud promedio de 0.62

cm (Hernandez-Meneses et al., 2018).

Veltcheva y Svetleva, (2005) indicaron que la 6-bencilaminopurina (BAP)
aumenta la capacidad de regeneracion in vitro porque estimula la division
celular; a medida que se producen mas células en un tejido, el potencial de
regeneracion es mayor. La cantidad de brotes reportada para diferentes
especies de bromelias demuestran la influencia que tiene el genotipo y los
reguladores de crecimiento en las respuestas morfogénicas. En la literatura
sobre regeneracion de bromelias la BAP es de los reguladores mas usados,
sin embargo, también se ha reportado el uso de 2 uM de N6 (2-isopentenil)
adenina (2-iP) para la proliferacion de nodulos semejantes a un callo en
Vriesea reitzii (Dal Vesco et al, 2014) y en Vriesea friburgensis Mez
(Corredor-Prado et al., 2015). La zeatina (0.05 y 2.2 uM) se reporto para la
multiplicacion en Puya berteroniana (Viehmannova, et al., 2016) y la

cinetina (2.2 y 4.4 uM) en Neoglaziovia variegata (Silveira et al., 2009).

Si bien los reguladores de crecimiento ejercen un papel determinante en los
procesos de regeneracion de bromelias, la concentracion de sales en el medio
de cultivo también es importante. En Vriesea friburguensis Mez, V.
hieroglyphica y V. unilateralis Mez se encontré que los pesos de materia
fresca y seca fueron significativamente mayor comparados con el testigo y
con mayor numero de brotes, cuando se modifico la concentracion de calcio,
magnesio, azufre, hierro, cobre y cloro del medio MS (Aranda-Peres et al.,
2009).
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Para Alcantarea imperialis 90 mM de nitrogeno en el medio de cultivo genero

25 hojas por plantula (Kurita y Tamaki, 2014). En el caso de Ananas
comosus se encontro la multiplicacion in vitro con 30 mM de nitrégeno con
un rendimiento de 3% y cada plantulas gener6é de una a dos yemas (Silva et

al., 2017).

5.3.3 Alargamiento de brotes

Los medios de cultivo adicionados con 1.4, 2.8 y 5.7 uM de AGs afectaron
significativamente la longitud del brote (p<0.05; Apéndice 3). La mejor
respuesta de crecimiento de brotes se obtuvo con 5.7 uM de AGzcon 1.5 cm.
Sin embargo, en las concentraciones con 1.4y 2.8, uM de AG3 también hubo
crecimiento (1.3 cm). Dicho crecimiento se observo en todos los brotes

durante las ocho semanas de cultivo (Cuadro 8).

Cuadro 8. Longitud del brote (BE) y nimero de brotes (BE) obtenidos en
plantulas in vitro de Tillandsia viridiflora con acido giberélico
(AG3) a las ocho semanas de cultivo.

AGs (UM) Longitud del brote (cm) Ndmero de brotes (Nam.)
0 11 ¢ 18.8 a
1.4 1.3 b 15.7 b
2.8 1.3 b 140 b
4.3 1.1 ¢ 142 b
5.7 1.5 a 148 b

Medias con diferente letra en una columna son significativamente diferentes (p<0.05).

Al igual que lo encontrado en Tillandsia viridiflora, en otras investigaciones
con cultivo in vitro de bromelias se ha reportado el crecimiento lento como
es el caso de Vriesea inflata (Pedroso et al., 2010), Alcantarea imperialis
(Mollo et al., 2011), Vriesea reitzii (Dal Vesco et al., 2014), Acanthostachys
strobilacea (Carvalho et al., 2014) y Vriesea heliconioides (Hernandez-
Meneses et al, 2018). En contraste, el crecimiento in vitro de A.

strobilaceahas fue rapido.
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En general, se ha reportado que el crecimiento de las bromelias es lento en

su habitat natural y que toma varios anos obtener una planta adulta
(Vazquez et al.,, 2014). El crecimiento lento también se observo en este
estudio bajo condiciones in vitro por lo que resulté importante emplear el

acido giberélico para promover el crecimiento de brotes y plantulas.

