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RESUMEN

CULTIVO in vitro DE Nolina parviflora (H.B.K.) Hemsl

Nolina parviflora (H.B.K.) Hemsl, se distribuye en zonas célidas y secas en los
estados de Hidalgo, México, Puebla, San Luis Potosi y Veracruz. El género tiene uso
ornamental, medicinal y es empleado como materia para fabricar escobas de paja y
canastos. En la reproduccion, de las plantulas que nacen solo 39% logra sobrevivir ya
que el potencial de los hongos patogenos son causas de la elevada mortalidad. Para su
establecimiento in vitro se probaron tratamientos de desinfeccién con: Peroxido de
Hidrogeno (3% v/v), Agua desionizada, Etanol (70% v/v) e Hipoclorito de Sodio (3%
v/v): asimismo se evalud las respuestas organogénicas empleando auxinas y citocininas:
Acido 2.4 Diclorofenoxiacético (2.4-D), Acido indol-butirico (AIB), Acido
naftalanacetico (ANA), Acido indol-acético (AlA), Benziladenina (BA) y Kinetina (KIN)
respectivamente a diferentes concentraciones promoviendo exitosamente la induccion de

organogeénesis somdtica de la especie a partir de segmentos de tallos de plantulas.

PALABRAS CLAVE

Desinfeccion, Murashige and Skoog, 2,4-D, AIB, ANA, AIA, BA, KIN
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SUMMARY

In vitro Cultivation of Nolina parviflora (H.B.K.) Hemsl

Nolina parviflora (H.B.K.) Hemsl is found in the dry, warm zones of the states of
Hidalgo, Mexico, Puebla, San ‘Luis Potosi and Veracruz. This genus is used for
ornamental and medicinal purposes, and is also used as material in the manufacturing of -
straw brooms and baskets. Only about 39% of the plantlets/explants reproduced end up
surviving, since there is a threat from pathogenic fungi that are the cause of this high
mortality rate. Different disinfection treatments were tested for in vitro growth:
hydrogen peroxide (3%v/v), de-ionized water, ethanol (70% v/v) and sodium
hydrochloride (3%v/v). The organogenic responses were evaluated using auxines and
cytokinins: 2,4 dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), indole-butyric acid (IBA),
naphthaleneacetic acid (NAA), indole-acetic acid (IAA), benzyladenine (BA) and
kinetin (KIN) respectively at different concentration levels that successively encouraged

the induction of somatic organogenesis in this species from the stem sections of the

plantlets/shoot tips from the explants.

KEY WORDS

Disinfection, Murashige and Skoog, 2,4-D, IBA, NAA, IAA, BA, KIN
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL

La degradacion ambiental, la deforestacion, el calentamiento global, el
incremento en los niveles de radiacion de rayos ultravioleta y la pérdida de tierras por la
erosion, ejercen mayor presion sobre la infraestructura que existe en la continua oferta
de alimento, mantencion de oferta de materiales frescos para la industria y la produccion
de agricultura sustentable (Jain & Ishii, 1998 cit. por Mohan, 1999). Este es un problema
serio para el desarrollo de los paises debido al gran nimero de personas que usan arboles
de los bosques como material combustible y para la construccion de casas. Por otra parte,
las plantaciones forestales son con frecuencia destruidas, la incidencia de incendios
forestales y la corta indiscriminada puede llevar a la pérdida invaluable de germoplasma
(Sakurai, 1996; Rao, 1993 cit. por Mohan, 1999). La reforestacion es un proceso lento
por lo que se hace dificil de restaurar la vegetacion del bosque primario (Jain, 1997 cit.
por Mohan, 1999). Los métodos convencionales del empleo y seleccion de arboles con
frecuencia limitaron las posibilidades de conseguir la demanda de un crecimiento rapido.
Por lo tanto, surgié la necesidad de innovar nuevas tecnologias efectivas para desarrollar
nuevos hibridos, la seleccion temprana y la prueba de genotipos deseables, y la rapida
propagacion vegetativa de los genotipos seleccionados. Jain & Ishii (1998, cit. por
Mohan, 1999) sugieren la necesidad de producir bancos genéticamente uniformes de los

genotipos élites seleccionados del material plantado, establecimiento de bancos de



germoplasma, y la prueba de su resistencia hacia agentes abioticos y bioticos por estrés
ambiental.

El cultivo in vitro de tejidos ha tomado gran importancia en la regeneracion de
plantas y tiene un gran potencial para proveer y multiplicar rapido el material élite para
una produccion a gran escala en un corto tiempo (Ahuja, 1992; Bonga & von Aderkas,
1992; Jain et al, 1995, 1998; Jain & Ishii, 1998 cit. por Mohan, 1999). Esta tecnologia es
importante para las plantas maderables que tienen un largo ciclo de vida y presentan
dificultad para multiplicarse por los métodos convencionales. Diversas especies
maderables son importantes tales como las leguminosas, coniferas, etc.; algunas no
pueden ser mejoradas por medio de la seleccion de arboles élites para la produccion de
semilla por su propia incompatibilidad o baja viabilidad. Esta es una labor altamente
intensiva y costosa, ya esta siendo ampliamente utilizada en los paises desarrollados
(Jain, 1999 cit,. por Mohan, 1999). Eventualmente, el cultivo de tejidos provera de
medios primarios para la propagacion clonal (Trigiano et al, 1992 cit. por Mohan, 1999).

Por otra parte, dentro del recurso forestal existen los denominados “no
maderables™ los cuales han sido aprovechados por largos periodos dentro de las areas en
que estos prevalecen. Especificamente, dentro de tal grupo Ise encuentra la palma
cortante (Nolina parviflora), la cual es una especie que se ha empleado con fines de
restauracion ecoldgica, ornamental u otros usos. Sin embargo, estudios antériores han
indicado que el fuego y las enfermedades fungosas sean un factor que obstaculizan la
propagacion de la planta, y su reemplazo resulta lento en lugares donde ocurre su
propagacion (Lopez, 1986). Asimismo, forma parte de una cadena econdmica, debido a
que es elemento complementario a la subsistencia de las familias de las zonas semiaridas,

por ser materia prima para el abastecimiento a industrias. Por tal razén. resulta de



importancia y justificacion, realizar la propagacion in vitro para contar con alternativas
de apoyo a la produccién de plantas, lo que permitird la regeneracion y recuperacion de

areas en tiempos mas cortos.



CAPITULO 11

GERMINACION in vitro DE SEMILLAS DE

Nolina parviflora (H.B.K.) Hemsl'
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RESUMEN
La palma Nolina parviflora tiene uso ornamental, artesania y techado. Su
reproduccion sexual es tardia y solo 39% de las plantulas logra sobrevivir debido a

hongos patogenos. Para su germinacion in vitro se probaron desinfectantes (H>O,

"Flores G.. A.. J. G. Alvarez M., J. L. Rodriguez de la O y A. Conona A. Serd sometido a la Revista
Agrociencia



CH30H, NaOCI), agitado y condiciones de incubacion. El mejor tratamiento fue

sumergir la semilla en H,0; y agitacion, con 55% de germinacion.

PALABRAS CLAVE

Desinfeccion, H>0,, CH;0H, NaOClI

SUMMARY

The Nolina parviflora palm is used as an ornamental plant, for making handcrafts,
and for thatching roofs. Its sexual reproduction is late, and just 39% of its plantlets
survive, due to fungi. For in vitro germination, disinfectants (H,0,, CH;0H, NaOCl),
incubation conditions, and the results of shaking in shaker machines were evaluated. The
best treatment, which had 55% germination, was achieved through dipping seed in H,0,

and then shaking the contents.

