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MORFOLOGIA, GERMINACION Y MICROPROPAGACION DE Calibanus
hookerii PARA SU CONSERVACION

Cesar Nuiiez Coronado, M. C.
Colegio de Postgradruados, 2017

RESUMEN

Calibanus hookerii perteneciente a la familia de Nolinaceae, especie que esta en la
NOM-059-SEMARNAT-2010, catalogada como especie en peligro de extincion. Sus
poblaciones naturales han disminuido debido a la sobreexplotacion y destruccion de
su habitat, por lo que es importante desarrollar sistemas rapidos y eficientes para
la propagacion masiva de estas especies como una herramienta importante para
su conservacion y explotacién racional. Mediante el uso del programa estadistico
(SAS) y de procesamiento de imagenes (GIMP e IMAGEJ), se midieron las
dimensiones de la semilla (largo, ancho, area, perimetro), en este trabajo se
encontré un promedio de 3.99 mm de largo, 3.44 mm de ancho, 10.94 cm? area y
12.55 cm de perimetro, el fruto es una capsula y presenta una sola semilla aunque
pueden contener dos semillas en un mismo fruto. La calidad fisica de la semilla se
determin6 mediante el contenido de humedad el cual fue 6%, peso volumétrico 29.4
Kg hL!y el peso de mil semillas 35 g. Para calidad fisiol6gica se realizarén pruebas
de laboratorio, en una prueba de germinacién se evalué el porcentaje de plantulas
normales, anormales y sin germinar; una prueba de tetrazolio para determinar la
viabilidad. La germinaciéon con testa fue 40% y sin testa de 30%. C.hookerii,
presenta tasas de germinacion bajas en comparacion con la germinacién in vitro
que fue de 97% la mas alta. A partir de los 22 dias se consider6 que la plantula
podria sobrevivir por si sola pues ya que presentaba sus estructuras funcionales
bien desarrolladas, ya no era dependiente de las reservas de la semilla. En prueba
con trifenil tetrazolio se midié viabilidad, el color rojo intenso en los embriones se
consideré como viable, el color blanco no viable, mientras que en el color rosa se
ubicaron a los embriones que van perdiendo su viabilidad, se obtuvo el 86% de
viabilidad, con un largo del embrion de 3.24 a 2.42 mm y ancho 0.592 a 0.403 mm,

siendo el tamafio del embrién de menos de ¥4 con respecto al tamafio de la semilla.



El protocolo para multiplicacion masiva se logr6 mediante germinacion de semilla
sin testa en medio MS suplementado con 2.5, 5.0 y 7.0 mg.L de benciladenina (BA),
Tidhiazuron (TDZ), cinetina (K) y 2-isopentil-adenina (2ip). El tratamiento mas
eficiente fue de 5 mg.L de BA, produciéndose un promedio de 18 plantulas por
semilla, el peor tratamiento fue 2ip donde so6lo un esayo de los realizados maéstro

resultados (7 mg.L).

Palabras clave: Citocininas, Calibanus hookerii, nolinaceae, ornamental.



MORPHOLOGY, GERMINATION AND MICROPROPAGATION OF Calibanus
hookerii FOR CONSERVATION

Cesar Nuiiez Coronado, M. C.
Colegio de Postgradruados, 2017

ABSTRACT

Calibanus hookerii belonging to the family of Nolinaceae, species that is in NOM-059-
SEMARNAT-2010, cataloged as an endangered species. Their natural populations
have declined due to the over exploitation and destruction of their habitat, so it is
important to develop fast and efficient systems for the massive propagation of these
species as an important tool for their conservation and rational exploitation. Seed size
(length, width, area, perimeter) was measured using a statistical program (SAS) and
image processing (GIMP and IMAGEJ). In this study an average of 3.99 mm in length
was found, 3.44 mm wide, 10.94 cm2 area and 12.55 cm perimeter, the fruit is a
capsule and presents a single seed although they may contain two seeds in the same
fruit. The physical quality of the seed was determined by the moisture content which
was 6%, volumetric weight 29.4 kg hL-1 and the weight of one thousand seeds 35 g.
For physiological quality, laboratory tests were performed, in a germination test the
percentage of normal, abnormal and non-germinating seedlings was evaluated; a
tetrazolium test to determine viability. Germination with forehead was 40% and
without forehead of 30%. C.hookerii, has low germination rates compared to in vitro
germination, which was 97% the highest. From the 22 days it was considered that
the seedling could survive on its own because, since it had well developed functional
structures, they were no longer dependent on the seed reserves. In test with triphenyl
tetrazolium viability was measured, the intense red color in the embryos was
considered as viable, the white color was not viable, while in the pink the embryos
were located that are losing their viability, 86% of viability, with an embryo length of
3.24 to 2.42 mm and width 0.592 to 0.403 mm, the embryo size being less than %
with respect to the size of the seed. The protocol for massive multiplication was
achieved by seed germination without test in MS medium supplemented with 2.5, 5.0
and 7.0 mg.L of benzyladenine (BA), Tidhiazuron (TDZ), kinetin (K) and 2-isopentyl-
adenine (2ip) . The most efficient treatment was 5 mg.L of BA producing an average

Vi



of 18 seedlings per seed, the worst treatment was 2ip where only one study of the

results obtained (7 mg.L).

Key words: Cytokinins, Calibanus hookerii, nolinaceae, ornamental.
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l. INTRODUCCION

Las regiones aridas y semiaridas de México contribuyen a la riqueza de la flora
mexicana con cerca de 6000 especies de plantas vasculares, de las cuales alrededor
del 60% son endémicas (Rezedowski 1978, 1991). Una de las comarcas secas mas
extensas en el territorio mexicano es el desierto de Chihuahua, provincia
biogeografica reconocida como un reservorio bioldégico de notable importancia. En la
porcidn extrema sur y disyunta del cuerpo principal del desierto Chihuahuense se
localiza la Zona Arida Queretana-Hidalguense, cuyo segmento meridional
corresponde al sector del Semidesierto Queretano. Nolina y sus géneros
relacionados Beaucarnea, Calibanus y Dasylirion, han sido considerados dentro de
las familias Liliaceae (Engler, 1888; Standley, 1920; Krause, 1930; McVaugh, 1989),
Agavaceae (Hutchinson, 1934; Cronquist, 1981), Dracaenaceae (Brummitt, 1992) o
Nolinaceae (Bogler, 1998; Walker, 2001). La familia Nolinaceae fue propuesta por
Nakai (1943) y esta constituida por los géneros anteriormente mencionados. Como
resultado de algunos estudios filogenéticos publicados y con base en evidencias
morfolégicas y moleculares, Nolina y sus géneros emparentados han sido ubicados
también en Convallariaceae (APG, 1998), Ruscaceae (APG II, 2003; Judd et al.,
2008) o como subfamilia Nolinoideae dentro de Asparagaceae (APG llI, 2009). Sin
embargo, esta Ultima propuesta no considera a Asparagaceae como una familia

monofilética.



La familia Nolinaceae incluye mas de 50 especies adaptadas a las zonas aridas
y semiaridas de México. Sus poblaciones naturales han disminuido de manera
preocupante debido a la sobreexplotacion y destruccidn de su habitat, por lo que
el desarrollo de sistemas rapidosy eficientes para la propagacion masiva de
estas especies es una herramienta importante para su conservacion y explotacion
racional. Algunas especies de la familia Nolinaceae son utilizadas por familias de
zonas aridas y semiaridas como materia prima para fabricar escobas de paja,
canastos y techado de casas (Krotchamal et al., 1954 citado por Reyes, 2002); De
las 272 especies del género Agave y 36 de los géneros Dasylirion y Nolina, que se
reportan para México y Centroamérica, existen 68 especies con usos medicinales,
farmacoldgicos y etnoboténicos otras tiene uso medicinal y etnobotanico (Gioanetto
y Franco, 2004). Tambien son utilizadas como fuente de alimento para ganado
(Nolina texana) (Cruse, 1949 citado por Reyes, 2002), ademas de tener un uso

ornamental (Hernandez, 1992; Infojardin, 2004).

Los ambientes en que se desarrollan algunas especies de Nolinaceae son fuentes
de mortalidad para las plantulas ya que estan expuestas a la interaccion de periodos
prolongados de sequia y la ocurrencia frecuente de temperaturas bajas extremas
(Lopez, 1986). En algunas especies la primera reproduccion de la planta se lleva a
cabo aproximadamente a los 68 afios en promedio; de las plantulas que nacen solo
39% logra sobrevivir. Es importante considerar que también el potencial de los
hongos patdégenos son probables causas biolégicas de la elevada mortalidad de

plantulas (Lopez, 1986).



En el caso de Calibanus hokerii, perteneciente a la familia de las Nolinaceae, hay
poca informacion relacionada con la especie, la cual se encuentra en peligro de
extincion en territorio mexicano debido a la sobreexplotacion, al saqueo de

ejemplares silvestres y la produccion de semilla erratica.

Con el presente estudio se pretende contribuir al conocimiento de la especie
mediante el estudio de la morfologia, viabilidad y germinacion de la semilla; ademas
de efectuar la micropropagacion in vitro de la semilla, como una alternativa viable
para esta especie vegetal amenazada cuya multiplicacibn por métodos
convencionales, ya sea por semillas o por métodos asexuales, es poco eficiente

(Pence, 2011).



1.10bjetivos e hipotesis

1.1.1 Objetivo general

a) Estudiar la morfologia, viabilidad, germinacion y micropropagacion de la
semilla de Calibanus hookerii.

1.1.2 Objetivos especificos

a) Estudiar las caracteristicas morfologicas de la semilla de Calibanus hookerii.

b) Evaluar el contenido de humedad, peso volumétrico y peso de 1000 semillas
de Calibanus hookerii.

c) Valorar la calidad fisiolégica de la semilla en términos de germinacion y
viabilidad.

d) Evaluar diferentes dosis de los reguladores 6-Benciladenina (BA) y cinetina
(K), 2-isopentil-adenina (2iP) y Tidhiazuron (TDZ) en la estimulacién de la
germinacion de semillas de Calibanus hookerii.

e) Establecer un protocolo de micropropagacion con el fin de fomentar su
preservacion.

1.1.3 Hipotesis

a) Lasiembra de la semilla in vitro y la adicién de citocininas (BA, Cinetina, TDZ,
2ip) incrementara el porcentaje de germinacion y estimulara la formacién de
brotes.

b) La calidad fisica de las semillas afecta la viabilidad y el porcentaje de
germinacion.



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1 Clasificaciéon taxondmica de la subfamilia Nolinaceae

La subfamilia Nolinoideae esta integrada por los géneros Beaucarnea, Calibanus,
Dasylirion y Nolina, e incluye aproximadamente 55 especies herbaceas, arbustivas
o0 arborescentes. Estas plantas habitan desde el sur de E.U.A., hasta
Centroameérica; México tiene la mayor riqueza de especies. Hay reportes de que
plantas de los géneros Dasylirion y Nolina eran parte de la dieta de los nativos

americanos hace mas de 2000 afios (Poinar et al., 2001).

Especies del género Nolina se explotan para obtener fibras para cordeleria, y
algunas del género Dasylirion se usan en el norte de México para elaborar una
bebida alcohdlica denominada “sotol”. El uso actual mas extendido de estas plantas
es el ornamental. Los géneros fueron inicialmente ubicado en la familia Liliaceae,
posteriormente se le separ6 en Agavaceae y se le ha localizado en Nolinaceae.
Recientemente se le ubica en la familia Asparagaceae y la subfamilia Nolinaceae
(USDA, ARS, National Genetic Resources Program, GRIN, 2013). Al parecer se
relaciona fuertemente con los géneros Nolina, Beaucarnea y Calibanus con los

cuales comparte morfologia, habitat y caracteristicas del fruto (Figural).

Todas las especies del género Beaucarnea, asi como muchas de los géneros

Dasylirion y Nolina, se comercializan masivamente con fin ornamental.



DIVISION Angisoperma

CLASE Liliopsida Magnoliopsida
(Monocotnledcrae) {Dicotiledonae)

ORDEN Asparagales Otros drdenes

FAMILIA Agavaceae Nolinaceae Otras 28 familias*

SUBFAMILIA  Agavoideae Yuccoideae

GENERO Beschorneria Yucca Beucarnea
Furcraea Hesperaibe Calibanus
Manfreda Nolina
Polianthes Dasylirion
Prochynathes
Agave

SUBGENERO Littaea (8 secciones) Agave (12 secciones)

Figura 1. Clasificacién taxonémica de Agave y Dasylirion. Propuesta por Dahigre, Clifford y Jeo (1985).

Esto se debe a su belleza y a su muy bajo consumo de agua. Desafortunadamente,
las poblaciones silvestres de casi todas las especies de Nolindceas se han reducido
de manera importante en afios recientes. Por este motivo, la Norma Oficial Mexicana
NOM-059-SEMARNAT-2010 incluye a 16 especies de esta familia en la lista de

plantas en peligro, amenazadas o sujetas a proteccion especial.

Entre los factores que afectan la conservacion de las Nolinaceas destacan: 1) la
destruccion y la modificacion de los habitats causadas por la expansion agricola
y la explotacion forestal; 2) la ganaderia, en especial el pastoreo de cabras, que puede
devastar poblaciones completas; 3) la sobreexplotacion como materia prima de

algunas especies, y 4) el saqueo de ejemplares silvestres para su venta en el mercado



de ornamentales, situacion especialmente grave en el género Beaucarnea (Cardel et

al., 1997; Golubov et al., 2007).

Un estudio hecho por la Universidad de Nuevo Ledn en el 2005, sefiala que se
agregaron nueve especies al listado de plantas en peligro de extincion de la NOM-
059-2001, en la que aparece Calibanus Hookeri, presente en los estados de

Tamaulipas y Nuevo Ledn (Torres, 2005).