El acido giberélico (AGs) esta involucrado en una amplia gama de respuestas
del desarrollo vegetal. La respuesta de alargamiento celular se relaciona con
la elongacion en tallos y hojas de plantas, por lo cual, es usado en el cultivo

de tejidos vegetales in vitro (Tolera y Beleu, 2014; Boeri, 2015).

En el cultivo in vitro de Vriesea reitzii 10 uM de AGs fueron optimos para
lograr el alargamiento en todos los brotes del grupos de brotes (Dal Vesco y
Guerra, 2010). Similares efectos se encontraron con la misma especie de
bromelia con 10 uM de AG3s junto con 2 pM de AIA (Dal Vesco et al., 2014).
Por otra parte, en la bromelia Vriesea heliconioides 1 uM de AGs fue eficiente
para lograr el alargamiento de brotes con promedio de 7.6 cm (Hernandez-

Meneses et al., 2018).

5.3.4 Enraizamiento de plantulas

Los medios de cultivo adicionados con las auxinas ANA y AIB afectaron
significativamente el enraizamiento, el nimero de raices y la longitud de la
raiz (p<0.05; Apéndice 4). El mayor porcentaje de enraizamiento (95%) se
obtuvo con 2.1 uM de AIB; sin embargo, no hubo diferencia significativa con
el testigo (70%). Por otra parte, el mayor numero de raices se encontro con
1.0 uM de ANA con 2.4 raices por plantula en contraste con 2.1 uM de ANA
con 0.3 raices por brote aunque la mayor longitud se encontr6é 1.0 y 2.1 uM

de AIB con 1.5 cm (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Enraizamiento in vitro de plantulas de Tillandsia viridiflora con
acido naftalenacético (ANA) y acido indol-3-butirico (AIB) a las seis
semanas de cultivo.

ANA AlIB Enraizamiento Raices Longitud de la raiz
(HM) (HM) (%) (Nam.) (cm)
0 0 70 a 0.8 c 1.2 b
1.0 0 75 a 24 a 09 ¢
2.1 0 15 b 03 ¢ 0.7 d
1.0 85 a 15 b 15 a
2.1 95 a 2.0 ab 15 a

Medias con diferente letra en una columna son significativamente diferentes (p<0.05).

El enraizamiento se observo a partir de la segunda semana de cultivo en
todos tratamientos; fueron de color blanco claro y morfolégicamente
uniformes, después de la tercera semana se tornaron de color café oscuro

(Figura 12).

Figura 12. Enraizamiento in vitro de plantulas de Tillandsia viridiflora con
1.0 uyM de ANA después de seis semanas de cultivo.
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El proceso de enraizamiento in vitro requiere ajustar el balance hormonal,

consiste en disminuir las concentraciones de citocininas y aumentar las de
auxinas (Quintero et al., 2003). El ANA y el AIB son reguladores de
crecimiento usados normalmente para inducir el enraizamiento de plantulas
in vitro (Uribe et al., 2012). En bromelias se ha reportado que ambas auxinas
favorecen el enraizamiento de plantas, aunque también se ha empleado el

AIA como inductor.

Asi mismo, en el cultivo in vitro de la bromelia Nidularium procerum el
enraizamiento se indujo con 1.35 uM de ANA en medio semisoélido, y como
resultado se formo6 una raiz por plantula y 4% de enraizamiento. Para
Nidularium innocentii el enraizamiento fue de 70% en medio liquido con 5.4

uM de ANA (Da silva et al., 2012).

En otro cultivo in vitro de N. concentrica €l 100% de enraizamiento se obtuvo
con 3 uM de ANA a los 30 dias y con 2, 3y 4 uM de ANA, y 1 uM de AIB a
los 60 dias. Por otra parte, 3 uM de ANA gener6 7.1 raices por plantula a los
30 dias y 3 uM de ANA gener6 9.9 raices por plantula a los 60 dias. No se
encontro diferencia significativa en la longitud de la raiz en ninguno de los
casos (Rodrigues et al.,, 2013). Para V. cacuminis 1.5 y 4.5 uM de ANA
indujeron 1.9 raices por explante después de los 90 dias de cultivo (Resende

etal., 20106).