KEY WORDS

Disinfection, H>0,, CH3;0H, NaOClI.

INTRODUCCION

La palma cortante ¢ sotolin (Nolina parviflora (H.B.K.) Hemsl, Nolinaceae) es
una planta arborescente distribuida en zonas calidas y secas (Rzedowski, 1978) en los
estados de Hidalgo, México, Puebla, San Luis Potosi y Veracruz (Reyes, 2002).
Sinonimias: Cordyline parviflora HB.K. y Nolina altamiranoa Rose. (Calderon y

Rzedowski, 2001).



El género Nolina se emplea por familias de zonas dridas y semiaridas como
materia prima para fabricar escobas de paja, canastos y techado de casas (Krotchamal, e/
al. 1954 cit. por Reyes, 2002); tiene uso medicinal y etnoboténico (Gioanetto y Franco,
2004). Es utilizado como fuente de alimento para ganado (Nolina texana) (Cruse, 1949
cit. por Reyes, 2002), ademas de tener un uso ornamental (Hernandez, 1987; Infojardin,
2004). Se obtiene una fibra dura que se mezcla con sorgo escobero para elaborar escobas,
cepillos y muebles rusticos; asimismo se utiliza en la fabricacion de discos para
barredoras mecénicas y cartuchos de explosivos (Castillo, et al., 2004).

Para Nolina parviflora el fuego es un factor que obstaculiza la propagacion
natural de la planta y su reemplazo resulta lento en los lugares en donde ocurren
incendios forestales (Lopez, 1986). Por otra parte, una supresion en la frecuencia del
fuego puede afectar la viabilidad de las poblaciones por reduccion en la diversidad
genética (FWS, 2004).

Los ambientes en que se desarrolla la especie son fuentes de mortalidad para las
plantulas ya que estan expuestos a la interaccion de periodos prolongados de sequedad y
la ocurrencia frecuente de temperaturas bajas extremas (Lopez, 1986).

La primera reproduccion de la planta se lleva a cabo aproximadamente a los 68
afios en promedio: de las pldntulas que nacen solo 39% logra sobrevivir. Es importante
considerar que el potencial de los hongos patogenos son probables causas biologicas de
la elevada mortalidad de plantulas (Lopez, 1986).

Por otra parte, la necesidad de mitigar la degradacion progresiva del recurso
Nolina obliga a experimentar las técnicas in vitro, como el cultivo de tejidos. Esta
tecnologia demanda una serie de procedimientos previos entre los que se encuentran los

bioensayos que permiten obtener material aséptico para posteriormente utilizarlo como
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fuente de explante (Pierik, 1990). Por esta razon y para esta especie en particular fue
preciso probar diferentes métodos de desinfeccion de semillas y con ello estimular su
germinacion hasta obtener plantulas que se utilizaran en las etapas posteriores de su
propagacion mediante la técnica de cultivo de tejidos.

El objetivo de este trabajo fue el establecimiento aséptico de semillas y promover
su germinacion hasta obtener plantulas completas, utilizadas posteriormente como
fuente de explante, a fin de apoyar a investigaciones posteriores concernientes a la

propagacion in vitro de la especie Nolina parviflora.

MATERIALES Y METODOS

Las semillas de Nolina parviflora se adquirieron en el vivero forestal San Luis
Tlahuac ubicado en la delegacion Xochimilco. El trabajo de investigacion fue realizado
en el laboratorio de Cultivo de Tejidos del departamento de Fitotecnia de la Universidad
Auténoma Chapingo.

La investigacion se dividié en dos etapas, la primera consistié en determinar el
mejor desinfectante de semillas y la segunda en encontrar el mejor medio para la
germinacion de las mismas.

Las semillas fueron lavadas detalladamente con jabon detergente disuelto en
agua; posteriormente, fueron enjuagadas con agua corriente. Las semillas se sometieron
a varias soluciones quimicas que se utilizaron como desinfectantes con el proposito de
determinar el mejor. Dichas soluciones eran: Peroxido de Hidrogeno (H,0;) (3% v/v),

agua desionizada, etanol (CH,OH) (70% v/v) e hipoclorito de sodio (NaOCl) (3% v/v);



las cuales se tomaron como tratamientos, junto con el testigo al cual no se le aplico
ninguna solucion.

Una vez tratadas las semillas se pusieron en cajas de Petri para después
colocarlas en sala de incubacion e incubadora. Los tratamientos sembrados en cajas de
Petri estaban cmnpﬁeslos cada uno de 15 semillas, estos fueron: tratamiento 1 semillas
colocadas en un frasco que contenfa agua desionizada; tratamiento 2 semillas colocadas
en un frasco que contenia Peroxido de Hidrogeno. Ambos frascos estuvieron en
agitacion (Orbit Shaker) por 24 horas.

Para el tratamiento 3 las semillas fueron sumergidas en hipoclorito de sodio al
3% por 5 minutos. El tratamiento 4 consistié en sumergir las semillas en etanol al 70%
por un tiempo de 1 minuto e hipoclorito de sodio al 3% por 10 minutos. Ambos
tratamientos fueron enjuagados con agua esterilizada. El testigo correspondio al
tratamiento 5.

Las cajas de Petri fueron situadas tanto en sala de incubacion (tratamientos 1, 2,
3 y 5) como en incubadora (tratamientos |, 2, 4 y 5) bajo ambiente controlado. En la sala
de incubacion la iluminacion se proporcioné por lamparas fluorescentes DURO-TEST
(SlimLine) de 75 W, a una temperatura de 25° C (+2° C) y bajo una intensidad luminosa
de 28.05 pM-m™s”, fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad; en la
incubadora se incubd a oscuridad, a una temperatura constante de 25° C durante 24
horas.

Los tratamientos sembrados en tubos de ensaye contenian medio basico de sales
inorganicas de MS al 50 y 100% (3 semillas por tubo), los cuales fueron: tratamiento 1

semillas sumergidas en Peroxido de Hidrogeno y agitadas por 24 horas, tratamiento 2



semillas sumergidas en etanol al 70% por un tiempo de 1 minuto y en hipoclorito de
sodio al 3% por 5 minutos, tratamiento 3 semillas sumergidas en etanol al 70% por un
tiempo de | minuto y en hipoclorito de sodio al 3% por 10 minutos, tratamiento 4
semillas sumergidas en etanol al 70% por un tiempo de 1 minuto, tratamiento 5 semillas
sumergidas en hipoclorito de sodio al 3% por 5 minutos, tratamiento 6 semillas
sumergidas en hipoclorito de sodio al 3% por 10 minutos, tratamiento 7 corresponde al
testigo. Los tubos de ensaye fueron colocados en la sala de incubacion e incubadora bajo
las mismas condiciones que las cajas de Petri.

El disefio experimental empleado tanto para cajas de Petri como tubos de ensaye
fue completamente al azar. El periodo de incubacion para cajas de Petri fue de 17 dias,
mientras|que el de tubos de ensaye fue de 32 dias. Los analisis estadisticos se realizaron
hasta los dias finales de incubacion.

La variable a evaluar fue la presencia de contaminacion de la semilla por hongo o
bacteria. El andlisis de los datos fue aplicando un método no paramétrico empleando la
comparacion multiple de tratamientos basada en el procedimiento de Kruskal-Wallis con
un nivel de significancia del a = 5%.