Hay pocos estudios acerca del cultivo y la propagacion in vitro de este grupo de
plantas. Samyn (1997) reporta la propagacion invitro de Beaucarnea recurvata
en un medio con benciladenina (BA) y acido giberélico, obteniendo un poco mas de
tres nuevas plantas por explante. Osorio-Rosales y Mata-Rosas (2005) propagaron
Beaucarnea gracilis y B. recurvata a través de la generacién de brotes en explantes
tomados de plantulas obtenidas in vitro, usando soélo la citocinina y BA. Por su parte,
Flores-Garcia et al. (2008) reportan la propagacion de la especie Nolina parviflora a
través de organogénesis, a partir de explantes tomados de plantulas obtenidas in vitro,

en medios de cultivo con combinaciones de citocininas con auxinas.

2.2 Identificacion y descripcidon botanica de C. hookerii (Lem.) Trelease(1911).

Origen: Norte y centro de México (Hidalgo, Tamaulipas y San Luis Potosi).



Habitat y ecologia: Crece en la arena, en un habitat montafioso, seco, donde recibe
agua muy abundante en el corto periodo de cultivo. Estas plantas son muy
resistentes a la sequia, y han desarrollado un caudex (6érgano de almacenamiento
de agua) en y por debajo del nivel del suelo, una estrategia de supervivencia comun

en climas secos.

Beaucarnea cubre el rango altitudinal mas amplio de los cuatro géneros, con
especies que se encuentran desde el nivel del mar hasta mas de 2000 m sobre el
nivel del mar en el norte de México y América Central. Sin embargo, la mayoria de
las especies se encuentran en alturas inferiores a 1500 m en bosques caducifolios
tropicales. Especies que se encuentran en altitudes superiores a 1500 m, como B.
purpusii, B. gracilis y B. stricta, se encuentran en matorrales xeréfilos mexicanos.
Calibanus también se encuentran en matorrales xerofilos en elevaciones entre 1000
y 2300 m. Nolina y Dasylirion son en su mayoria caracteristico de elevaciones por

encima de 1500 m en las zonas tropicales.

Habitos: Los cuatro géneros tienen habitos similares, pero todos tienen atributos
facilmente identificables Gtiles en su identificacidon. Las especies Beaucarnea son en
su mayoria arborescente, y se distinguen facilmente de los otros géneros, debido a
sus bases aumentadas (Figura 2. A), la mayoria de las especies alcanzan grandes
alturas (5-18 m). Beaucarnea compacta es la excepcién en cuanto a la altura, ya que
estd a menos de 1 m de altura. Calibanus glassianus, una de las dos especies de

Calibanus, se asemeja a Beaucarnea compacta en su globular raiz conica sobre el



suelo. Las otras especies de Calibanus, C. hookeri, tiene un tallo globular

subterrdneo o semi-subterraneos (Figura 2. B).

Caudex: La base caudiciforme es hemisférica y lefiosa con una corteza de color
marron-gris fisurada o de placa y se encuentra en el suelo intermedio. Es de
crecimiento muy lento, por lo general es de 0.30 a 1 m de didmetro pero con el tiempo
puede crecer hasta 5 metros de diametro, Calibanus hookerii se ve sin tronco,
coronado por hierbas perennes como hojas de color azul plata que se expanden

desde un caudex lefioso (Inflamacién de la raiz suculenta).

Corteza: La corteza exterior o felema es til en la identificacion de los géneros. En
Beaucarnea es lisa 0 de mosaico, a veces formando ranuras irregulares a lo largo de
la longitud del vastago (Figura 2. A). Calibanus también tiene corteza de mosaico
(Figura 2. B), y, en Nolina, la corteza es visiblemente mas dura que en Beaucarnea,
y tiende a formar ranuras longitudinales irregulares en las especies arborescentes,
en lugar de patrones geométricos (Figura 2. C). En Dasylirion, el caudex cilindrico
de especies caulescente estd completamente cubierta por una capa de abundantes
bases de las hojas persistentes (Figura 2. D). Esta caracteristica es muy util para

distinguir Dasylirion de los otros tres géneros.



Figura 2. Habitos representativos de A. Beaucarnea, B. Calibanus, C. Nolina, y D. Dasylirion (Tomado de
Molecular phylogenetics and morphology of Beaucarnea (Ruscaceae) as distinct from Nolina, and the
submersion of Calibanus into Beaucarnea. Rojas-Pifia et al., 2014. Systematics of Beaucarnea and
Calibanus).

Hojas: Margen de la hoja, apice de la hoja, ranuras de la hoja, y la superficie de la
hoja son caracteres utiles en la identificacion de los especimenes a nivel de género.
Los cuatro géneros tienen hojas en rosetas terminales densas. Las laminas son
largas y lineales, aciculadas o ensiformes o cuadrangulaesr como en Dasylirion
longissimum Lem. Beaucarnea y Calibanus tienen hojas con margenes con forma de
serrucho y &pices de las hojas completas. En Calibanus hookerii las hojas son
delgadas y fuertes, flexibles, parecidas a hierva, superficie aspera que crece en
posicion vertical en el centro de la planta y luego arquea debajo a medida que
maduran. Son algo concavas y quillas (conjunto de los dos pétalos inferiores de las
flores papilionaceas.), los margenes se han redondeado. Las hojas se miden de 30

a 90 cm de largo y s6lo 3.2 mm de ancho. Ellas son de color verde- azul.
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Aparecen en la planta como una corona formada por numerosos haces derivados de
la parte superior del caudex. El nimero de los haces aumenta con el crecimiento de

la planta.

Inflorescencias: Los cuatro géneros tienen tirso con O&rdenes primarias,
secundarias, y, a veces terciarias (Figura 3. A). El ultimo elemento del tirso es un
rhipidium reducido (Figura 3. B). En Beaucarnea, Calibanus y Nolina (Figuras 3. i-

iii), las ramas del tirso estan considerablemente mas largas que en Dasylirion.

Los atributos que mejor reflejan la distincion entre los cuatro géneros son
reproductivos, especialmente los de las flores pistiladas. Los cuatro géneros tienen
flores hermafroditas pequefias que generalmente tienen un sexo funcional (Figura
4). Son trimeras, actinomorfas e hipoginas, con seis segmentos del perianto
imbricadas que a veces son reflejos en la antesis de las flores estaminadas (Figuras
4. A, i eiii). El pistilo de las flores estaminadas se extiende discretamente y apenas
llama la antenciébn en Beaucarnea, y es unilocular o trilocular (Figura 4. A, i).
Calibanus y Dasylirion el pistilo es sobre todo discreto (Figura 5, A, ii y iv), y en
Nolina es en su mayoria prominentes y trilocular (Figura 4. A, iii). En Dasylirion,
Beaucarnea y Calibanus los segmentos del perianto son crenulates (Figura 4. B, i,
iy iv), mientras que en Nolina son papilas apicales (Figura 4. B, iii). El Gineceo en
Beaucarnea y Calibanus es sincarpico, carnoso, liso y de pared gruesa (Figura 4. i-
ii). En Beaucarnea es en su mayoria con 3 alas, y en Calibanus carece de alas

(Figura 4. e ii).
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Beaucarnea Calibanus Nolina Dasylirion

%‘,&

Figura3. Inflorescencias representativos de Beaucarnea, Calibanus, Nolina, y Dasylirion. A. Morfologia general
de inflorescencias, B. Detalle de las porciones floriferas de las inflorescencias (Tomado de Molecular
phylogenetics and morphology of Beaucarnea (Ruscaceae) as distinct from Nolina, and the
submersion of Calibanus into Beaucarnea Rojas-Pifia et al., 2014. Systematics of Beaucarnea and
Calibanus).

En Calibanus hookerii, los racimos de flores (paniculas) son rigidos alrededor de 10-
20 cm de largo y parcialmente oculto en el follaje. Las flores son de color rosa o

plrpura y muy pequefias.

El ovario en Beaucarnea y Calibanus es unilocular con paredes septales basales
fusionadas (Figura 4. ia, iia) y, a veces permaneciendo bien desarrollada la longitud
de la ovario, pero nunca fundido (Figura 4. C, ib y lIB). La placentacion en los cuatro
géneros es basal y axilar (Figura 4. C, a). El estilo de Beaucarnea y Calibanus es
corta para alargar ligeramente, carnoso, y lleva un estigma papilado de 3 I6bulos
(Figura 4. D, i eii.); en Nolina es corta, con cada carpelo que tiene su propio estigma

papilado (Figura 4. D, iii); y en Dasylirion el estio es prominente,
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infundibuliforme(forma de embudo) hueco, hialina, y lleva un estigma de 3 I6bulos

gue carece de papilas (Figura 4. D, iv).

Beaucarnea Calibanus Nolina Dasylirion

Figura 4. Estructuras reproductivas de Beaucarnea, Calibanus, Nolina, y Dasylirion. A, flor estaminada; B, flor
pistilada con una parte de segmento del perianto disminuido; C, vistas apicales del gineceo: a, corte
transversal cerca de la base del ovario, b, seccion transversal en el abdomen, y c, apice; D, gineceo
con una parte del estigma (Tomado de Molecular phylogenetics and morphology of Beaucarnea
(Ruscaceae) as distinct from Nolina, and the submersion of Calibanus into Beaucarnea. Rojas-Pifa
et al., 2014. Systematics of Beaucarnea and Calibanus).
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La principal diferencia morfolégica entre Beaucarnea y Calibanus era el ovario de 3
lados o lobulos de Beaucarnea contra el ovario 6 l6bulos de Calibanus hookeri
(Figura 4. C, i-ii), y el ornamento de la fruta. A diferencia de Beaucarnea, Calibanus
tiene frutos que carecen de alas, aunque C. glassianus tiene frutos con crestas
(Herndndez y Zamudio, 2003). Estas crestas probablemente representan alas
reducidas que simplemente se redujeron aun mas en Calibanus hookeri (Figura 5.
A). Estas especies comparten algunas caracteristicas morfolégicas que pueden ser
adaptaciones a ambientes mas secos, con extremos mas marcados de la
temperatura y la sequia. Por ejemplo, tienden a tener robustos tallos y ramas, corteza
gruesa y de mosaico, hojas glaucas (blanquecinas a verdes) casi rectas, ranuras
papiladas y estomas profundamente hundidos. La mayoria de estas caracteristicas
seria plausibles y parece reducir la pérdida de agua durante las estaciones secas

prolongadas.

Frutos: Los frutos en los cuatro géneros son capsulas con dehiscencia retrasada
(Figura 5). Beaucarnea y Dasylirion tienen tres frutos alados (Figura 5. A, i, iv), con
las alas siendo a veces reducidas (B. compacta). Los frutos de Calibanus y Nolina
carecen de alas, pero en Calibanus cada carpelo tiene una cresta longitudinal medial
(Figura 5. A, ii), y en Nolina cada carpelo esta inflado o aumentado (Figura 5. A, iii).
Las frutas en Beaucarnea, Calibanus y Dasylirion son uniloculares (Figura 5. A, i, ii,
iv), y en Nolina son triloculares (Figura 5. A, iii). En Calibanus es globoso, ovoide,
con tres bayas de 8-9 mm de largo, 6-7 mm de diametro. Los frutos son de paja de

color marron rojizo e indehiscente.
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Beaucarnea Calibanus
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1 locule

embryo
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Figura 5. A. frutos representativos de cada género: vistas laterales y apicales, secciones transversales; B.
semillas representativos de cada género: vistas laterales y apicales, seccion transversal (Tomado
de Molecular phylogenetics and morphology of Beaucarnea (Ruscaceae) as distinct from Nolina,
and the submersion of Calibanus into Beaucarnea. Rojas-Pifia et al., 2014. Systematics of
Beaucarnea and Calibanus).

Las semillas de Beaucarnea, Calibanus y Dasylirion son de 3 |6bulos y en su mayoria
son simples (Figura 5. B, i, ii, iv), mientras que Nolina generalmente se desarrolla
tres semillas esféricas (Figura 5. B, iii). El embrion en los cuatro géneros es cilindrico
(Figura 5. B).

En Calibanus la semilla mide 3-4mm de largo x 3 mm de ancho. http://www.cactus-

art.biz/schede/CALIBANUS/Calibanus hookerii/Calibanus hookerii/Calibanus hook

erii.htm.

15



2.3 Morfologia y anatomia de la semilla

El inicio de la formacion del fruto y la semilla se produce mediante la unién eficaz
de los elementos reproductivos masculinos y femeninos, que dependen de la
polinizacion y la fertilizacion. La polinizacion se produce cuando la antera llega a la
madurez y comienza a liberar el polen para dar lugar al fenébmeno de la polinizacion.
La polinizacion no es méas que un fendbmeno necesario para la fertilizacion del 6vulo

y su posterior desarrollo e la semilla.

La polinizacion puede producirse como resultado de:

a) Autopolinizacién, como consecuencia de la fecundacion producida por el
polen procedente de la misma flor, de flores del mismo individuo o de
diferentes plantas del mismo clon (autogamia).

b) Polinizacién cruzada, en la cual el polen procedente de una planta diferente

o de un clon diferente (alogamia).

Las gimnospermas presentan una mayor tendencia a la autopolinizacion como una
adaptacion evolutiva en condiciones extremas y de aislamiento prolongado. Por el
contrario, las angiospermas han desarrollado mecanismos orientados a favorecer la
polinizacion cruzada, e incluso haciéndola obligatoria como resultado de su caracter

dioico, o de la incompatibilidad genética de un mismo individuo (Sedgley y Griffin,
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1989). La polinizacion que se produce al azar, utiliza diferentes medios en funcion

de los cuales las especies se clasifican en:

1. Zodfilas: Transferencia de polen mediante la accion de animales, tales como

insectos, aves o murciélagos.

2. Anemdfilas: Utiliza como agente de dispersion el aire, produciendo
cantidades muy grandes de polen que es distribuido de forma rapida y regular

incluso a grandes distancias.