Ademas, en Ananas comosus se encontré el 100% de enraizamiento con 5.7,
11.4,y 17.1 uM de acido indolacético (AIA) y 4.9, 8.8 y 14.7 uM de IBA; la
mayor cantidad de raices se logro con 17.1 uM de AIA y el mayor longitud

con 4.9 uM de IBA (Atawia et al., 2016).

En el cultivo in vitro de Vriesea incurvata se reporté que, al reducir la
cantidad de nitrogeno en un 75% en el medio de cultivo y adicionar 60 g L-
1 de sacarosa, las plantulas formaron mayor numero de raices (5.9) con

longitud promedio de 5.9 cm (Sasamori et al., 2016).
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Por ultimo, en el caso de Vriesea heliconioides se empled el medio MS con la

mitad de concentracion de sales alcanzandose 4.6 raices por plantula

(Hernandez-Meneses et al., 2018).

5.4 Aclimatacion de plantulas

El tamano de la plantula solo afecto significativamente la altura final de la
plantula y la longitud de la raiz; no tuvo efecto sobre la supervivencia y el
numero de hojas (p<0.05; Apéndice 5). El mayor crecimiento en altura de la
plantula (6.9 cm) se obtuvo en plantulas de 6.5 cm con sustrato de
turba+perlita (1:1) al igual que la mayor longitud de raiz con 2.8 cm. En
todos los tratamientos evaluados la supervivencia fue de 100% y el mayor
numero de hojas se presento en plantulas de 6.5 cm con sustrato de corteza
de pino después de 12 semanas (Cuadro 10, Figura 13).

Cuadro 10. Aclimatacion de Tillandsia viridiflora en plantulas de 4.5 y 6.5

cm con sustrato de turbatperlita (T+P) y corteza de pino (CP)
después de 12 semanas.

Tamafio de plantula (cm) Supervivencia Altura de plantula Longitud de raiz Hojas
+ Sustrato (%) (cm) (cm) (Ndm.)
6.5+ CP 100 a 6.7 a 2.7 a 15.2 a
6.5+T+P 100 a 6.9 a 28 a 14.2 a
4.5+ CP 100 a 42 b 19 b 149 a
4.5+ T+P 100 a 45 b 21 Db 135 a

Medias con diferente letra en una columna son significativamente diferentes (p<0.05).

Los resultados de supervivencia obtenidos en T. viridiflora son similares con
los reportados en la aclimatacion de Aechmea blanchetianay A. distichantha
donde se obtuvo 90 y 97%, respectivamente, después de 60 dias (Santa-
Rosa et al., 2013) en sustrato comercial Plantmax® (corteza de pino, carbon,
turba y vermiculita). También en V. reitzii con 95% de después de 15
semanas en cascara de arroz carbonizado, corteza de pino y mezcla de

comercial Plantmax® (2:2:1 v/v) (Dal Vesco et al., 2014).
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Para Ananas comosus se reportd 100% de supervivencia en una mezcla de

turba y arena (1:1) (Atawia et al.,, 2016). En el caso de V. cacuminis se
alcanzo 90% de supervivencia con sustrato comercial Plantmax Hortalicas
HT® (Eucatex Agro, SP) (Resende et al., 2016). Con respecto a la altura
inicial de las plantulas para la aclimatacion, se ha establecido que en la
propagacion in vitro de bromelias es el factor restrictivo, ya que 3 cm se
considera el tamano minimo para que sea exitosa (Guerra y Dal Vesco,
2010). En el presente estudio se observo que las dos alturas de plantulas

evaluadas (4.5 y 6.5 cm) no afectaron la supervivencia.
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Figura 13. a) Aclimatacion de plantulas de Tillandsia viridiflora después de
una semana. Plantulas de 6.5 cm de altura con: b) sustrato de
corteza de pino c) y d) con sustrato de turba+perlita (1:1) después
de 12 semanas.