Una vez determinado el mejor método de desinfeccion, se sembrd semillas en
medio basico de sales inorganicas MS al 50 y 100 % para determinar bajo que condicion
de incubacion (sala de incubacion 6 incubadora) las semillas durante su germinacion
presentaban un mejor desarrollo. Se depositaron 3 semillas en cada tubo de ensaye de 25
X 150 mm con 15 ml de medio de cultivo, los tubos fueron tapados y sellados con
parafilm, el tiempo de incubacion fue de 14 dias.

Para la evaluacion de la germinacion la variable a medir fue la longitud de la raiz;

para lo cual se hizo un andlisis de varianza bajo el disefio experimental completamente



al azar; donde la hipétesis a probar fue Hy: 1,=1,=1;= ... =t;versus H;: al menos un 1=0.
En caso de rechazar la hipétesis nula (Hy), se realizd una comparacion de medias a
través del método t, el cual se basa en la Dife.rencia Minima Significativa (DMS) con el
propdsito de determinar los tratamientos que tenia un efecto significativo con respecto a
los demas.

Todo el medio de cultivo preparado fue ajustado a un pH de 5.7 £ 1 y esterilizado
por 20 minutos a 120 °C y 1.5 kg/cm? de presion. Asimismo, antes de la siembra todo el

material de laboratorio se esteriliz en autoclave por un tiempo de 40 minutos a una

temperatura de 120 °C y 1.5 kg/cm”.

RESULTADOS

En la desinfeccion de semilla los anélisis de varianza mostraron que al menos
uno de los tratamientos fue estadisticamente diferente, lo que significé que existia
diferencias entre los tratamientos con respecto al nivel de contaminacion de las semillas;
puesto que la variable a evaluar era la contaminacion, debido a la presencia de hongos se
considera como los mejores tratamientos aquellos que obtuvieron los valores mas bajos
(Cuadros 1 y 2).

Con respecto a las semillas sembradas en cajas de Petri al emplear el tratamiento
2 colocado en incubadora se obtuvo un 100% de material sin contaminantes, pero
cuando estuvo en la sala de incubacion se obtuvo un 6% de contaminacion (hongos) y al

final del tiempo de incubacion el 84% del material se encontraba libre de patdgenos.



El tratamiento 4 que consistio en exponer las semillas a etanol al 70% por |
minuto e hipoclorito de sodio al 3% por 5 minutos presentd al final del tiempo de
incubacion contaminacion en un 40%.

El resto de los tratamientos presentaron contaminacion del 100% al final del
tiempo de incubacion que fueron 17 dias. Lo anterior demostré que los tratamientos 2
(incubadora y sala de incubacion) y 4 (incubadora), son los que permitieron obtener
semilla libre de patogenos.

En lo que refiere a las semillas sembradas en tubos de ensaye sdlo existio
contaminacion por hongos, los tratamientos 4 y 6 en MS al 50% en incubadora
presentaron el 11% de contaminacion. El tratamiento 4 en MS al 100% en sala de
incubacion, tratamiento 2 en MS al 50% en incubadora y testigoen MS al  50% en
incubadora presentaron el 22% de contaminacion. El 33% de contaminacion se presento
en los tratamientos 5 en MS al 50% en incubadora, 3 y 7 en MS al 100% en incubadora
(Figura 1). El resto de los tratamientos presentaron contaminacion del 100% al final del
tiempo de incubacion. Ninguno de estos tratamientos mostré germinacion hasta el
tiempo final de evaluacion que fue de 32 dias.

El mejor tratamiento de desinfeccion fue el 1 que involucrd Peroxido de
Hidrogeno, agitacion por 24 horas y sembradas en medios bésicos de sales inorganicas
de MS al 50 y 100%, no mostraron contaminacion ni en la sala de incubacion ni en
incubadora. El porcentaje de germinacion logrado fue de 55.55% en un tiempo de 32
dias; inicamente se obtuvo emergencia de radicula ya que hasta ese momento no habia
desarrollo de tallo. El resto de los tratamientos no mencionados presentaron un 100% de

contaminacion.



Bajo la prueba de F que existia diferencia significativa entre tratamientos; la
prueba de “t” para la comparacion de medias entre tratamientos indico que el tratamiento
que resultd estadisticamente diferente a lo demds y que produce un mayor efecto en
desarrollo de la raiz durante la germinacion de la semilla fue el basado en el empleo de
Peroxido de Hidrogeno a la semilla, sembrada en MS al 100% y colocado en incubadora
(Cuadro 3).

Por lo tanto, este tratamiento es el mas idoneo para trabajar en laboratorio ya que
al final de la investigacion se observd una mayor longitud de raiz de las semillas de

Nolina parviflora (Figuras 2 y 3).

DISCUSION

En este trabajo el mejor tratamiento fue sumergir la semilla en peréxido de
hidrogeno (3%) y agitacion durante 24 horas. Otras especies forestales donde este
tratamiento ha sido eficaz es Pseudotsuga menziesii var. glauca en donde se sumergio en
Peroxido de Hidrogeno (3%) por 5 horas (Dumroese, et al., 1988); Pinus ponderosa
redujo significativamente los niveles de Fusarium (James y Genz, 1981). En especies no
forestales como el género Tillandsia también se han obtenido resultados favorables
(Slack, 2003), asimismo la desinfeccion de semilla de arroz ante la bacteria
Burkholderia vietnamiensis tuvo buenos resultados cuando se combind Peroxido de
Hidrogeno (10%) por 10 minutos con hipoclorito de calcio (1%) por | hora (Miché y
Balandreau, 2001).

Ademas de la efectiva capacidad de esterilizacion en semillas forestales el

Peroxido de Hidrogeno (H20;) ha demostrado incrementar la germinacion en algunas
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semillas de pino; porque ablanda su testa e incrementa la permeabilidad del agua vy
oxigeno (Barnett, 1998). El H,O tiene mas capacidad de oxidacion que el cloro o el
dioxido de cloro debido a sus fuertes propiedades oxidativas, dentro de sus usos se
emplea como agente desinfectante (Lenntech, 2004; Barnett, 1998); ademas de ser sus
moléculas degradables en agua (ASTRE, 2004) liberando oxigeno molecular y agua sin
dejar residuos toxicos (Barnett, 1998). En concentraciones del 10-20% produce
quemaduras a los tejidos expuestos a él (ASTRE, 2004). Se ha comprobado que es
bactericida, virucida y fungicida (HRM, 1993). Para el caso de la desinfeccion de
semilla, las bacterias que existen en ella no presentan enzimas como la catalasa 0
peroxidasa capaces de degradar el Peréxido de Hidrogeno como agua y oxigeno, y por lo
tanto, no pueden eliminar los productos nocivos resultantes del oxigeno (laiiez, 1998).
De hecho un problema a nivel celular es la degradacion del Peroxido de Hidrogeno.
sustancia muy toxica para la célula ya que oxida y destruye los componentes de su
membrana y enzimas; por ello la célula contiene peroxisomas que son organulos
constituidos por enzimas como la catalasa que degradan el H,O, (lafiez, 1998; Bonnet,
2004: Mateos, 2004). Un factor importante cuando se aplica H,O; es la agitacion de la
semilla puesto que se minimiza la demanda quimica del oxigeno (Rodriguez, er al.,
2004), la velocidad de agitacion es importante pues asegura un suministro adecuado del
oxigeno (Sanchez, 2004). Cuando se hace la agitacion bajo la presencia de un
desinfectante se reduce los grados de infeccion por bacterias (Riofrio, 2004).