3. Hidrdfilas: Supone la polinizacion por accién del agua, siendo el agente de

dispersiébn menos generalizado.

En angiospermas cuando el grano de polen alcanza el estigma de una flor receptiva
y germina, el proceso de fecundacion da comienzo. El grano de polen es capturado
por el estigma al contacto con una superficie pegajosa. La germinacion es rapida,
ocurriendo normalmente a las pocas horas o dias. La mayor parte del polen que
llega a los estigmas no germina, y se produce un aborto en las etapas iniciales del
crecimiento del tubo polinico. El grano de polen germinado, con su nucleo y sus dos
gametos masculinos, constituyen el microgametofito maduro. Normalmente el tubo
polinico entra en el 6vulo a través del micrépilo y se introduce en una de las
sinergidas, que empieza a degenerar poco después de que la polinizacion haya
tenido lugar, pero antes de que el tubo polinico haya alcanzado el saco embrionario.
En este momento, se liberan los dos gametos masculinos y el ndcleo dentro de la

sinergida a través de un poro subterminal que se forma en el tubo polinico.
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Finalmente, el nicleo de uno de los gametos masculinos entra en la ovocélula y se
une con el ovonucleo produciéndose la fecundacion, y el nucleo del otro gameto
entra, en la célula central donde se unen a los dos nucleos polares (Sedgley y Griffin,
1989). Este proceso recibe el nombre de doble fecundacion, y es una caracteristica
Unica de las angiospermas. A partir de la doble fecundacion se inician cuatro
procesos: una célula espermatica (N) se une a la ovocélula (N) para formar el zigoto
que desarrolla el embrién (2N) de la semilla, el otro gameto masculino (N) se une
con las células polares localizadas cerca del centro del saco embrionario, formando
lo que ser& el endospermo tipicamente triploide (3N) y funciona como una fuente
de nutrientes para ayudar al crecimiento del embrion, los tegumentos se
transforman en cubierta seminal; y la pared del ovario y estructuras relacionadas se
transforman en el fruto. La semilla esta protegida por el fruto y al germinar originara
una nueva planta. En las gimnospermas, las escamas del cono se separan cuando
el cono esta receptivo, y se forman pequefias secreciones, que facilitan la captura
de los granos de polen. El tubo polinico penetra dentro del évulo, y se liberan los
dos gametos, uno se une a la ovocélula y el otro a los ndcleos polares y
normalmente se desintegra. El évulo de las gimnospermas consiste en un
interteqgumento que rodea a la célula corporal, el gametofito femenino. La duracion
del periodo de tiempo entre polinizacion y fertilizacion es generalmente mas largo

en gimnospermas.
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Figura 6. Esquema de la fecundacion en una flor donde las cubiertas de la semilla se forman a partir
del tegumento del rudimento seminal y el endospermo a partir de un ndcleo germinativo
con los nucleos centrales o polares, dando lugar a células triploides. El embriéon se formara
a partir de la unién entre la ovocélula y el nacleo germinativo.

Embridn: Estd compuesto por un eje embrionario en cuyos extremos se encuentran

una radicula y una plimula, mas uno o dos cotiledones.

Endospermo secundario: Es un tejido nutritivo que se encuentra a un lado o
rodeando completamente al embrion. En el caso de las angiospermas procede de la
fusion de un ndcleo generativo con los dos ndcleos centrales del saco embrionario
formando un tejido triploide. En el caso de las gimnospermas este tejido nutritivo es
haploide y se denomina endospermo primario. El endospermo es un tejido de reserva
que proporciona nutrientes al embrion y a las primeras fases del desarrollo de la

planta.
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Cubiertas protectoras: Estas envueltas de la semilla se originan principalmente a
partir de los tegumentos interno y externo del rudimento seminal, los cuales se
convertiran en el tegmen y la testa de la semilla, respectivamente. Normalmente
tegmen y testa estan unidos y es dificil separarlos. Conjuntamente se denominan
epispermo o cubierta seminal. El tegmen es normalmente delgado y flexible, mientras
que la testa es dura. En la superficie de las semillas siempre hay una cicatriz
denominada el hilio que corresponde al punto de union del rudimento seminal con el
funiculo, pequefio corddn que une la semilla a la pared del ovario. También hay una
pequefia abertura denomina micrépilo por donde puede entrar el agua para favorecer

la germinacion (Sedgley y Griffin, 1989).

2.4 Calidad de semillas

La semilla es un insumo de gran importancia en el proceso productivo y su calidad es
indispensable para implementacion de labores tecnoldgicas adecuadas mejorando la
produccion y rentabilidad (Doria, 2010). La calidad de un lote de semillas comprende
una serie de caracteristicas o atributos que determinan su valor para la siembra;
dentro de los més relevantes estan pureza genética y calidad fisioldgica, fisica y
sanitaria (Bishaw et al., 2007; Corbineau, 2012). En general una semilla de buena
calidad es el principal requisito para el buen rendimiento de los cultivos, ya que de
esta manera se produciran plantas fuerte, resistentes a enfermedades y a condiciones
adversas (FAO, 1985). La calidad de la semilla es un concepto mdltiple que

comprende varios componentes y atributos entre los que se encuentran la fidelidad
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del cultivar, dafios mecanicos, capacidad y vigor de germinacién, infecciones debidas
a enfermedades, dafios provocados por insectos, tratamientos quimicos, tamafio,
contenido de humedad y frecuencias de contaminantes tales como semillas de
malezas comunes y nocivas, semillas de otros cultivos y materia inerte. Sin embargo,
todos los andlisis deben de considerarse de forma complementaria y no aislada para

realizar un diagndstico real y verdadero (Bustamante, 1993; Roca, 2003).

2.4.1 Componentes de la calidad

2.4.1.1 Calidad genética

La calidad genética de la semilla se refiere a las caracteristicas que determina el
fitomejorador al liberar una variedad. La calidad genética de las semillas es la mas
importante, debido a que garantiza que las plantas obtenidas a partir de ellas posean
las caracteristicas deseadas (Kelly, 1998).

Las caracteristicas genética especificas a la constitucion genética en la semilla
proporcionan el potencial para altos rendimientos, mejor calidad de semilla y

tolerancia a factores bioticos y abioéticos (Bishaw et al., 2007; Corbineau, 2012).

2.4.1.2 Calidad fisica

La calidad fisica esta asociada a la condicion visible de la estructura o apariencia
fisica de la semilla que se interpreta como la conservacion de la integridad de la
cubierta seminal, que puede ser alterada durante o después de la cosecha

(McDonald, 1985).
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Las caracteristicas fisicas de las semillas consideradas como factores de calidad son
contenido de humedad, peso volumétrico y pureza fisica (Herndndez, 1998).
Adicionalmente se puede considerar el color, tamafo de la semilla, peso de mil
semillas, dafio por hongos e insectos, ausencia de semillas de maleza comunes y

nocivas, y de otros cultivos (Castafieda et al., 2009).

En lo que respecta a la humedad de las semillas, es un factor importante en la
conservacion o almacenamiento, ya que un alto contenido favorece el desarrollo de
insectos y hongos (FAO, 2011), asi como su efecto sobre los procesos fisioldgicos de
las semillas, trayendo como consecuencia un deterioro acelerado que disminuira el
vigor y la viabilidad (Moreno, 1996). Este deterioro puede incrementarse dependiendo
de los niveles de temperatura, humedad del ambiente, humedad de la semilla durante

el periodo de almacenamiento y la constitucion quimica de la semilla.

El peso de la semilla es otro indicador de su calidad, ya que un cultivo sujeto a falta
de nutrimentos, deficiencias de agua, dafio por heladas o granizo, se vera reflejado

en su peso hectolitrito (Bustamante, 1983).

El peso volumétrico generalmente se expresa en kilogramos por hectolitro y es la
relacion que guarda el peso de la semilla en un volumen estandar de medida. El valor
de este atributo estad dado por la densidad y las caracteristicas fisicas de la semilla

en cuanto a espesor y anchura (Rodriguez et al., 2011).
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Del peso de 1000 semillas, la ISTA (2012) indica que el objetivo de esta prueba es
determinar el peso de 1000 semillas de la muestra de estudio. De la semilla pura se
toman al azar ocho repeticiones de 100 semillas cada una. Cada repeticion se pesa
en gramos, después con los valores se calcula la varianza, desviacion estandar tipica
y coeficiente de variacion, si éste Ultimo no excede a 4.0, el resultado de la prueba es
aceptable. El peso de mil semillas se obtiene multiplicando la media aritmética de las

ocho repeticiones por 10.

2.4.1.3 Calidad fisioldgica

Esta se refiere a la caracteristica de viabilidad de las semillas, a la alta capacidad de
germinacion y de vigor para establecer nuevos individuos; calidad que es el resultado
de la expresién de factores propios del genoma de la semilla y de su interaccion con
los factores ambientales que la rodean durante su desarrollo, cosecha vy

almacenamiento.

La calidad fisiolégica es la capacidad de desempefiar funciones vitales, caracterizada
por su germinacion, vigor y longevidad (Poponigis, 1977). Ademas comprende
aguellos atributos intrinsecos que determinan su capacidad para germinar y producir
poblaciones uniformes de plantas productivas bajo una amplia variaciéon de

condiciones ambientales (Andrade, 1992).

La viabilidad significa que una semilla es capaz de germinar y producir una plantula

normal, por lo tanto se usa como sinénimo de la capacidad para germinacion. La
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viabilidad denota el grado con el cual la semilla est& viva, activa metabolicamente y
posee enzimas capaces de catalizar las reacciones metabdlicas necesarias para la
germinacion y el desarrollo de la plantula; en este contexto una semilla viva puede
contener tanto tejido vivo como tejido muerto, y puede o0 no ser capaz de germinar

(Copeland y McDonald, 2004).

El ensayo de viabilidad con tetrazolio se basa en que una vez que los diferentes
tejidos de la semilla se han hidratado, en el embridn se activan rutas metabdlicas, en
las que muchas de las reacciones quimicas empleadas son reacciones de oxidacion.
En estas reacciones se liberan electrones capaces de reducir a ciertas sustancias
quimicas. Este hecho puede ser utilizado para estimar el grado de actividad

metabdlica de los tejidos embrionarios y por tanto de su viabilidad (AOSA, 2002).

Las soluciones de estas sales (cloruro o bromuro de 2,3,5-trifeniltetrazolio) son
incoloras, pero cuando se reducen se transforman en trifenilformazan, una sustancia
estable, no difusible y de un color rojo intenso. Al colocar una semilla viable en
contacto con una solucion de tetrazolio, los electrones liberados, en los tejidos del
embridn, reduciran a las sales de tetrazolio, con lo que éstos adquiriran un color rojo
intenso; si la semilla no es viable, el embribn no cambiara de color. A veces, los
embriones se colorean parcialmente, lo que indica la existencia de areas de tejidos
muertos, debido al deterioro de la semilla. En estos casos, la posicion y el tamafio
de las areas necroticas, y no necesariamente la intensidad del color, es el indice que

se utiliza para clasificar a las semillas como viables o no viables.
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Para cada especie, la viabilidad de las semillas se evalia mediante la comparacion
de las &reas coloreadas del embrion con los patrones de referencia establecidos por
los organismos oficiales para el control de calidad de las semillas (AOSA, 2002).

La germinacién comprende aquellos eventos que inician con la absorcién de agua
por la semilla (imbibicion), el cual se da por las diferencias de potencial hidrico entre
la semilla y la solucion de imbibicion. Este proceso consta de tres fases: I) incremento
rapido en la absorcién de agua; Il) fase de estabilizacion y movilizacidén de nutrientes;
[II) absorcion de agua que generalmente coincide con el proceso de germinacion
(Figura 7). Usualmente el signo visible de que la germinacion se ha completado, es
cuando la radicula traspasa las estructuras que rodean al embrién, resultado que a
menudo se conoce como germinacion visible. La ISTA (2012) define germinacion
como la emergencia y desarrollo de la plantula a un estado donde el aspecto de sus
estructuras esenciales indica si es apta para el desarrollo en una planta normal bajo
condiciones favorables de suelo.

Fase 111
Fase 1 Fase 11 Absorcion de agua,
Absorcwon rapida Activacion del metabolismo, eclongacion del
de agua movilzacion de nutrentes embrion, ruptura de la
{Imbabician) testa, germinacion

16
15 -
14
13
12
11
10

masa (gramos)

(5 T B B+
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Figura 7. Fases del proceso de germinacion en Phaseolus vulgaris
(https://www.researchgate.net/publication/258627099).
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La prueba de germinacion estandar, que se considera la prueba universal de calidad
de la semilla, evalia el maximo de potencial de un lote de semillas (ISTA, 2012).
Sin embargo, dado que la prueba se lleva a cabo en condiciones ideales, no
necesariamente refleja el potencial de rendimiento de ese lote de semillas en campo

(Shah et al., 2002).

El vigor en especial, es un caracter determinado genéticamente y que se expresa
desde las etapas iniciales del cultivo. Pérez et al. (2007) indica que el vigor de la
plantula puede estar determinado por efectos genéticos aditivos y de dominancia,
de modo que la constitucidbn genética de los materiales es la que determina

principalmente las diferencias del comportamiento.

La ISTA (2012) define el vigor de la semilla como la suma de las propiedades que
determinan la actividad y desempefio de los lotes de semillas de germinacion
aceptable en un amplio rango de ambientes. Los aspectos del desempefio
asociados con el vigor de las semillas incluyen: 1) Tasa, uniformidad de germinacién
y crecimiento de plantulas; 2) comportamiento en campo, incluyen la tasa y
uniformidad de la emergencia de las plantulas y 3) Comportamiento después del
almacenamiento y transporte, particularmente la disminucion de la capacidad de
germinacion. Los factores que pueden determinar variaciones en el vigor son:
constitucion genética de la semilla; estado de madurez en la cosecha; tamafio, peso
y peso especifico de la semilla; integridad mecanica; deterioro y envejecimiento;
patogenos; medio ambiente y nutricion de la planta madre (Copeland y McDonald,

2004), respecto al ultimo factor Khan y Laude (1989) sefialan que las condiciones
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ambientales bajo las cuales madura la semilla pueden influir en la germinacion, en
el crecimiento y vigor de las plantulas en desarrollo y que tal comportamiento es
atribuido a influencias ambientales en la semilla mientras estuvo unida a la planta

madre.