En resumen, los resultados obtenidos en la presente investigacion sobre la
morfogénesis in vitro de Tillandsia viridiflora se indican de manera puntual
en un diagrama de flujo donde se combiné la metodologia con los resultados

en cada una de las etapas abordadas (Figura 14).
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5.5 Resumen esquematico de resultados

Material Vegetal

Semillas de Tillandsia

ridiflora (Beer) »| Cultivo aséptico [~~~~~~ Semillas
vir ’B . 10 meses: 17.5%
aner 8 meses: 0%
v
Establecimiento R Viabilidad de
in vitro g semillas
1
i
10 meses: 82.9% de A 4
germi(?aCion y8meses: | | Germinacion in vitro 10 meses: 78.9 % de
94.0% de germinacion (Explante: Plantulas) germinacion y 8 meses:
88 % de germinacion
10.4 brotes a las 12 ) 4 E—
semanas con 6.65 uM de
BAPy 0.5 uM de ANA Induccion de brotes
13.0 brotes a las 12 v

semanas con 4.4 uM de

BAPY 0.5 M de ANA |77 777] Multiplicacion de

brotes
Brotes con 1.5 cm de — Organogénesis
longitud después de seis y
semanas con 5.7 yMde | ____ Alargamiento de
AGs brotes
2.4 raices después de v
seis semanascon 1.0 yM| | E . .
de ANA nraizamiento
(Plantulas)
—
100 % de supervivencia (6.9 cm
de altura) después de 12 A 4
semanas con plantulas in vitro |.--4  Aclimatacion de
de 6.5 cm y sustrato de T+P) plantulas

Figura 14. Diagrama de flujo de resultados de la morfogénesis in vitro de
Tillandsia viridiflora.
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VI. CONCLUSIONES

La desinfeccion de semillas de Tillandsia viridoflora fue del 100%.

La germinacion in vitro de T. viridiflora se obtuvo en el medio MS con
50% de concentracion de sales.

Las semillas de T. viridiflora se mantuvieron viables por 38 meses con
una germinacion promedio de 78.9%.

La mejor induccion de brotes de T. viridiflora se logré con plantulas
germinadas in vitro de 25 semanas de edad y de 2 cm de altura, como
explante, cultivadas con 6.65 uM de BAP y 0.5 uM de ANA a las 12
semanas. Se obtuvieron en promedio 10.4 brotes por explante.

La mayor multiplicacion de brotes de T. viridiflora se obtuvo con
brotes de 0.9 a 1.4 cm y con 4.4 uM de BAP y 0.5 uM de ANA a las 12
semanas. Se lograron 13.0 brotes por explante.

El alargamiento de brotes de T. viridiflora se consiguioé con 5.7 uM de
AGs3. Se obtuvieron brotes con 1.5 cm de longitud.

El mayor nimero de raices in vitro (2.4) de T. viridiflora se alcanzoé
con 1.0 uM de ANA en medio MS con 50% de concentracion de sales,
El mejor crecimiento (6.9 cm) de plantulas de T. viridiflora en la etapa
de aclimatacion se adquirié con plantulas enraizadas in vitro de 6.5
cm con sustrato de turba+perlita (1:1) después de 12 semanas. Se
alcanzo6 100 % de supervivencia.

Con el protocolo de regeneracion in vitro establecido para T. viridiflora
es factible obtener en un lapso de 12 meses 135.2 plantulas a partir
de una plantula germinada in vitro de 25 semanas de edad y de 2 cm

de altura como explante.
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VII. RECOMENDACIONES

Estudiar la germinacion (como indicador de viabilidad) en semillas de
cinco, seis y siete meses de edad de T. viridiflora por uno y dos anos.
Establecer la regeneracion in vitro de Tillandsia viridiflora por
organogénesis indirecta.