Otro tratamiento muy efectivo en especies forestales es un fungicida Bavistin al
0.2%., p/v, 30 minutos y cloruro de mercurio al 0.05%. p/v, 10 minutos para Quercus
leucotrichophora y Q. glauca (Purohit, et al., 2002). Para 6 familias de pino se realizo

exitosamente la inmersion en etanol al 70% v/v por 30 segundos y en cloruro de
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mercurio al 0.1% por 20 minutos (Tang y Ouyang, 1999). Asimismo, se ha empleado
Lavandina® al 50% en Pinus tadea (Niella y Rocha, 2004) lograndose buenos
resultados en la desinfeccion de la semilla.

Para otras especies como Agave parrasana fue efectivo sumergir en etanol al
70% por 30 segundos e inmersas por 10 minutos en hipoclorito de sodio comercial al
50% (concentracion final de 3% de hipoclorito de sodio) (Santacruz, et al., 1999);
semilla de Agave victoriae-reginae se desinfectaron con etanol al 70% (v/v) por |
minuto después agitadas en hipoclorito de sodio doméstico (1.2% v/v NaOCl) por 20
minutos (Martinez, et al., 2003) en Tagetes erecta las semillas fueron desinfectadas con
etanol completo, etanol al 70% por 5 minutos, hipoclorito de sodio al 2% por 15 minutos
(Venegas, et al., 2002). Para semillas de Lilium x formolongi se esterilizaron con
hipoclorito de sodio al 1% (p/v) por 10 minutos (Shimasaki y Fukumoto, 2000).

Esta ampliamente comprobado que la aplicacion de cloro en los procesos de
desinfeccion tiene un efecto positivo en la eliminacion de microorganismos resistentes,
por efectos de la cloracion (Castro, 1992), es eficaz en la mayoria de las bacterias
patogenas, pero de accion imprevisible contra hongos y virus (HRM, 1993); destruye los
organismos al ser inactivados mediante la oxidacion del material celular (EPA. 1999).
La muerte de los microorganismos se debe a la combinacion directa del cloro con las
proteinas de las membranas celulares y las enzimas. Asi mismo, en presencia de agua
desprende oxigeno naciente (O,) que oxida la materia organica (Mateos, 2004).

Por otra parte el etanol actiia desnaturalizando las proteinas, disolviendo las
capas lipidicas y como agente deshidratante, es letal para bacterias pero irregular para

hongos y virus, no actia sobre las esporas; al combinarlo con antisépticos de otro grupo



tiene una mayor accion germicida (Mateos, 2004; UCh, 2004). El cloruro de mercurio
actta alterando la permeabilidad y coagulando las proteinas celulares (Mateos, 2004),
por ser un compuesto mercurial requiere altas concentraciones para alcanzar un efecto
bactericida (HRM, 1993). i

En cuanto a la germinacion se obtuvo un 55% bajo las condiciones
preestablecidas. Para esta especie si las semillas se remojan en agua por 24 horas y se
colocan a un temperaturas de 20° y 25° C se obtendra germinaciones del 87.5% y 85%
respectivamente, ambos casos en ausencia de luz (Reyes, 2002). En Nolina recurvata
ocurrid 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 (Alexander, ef al. 1974 cit. por USDA Forest
Service, 2004) y las temperaturas optimas son de 28° — 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 de obtendra una germinacion del 100 % (Glavin, 2005).

No fue posible manejar la semilla sin la previa desinfeccion ya que existia la
presencia de hongos. No se reporta que alguna especie del género Nolina pueda ser
producida in vitro sin algun tratamiento de esterilizacion. Cabe aclarar que se
mantuvieron pléntulas desarrolladas in vitro libre de contaminacion 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.



CONCLUSION

Con la presente investigacion se determind que el mejor tratamiento para la
desinfeccion de semilla de Nolina parviflora es sumergir la semilla en Peréxido de
Hidrégeno (H,0,) y mantenerla en agitacion por 24 horas, logrando un porcentaje de

germinacion del 55% en un tiempo de 32 dias.
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Cuadro 1. Valores promedio de semillas contaminadas, colocadas en cajas de Petri

dentro de sala de incubacion e incubadora.

Tratamiento Sala de incubacion Incubadora
|.- Agua desionizada 15 d° 15 d
2.- H,O, I b 0 a
3.- NaOCI (5 min.) 15 d e
4.- CH;OH (1 min.) + NaOCI (10 min.) - 6 c
5.- Testigo 15 d 15 d

“Valores con letras iguales dentro de cada columna implica que no hay diferencia
significativa entre los tratamientos, (Chi-S=98.2246, o = 0.05).

YPrueba no realizada.

Cuadro 2. Valores promedio de semillas contaminadas, colocadas en tubos de ensaye

dentro de sala de incubacion e incubadora.

MS al 50% MS al 100%
TRATAMIENTO Sala de Incubadora Sala de Incubadora
incubacion incubacion
I.- Hy0O, 0.00 a* 0.00 a 0.00 a 0.00 a
2.- CH;0H + NaOCl (5 min.) 3.00 e 0.66 ¢ 3.00 e 3.00 e
3.- CH;0H + NaOC]I (10 min.) 3.00 e 3.00 e 3.00 e 1.00 d
4.- CH;OH 3.00 e 033 b 3.00 e 0.66 ¢
5.- NaOCI (5 min.) 3.00 e 1.00 d 3.00 e 3.00 e
6.- NaOCI (10 min.) 3.00 e 033 b 3.00 e 3.00 e
7.- Testigo 3.00 e 0.66 ¢ 3.00 e 1.00 d

*Valores con letras iguales implica que no hay diferencia significativa entre los

tratamientos, (Chi-S=76.5271, o = 0.05).



Cuadro 3. Longitud de la raiz de semilla, previamente sembrada en medio MS al 50 y

100%. colocadas en sala de incubacion e incubadora. Los valores son el

promedio de la longitud de raiz.

Tratamiento Longitud de raiz (mm)
Per6xido de Hidrogeno, MS al 50%, sala de incubacion 3.058 b"
Peroxido de Hidrogeno, MS al 100%, sala de incubacion 3.743 b
Perdxido de Hidrogeno, MS al 50%, incubadora 7612 b
Peroxido de Hidrogeno, MS al 100%, incubadora 19.400 a

“Tratamientos con letras iguales indica que no existe diferencia significativa

(DMS=8.2565, a = 0.05).

Sala de incubacién, MS 100% - Incubadora, MS 100%

Sala de incubacién, MS 50% - Incubadora, MS 50%

120.00 - — .
100.00 r o o e
80.00
60.00

40.00

% DE CONTAMINACION

20.00

0.00

1 2 3 4 5 6 7
TRATAMIENTOS

Figura 1. Porcentaje de contaminacion en semillas de Nolina parviflora colocadas en

tubos de ensaye.
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Sala de incubacion - Incubadora

40.00

35.00

30.00

25.00

20.00 |

15.00 |
10.00
5.00
Agua oxi, MS-100%  Agua oxi, MS-50%  Agua oxi, MS-100%  Agua oxi, MS-50%
TRATAMIENTOS

LONGITUD DE RAIZ (mm)

Figura 2. Longitud de raiz de semilla obtenida con 4 tratamientos de medio MS.