En relacion a las pruebas para evaluar el vigor de la semilla, se catalogan en dos
tipos, en directas e indirectas, las primeras imitan las condiciones del campo y miden
la habilidad de las semillas para emerger bajo condiciones de estrés simuladas en
campo o en laboratorio (pruebas de frio, primer recuento, crecimiento de plantula,
velocidad de emergencia y envejecimiento acelerado). Las pruebas indirectas
miden ciertos atributos fisiol6gicos de la semilla en el laboratorio y son relacionadas
con el establecimiento en campo, entre sus ventajas estan las de poder ser
efectuadas con mayor facilidad como en el caso de las pruebas de tetrazolio, tasa

de respiracién y conductividad eléctrica (Copeland y McDonald, 2004).

24.1.4 Calidad sanitaria

Segun laISTA (2012), la sanidad de semilla se refiere principalmente a la presencia
0 ausencia de organismos que causan enfermedades, tales como hongos,
bacterias, virus y plagas, incluyendo nematodos e insectos. La condicion sanitaria
de un lote de semillas es el principal elemento de la calidad conjuntamente con la

purezay el poder germinativo.
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2.5 Micropropagacion

El concepto de cultivo de tejidos o propagacion in vitro ( del latin en vidrio) abarca
tanto el cultivo aséptico de tejidos como de células y érganos. Se le llama in vitro
debido a que se cultiva en recipientes de vidrio o plastico transparente. Esta técnica
de cultivo in vitro consiste en cultivar un inéculo con potencialidad de diferenciacion
bajo condiciones asépticas en presencia de una dieta balanceada de nutrientes y
hormonas (Calva y Pérez, 2005). Esta capacidad de regenerar no solamente tejidos
y 6rganos, sino también una planta entera es Unica en plantas, no puede encontrarse
un fenébmeno similar en animales superiores. Al igual que en otros métodos de
multiplicacion vegetativa o asexual, los individuos descendientes de una planta
madre propagada in vitro son clones, es decir, son idénticas a la planta madre (Matos

et al., 2000).

Cuando el explante (material inicial en cultivo in vitro, que puede ser un pedazo de
tallo, hoja, yema o raiz) se coloca en un tubo de ensayo bajo las condiciones antes
descritas, producird pequefas plantulas, réplicas del progenitor. El nuevo
crecimiento es generalmente iniciado en tejido meristematico (conjunto de células no
diferenciadas para su ultima funcién). Las células meristematicas se encuentran
localizadas en los apices de los tallos y raices, en las axilas de las hojas, en el
cambium de tallos, en los margenes de las hojas y en callos, asi, estas células
dependiendo de su base genética y localizacion e influenciadas por la luz,

temperatura, hormonas y probablemente otro factores se diferencian en hojas, tallos,
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raices y otros érganos y tejidos de una manera organizada (Calva y Pérez, 2005).
Los frascos que contienen las plantas se ubican en estanterias con luz artificial
dentro de la camara de crecimiento, donde se fija la temperatura en valores que

oscilan entre los 21y 23 °C, ademas de controlar la cantidad de horas de luz.

2.5.1 Tipos de crecimiento in vitro

Crecimiento organizado. Se refiere al tipo de cultivo que se inicia con una parte
organizada de la planta (apices, hojas, brotes, semillas, etc) y esa parte u érgano
sigue creciendo in vitro manteniendo sus caracteristicas estructurales. Se aplica
también cuando se desarrolla una estructura a partir de un tejido desorganizado

(organogénesis).

Crecimiento desorganizado. Este tipo de crecimiento se caracteriza porque a partir
de fragmentos de tejidos u 6rganos se produce un tejido sin estructura especifica
gue contiene un numero limitado de algunos tipos de células especializadas
encontradas en una planta intacta. Un tejido desorganizado o callo puede crecer con
subcultivos y puede ser mantenido en medio sélido o liquido durante varios meses o

afos. Puede ser usado para iniciar suspension de células y protoplastos.
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2.5.2 Términos para identificar los principales tipos de propagacion in vitro

Cultivo de o6rganos. Corresponde al cultivo de un 6rgano de la planta con el fin de
propagar la planta. Cultivo de meristemos o de apices, microestacas, cultivo de

embriones.

Callos. Corresponde a un conjunto de células procedentes de la desorganizacion de
un tejido o de una suspension de células. El callo tiene la peculiaridad de presentar
células no diferenciadas para su ultima funcién pero que conservan el poder de

dividirse (célula meristematica o embriogénica).

Suspensién de células. Las suspensiones celulares consisten de células libres y

microagregado de células en medio liquido en movimiento.

Cultivo de protoplastos. Es el cultivo de células sin pared pectoceluldsica. Es decir,
células con los componentes vivos rodeados solamente por la membrana
citoplasmatica. Debido a la ausencia de pared celular los protoplastos son
adecuados para trabajos en manipulacién genética que no serian posibles con

plantas o células intactas.

Cultivo de anteras. Consiste en el cultivo de anteras enteras con polen inmaduro,
el polen se divide para formar embriones o callo. Cuando éstos se transfieren a los

medios de regeneracion se forman plantas. Por lo general el cultivo de anteras se
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utiliza para la obtencién de plantas haploides. Estas se regeneran a través de la
embriogénesis somética a partir del polen, directamente o por via de organogénesis

a partir de un callo.

2.6 Medios de cultivo

Los medios de cultivo son combinaciones de sustancias quimicas que los
investigadores han descrito después de numerosos experimentos y que permiten
gue las plantas crezcan y se multipliquen in vitro.

Los ingredientes de un medio de cultivo vegetal pueden clasificarse en:

Sales inorganicas. Los elementos mayormente esenciales que todas las plantas
requieren y que estan presentes en los fertilizantes comunes, también forman parte
de los medios de cultivo: nitrégeno, fosforo, potasio, azufre, calcio, magnesio y hierro.
Ademas de los elementos menores, que también son esenciales pero que se
requiere en cantidades extremadamente pequefas: boro, molibdeno, manganeso,
cobalto, zinc, cobre, cloro, yodo. Una de las mezclas mas usadas es el MS

(Murashige y Skoog, 1962).

Compuestos organicos. En esta categoria se encuentran sustancias como
carbohidratos, hormonas o reguladores e crecimiento, vitaminas y algunos otros
compuestos que se han descrito como beneficiosos para el cultivo de tejidos:

aminodacidos, amidas, purinas y pirimidinas ademas de acidos organicos.

31



Los carbohidratos: son sustancias organicas como los azlcares que proveen tres
de los elementos mayores esenciales: hidrogeno, carbono y oxigeno. Los azucares
son producto de la fotosintesis, proceso por medio del cual la planta convierte el
diéxido de carbono y agua en carbohidratos con la ayuda de la clorofila y la luz. Sin
embargo, las plantas que crecen in vitro, debido a la baja intensidad luminica, no
pueden fabricar todo el azlcar que requieren, por lo que se adicionan altas

concentraciones de sacarosa al medio de cultivo.

Hormonas: las sustancias mas usadas son auxinas y citoquininas, estas intervienen
en la elongacion y division celular, formacion de brotes y raices y en la germinacion
de las semillas. Entre las auxinas mas utilizadas se encuentra: &cido indolacético
(AlA), acido naftalenacético (ANA), 2,4-D, picloram. Entre las citoquininas se

encuentran: benzilaminopurina (BA), kinetina (K) y zeatina.

Vitaminas: la mas importante es la tiamina. Sin embargo, otras han sido utilizadas
con frecuencia por estimular procesos especificos: biotina, &cido nicotinico,

piridoxina, pantolenato, ribloflavina.

Aminoécidos: los mas utilizados son L-arginina, L-acido aspartico, L-glutamina, L-

tirosina. Otros compuestos organicos empleados son el inositol, adenina, sulfato de

adenina, acido citrico y ascoérbico (para evitar la oxidacion de los tejidos).
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Materiales inertes. Geles hiumedos que actian como agentes de soporte: agar,
gelrite, fitogel. Carbdn activado que en bajas concentraciones contrarresta efectos
negativos que producen algunas sustancias liberadas al medio por el cultivo
(fenoles).

2.7 Soluciones madre

Un método que permite hacer menos tedioso el trabajo consiste en preparar lo que
se conoce como "soluciones madre" de algunos de estos componentes. Estas
soluciones tienen una concentracién que suele ser 10, 100 e incluso 1000 veces
superior a la concentracion final del medio. Su ventaja no estriba sélo en el hecho de
que hay que pesar menos veces cada vez que se prepara el medio sino también la
exactitud de la pesada ya que algunos compuestos estan tan diluidos en la solucién
final, que la pesada que habria que hacer estaria por debajo de los limites de
exactitud de las balanzas de precision. Las soluciones madre se conservan en
frigorifico y en bote topacio durante algunos meses, desechandose ante cualquier

sefial de precipitacion.

Se suelen preparar soluciones madre de las sales minerales, los aminoacidos,
hormonas, vitaminas y hexitoles, mientras que la fuente de carbono y el agente
gelificante se pesan cada vez ya que se necesitan en cantidades muy elevadas y no

se conservan bien en solucion.

En el caso de las hormonas es mejor preparar una solucion madre de cada una de
ellas y medir volimenes determinados. Se prepararon soluciones madre de las sales

minerales, vitaminas, aminoacidos y hormonas necesarias para el medio MS.
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1. MATERIALES Y METODOS.

3.1 Andlisis fisico y descripcién morfologica externa e interna de la semilla de
Calibanus hookerii.

Esta etapa del estudio se realizd en el Laboratorio de Analisis de Semillas del
Posgrado en Recursos Genéticos y Productividad-Produccion de semillas del

Colegio de Posgraduados. Campus Montecillo. Estado de Mexico.

Las semillas de Calibanus hookerii utilizadas en la investigacién fueron donadas por

el Jardin botanico de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala, UNAM.

3.1.1 Morfologia externa e interna de la semilla.

Para estudiar la morfologia de la semilla, se utiliz6 una muestra de 100 semillas, a
las cuales se les realizaron cortes longitudinal y transversal para observar, en un
microscopio estereoscopio, la posicién del hilio, micrépilo, embrién y endospermo.
Para obtener las fotos de las semillas se us6 un microscopio Tessovar de Carls Zeiss
con camara digital para microscopia PAXcam 3. Las imagenes digitales se editaron
con el programa GIMP 2.8.4. La morfometria se hizo con el programa imagenes

ImageJ 1.45s (National Institute of Health, USA, 2012).
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3.1.2 Dimensiones de la semilla.

Para obtener los caracteres de imagenes de semillas mediante computadora, se
cortaron al azar dos repeticiones de 100 semillas cada una, colocando cada
repeticion en una hoja de papel, para después realizar el andlisis de imagenes
usando un escaner a color marca Epson, modelo ES-1000C, una computadora de
escritorio y el programa de procesamiento de imagenes ImageJ 1.45s (National
Institute of Health, USA, 2012). Las semillas se escanearGn por repeticion,
obteniéndose las imagenes respectivas, que posteriormente se guardaron en el
disco duro de la computadora y se procesaron mediante el programa de coOmputo
indicado. Las variables obtenidas fueron: area, perimetro, longitud (eje mayor),

ancho (eje menor) (Garcia y Estrada, 1999).

3.1.3 Evaluacién de la calidad fisica de la semilla.

De la semilla de Calibanus hookerii se obtuvo una muestra de 20 gramos libre de

impurezas para evaluar la calidad fisica de la semilla.

Variables evaluadas.

Contenido de humedad. Se determind el contenido de humedad por el método de
la estufa a 130°C por una hora; se usaron cajas de aluminio con tapa, dentro de las
cuales se colocaron 2 gramos semilla entera de calibanus, obteniendo su peso

hamedo y seco, antes y después del secado, respectivamente. Se realizé en dos
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repeticiones. El resultado se calcul6 mediante la siguiente formula y se reportd en

porcentaje (ISTA, 2005).

P2 — P3
% Humedad(con base en peso humedo) = [ﬂ] x 100

En donde:
P1=Peso de la cajay su tapa (Q)
P2= Peso de la caja, tapa y semilla antes del secado(g)

P3= Peso de la caja, tapa y semilla después del secado en la estufa (g)

Determinacion de peso volumétrico. En una probeta de 12 ml se depositaron 5 g
de semilla, posteriormente se efectud la lectura del volumen ocupado (ml), este
procedimiento se realizO en cuatro repeticiones. El resultado se calcul6 con la
siguiente formula.

o B Peso de la semilla (g)
Peso Volumétrico (KghL™1) = X 100
Volumen ocupado (ml)

Peso de 1000 semillas. De la semilla de Calibanus se tomardn ocho repeticiones
de 100 semillas cada una, y cada repeticion se peso en una bascula electronica.
Con los pesos se calcul6 la varianza, la desviacion estandar y es coeficiente de
variacion (ISTA, 2010). Si el coeficiente de variacidn no excedio al 4.0, el valor de
esta variable se acepta y es estadisticamente confiable (Moreno, 1996). El peso de
1000 semillas (P1000S) se calculé a partir de las ocho repeticiones mediante la

siguiente formula (ISTA, 2010): P1000semillas = X x 10
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3.1.4 Anélisis estadistico.

El area, perimetro, longitud (eje mayor) y ancho (eje menor), fueron analizadas
mediante un andlisis de varianza (p<0.05) con el programa estadistico SAS® (SAS

Institute, 2000).