Valorar las hojas de T. viridiflora como explante en la ruta
morfogénica.

Determinar el efecto de algunos componentes del medio de cultivo MS
con la finalidad de acelerar el crecimiento in vitro de T. viridiflora.
Evaluar métodos de corte y seleccion de brotes utiles para la
propagacion in vitro de T. viridoflora, con el fin de disminuir el tiempo

de produccion.
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IX. APENDICE

1. Cuadrados medios y su significancia del analisis de la brotacion y nimero
de brotes en la induccion in vitro de T. viridiflora después de
cuatro, ocho y doce semanas de cultivo

Tiempo Fuente de Variacion Namero de brotes Brotacion (%)

4 Semanas BAP + 0.5 uM ANA 28.3* 0.4%
Error 5.0 0.1

C. V. 51.8 51.3

R2 0.6 0.4

Media 4.3 0.6

8 Semanas BAP + 0.5 uM ANA 43.9% 0.4%
Error 3.2 0.1

C. V. 39.6 42.7

R2 0.7 0.5

Media 4.5 0.7

12 Semanas BAP + 0.5 uM ANA 57.0* 0.4*
Error 2.1 0.0

C. V. 23.3 28.9

R2 0.8 0.6

Media 7.0 0.8

*=Significativo (p<0.05); NS= No significativo; C.V.= Coeficiente de variacion

2. Cuadrados medios y su significancia del analisis de la brotacion y nimero
de brotes en la multiplicacion in vitro de T. viridiflora después de
cuatro, ocho y doce semanas de cultivo

Tiempo Fuente de Variacion NUmero de brotes Brotacion (%)

8 Semanas BAP + 0.5 uM ANA 36.2* 0.3*
Error 1.9 0.1

C. V. 39.5 57.0
R2 0.8 0.3
Media 35 0.7

12 Semanas BAP + 0.5 uM ANA 94.27* 0.42*
Error 3.75 0.06

C. V. 24.65 30.08

R2 0.87 0.64

Media 7.55 0.83

*=Significativo (p<0.05); NS= No significativo; C.V.= Coeficiente de variacién

81



Morfogénesis in vitro de Tillandsia viridiflora (Beer) Baker

3. Cuadrados medios y su significancia del analisis de longitud de brote y
numero de brotes en el alargamiento in vitro de T. viridiflora
después de ocho semanas de cultivo.

Fuente de Variacion Longitud de brotes (cm) Brotacion (NGm.)
AG3 0.2* 118.1*
Error 0.0 5.2
C. V. 4.6 14.5
R2 0.9 0.8
Media 1.3 15.4

*=Significativo (p<0.05); NS= No significativo; C.V.= Coeficiente de variacion

4. Cuadrados medios y su significancia del analisis de longitud de brote y
namero de brotes en el alargamiento in vitro de T. viridiflora
después de ocho semanas de cultivo.

Fuente de Variacion Enraizamiento (%) Raices (NUm.)  Longitud de la raiz (cm)
ANA*AIB 0.6* 5.6* 0.5*
Error 0.08 0.3 0.04
C. V. 42.1 44.3 17.3
R2 0.71 0.8 0.8
Media 0.68 1.41 1.2

*=Significativo (p<0.05); NS= No significativo; C.V.= Coeficiente de variacion

5. Cuadrados medios y su significancia del analisis de supervivencia, altura
de la planta, longitud de la raiz y nimero de hojas en T. viridiflora
después de 11 semanas de cultivo.

Fuente de Supervivencia Altura de la planta Longitud de la raiz Nimero de
Variacion (%) (cm) (cm) hojas
ANA*AIB 0 6.1* 1.0* 5.2
Error 0 0.5 0.4 6.9
C. V. 0 12.6 27.7 18.2
R2 0 0.8 0.4 0.2
Media 1 5.6 2.4 14.5

*=Significativo (p<0.05); NS= No significativo; C.V.= Coeficiente de variacion
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