Figura 3. Germinacion de semillas de Nolina parviflora sembradas en MS al 100% en

incubadora, después de 4 semanas.
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CAPITULO III
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DE Nolina parviflora (H.B.K.) Hemsl’
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RESUMEN

Dentro de la familia Nolinaceae se encuentra el sotolin (Nolina parviflora

(H.B.K.) Hemsl, planta arborescente que se ubica en zonas calidas y secas de los estados

* Flores G., A., J. G. Alvarez M., J. L. Rodriguez de la O y A. Conona A. Sera sometido a la Revista
Agrociencia
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de Hidalgo, México, Puebla, San Luis Potosi y Veracruz. Se ha reportado un uso
medicinal y de ornato para el género, ademas de guardar importancia por ser eslabon de
materia prima que contribuye a la economia de los productores de algunas zonas aridas y
semiaridas de nuestro pais. La especie guardaba la incognita de su propagacion in vitro
hasta el presente trabajo, que evalu6 las respuestas organogénicas empleando auxinas y
citocininas: Acido 2,4 Diclorofenoxiacético (2,4-D), Acido indol-butirico (AIB), Acido
naftalanacetico (ANA), Acido indol-acético (A1A), Benziladenina (BA) y Kinetina (KIN)
respectivamente a diferentes concentraciones promoviendo exitosamente la induccion de

organogénesis somatica de la especie a partir de segmentos de tallos de plantulas.

PALABRAS CLAVE

2.4-D, AIB, ANA, AlIA, BA, KIN

SUMMARY

The Nolina parviflora palm (H.B.K.) Hemsl is found within the Nolinaceae
family. It is an arborescent plant that is found in the warm and dry zones of the States of
Hidalgo, Mexico, Puebla, San Luis Potosi and Veracruz. It has been reported to have
medicinal and ornamental uses for the genus, besides being important because it is the
raw material link that is an important part of the economy of the agricultural producers
in some arid and semiarid zones in Mexico. In vitro propagation of this species was a
mystery before this research evaluated its organogenic reactions using auxins and
cytokinins: 2,4 diclorofenoxiacetic acid (2,4-D), indole-butyric acid (AIB),

naftalanacetic acid (ANA), indole-acetic acid (AlA), benziladenina (BA) and kinetina
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(KIN) respectively with different concentration levels, which successfully promoted the

induction of the somatic organogenesis of the species, using stem rings from plantlets.

KEY WORDS

2.4-D, IBA, NAA, IAA, BA, KIN

INTRODUCCION

La palma cortante 6 sotolin (Nolina parviflora (H.B.K.) Hemsl, Nolinaceae) es
una planta arborescente distribuida en zonas calidas y secas (Rzedowski, 1978) en los
estados de Hidalgo, México, Puebla, San Luis Potosi y Veracruz (Reyes, 2002).

Sinonimias: Cordyline parviflora H.B.K. y Nolina altamiranoa Rose. (Calderon y

Rzedowski, 2001).

De 272 especies del género Agave y de 36 de los géneros Dasylirion y Nolina,
que se reportan para México y Centroamérica, existen 68 especies con usos medicinales,
farmacologicos y etnobotanicos (Gioanetto y Franco, 2004). Por otra parte se reportan
24 especies nativas del género Nolina del Sur de EE.UU., México a Guatemala (Lopez y
Sanchez, 2001). Otro uso de Nolina spp. corresponde a un elemento principal requerido
para rodillos y discos de las barredoras mecanicas empleadas en las calles (FAO, 1994).
Nolina cespitifera es un recurso de suma importancia en la economia para los pobladores
de las zonas éridas y semiaridas del sur de Coahuila, sur de Nuevo Ledn y norte de

Zacatecas (Castillo ef al., 2004).



Por otra parte, los factores ambientales que provoca periodos prolongados de
sequedad y bajas temperaturas extremas son fuentes de mortalidad en plantulas de
Nolina parviflora incidiendo hasta un 71%. Otro aspecto importante es que entre la fase
de transicion entre la germinacion y el establecimiento de las plantulas es el tamafo de
la semilla (Lopez, 1986).

Se han realizado estudios sobre la propagacion in vitro de la familia Liliaceae:
Lilium bulbiferum (Kremer et al., 1995), Trillium persistens (Pence, et al., 1995);
familia Agaveceae: Cordyline fruticosa (Podwyszynska et al., 1995), Yucca filifera
(Quintero, 1990), Yucca aloifolia (Atta et al., 1997), Yucca glauca (Bentz, 1988) Agave
sisalana (Nikam, 1997), Agave parrasana (Santacruz et al., 1999), entre otras Estos
géneros pertenece a los 6rdenes Liliales y Agavales mismos en los que ha sido ubicada
el género Nolina a través del tiempo (Matuda y Pifia, 1980; Reyes, 2002; Rodriguez y
Porras, 2002), no obstante no se reportan estudios de propagacion in vitro para €éste
género.

Por esta razén y para esta especie en particular el objetivo de este trabajo fue
probar diferentes concentraciones de auxinas y citocininas para determinar la mejor
combinacion que promoviera las respuestas organogénicas in vitro. Lo anterior da un
primer estudio en la propagacion de Nolina parviflora lo que permitira continuar con

ensayos posteriores en la técnica de cultivo de tejidos para esta especie.

MATERIALES Y METODOS
El trabajo de investigacion fue realizado en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos

del Departamento de Fitotecnia perteneciente a la Universidad Autéonoma Chapingo. Las
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semillas de Nolina parviflora necesarias para la obtencion del explante fueron donadas
por el vivero forestal San Luis Tldhuac ubicado en la delegacion Xochimilco.

Como primer paso las semillas recibieron un tratamiento de desinfeccion con
Peroxido de Hidrogeno (H,0,) (3% v/v), posterior a ello se pusieron a germinar en
medio basico de sales inorgénicas de MS al 100%, todo el material se colocd en
incubadora por 21 dias hasta la obtencion de plantulas, bajo un ambiente controlado
(Flores et al., 2005). Sin presencia de iluminacion, solo una temperatura promedio de
25° C las 24 horas del dia. El explante que se empleé para la etapa de multiplicacion de
brotes provino de las plantulas logradas, éste fue segmentos de tallo de 0.7 a 1 cm. de
longitud.

Previo a la siembra, el material empleado en el laboratorio fue esterilizado en
autoclave por un tiempo de 40 minutos a una temperatura de 120° C y 1.5 kg/em® de
presion. Las semillas se sembraron en tubos de ensaye de 25 x 150 mm con 15 ml de
medio de cultivo y frascos tipo gerber con 20 ml de medio de cultivo, con pH ajustado a

5.7 + 1. El medio de cultivo se esterilizé 20 minutos a 120° C y 1.5 kg/cm” de presion.

Multiplicacion de brotes

Las citocininas utilizadas para la multiplicacion de brotes fueron: Benziladenina
(BA) y 6-Furfurilaminopurina 6 Kinetina (KIN) en concentraciones de 0.0, 0.1 y 1.0 pM;
las auxinas utilizadas fueron: Acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D), Acido indol-
butirico (AIB) y Acido naftalanacetico (ANA) a concentraciones 0. y 1.0 uM, fueron

seleccionadas estas concentraciones por que en el analisis previo mostraron las mejores
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respuestas. Se considerd la combinacion entre auxinas y citocininas como tratamientos,
cada tratamiento tenia 5 repeticiones. EI medio se complement6 con la solucion basica
del medio MS al 100% de sales inorganicas; 3% de tiamina; 3% de inositol; 1.5% de
acido nicotinico: 3% de acido piridoxinico; 3% de sacarosa y 7% de agar; el medio se
esterilizo en autoclave por un tiempo de 20 minutos a una temperatura de 120° C y 1.5
kg/cm® de presion. El cultivo se mantuvo por 10 semanas en sala de incubacion bajo
iluminacion por lamparas fluorescentes DURO-TEST (SlimLine) de 75 W a una
temperatura de 25° C (£2° C) y bajo una intensidad luminosa de 28.05 |.1M'm':'s'1.
fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad.