3.2 Prueba de germinacion y andlisis de viabilidad con tetrazolio en semilla de
Calibanus hookerii.

3.2.1 Prueba de germinacion.

La evaluacion de la calidad fisiologica de las semillas se hizo de acuerdo a la
International Seed Testing Association (ISTA, 2010), se utilizaron cuatro repeticiones
de 25 semillas cada una, empleando el método “sobre papel”’. Las semillas se
colocaron en cajas de plastico trasparente de 15x15 cm, y fueron puestas en un
cuarto de germinacion a temperatura constante de 25°C. Se realizaron dos conteos

el primero a los 10 dias y el segundo a los 20 dias de establecida la prueba.

Variables evaluadas.

Germinacion: Se evalu6 en base al nimero de plantulas normales, sanas y sin

malformaciones, a los 20 dias de iniciada la prueba y fue expresado en porcentaje.
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Plantulas anormales: Se determin6 en base al numero de plantulas que
presentaron malformaciones en la raiz y hojas, que impidieron un desarrollo normal

y se expresa en porcentaje.

Semillas no germinadas: Semillas que no presentaron germinacion al final de la

prueba y fue expresado en porcentaje.

3.2.2 Prueba de viabilidad con tetrazolio (2,3,5, cloruro de trifenil tetrazolio).

Para medir la viabilidad de los embriones, se emple6 la metodologia de tincién con
2,3,5, cloruro de trifenil tetrazolio, propuesta por la Asociacién Internacional de
analistas de las semillas (ISTA, 2010). Se utilizaron 100 semillas de Calibanus para
establecer cuatro repeticiones de 25 semillas cada una. Las semillas se
acondicionaron durante 24 horas en agua desionizada. Posteriormente se extirparon
los embriones y se remojaron 48 horas en la solucion de tetrazolio a una temperatura
de 30°C. Trascurrido el periodo de tincién, los embriones se sacaron de la solucién,
se enjuagaron con agua desionizada y permanecieron todo el tiempo en contacto
con agua mientras se hizo la evaluacion de la prueba. El tetrazolio interactta con los
procesos de reduccion y oxidacién de las células vivas en la semilla, por lo cual, las
formas hidrogenadas cambian de color, lo que hace posible distinguir las partes vivas
(coloreadas) de aquellas muertas (incoloras) (Poulsen et al., 2006; ISTA, 2010).

Utilizando la siguiente formula se calculo el porciento de semillas viables.
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Numero de semillas viables tefiidas de rojo

% Viabilidad = [ ] % 100

Numero total de semillas

Evaluacion de la prueba de tetrazolio.

Como Calibanus hookerii es una especie para la que no existen protocolos en las
normas de la ISTA para evaluar la prueba de viabilidad con tetrazolio, ésta se llevd
a cabo con base en observaciones cuidadosas y aplicando criterios derivados de los
patrones de tincién observadas en las semillas de Calibanus y los definidos para
otras especies, y tomando como base los parametros de tincion de la Figura 8, se

clasificaron los embriones.

5 ® & & ¢

- ViABLE
- NO ViABLE

Figura 8. Diferentes patrones de tincién que pueden presentar los embriones, deben ser evaluados segun las
tablas establecidas para diferentes especies, por los organismos de control de calidad de semillas.

Se calificaron como viables todos los embriones que presentaron coloracién rojo

intenso y con la tincion cubriendo la totalidad del tejido o la mayor parte de él; como
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de baja viabilidad aquellos cuya coloracion fue de un tono rosa ligero palido pero con
tejido tefiido en su totalidad; y finalmente se clasificaron como embriones no viables,
todos los que presentaron ninguna coloracién o bien aquellas en donde las
estructuras del embrion como la radicula no se tifiieron; ya que esto es un indicativo
de que dicho embrién no dara origen a una plantula normal, pues carecera de la raiz
(ausencia de tincién en la radicula) o plumula (ausencia de tincion en yema), segun

sea el caso. Los resultados son expresados en porcentaje.

Para obtener las fotos de los embriones se usé un microscopio Tessovar de Carls
Zeiss con camara digital para microscopia PAXcam 3. Las imagenes digitales se
editaron con el programa GIMP 2.8.4. La morfometria se hizo con el programa
imagenes ImageJ 1.45s (National Institute of Health, USA, 2012). Ademas, de la
prueba de terazolio, fueron seleccionados embriones completos para obtener las
siguientes variables: longitud (eje mayor) y ancho (eje menor) (Garcia y Estrada,

1999).

3.2.3 Anélisis estadistico.

Se utilizd un disefio experimental al azar con tres repeticiones, los datos se

analizaron con el programa estadistico SAS® (SAS Institute, 2000).
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3.3 Micropropagacion de Calibanus hookerii a partir de semillas como

explantes

Esta etapa del estudio se realizo en el laboratorio de embriogénesis del Posgrado
de Fruticultura, ubicados en el Campus Montecillo del Colegio de Posgraduados,
ubicado en las coordenadas son 19°27°30” L N y 98°54’14” L O, con una altitud de

2240 msnm.

3.3.1 Desinfecciéon de la semilla.

Previo a la desinfeccidon de las semillas se les retiro la testa, se lavaron con aguay
jabén por 10 minutos, esto con el fin de eliminar la grasa de la superficie de la semilla.
Posteriormente se enjuagaron las semillas con agua corriente hasta que el jabon
desaparecid. Luego se sumergieron en peréxido de hidrogeno por cinco minutos,
nuevamente se enjuagaron con agua corriente por dos minutos por tres repeticiones.
Se agreg6 una solucion de hipoclorito de sodio al 20% por dos minutos y por ultimé
se enjuagaron con agua estéril tres veces. Previo a la siembra, las semillas se

impregnaron con Benomyl para controlar la posible presencia de hongos.

3.3.2 Cultivo in vitro.

Las semillas se sembraron en medio basico Musashige y Skoog (MS 1962)
complementado con cuatro citocininas (BA, TDZ, Ky 2ip) en concentraciones de 2.5,

5.0y 7.0 mg.Ly eltestigo. Se sembré una semilla por tubo de ensayo de 150 x 25
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mm en campana de flujo laminar previamente desinfectada y se realizaron 30
repeticiones por tratamiento para un total de 90 semillas. Cada tubo contenia 20 ml

de medio de cultivo MS adicionado con 30 g/L de sacarosay 8.0 g/L de agar.

Previa a la adicion del agar, el pH de todos los medios de cultivo se ajusté a 5.7 con
NaOH 0.1N y HCI 0.1N. El medio de cultivo se esteriliz6 en el autoclave a 121 °C a
15 libras de presion durante 15 min. Todos los tubos de ensayo se incubaron en
camaras de crecimiento a una temperatura de 25 + 1°C bajo un flujo total de fotones
de 50 ymol m2s? provista por lamparas fluorescentes y un fotoperiodo de 16 hy 8

de oscuridad.

3.3.3 Germinacioén in vitro.

Las semillas se monitorearon diariamente durante 28 dias para verificar que no
existiera contaminacion y para registrar el porcentaje de germinacion, se
realiz6 un conteo de las semillas germinadas durante 28 dias. Se consider6 como
semilla germinada cuando la radicula comenzé a emerger (Ranal y Garcia, 2006).
A los 28 dias las plantulas se sacaron del tubo para evaluar el nUmero y longitud de
los brotes, para posteriormente pasar esos brotes a medio MS sin hormonas para su
enraizamiento y posterior aclimatacion, cabe hacer notar que esta tltima etapa ya no

se realizé por cuestiones de tiempo y espacio.
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3.3.4 Anélisis estadistico.

Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar (DECA) con tres

repeticiones para el analisis del nimero y longitud de los brotes se utilizo el programa

estadistico SAS® (SAS Institute, 2000).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Andlisis fisico y descripcion morfologica externa e interna de la semilla de
Calibanus hookerii

4.1.1 Morfologia externa e interna de la semilla.

El fruto es una capsula de forma circular u ovoide (Figura 9. A), puede presentar
una sola semilla o dos en un mismo fruto (Figura 9. B-C). La semilla al igual que el
fruto puede presentar forma ovoide o circular. El hilio se encuentra ubicado en el
extremo puesto de la radicula; la cubierta seminal es de superficie corrugada-
reticulada (con reticula grande), color blanco-marrén (Figura 9. D). La semilla
presenta endospermo, de tipo entero con superficie lisa. El tamafio del embrion es
de menos de % con respecto al tamafio de la semilla, la posicién y forma que

presenta es axial (Figura 9. E).

— ] VM

—1 M

B. Semilla sin pericarpio. C. Dos semillas en el mismo fruto

ENDOSPERMO

MICROPILO

1 mm

D. Partes externas de la semilla. E. Corte longitudinal, muestra partes internas de la semilla

Figura 9. Morfologia de la semilla de C. hookerii. A. Fruto, B. Semillas sin pericarpio, C.
Dos semillas en el mismo fruto, D. Partes externas de la semilla, E. Partes
internas de la semilla.
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En Calibanus hookerii se observé que la semilla es trilobulada, contiene un embrién
que es de forma cilindrica, contiene un endospermo liso y tiene frutos con alas
reducidas, lo que es similar con lo mencionado por Rojas-Pifia et al., 2014 para
Calibanus hookerii. En Calibanus glassianus los frutos tienen crestas, estas crestas
probablemente representan alas reducidas que simplemente se redujeron ain mas
en Calibanus hookerii. Estas especies comparten algunas caracteristicas
morfolégicas que pueden ser adaptaciones a ambientes mas secos, con extremos
mas marcados de la temperatura y la sequia. El estudio de la morfologia nos podria
ayudar a seleccionar la mejor o las mejores semillas para obtener plantas mas
vigorosas o con los mejores caracteres para su propagacion. Ademas se observé
que un mismo fruto contiene dos semillas (Figura 9. C) este caracter no ha sido
reportado por otros autores en Calibanus hookerii o alguna especie emparentada,
lo que da un area de oportunidad para estudios posteriores en Calibanus hookeri,

para saber si las dos semillas son funcionales o no.

4.1.2 Dimensiones de la semilla.

Los resultados obtenidos en la prueba de medias para las variables de dimensiones

de la semilla se muestran en el Cuadro 1. Los caracteres de la semilla analizados

por digitalizacion de imagenes muestran los valores promedio para el area,

perimetro, longitud y ancho de la semilla.
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Cuadro 1. Promedio de las dimensiones provenientes de la digitalizacién de
imagenes de semillas de Calibanus hookerii.

Area (cm?) Perimetro (cm) Longitud(mm) Ancho (mm)
X C.v X C.V X C.v X CV
1094 0.21 12.55 0.14 3.99 0.12 3.44 0.14

X=Promedio; C.V= Coeficiente de variacion

En las semillas de Calibanus hookerii la longitud varié de 4.03-3.9 mm, con un
promedio de 3.99 mm, mientras que para el ancho la variacién fue de 3.5-3.3 mm,
con un promedio de 3.44 mm, considerando que Calibanus hookerii esta
emparentada con los generos Beaucarnea, Dasylirion y Nolina, la semilla tiene un
tamafio similar a las semillas de los géneros antes mencionados. Al respecto
Hernandez (1992) reporta para semillas de Beaucarnea hiriartiae sp., un largo de
3.5a4 mmy 3 a 3.2 mmde ancho. Las semillas de nolina excels, tiene un largo de

3.5-4.2 mm, 3-3.8 mm de ancho (Solano et al., 2012).

De la misma forma Rivera-Lugo y Solano (2012) realizaron un estudio de la flora
del valle de Tehuacan-Cuicatlan en la cual midieron el largo y ancho de diferentes
especies de Beaucarnea, Dasylirion y Nolina. Para Beaucarnea Lem, las semillas
son de 3.5-4.0 mm largo, 3.0-4.0 mm ancho, para Beaucarnea purpusii 4.0-4.5 mm
largo, 3.0-3.5 mm ancho, Beaucarnea stricta 3.5-5.0 mm largo, hasta 3.5 mm ancho,
Dasylirion lucidum 3.0 mm largo, 2.0 mm ancho, Dasylirion serratifolium hasta 3.0
mm largo, 2.0-2.5 mm ancho y por ultimo Nolina parviflora 3.0-4.0 mm largo, 3.0-3.5
mm ancho. Al comparar los resultados obtenidos con los de otros autores, se

evidencia que existe mucha similitud de Calibanus hookerii con las especies antes
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mencionadas (Cuadro 1). Para el area de la semilla se obtuvo un promedio de 10.94
cm?, y por Ultimo el perimetro con un promedio de 12.55 cm. Las variables area y
perimetro de la semilla no se pudieron comparar con otros resultados pues no se

encontraron pruebas similares con especies emparentadas con Calibanus hookerii.

4.1.3 Calidad fisica de las semilla.

Contenido de Humedad.

No existe informacion cientifica respecto al contenido de humedad en las semillas
de C. hookerii el cual fue de 6%. Serrano et al. (2000) reportan para semillas de
Polianthes L. (Agavaceae) un promedio de 20%. Al comparar con lo resultados
obtenidos la semilla de C. hookerii tiene un menor contenido de humedad, quiza
debido a que en el ambiente donde se desarrolla se presentan sequias prolongadas.
Lo que es una adaptacion de la planta a condiciones adversas del ambiente, para

asegurar su supervivencia y continuidad.

Peso volumétrico.

El peso volumétrico obtenido para Calibanus hookerii fue de 29.4 Kg hL1. Este dato

no se pudo comparar debido a que no encontramos algun dato bibliografico similar

en alguna especie emparentada con Calibanus hookerii.
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Peso de 1000 semillas.