El explante empleado en esta etapa para el experimento fue el segmento basal del
tallo, se selecciond éste ya que bajo un ensayo preliminar presento respuesta a los
reguladores a diferencia de la parte media que no presento; el experimento se planteo
bajo un disefio completamente al azar, se realizd andlisis de varianza con la finalidad de
determinar si existia diferencia significativa entre tratamientos y la comparacion de
medias a través de la prueba DMS con un nivel de significancia de a=5%, para
determinar los mejores tratamientos. Las variables evaluadas al final del periodo de
incubacion fueron: a) longitud de raiz (mm); b) diametro de raiz (mm) ambas variables
medidas con vernier; ¢) volumen de raiz (mm’) calculado mediante la formula
v=n-radi03'longilud; d) numero de raices; e) peso verde de raiz (mg); ) peso seco de raiz
(mg): g) longitud de brote (mm); h) ancho de brote (mm); i) nimero de brotes; j) peso
verde del brote (mg) y k) peso seco del brote (mg). Con la finalidad de relacionar e

integrar la variable longitud de raiz con la variable diametro de raiz se decidié que el
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volumen era un parametro para hacerlo, asimismo evidenciaria las tasas de crecimiento

de la raiz en los diferentes tratamientos.

Enraizamiento de brotes

Para la formacion de raices en los explantes se probaron las auxinas: Acido 2,4-
Diclorofenoxiacético (2,4-D); Acido indol-butirico (AIB); Acido naftalanacetico (ANA)
y Acido indol-acético (AIA) en forma aislada, bajo las concentraciones de 0.0, 0.1, 1.0,
10.0, 15.0 y 20.0 uM. El medio se complementé con la solucion basica del medio MS al
100% de sales inorganicas, 3% de tiamina, 3% de inositol, 1.5% de 4cido nicotinico, 3%
de acido piridixinico, 3% de sacarosa y 7% de agar; éste fue esterilizado en autoclave
por 20 minutos a una temperatura de 120° C y 1.5 kg/cm? de presion.

El disefio experimental establecido fue en bloques completamente al azar
considerando a las concentraciones como bloques y a cada auxina como tratamiento. Por
tratamiento se sembraron dos segmentos del mismo tallo (basal y medio), dando un total
de 144 unidades experimentales. El cultivo se mantuvo por 40 dias en sala de incubacion
bajo iluminacion por lamparas fluorescentes DURO-TEST (SlimLine) de 75 W a una
temperatura de 25° C (£2° C) y bajo una intensidad luminosa de 28.05 uM-m™>s™,
fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad.

En el anélisis estadistico se evaluaron las variables: a) longitud de raiz (mm); b)
didmetro de raiz (mm) ambas variables medidas con vernier; ¢) volumen de raiz (mm?)
calculado mediante la formula v=n-radi02-[ongitud; d) nimero de raices; e) peso verde

de raiz (mg) y f) peso seco de raiz (mg). Se obtuvo el analisis de varianza para el disefio
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experimental y se realizd la comparacion de medias a través del método t, el cual se basa

en la Diferencia Minima Significativa (DMS), con un nivel de significancia de a=5%.

Formacion de callo

Las concentraciones de las auxinas, el medio, las condiciones y el tiempo de cultivo
fueron iguales a las probadas en el ensayo para enraizamiento, el diseio experimental
fue el mismo; en este caso la respuesta a evaluar fue la formacion de callo. Ademas, se
analizaron al final del periodo de incubacion las variables: a) largo (mm), b) ancho (mm)
y ¢) alto (mm). Para determinar que tratamiento tenia mejor efecto sobre la respuesta se
obtuvo el analisis de varianza y se realiz6 la prueba de hipotesis correspondiente, con un

nivel de significancia del 5%.

RESULTADOS

Multiplicacion de brotes

La variable longitud de raiz mostré una diferencia significativa entre tratamientos.
realizando la comparacion de medias se obtuvo que los tratamientos 16, 20y 21 (1.0 uM

de AIB, 0.1 uM de AIB / 0.1 pM de KIN y 0.1 uM de AIB / 1.0 pM de KIN) eran

estadisticamente diferentes y superiores al resto. tal como se presenta en el cuadro 4.
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La variable didmetro de raiz también mostré diferencia significativa entre
tratamientos, donde de acuerdo a los resultados de la comparacion de medias resulto el
tratamiento 26 (1.0 uM de ANA /0.1 uM de BA) ser superior a los demas (Cuadro 4).

Los resultados del tercer analisis de varianza realizado para la variable volumen
de raiz indicaron que existia diferencia estadistica entre tratamientos y de acuerdo a la
comparacion de medias resulté que tratamientos 26 y 29 (1.0 uM de ANA / 0.1 uM de
BA'y 1.0 uM de ANA /0.1 uM de KIN) fueron superiores al resto.

Para el analisis de la variable nimero de raices, se aplico la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis. De acuerdo a los resultados del analisis de varianza se
determiné que existia diferencia significativa entre tratamientos. Para determinar el
tratamiento que era estadisticamente diferente a los demas se hizo la comparacion de
ellos basada en los rangos (Cuadro 4), donde el tratamiento 8 (1.0 uM de 2,4 D/ 0.1 uM
de KIN) resulto ser superior al resto.

En el peso verde de raiz existia diferencia significativa entre tratamientos, la

pruecba de DMS para la comparacion de medias demostro que los tratamientos 8 y 26
(1.0 pM de 24 D / 0.1 pM de KIN y 1.0 uM de ANA / 0.1 uM de BA) eran

estadisticamente diferentes.

Para el peso seco de raiz el andlisis de varianza indico que existia diferencia
significativa entre tratamientos. La prueba de DMS para la comparacion de medias
demostro que el tratamiento 8 (1.0 uM de 2,4 D/ 0.1 uM de KIN) era estadisticamente

diferente a los demas.
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La variable longitud de brote demostré diferencia significativa entre tratamientos;
la prueba de DMS realizada indicé que mas de un tratamiento era estadisticamente
diferente al resto (Cuadro 5).

El analisis de varianza para el ancho de brote indico que existia diferencia
significativa entre tratamientos. Realizando una prueba de DMS para la comparacion de
tratamientos se encontré que los tratamientos 10, 11 y 24 eran estadisticamente mejores
y deferentes al resto.

El numero de brotes contabilizados por tratamiento fue analizado mediante el
procedimiento NPARWAY | del programa SAS, el analisis de varianza mostré que no
existia diferencia significativa entre tratamientos bajo una confiabilidad del 95%.

El analisis de varianza para la variable peso verde del brote indico que existia
diferencia significativa entre tratamientos. La prueba de DMS realizada sefialé que los
tratamientos 4, 6, 11, 12, 26 y 27 eran estadisticamente iguales aunque mejores al resto.

LLa variable peso seco de brote mostré diferencia significativa segun el analisis de
varianza. Realizando una prueba de DMS de determind que los tratamientos 4, 5, 7, 8.

I'1,12,25,26,27,29 y 31 era estadisticamente iguales pero mejores al resto.

Enraizamiento de brotes

Solo hubo respuesta del segmento basal del tallo. Los resultados del analisis de
varianza para las variables volumen de raiz (mm?), nimero de raices, peso verde de raiz
(mg) y peso seco de raiz (mg) mostraron que no existia diferencia significativa entre
tratamientos, por su parte la variable longitud de raiz (mm) y diametro de raiz (mm)

presentaron diferencia significativa entre tratamientos, la prueba de DMS para la
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comparacion de medias mostro cuales eran los mejores tratamientos (Cuadro 6, Figuras
4y5).