El promedio fue de 31 semillas por gramo y el peso de 1000 semillas fue de 35 g.
Aungue no se encontré un dato similar en especies emparentadas con Calibanus
hookerii. El peso de las semillas es un dato de mayor interés, pues es natural que
para aquéllas semillas destinada al inmediato consumo humano o animal, se trate
de que el peso sea el mayor posible, esto ha llevado a que algunos estudiosos a
separar aquellas variedades de mayor peso por grano y en este sentido obtengan
una mejor calidad de las semillas mediante una rigurosa seleccion. El peso nos
podria ayudar a seleccionar las mejores semillas de Calibanus hookerii, para obtener

plantas de mejor calidad para propagacién y conservacion de esta especie.

En las especies de la familia Nolinaceae no hay un valor estandar para las semillas
P1000 y Peso volumétrico como otras especies (maiz y frijoles) que son indicadores
de la calidad de la semilla como fue establecido por ISTA (2005). Es por esta razén,
que los valores encontrados de estas variables son la primera contribucién de la
especie Calibanus hookerii. Ademas, la descripcion de las caracteristicas
morfolégicas establecidas por otros autores como Rojas-Pifia et al., 2014,
complementa el conocimiento con respecto a la especie de este trabajo y podria

servir como caracteristicas de clasificacion.
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4.2 Prueba de germinacién y andlisis de viabilidad con tetrazolio en semilla de
Calibanus hookerii.

4.2.1 Prueba de germinacion.

En el presente trabajo se identificaron los diferentes estadios de la germinacion de
Calibanus hookerii, siendo este estudio uno de los primeros en reportarlo junto con
el realizado por Rojas-Pifia et al. (2014). Las raices pueden presentar crecimiento
primario y secundario, el primero supone fundamentalmente crecimiento en

longitud, mientras que el segundo es en grosor.

Durante la germinacion de la semilla se pudo observar que la raiz es la primera
estructura que brota del embrion, esta raiz inicial se denomina radicula (Ranal vy
Garcia, 2006), algunas semillas a los tres dias de ser colocadas en la camara de
germinacién comenzaron a presentar radicula (Figura 10. A). Al respecto, en un
estudio realizado por Serrano et al. (2000) en Polianthes L. (Agavaceae), género
emparentado con C. hookerii, mencionan que la radicula emergié entre dos y cuatro
dias después de la siembra, resultados que concuerdan con los encontrados en
este estudio; la forma que adopta el sistema radicular durante el crecimiento de la
planta es diferente segun el tipo de planta. Puede haber una raiz principal, originada
directamente de la radicula, y unas ramificaciones laterales, este tipo de raiz es

caracteristica de las gimnospermas y dicotiledoneas, se denomina axonomorfa.
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En el caso de las monocotiledoneas como Calibanus hookerii, este tipo de raiz es
sustituido durante el desarrollo embrionario por raices que se originan del tallo
formando raices adventicias; a los 9 dias se observé la cofia y el inicio de la raiz
primaria (Figura 10. B); la raiz crece inicialmente en longitud debido a la actividad

del meristemo apical, el cual esta protegido por la cofia o caliptra.

Las células resultantes de la actividad meristematica se organizan formando una
estructura denominada primaria. Se dice entonces que la raiz esta en crecimiento
primario todas ellas de igual tamafio, formando un sistema radicular denominado
fasciculado; a los 12 dias se observé la presencia de pelos radicales, raiz primaria
y el cotileddn inicié su crecimiento y en la zona cercana al remanente seminal se
curvé (Figura 10. C); alos 15 dias se diferencio otra estructura que paulatinamente
se fue ensanchando, al mismo tiempo se formo una abertura que segun Tillich
(1995) citado por Serrano et al., (2000), constituye la vaina cotiledonar, en medio
de esta estructura se diferencié la primera hoja verdadera, posteriormente
suponemos que la vaina cotiledonar podria dar origen al caudex caracteristico de
C. hookerii (Figura 10. D); a los 17 dias se observo un crecimiento de la raiz
primaria y hoja primaria (Figura 10. E); a los 19 dias apareci6 la hoja secundaria
(Figura 10. F); y a los 22 dias hubo un crecimiento de la plantula y la raiz (Figura
10. G); a los 25 dias se observé un mayor crecimiento del vastago y la raiz de la

plantula (Figura 10. H).
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La poca profundidad de los sistemas fasciculados y la fuerza con que se sujetan al
suelo hace a las monocotiledoneas especialmente convenientes para prevenir la
erosion del suelo. A partir de los 22 dias se consider6 que la plantula podria
sobrevivir por si sola pues presentaba sus estructuras funcionales bien
desarrolladas y ya no era dependiente de la semilla, por lo que esta semilla se
denomino como restos, ademas el remanente de la semilla permanecié unido a la
porcion distal del cotiledon mucho tiempo después de que la primera hoja habia

aparecido (Figura 10. Gy H).

En este estudio se observé que la germinacion de Calibanus hookerii es rapida, esto
podria deberse a que en su medio natural necesita de una agil germinacion debido
a la escases de agua. La germinacion se puede llevar a cabo después de la
recoleccion de la semilla o después de permanecer almacenada. La semilla germina

con o sin la cubierta del fruto.

La germinacion de la semilla con testa fue 40% y sin testa fue 30%, en el Cuadro 2
se muestran los resultados para la germinacién de la semilla con testa y sin testa,
siendo el mejor tratamiento sin testa, aunque probablemente los porcentajes se
afectaron negativamente por problemas fitosanitarios, lo que impidio a las semillas
expresar el potencial germinativo real, y que en este caso los principales problemas

fitosanitarios, principalmente fueron causados por bacterias y hongos.
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En la germinacion in vitro se obtuvieron mayores tasas de germinacion debido a que
a las semillas se les dio un tratamiento previo para desinfestarlas antes de ser
cultivadas en tubos con medio MS.

Con este ensayo nos damos cuenta que las tasas de germinacion son bajas en
comparacion con lo reportado por Serrano et al., (2000) para semillas de Polianthes
L. (Agavaceae) reportan un promedio de 94-99% de germinacion que es superior a

lo encontrado en Calibanus hookerii.

Cuadro 2. Porcentaje de germinacion de la semilla de C. hookerii con y sin testa.

Semillas no
Tiempo germinadas
Testa (Dias) Plantulas (%) (%).
Normales Anormales
CON 10 15 0 85
20 30 0 70
SIN 10 35 0 65
20 40 0 60

Los resultados muestran que la germinacién en Calibanus hookerii, es de tipo
hipégea. El cotiledon se curvan formando una estructura conocida como parte media
del cotiledon, en estadios avanzados se llama cotiledon, este cotiledén permanece
mucho tiempo uniendo el remanente de semilla con la plantula, ademas presenta
una estructura llamada vaina cotiledonar de esta estructura se derivan las hojas y la
raiz, posiblemente de origen al caudex caracteristico de C. hookerii. Estos resultados
son similares a los reportados por Serrano et al. (2000) para el género Polianthes L.

(Agavaceae).
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A. Germinacién a los 6 dias.

5.0 mm

C. Germinacion a los 12 dias.

E. Plantula 17 dias germinacion.

G. Plantula 22 dias germinacion.

D. Germinacién a los 15 dias.

F. Plantula 19 dias germinacion.

H. Plantula 25 dias germinacion.

Figura 10. Estadios de la germinacion de Calibanus hookerii. A. 6 dias; B. 9 dias;
C.12 dias; D. 15 dias; E. 17 dias; F. 19 dias; G. 22 dias; H. 25 dias.



4.2.2 Prueba de viabilidad con tetrazolio.

Con el objetivo de conocer la viabilidad de las semillas de Calibanus hookerii se
realizé la prueba topografica de tetrazolio. De acuerdo a la respuesta de los
embriones al 2,3,5, cloruro de trifenil tetrazolio, con base al color que adquirieron se
pudo determinar el grado de viabilidad de los embriones. Se clasificaron a todos los
embriones que presentaron coloracion rojo intenso en su totalidad y aquellos cuya
coloracion fue de un tono rosa como viables (Figura 11. A - D) y el color blanco se
consider6 no viable (Figura 11. 1). Los colores intermedio se ubicaron como

embriones que van perdiendo su viabilidad (Figura 10. E - H).

De acuerdo a los resultados obtenidos se considera que 86 % de viabilidad es un
buen porcentaje de viabilidad ( ISTA, 2010). Dicho porcentaje posteriormente se
compard con los resultados experimentales de germinacion y se comprobé que esta
cifra no correspondia al porcentaje obtenido en la prueba de viabilidad. El
porcentaje de germinacion obtenido fue de 40 % con testa y 30 % sin testa, estos
resultados discrepan con lo sefialado por Moreno (1996), en cuanto a que los
resultados son muy semejantes a los esperados en la germinacién. Con relacién a
la prueba de germinacion in vitro, los resultados muestran porcentajes de
germinacion similares (60-97%) con respecto al porcentaje de viabilidad (86%),
debido posiblemente al efecto de las condiciones de germinacion (promotores

quimicos y factores fisicos involucrados).
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Las fracturas, la textura y las estructuras anormales de los embriones son
importantes en el andlisis, puesto que las semillas firmes, duras o aparentemente
latentes reaccionan normalmente con la solucién de tetrazolio y sin embargo,
pueden o no ser viables, lo cual se establece analizando cuidadosamente que
estructuras vitales del embrion se tifien (radicula, epicétilo o hipocotilo). Con esta
técnica también es posible determinar los grados de envejecimiento del tejido

embrionario mediante la aparicion de coloraciones en tonos palidos o moteados.

El tamafio de las semillas también influye en los resultados, puesto que las semillas
pequefias requieren mas cuidado en su manipulacion, pudiendo incluso dafiarse
estructuras vitales y alterar los valores reales de viabilidad. Por el contrario, las
semillas grandes son mas faciles de manejar y por lo tanto los resultados de dicha

prueba son mas facilmente observables.

Finalmente, la trascendencia de la implementacion y practica de la prueba de
viabilidad radica por un lado, en la relacién con el cultivo de semillas de plantas
ornamentales. La presencia y distribucion en condiciones naturales de C. hookerii
se ha visto altamente afectada, al grado que se encuentra en peligro de extincion,
por lo que el conocimiento de los aspectos referentes biologia esta especie nos
ayudara en gran medida a desarrollar técnicas de propagacion mas practicas y
eficientes que nos permita cultivara y preservar a especie representativa del Norte

de México.
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A. Embrion viable. B. Embrion viable

RADICULA RADICULA'
RADICULA

C. Embrion viable.
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BADICULA RADICULA == / ‘
RADICULA

E. Embrion viable. F. Embrion viable.

D. Embrion viable.

1 mm 1.0 mm

RADICULA ™ RADICULA

G. Embrion viable. H. Embrion viable. I. Embrion no viable

Figura 11. Embriones viables e inviables. A-D embriones viables; E-H
embriones que van perdiendo viabilidad; | embrién no viable.
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En cuanto a las caracteristicas de longitud y ancho del embridn, los resultados se
muestran en el Cuadro 3. La longitud del embrién varié de 3.24 a 2.42 mm con un
promedio de 2.74 mm. El ancho del embrién vari6 de 0.59 a 0.40 mm con un
promedio de 0.48 mm. En un estudio similar, para semillas de Beaucarnea hiriartiae
sp. N., reporta un embrion de 3 a 3.5 mm de largo y 0.7 a 0.9 mm de ancho
(Hernandez, 1992). Estos resultados son similares a lo encontrado en este estudio

para Calibanus hookerii.

Cuadro 3. Promedio de las dimensiones provenientes de la digitalizacion
de imagenes de embriones de Calibanus hookerii.

Longitud (mm) Ancho(mm)
X c.v X c.v
2.74 0.688 0.48 0.568

X=Promedio; C.V= Coeficiente de variacion
Las dimensiones del embrién podria ser otra area de oportunidad en estudios futuros,

para entender mejor el papel que desempeiia el tamafio embrion en la fisiologia de

la planta.
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4.3 Micropropagacion de Calibanus hookerii a partir de semillas como

explantes

4.3.1 Desinfeccion de la semilla

No se reporta que alguna especie del género Nolina pueda ser producida in vitro sin

algun tratamiento de esterilizacion.

En este estudio la presencia de hongos y bacterias fue un factor determinante para
el estableciento adecuado de un protocolo para la micropropagacién de C.hookerii,
ya que al inicio del experimento la contaminacién de las plantulas y en algunos casos
semillas era muy comun, por consiguiente en algunos tratamientos completos (30
repeticiones por tratamiento) se contaminaron todas las muestras. Por lo que se
tuvieron gue ensayar diversos métodos de desinfeccion de la semilla para evitar que
las semillas y las plantulas se contaminaran. Esto se logr6 combinando varios
métodos de desinfeccién. El proceso de desinfeccién utilizado en este estudio ( Ver
materiales y métodos) fue el mas adecuado para la obtencion de plantulas in vitro de
Calibanus hookerii libres de contaminacion y la obtencion de porcentajes de
germinacion altos como en el caso de 97% con 5 mg.L de BA, observando que no
se contaminaron las muestras hasta por 2 meses. Este proceso de desinfeccion se
hizo con la intencion de controlar la contaminacion endbégena por hongos
principalmente que presentaron las semillas al inicio del establecimiento del cultivo

in vitro.
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Reyes (2002) determin6 que en Nolina parviflora al remojar las semillas en agua por
24 horas y colocarlas a temperaturas de 20 y 25 °C se obtendran germinaciones del
87.5% y 85% respectivamente, ambos casos en ausencia de luz. En Nolina recurvata
ocurrié la germinacion cuando la semilla estuvo a una temperatura de 20 °C (Faucon,
2004); en caso de que las semillas fueran previamente sumergidas en agua caliente
por cuatro horas y colocadas a 26 °C se obtuvo un 80% de germinacion en el primer

mes (Mario, 2003).

En géneros de la misma familia como Yucca glauca se ha determinado que sus tasas
de germinacion van desde 45 a 98 % pero generalmente el promedio es de 80 a 90%
bajo condiciones de laboratorio (USDA Forest Service, 2004) siendo las
temperaturas Optimas de 28 a 32 °C (UF, 2005); en Yucca rostrata si las semillas son
agitadas por un dia en agua y colocadas en bolsas ziploc con peat moss se obtendra

una germinacion del 100% (Glavin, 2005).