De acuerdo a los resultados del analisis se tiene que no existe diferencia
significativa entre los tratamientos 1 y 4 (2,4 D y AIA respectivamente), solo los
tratamientos 2 y 3 (AIB y ANA) son estadisticamente diferentes a los restantes. Para la
prueba enraizamiento de brotes se determind no emplear la auxina AIA ya que ademas
de no ser estadisticamente significativo al tratamiento | tampoco se observo alguna

respuesta.

Formacion de callo

Los datos obtenidos en los bioensayos de las auxinas provenian de los segmentos
basales y medio del tallo. El analisis de varianza para las variables largo, ancho y alto no
presentaron diferencia significativa entre tratamientos, no hubo desarrollo de algin

organo como raiz 6 tallo.

DISCUSIONES

Multiplicacion de brotes
Al haber observado las respuestas por parte de los reguladores de crecimiento
corroboramos que no solo influyen en la respuesta de muchas partes de la planta, sino

que dichas respuestas dependen de la especie, su estado de desarrollo, la concentracion
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hormonal, las interacciones entre los reguladores y diversos factores ambientales

(Salisbury et al., 2000).

Para el caso de la variable longitud de raiz se obtuvo diferencias significativas
cuando se aplicd 0.1 6 1.0 uM de KIN combinada con una concentracion de 0.1 pM de
AIB. en Yucca aloifolia se determind que se lograba la mayor longitud de raiz cuando se
aplicaba 17.8 pM de BA pero incrementaba significativamente cuando se usaba Medio
MS al 50% de sales inorganicas en ausencia de AIB (Atta ef al., 1997). La variable
diametro de raiz respondié de manera significativa mediante la aplicacion combinada de
ANA con 1.0 uM y BA con 0.1 pM. Resulta interesante que la variable volumen
(producto de las variables longitud y diametro de raiz) solo tuvo diferencia significativa
cuando se aplico ANA a 1.0 uM en combinacion con 0.1 uM de BA 6 KIN. La variable
namero de raices fue estadisticamente diferente a las demas cuando se aplicé 1.0 pM de
2.4 D combinada con 0.1 pM de KIN, para el caso de Yucca aloifolia se obtuvo el
mayor niimero de raices cuando se aplico 17.8 uM de ANA (Atta et al., 1997). Para el
peso verde de la raiz solo tuvo diferencia significativa cuando se combiné 1.0 uM de
2,4D 6 ANA con 0.1 uM de KIN 6 BA respectivamente; pero para el caso del peso seco
de raiz solo hubo respuesta con 1.0 uM de 2,4 D y 0.1 uM de KIN.

La variable longitud de brote presento diferencia significativa entre tratamientos,
observandose que las concentraciones de las auxinas y citocininas no tenian influencia
sobre la respuesta, en Yucca glauca (Bentz et al., 1988) determind que la longitud mayor
de brote disminuia con el incrementos de la concentracion de BA (9.0 a 45.0 uM), en
Yucca aloifolia 1a mayor longitud de brote se logré cuando se aplico 4.4 nM-BA pero se

ratifico que ésta disminuia cuando mas se incrementaba la concentracion de citocinina
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(Atta et al., 1997). El ancho de brote presento respuesta ante 0.1 uM de BA con 1.0 uM
de BA y 1.0 uM de 2,4 D con 0.1 uM de KIN. No hubo diferencia significativa entre
tratamientos para la variable nimero de brotes, en Yucca glauca (Bentz et al., 1988) se
determiné que el mayor numero de brotes ocurria ante altas concentraciones de BA
(36.0 y 45.0 uM), por lo tanto para que en el presente trabajo se hubiese generado
respuesta tendria que haberse aplicado concentraciones altas de BA, en Yucca aloifolia
el mayor niimero de brotes se logré cuando se aplico 17.8 uM de BA (Atta ef al., 1997);
en Prosopis alba se obtuvo el mayor porcentaje de brotes cuando segmentos uninodales
de tallo fueron cultivados en posicion horizontal en sales MS complementadas con 0.1
mg-L"' de AIB y 0.1 mg-L"' de KIN después de 60 dias de cultivo (Castillo, 2004). Para
el peso verde de brote de manera general se puede decir que hubo diferencia de
tratamientos cuando se aplico 1.0 uM de 2,4 D 6 ANA con 0.1 pM de BA. Para el peso

seco de brote se presentd diferencia significativa cuando se combiné 0.1, 1.0 uM de 2,4

D 6 ANA con 0.1, 1.0 uM de BA.

Enraizamiento de brotes

La razon por la cual solo hubo respuesta en la parte basal del tallo es por que en
la mayoria de las especies el lugar donde se forman las raices en los tallos es la posicion
basal opuesta (distal) al apice del tallo (Salisbury e al., 2000), hasta siete veces mas hay
acumulacion de auxinas en la parte inferior de un tallo que en la superior (Fisher, 1975).
En cuanto a las variables respuesta solo hubo diferencia significativa para la longitud de

raiz cuando se aplico AIB y ANA y en el diametro cuando se aplico AIB; las diferencias



en desviacion estandar fueron debidas a la variabilidad genética de las semillas que
dieron origen al explante. En pruebas realizadas para enraizamiento de Yucca glauca fue
innecesaria la aplicacion de ANA ya que el 90% del enraizamiento ocurrio en medio
libre de reguladores ANA (Bentz ef al., 1988), por otra parte en Yucca aloifolia hubo

respuesta de enraizamiento cuando se aplico ANA (Atta et al., 1997).

Formacion de callo

Hubo respuesta en la formacion de callo, no obstante éste no era estadisticamente
diferente entre los tratamientos 2,4-D; AIB; ANA y AIA a concentraciones de 0.0, 0.1,
1.0, 10.0, 15.0 y 20.0 uM; por otra parte los callos presentaron diferenciacion de algan
érgano (raiz 6 brote de tallo). Para el caso de otras especies de la misma familia se
reporta que en Yucca gloriosa fue obtenido callo estrictamente en un medio MS
complementado 2.65-5.29 uM de 2,4 D sin llegar a la formacion de o6rganos (Meskhi er
al., 1978 cit. por Quintero, 1990), para Yucca filifera el mejor medio tanto para la
induccion como para la propagacion de callo estuvo complementado con 10 uM de
ANA con 0.01 pM de BA, 10 pM de ANA con | nM de BA (Quintero, 1990); En Yucca
¢lauca se obtuvieron brotes a partir de callo cuando el medio MS en el que se
encontraba fue suplementado con 0.529 puM de 2,4 D (Stohs er al., 1974 cit. por

Quintero. 1990).
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CONCLUSION
El presente estudio mostré que es posible promover organogénesis somatica de

Nolina parviflora a través del cultivo in vitro de segmentos de tallo empleando auxinas

2.4-D, AIB, ANA, AIA, y las citocininas BA y KIN.



Cuadro 4. Valores promedio de longitud de raiz, diametro de raiz y namero de raices,

obtenidos como respuesta de la aplicacion de auxinas y citocininas.