Flores et al. (2008) reportan que no fue posible manejar la semilla sin la previa
desinfeccibn ya que existia la presencia de hongos. Cabe mencionar que se
mantuvieron plantulas desarrolladas in vitro libre de contaminacién por mas de cuatro
meses, sin la presencia de hongos por lo que el método de desinfeccion es una
buena estrategia para la limpieza de la semilla. Los tratamientos de desinfeccion de
semilla son factibles por aplicar en Nolina parviflora con una efectividad de hasta el

100 %, lo que permite disminuir las tasas de mortalidad de plantulas germinadas.
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4.3.2 Germinacion in vitro.

Las observaciones inciaron a los siete dias después de la siembra y la Gltima fue a
los 28 dias. De un total de 30 repeticiones por tratamiento, la concentracién 2.5 mg.L
con BA y TDZ tuvo una germinacion de 87 %, para el tratamiento con K se obtuvo
una germinacion de 70 %, mientras que la mas baja se presento6 en 2ip con 66 %. El
testigo fue el de mejor germinacién con 90 %. Para la concentracién de 5 mg.L, el
mejor tratamiento fue BA con 97% de germinacion, incluso fue superior al testigo (90
%), seguido del tratamiento TDZ con 90 % de germinacion y por ultimo los
tratamientos 2ip y K con 63 %. Para la concentracion de 7 mg.L, el mejor tratamiento
fue BA con 87 % de germinacion, seguido del tratamiento con TDZ (86 %), por ultimo
los tratamientos 2ip (60 %) y K (56 %) de germinacion. De las cuatro citocininas

ensayadas la que obtuvo mejores resultados en cuanto a germinacion fue BA (Figura
12).
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Figura 12.Porcentajes de germinacion in vitro de semilla de C. hookerii con BA=6-
Benciladenina; 2iP= 2-isopentil-adenina; TDZ= Thidiazuron; K= cinetina
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En las Figura 13 se muestra la secuencia de la germinacion a partir del dia 0 hasta
28 dias. Del dia 28 hasta el dia 30, en la plantula, aparecieron brotes pequefios en
todos los tratamientos, a estos brotes pequefios no se les midio la longitud. A los
cuatro dias inicié la germinacion de la semilla, pero a los 6 dias comenzaron a
aparecer los primeros brotes y el niumero de semillas germinadas aumento, por esta
razén se decidi6 comenzar a contar a partir del sexto dia esto en todos los
tratamientos (Figura 13. A), a los nueve dias se observd que el numero de semillas
germinadas siguié aumentado y el primer brote comenz6 a elongarse (Figura 13. B),
a los doce dias continuaron germinando méas semillas y el desarrollo del primer brote
(Figura 13. C), a los quince dias nuevamente aumenté el numero de semillas
germinadas y el brote ademas de continuar su desarrollo comenzo a producir nuevos
brotes (Figura 13. D), a los diesciocho dias presenté mas semillas germinadas y los
brotes nuevos comenzaron a crecer (Figura 13. E), a los veintiocho dias se alcanzé
la méxima germinacion de las semillas, y los primeros brotes, ademas de crecer
comenzaron a generar nuevos brotes sobre las hojas ya desarrolladas (Figura 13. F
y G), esto posiblemente se debe a que el uso de citocinas estimula la division celular
de la planta para producir nuevos brotes, lo que en el testigo no se presenté (Figura

13. H).

La baja respuesta a la germinacion estandar se asocia a fendmenos de dormancia
seminal (Upadhyaya y Nigam, 1999) relacionados con: (i) la presencia de una

cubierta (testa o endocarpo) lignificada, que actia como una barrera mecanica en la
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salida del embrion o en el intercambio hidrico y gaseoso (Lopez-Granados y Garcia-
Torres, 1996; Barnett, 1997; Cardina y Sparrow, 1997; Bandyopadhyay et al., 1999)
(if) equilibrios hormonales en el endospermo no favorables para el desarrollo del
embrion ( Jinks y Ciccarese, 1997; Benech-Arnold et al., 1999) y (iii) desfases entre

el proceso de maduracion del fruto y del embrién (Cheplick, 1992).

A. Germinacién 6 dias

C. Germinacion 12 dias

D. Germinacion 15 dias SR ; B
E. Germinacion 18 dias F. Germinacién 28 dias

G. Germinacién 28 dias H. Testigo

Figura 13. Germinacion in vitro de la semilla de Calibanus hookerii. A 6 dias;
B 9 dias; C 12 dias; D 15 dias; E 18 dias; F 28 dias; G 28 dias; H
testigo.
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Para disminuir la dormancia seminal y con ello favorecer la germinacién, algunos
autores como Broschat (1998) han utilizado la semilla sin cubierta tanto en semillero
como en cultivo in vitro. Otros autores como Acebedo et al. (1997); Matthys-Rochon
etal. (1998); Cantos et al. (1998), obtuvieron aun mejores resultados por germinacion
in vitro del embrion aislado. En todos los casos, el cultivo in vitro se mostré como un
método muy eficaz para mejorar la respuesta a la germinacion, tanto por el
incremento del porcentaje de plantulas obtenidas como por la disminucion del tiempo

necesario para germinar.

Guillén et al. (2015) reporta que después de 30 dias de haber sembrado las semillas
de Beaucarnea inermis, se registrd 92 % de germinacion, y se produjeron plantulas

que a los 90 dias se caracterizaron por la presencia de raices y de 4 a 6 hojas.

También bajo condiciones in vitro otros autores han registrado resultados similares
en porcentaje de germinacién (89 %) para B. gracilis y B. recurvata (Osorio-Rosales
y Mata-Rosas, 2005; Reyes et al., 2013). Por otro lado, en un estudio de germinacion
in vivo realizado en B. gracilis, el porcentaje mas alto registrado fue de 74 % (Flores
y Briones, 2001). Los altos porcentajes de germinacién observados in vitro podrian
ser el resultado del suministro en cantidades Optimas y constantes de los factores
ambientales mas importantes en el proceso de germinacion, como la humedad,
temperatura, fotoperiodo, intensidad luminosa y nutrimentos (Baskin y Baskin, 1998).
Una de las ventajas mas importantes de las técnicas de cultivo in vitro es el control

sobre los factores externos que determinan diferentes procesos fisiologicos.
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Golubov et al. (2007) reportaron porcentajes mayores al 80% de germinacion in vitro
en semillas de B. recurvata que permanecieron almacenadas durante seis afios en
condiciones de baja temperatura (6 °C) y baja humedad relativa (en deshidratacién

con silica gel).

Reyes et al. (2013) reportan que la germinacion in vitro de las semillas comenzo a
observarse a los ocho dias, y el proceso terminé a los 28. Las mayores tasas de
germinacion se observaron en Beaucarnea gracilis y Dasylirion leiophyllum, con 96
y 95 %, respectivamente. Dasylirion serratifolium mostré la menor tasa (22 %).
Osorio-Rosales y Mata-Rosas (2005) reportan tasas de germinacién in vitro de 89

y 95 % para Beaucarnea gracilis y B. recurvata.

Vadillo (2012) reporta que las semillas de Beaucarnea purpusii y B. compacta
tuvieron porcentajes de germinacion in vitro mayor al 90 % en medio de cultivo MS

semi-soélido.

Para Calibanus hookerii se reportaron resultados similares a lo descrito por los
autores anteriores, obteniendo un 56 % de germinacion in vitro en el tratamiento con
cinetina que fue el mas bajo de todos los tratamientos ensayados, y un 97 % para el
caso BA que fue el mejor tratamiento. Por ultimo en todos los tratamientos ensayados
no se encontr@ oxidacion de los explantes. Parece ser que este género de plantas
responden bien a las condiciones presentes en el cultivo in vitro, por lo cual es una

opcion para su propagacion masiva con fines comerciales o de conservacion.
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4.3.3 Nimero y longitud de brotes.

Las citocininas influyen sobre el desarrollo y fisiologia de los vegetales, incluyendo
germinacion de semillas, control de la dominancia apical, interaccién planta-
patégeno, desarrollo de flores y frutos y senescencia de hojas, entre otros (Shimizu
y Mori, 2001). Estos procesos también son influenciados por otros estimulos como
la luz y otros fitorreguladores, los resultados fisiologicos y de desarrollo reflejan
respuestas altamente dependientes de tales estimulos (Shimizu y Mori, 2001,
Haberer y Kieber, 2002). En este estudio se utilizaron solo citocininas para inducir la
produccion de brotes en explantes basales. No todos los tratamientos fueron
capaces de inducir la generacion de brotes multiples en la especie estudiada (

Figura 14).

A los 7 dias de que inici6 la germinacién, se observo la presencia de contaminacion
por hongos y bacterias, ademas pasados 30 dias algunas plantulas dejaron de
crecer, y ya no continuaron su desarrollo. Por lo que del nUmero de muestras inicial
(30), s6lo quedaron 15 por tratamiento. En algunos casos la falta de desarrollo de las
plantulas impidié el conteo de brotes por lo que se excluyeron algunos tratamientos.
Mientras que para los tratamientos restantes se encontraron los siguientes resultado:
para la concentracion 2.5 mg.L con BA, se contaron un total de 302 brotes (Figura
14), con un promedio de 18 brotes por semilla (Cuadro 6; Figura 15. A), en la
concentracion con 2.5 mg.L TDZ se obtuvieron un total de 80 brotes (Figura 14), con
un promedio de 5 brotes por semilla (Cuadro 6; Figura 15. B), por ultimo para la

concentracion con 2.5 mg.L K se lograron un total de 30 brotes (Figura 14) y un
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promedio de 2 brotes por semilla (Cuadro 6; Figura 15. C), todos los tratamientos
fueron superiores al testigo, siendo el mejor el tratamiento con BA. En la
concentracion 5 mg.L con BA, se alcanzo un total de 540 brotes (Figura 14) con un
promedio de 26 brotes (Cuadro 6; Figura 15. D) por semilla, en la concentracién con
5 mg.L TDZ se obtuvo un total de 167 brotes (Figura 14) y un promedio de 11 brotes
por semilla (Cuadro 6; Figura 15. E). Por ultimo para la concentracion con 5 mg.L K
se encontraron un total de 122 brotes (Figura 14), con un promedio de 8 brotes por
semilla (Cuadro 6; Figura 15. F). En la concentracion 7 mg.L con BA, se obtuvo un
total de 208 brotes (Figura 14) con un promedio de 14 brotes por semilla (Cuadro
6; Figuras 15. G), en la concentracién con 7 mg.L 2ip se contaron un total de 96
brotes (Figura 14), con un promedio de 6 brotes por semilla (Cuadro 6; Figura 15.
H)., todos los tratamientos fueron superiores al testigo (Cuadro 6; Figura 15. 1),

siendo el mejor el tratamiento con BA.

Total de brotes

600
500

400

300

200

=H_BN

0 - I

Testigo 2.5 BA 7 BA 2.5TDZ 5TDZ 25K 5K 7 2ip

Citocininas y Concentraciones (mg/L)

Numero de brotes

Figura 14. Numero de brotes totales y citocininas. BA=6-Benciladenina;
2iP= 2-isopentil-adenina; TDZ=Tidhiazuron; K= cinetina.
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A. Tratamiento 2.5 mg.L con BA B. Tratamiento 2.5 mg.L con K

C. Tratamiento 2.5 mg.L con TDZ.

E. Tratamiento 5 mg.L con K

D. Tratamiento 5 mg.L con BA F. Tratamiento 5 mg.L con TDZ

G. Tratamiento 7 mg.L con 2ip. H. Tratamiento 7 mg.L con BA I. Testigo

Figura 15. Respuesta de la semilla de C. hookerii a los tratamientos con diferentes citocininas.
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En el Cuadro 4 se presenta el analisis de varianza para la variable longitud de brotes
donde se observa diferencias significativas (p< 0.05) en el comportamiento de las
diferentes hormonas para la variable evaluada. Los coeficientes de variacion en

todas las variables son aceptables.

Cuadro 4. Cuadrados medios y significancia estadistica de la variable longitud de
brotes en semillas de C. hookerii.

FV GL 25BA 5BA 7BA 25K 5K 2.5 5TDZ 7 2ip
TDZ

Longitud 6 5.590* 89.54* 6.310* 53.43* 151.18™ 0.337* 11.908* 36.634*

Brotes
Error 53 3.218 4.449 1.104 7.425 16.37 1.002 0.545 14.295

Cc.v 0.63 0.45 0.39 0.71 0.99 0.44 0.28 0.53

FV=Fuente de variacion; GL=Grados de libertad; C.V= Coeficiente de variacion; BA=6-Benciladenina;
2iP= 2-isopentil-adenina; TDZ= Thidiazuron; K= cinetina; * = significativo al 0.05, ns= no significativo.
En el Cuadro 5 se presenta el analisis de varianza para la variable numero de brotes
donde se observa diferencias significativas (p< 0.05) en el comportamiento de las
diferentes hormonas para la variable evaluada. Los coeficientes de variacién en

todas las variables fueron aceptables.

Cuadro 5. Cuadrados medios y significancia estadistica de la variable nUmero de
brotes en semillas de C. hookerii.

FV GL 25BA 5BA 7BA 25K 5K 25TDZ 57TDZ 7 2ip

Nimero 6  17.39* 23.06* 8.89* 0.25* 539* 10.50* 32.06*  8.25*

Brotes
Error 9 27.11 38.06 13.06 2.25 9.89 10.88 4.17 2.47
cv 0.29 0.23 0.25 0.71 0.37 0.57 0.17 0.23

FV=Fuente de variaciéon; GL=Grados de libertad; C.V= Coeficiente de variacién; BA=6-Benciladenina;
2iP= 2-isopentil-adenina; TDZ= Thidiazuron; K= cinetina; * = significativo al 0.05, ns= no significativo.

En longitud del brote el mejor tratamiento fue el de la concentracion 7 mg.L con 2ip

ya que se obtuvo un promedio de 7.15 cm, seguido por los tratamientos 2.5 mg.L K
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(5.59 cm), 5 mg.L BA (5.10 cm) y 5 mg.L K (5.33 cm) estos tres tramientos
estadisticamente son iguales, por ultimo los tratamientos con 2.5 mg.L BA (3.03 cm),
7 mg.L BA (2.71 cm), 2.5 mg.L TDZ (2.23 cm) y 5 mg.L TDZ (2.65 cm), de estos
tratamientos la concentraciéon 2.5 mg.L BA fue el mejor, ninguno de los tratamientos
supero al testigo con 8.07 cm en promedio (Cuadro 6). Cabe mencionar que la
concentracion 7 mg.L con 2ip fue la unica de todas las ensayadas donde se observo

una respuesta similar al testigo en cuestion de la longitud de los brotes.

Cuadro 6. Comparacion de medias para los diferentes tratamientos con citocininas
en semilla de C. hookerii.

Brotes Testigo 2.5mg.L 5mg.L 7mg.L 25mg.L. 5mg.lL 2.5mg.L 5mg.L 7mg.L

BA BA BA K K TDZ TDZ 2ip
Numero 1 18.067b 26a 13.86¢b 2f 8.13ed  5.33ef 11.13cd  6.40edf
Longitud 8.07a 3.03d 5.10c 2.71d 5.89bc  5.33bc 2.23d 2.65d 7.15ba

(cm)

Valores con la misma letra dentro de cada hilera son estadisticamente iguales (Tukey, 0=0.05)

Castafieda y Santacruz (2008) trabajaron con Beaucarnea recurvata L, obtuvieron al
trascurrir 65 dias del establecimiento de los explantes y al adicionar el regulador de
crecimiento BA se favorecié la proliferacion de yemas axilares, siendo
estadisticamente iguales 2.5 mg.L, 5 mg.L y 7.5 mg.L. Demostraron que cualquiera
de estas dosis puede estimular la proliferacién de yemas axilares de los explantes,
la dosis que presenta un promedio mas alto en la produccion de brotes (10.93 brotes
por explante) es la de 5 mg.L , coincidieron con lo reportado por Osorio y Mata-
Rosas (2005) quienes utilizaron estas dosis para la proliferacion de yemas axilares
de B. gracilis. Estos mismos resultados difieren a lo reportado por Espinosa et al.
(2006) quienes adicionaron 2 mg.L BAy 1 mg.L ANA y se obtuvo formacion de

brotes y callo solo en la parte basal.
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Guillén et al. (2015) reportaron para Beaucarnea inermis, mediante organogénesis y
embriogénesis somética, la formacién de brotes adventicios en el segmento basal de
hoja entre tratamientos fue significativo. Los valores mas altos (2.7 y 2.8 brotes por
explante) se registraron con 2 mg /L de BA + 0.5 mg.L de ANAy en 6 mg.L de BA +
0.5 mg.L de ANA. La mayor respuesta de formacion de brotes adventicios (5.7 brotes
por apice), se presentd cuando el medio contenia 2 mg.L de BA; esta concentracién
de fitohormona también favorecié la mayor induccién de callo. Los cultivos de callo
para la formacién de brotes adventicios fue significativo, se registraron hasta 3 brotes

por segmento de callo cuando el medio contenia 2 mg.L de BA.

Reyes et al. (2013) en un estudio sobre propagacién in vitro de nolinaceas
mexicanas reporta que la mejor respuesta se obtuvo con 3 mg.L de BA para
Dasylirion leiophyllum, donde se produjeron en promedio mas de 10 brotes por
explante. La menor respuesta se observo en Beaucarnea goldmanii, que en su
mejor tratamiento generé casi cuatro brotes por explante (BA). En todas las
especies, los explantes colocados en un medio sin citocininas (testigo) no generaron

nuevos brotes.

Osorio-Rosales y Mata-Rosas (2005) probaron el efecto de varias concentraciones
de BA enla generacién de brotes en explantes basales de Beaucarnea gracilis
y B. recurvata. Para la primera, el mejor tratamiento fue con 5 mg.L de BA con
una produccion de 5.4 brotes por explante, mientras que para la segunda fue

3 mg.L de BA con 1.9 brotes por explante.
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Vadillo (2012), encontré que el tratamiento mas efectivo para la propagacion de
Beaucarnea compacta fue el medio de cultivo semi-solido adicionado con 5 mg.L de
BA. En este tratamiento los explantes formaron en promedio 23.6 brotes normales

COMmo respuesta.

En Yucca valida, se recomienda el uso de citocininas combinadas con auxinas para
generar brotes in vitro. En este caso, la mayor eficiencia es de 5.2 brotes por
explante basal en un tratamiento con 4.5 mg.L de BA y 0.87 mg.L de &cido
indolacético (AIA) (Arce-Montoya et al., 2006). En cuanto al tipo de citocinina, en las
especies del género Beaucarnea, las mejores respuestas se observaron siempre

en los tratamientos con BA.

En el presente estudié se encontraron respuestas similares a las mencionadas por
diversos autores para este genero de plantas, ademas coincidimos en que las
mejores respuestas se observaron siempre en los tratamientos con BA,
obteniendo para la concentracién 2.5 mg.L (18) brotes por semilla, similar a lo
reportado por Reyes et al. (2013) para Dasylirion leiophyllum y superior a lo
reportado por Guillén et al. (2015) en Beaucarnea inermis, quiénes utilizaron
concentraciones similares. En la concentracién con 5 mg.L se obtuvo un promedio
de 26 brotes por semilla, este resultado fue similar a lo reportado por Vadillo (2012),
quien indica que el tratamiento mas efectivo para la propagacion de Beaucarnea
compacta fue la concentraciéon con 5 mg.L de BA, con 24 brotes como respuesta, y

superior a lo reportado por los demas autores para las misma concentracion.
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Para la concentracion 7 mg.L obtuvimos un promedio de 14 brotes por semilla, el
cual fue superior a lo encontrado por Castafieda y Santacruz (2008), quienes
reportan para Beaucarnea recurvata L, a una concentracion de 7.5 mg.L un
promedio de 5.8166 brotes por explante, mientras que Guillén et al. (2015),
encontraron que a una concentracion de 6 mg/ Lde BA + 0.5 mg.L de ANA para la
induccion de brotes en hoja produce 2.8 brotes en promedio. En las observaciones
cualitativas todas las concentraciones de estos tratamiento no presentaron la
formacién de raiz, parece ser que inhiben el desarrollo de raices como lo reporta

Vazquez (2001).

Reyes et al. (2013), observaron diferencias cualitativas entre las citocininas
empleadas y con las concentraciones probadas de BA , esta Ultima genera en la
mayoria de las especies un numero mas alto de brotes, pero las hojas de éstos
muestran una talla menor. Nosotros observamos lo mismo que Reyes, el tratamiento
con BA fue el mejor en cuanto a la produccion del nUmero de brotes a todas las
concentraciones, pero estos brotes mostraron una talla menor o igual con respecto

a los otros tratamientos ensayados en este estudio.

Por el contrario, 2iP generé un menor numero de brotes, pero estos alcanzan tallas
mayores debido al desarrollo de las hojas. De las concentraciones ensayadas para
2ip en este estudio, la Unica que present6 una respuesta fue la de 7mg.L, la cual
se observo que el numero de brotes por semilla fue de los mas bajos, dato similar

al encontrado por Reyes (2013), pero en relacion con la longitud del brote, este fue
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el mejor tratamiento ya que presentd mayor talla del brote, similar al testigo, esto
concuerda con lo indicado por el autor antes mencionado. Las concentraciones de
2.5y 5 mg.L, comparadas con el testigo no presentaron diferencias significativas
para numero y talla de brotes por semilla. Espinosa et al. (2006) ensayaron diversas
concentraciones en Beaucarnea gracilis con 2,4-D, el cual no present6 significancia

a ninguna dosis.

Por su parte, TDZ, que es una citocinina sintética de alta actividad, usada sobre
todo en especies lefiosas (Huetteman y Preece, 1993), genera brotes con hojas
curvas y deformes, y en menor cantidad con respecto a BA y 2ip (Reyes et al.,
2013). Esto quiere decir que este compuesto tiene efectos no deseables en las

especies de noliniceas.

Vadillo (2012) estudio6 el efecto de TDZ y BA en Beaucarnea compacta y Beaucarnea
purpusii encontrando que el tratamiento mas efectivo para la propagacion de
Beaucarnea purpusii fue el medio de cultivo semi-sélido adicionado con 0.6% de
agary con 0.1 mg.L de TDZ. En este tratamiento los explantes formaron en promedio
40.21 brotes normales como respuesta. Para Calibanus hookerii, nosotros
encontramos que con una concentracion de 2.5 mg.L de TDZ se obtuvé un promedio
de 5 brotes por explante con una longitud de 2.23 cm, estos resultados fueron de
los mas bajos de todos los tratamientos ensayados. Para la concentracion de 5 mg.L
con TDZ se encontro que el promedio de brotes por semilla fue 11 con una longitud

de 2.65 cm en promedio, aunque no se obtuvo un gran niamero de brotes por semilla
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como lo reportado por Vadillo (2012), para Beaucarnea purpusii, este tratamiento fue
de los mas altos en relacién al nimero de brotes por semilla de todos los tratamientos
ensayados, pero en lo que respecta a la longuitud del brote fue de los tratamientos

mas bajos.

Se observd en las concentraciones 2.5 y 5 mg.L con TDZ, la induccion de la
formacion del caudex, caracteristico de esta especie y la formacion de raiz que no
se observo en los demas tratamientos. El tratamiento con 7 mg.L no generd ningin
resultado, solo se observé que la plantula se empezd a deformar post erior a la

germinacion.

En algunas especies de Agave se ha visto que el TDZ resulta mas eficiente para la
generacion de brotes respecto a otras citocininas (Dominguez-Rosales et al., 2008).
Estos efectos diferentes de las citocininas probadas pueden estar relacionados con
el hecho de que si bien a todos estos compuestos se les clasifica dentro de este
grupo por su actividad fisiolégica; su naturaleza quimica y origen es diferente. BA
es una citocininas aromatica sintética. 2iP es una citocinina natural de origen
isoprenoide y TDZ es una citocinina sintética cuya naturaleza quimica es una
fenilurea que fue descrita inicialmente como un herbicida defoliante (Lu, 1993;

Strnad, 1997).

Chorefio (1992) encontré que la adicion de benciladenina en dosis de 0.1mg.L

combinada con 0.1mg.L de acido indolacético al medio MS, favorece mejores
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elongaciones del brote principal en plantulas de sotol. Gastelum (1996), la auxina
acido indolbutirico en dosis de 3 mg.L también ha proporcionado un buen desarrollo
de raices (longitud y nimero) en plantulas de sotol crecidas in vitro; mientras que las

citocininas benciladenina y kinetina inhiben el desarrollo de raices (Vazquez, 2001).

Para el caso de Calibanus hookerii, al adicionar cinetina al medio MS, a una
concentracion de 2.5 mg.L se observé que el numero de brotes en promedio fue de
2 brotes por semilla con una longitud de 5.89 cm, esta concentracion fue la mas baja
en cuanto a la produccion de brotes por semilla, pero fue una de las méas altas en
cuanto a la talla del brote. En la concentracién con 5 mg.L se conté un promedio de
8 brotes por semilla, que es un promedio intermedio comparado con los demas
tratamientos y la longitud también fue una de las mas altas con respecto a los demas
tratamientos. En las observaciones cualitativas todas las concentraciones de este
tratamiento no presentaron la formacion de raiz, parece ser que inhiben el desarrollo

de raices como lo reportado por Vazquez (2001).
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7

8)

9)

V. CONCLUSIONES

Las caracteristicas morfologicas en estas especies se pueden utilizar como
informacion para la clasificacion de esta especie.

El tamafno del embrién de la semilla de C. hookerii es de menos de ¥4 con
respecto al tamafio de la semilla, la longitud del embrion es de 2.74 mm, y
el ancho es de 0.48 mm.

La semilla de C. hookerii presenta un contenido de humedad de 6%. El bajo
contenido de humedad permite asegurar su calidad en términos de
germinacion, vigor y sanidad durante el almacenamiento.

El peso de mil semillas y el peso volumétrico son métodos seguros que
podran determinar la calidad fisica de la semilla y asi poder obtener pruebas
confiables y estandarizadas, para investigaciones futuras.

El tetrazolio a una concentracién de 0,1% fue la mejor para tefiir los
embriones de C. hookerii., con lo cual se obtuvo una viabilidad de 86%.

El mejor porcentaje de germinacion de la semilla de C. hookerii se obtuvo
cuando se elimina la testa.

La germinacion in vitro de la semilla de C. hookerii fue alta en todos los
tratamientos.

El método de desinfeccion fue el adecuado para obtener semillas libres de
patdgenos y es una opcién para controlar la contaminaciéon endégena de
semillas.

El mejor tratamiento fue con benciladenina (BA), para todas las
concentraciones 2.5, 5y 7 mg.L. Esta citocinina fue la que indujo el mayor
namero de brotes en la especie trabajada al estimular la division celular.

10)El tratamiento con 2-isopentil-adenina (2ip), en las concentraciones 2.5, 5

mg.L no indujeron la formacién de brotres, mientras que con 7 mg.L se
obtuvo el menor nimero de brotes de todos los tratamientos ensayados.

11)EIl uso de la técnica in vitro es una herramienta importante para estudiar y

mantener germoplasma. También es un método que puede ayudar a producir
mayor numero de plantas para satisfacer los mercados o con fines de
conservacion.
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