Tratamiento Longitud de raiz ~ Diametro de raiz  Namero de

Concentracion de (mm) (mm) raices
auxina (uM)/ citocinina (uM)
.- 0.1(2,4D)/0.0(KIN) 23.81 b .33 b 4.00 ¢
2.- 0.1(24D)/0.1 (KIN) 13.12 ¢ .31 b 250 e
3.- 0.1(24 D)/ 1.0 (KIN) 000 d 0.00 d 0.00 m
4.- 0.1(24D)/0.0(BA) 14.80 ¢ 1.00 ¢ 3.66 d
5.- 0.1(24D)/0.1 (BA) 0.00 d 0.00 d 0.00 m
6.- 0.1(24D)/1.0(BA) 0.00 d 0.00 d 000 m
7.- 1.0(2,4 D)/0.0 (KIN) 0.00 d 0.00 d 0.00 m
8.- 1.0(24 D)/ 0.1 (KIN) 17.20° ¢ 1.36 b 25.00 a
9.- 1.0(2.4 D)/ 1.0 (KIN) 0.00 d 0.00 d 0.00 m
10.- 1.0 (2,4 D)/ 0.0 (BA) 0.00 d 0.00 d 0.00 m
11.-1.0(24 D) /0.1 (BA) 0.00 d 0.00 d 0.00 m
12-1.0(24 D)/ 1.0 (BA) 0.00 d 0.00 d 0.00 m
13.- 1.0 (AIB) /0.0 (BA) 5143 ¢ 0.65 ¢ 125 k
14.- 1.0 (AIB) /0.1 (BA) 0.00 d 0.00 d 0.00 m
15.- 1.0 (AIB)/ 1.0 (BA) 0.00 d 0.00 d 0.00 m
16.- 1.0 (AIB) /0.0 (KIN) 5836 a 0.74 ¢ 1.00 |
17.- 1.0 (AIB) /0.1 (KIN) 48.87 b 062 ¢ 1.00 1
18.- 1.0 (AIB) / 1.0 (KIN) 2246 ¢ 0.68 ¢ 1.00 |
19.- 0.1 (AIB) /0.0 (KIN) 2215 ¢ 0.56 c .33 .}
20.- 0.1 (AIB) 0.1 (KIN) 74.67 a 0.66 ¢ 200 f
21.- 0.1 (AIB)/ 1.0 (KIN) 91.74 a 049 ¢ 1.00 1
22.-0.1 (AIB) /0.0 (BA) 5434 b 0.49 ¢ 3% j
23.- 0.1 (AIB) /0.1 (BA) 0.00 d 0.00 d 0.00 m
24.- 0.1 (AIB) / 1.0 (BA) 0.00 d 0.00 d 0.00 m
25.- 1.0 (ANA) /0.0 (BA) 8.60 ¢ 1.39 b 1.25 k
26.- 1.0 (ANA) /0.1 (BA) 1110 ¢ 2.37 a 9.66 b
27.- 1.0 (ANA)/ 1.0 (BA) 0.00 d 0.00 d 0.00 m
28.- 1.0 (ANA) /0.0 (KIN) 2282 ¢ .51 b 1.00 1
29.- 1.0 (ANA) /0.1 (KIN) 3983 b .71 b 1.00 1
30.- 1.LO(ANA)/ 1.0 (KIN) 484 ¢ 1.63 b 1.00 1
31.- 0.1 (ANA) /0.0 (KIN) 55.54 b 081 c .50 h
32.- 0.1 (ANA) /0.1 (KIN) 2640 b 087 ¢ 1.75 g
33.-0.1 (ANA)/ 1.0 (KIN) 1265 ¢ 087 ¢ 1.40 i
34.- 0.1 (ANA) /0.0 (BA) 26.60 b 0.89 ¢ 200 f
35.- 0.1 (ANA) /0.1 (BA) 621 ¢ 0.80 ¢ .00 |
36.-0.1 (ANA)/ 1.0 (BA) 0.00 d 0.00 d 0.00 m
37.- Testigo 3349 b 053 ¢ 1.00 1

*Valores con letras iguales dentro de cada columna implica que no existe diferencia significativa
entre tratamientos de acuerdo a la prueba de DMS con un a=0.05.
*Valores con letras iguales dentro de cada columna implica que no hay diferencia significativa entre

los tratamientos, (Chi-S=36.1887, a=0.05).



Cuadro 5. Valores promedio de longitud de brote y ancho de brote, obtenidos como

respuesta de la aplicacion de auxinas y citocininas.

Tratamiento Longitud de brote  Ancho de brote

Concentracion de (mm) (mm)
auxina (uM)/ citocinina (uM)
.- 0.1(2,4 D)/0.0(KIN) 177.00 a" 093 b"
2.- 0.1(24D)/0.1 (KIN) 12830 b 0.53 ¢
3.- 0.1(24D)/1.0(KIN) 0.00 d 0.00 d
4.- 0.1(2,4D)/0.0(BA) 121.40 b 082 b
5- 0.1(24D)/0.1 (BA) 80.20 b 092 b
6.- 0.1(2,4D)/1.0(BA) 22.67 © 096 b
7.- 1.0(2,4 D) /0.0 (KIN) 8733 b 098 b
8.- 1.0(2,4D)/0.1 (KIN) 116,75 b 094 b
9.- 1.0(2.4 D)/ 1.0 (KIN) 9020 b 065 ¢
10.- 1.0 (2,4 D)/ 0.0 (BA) 9220 b .14 a
11.-1.0(2,4 D)/ 0.1 (BA) 108.00 b 1.47 a
12.-1.0(2,4 D)/ 1.0 (BA) 18.67 c¢ 0.74 b
13.- 1.0 (AIB) /0.0 (BA) 18040 a 0:51 ¢
14.- 1.0 (AIB) /0.1 (BA) 93.00 b 044 ¢
15.- 1.0 (AIB)/ 1.0 (BA) 4380 b 0.79 b
16.- 1.0 (AIB) / 0.0 (KIN) 182.80 a 0.51 ¢
17.- 1.0 (AIB) /0.1 (KIN) 16225 a 048 ¢
18.- 1.0 (AIB) / 1.0 (KIN) 12040 b 054 C
19.- 0.1 (AIB) / 0.0 (KIN) 174.60 a 053 C
20.- 0.1 (AIB) /0.1 (KIN) 191.00 a 0.55 ¢
21.- 0.1 (AIB)/ 1.0 (KIN) 13280 b 049 c
22.- 0.1 (AIB) /0.0 (BA) 24233 a 0.58 ¢
23.-0.1 (AIB) /0.1 (BA) 215.80 a 052 ¢
24.-0.1 (AIB)/ 1.0 (BA) 5033 b 1.25 a
25.- 1.0 (ANA) /0.0 (BA) 251.80 a 0.64 c
26.- 1.0 (ANA) /0.1 (BA) 109.00 b 0.86 b
27.- 1.0 (ANA)/ 1.0 (BA) 3220 ¢ 073 b
28.- .LO(ANA) /0.0 (KIN) 190.20 a 073 b
29.- 1.0 (ANA) /0.1 (KIN) 21560 a 071 b
30.- 1.0 (ANA) / 1.0 (KIN) 87.00 b 0.76 b
31.-0.1 (ANA) /0.0 (KIN) 201.00 a 0.56 c
32.-0.1 (ANA) /0.1 (KIN) 21425 a 062 c
33.-0.1 (ANA)/ 1.0 (KIN) 159.00 a 051 ¢
34.-0.1 (ANA)/ 0.0 (BA) 197.40 a 0.56 c
35.-0.1 (ANA) /0.1 (BA) 129.25 b 0.58 ¢
36.-0.1 (ANA)/ 1.0 (BA) 3425 ¢ 1.08 b
37.- Testigo 118.60 b 039 ¢

“Valores con letras iguales dentro de cada columna implica que no existe diferencia significativa

entre tratamientos de acuerdo a la prueba de DMS, con a=0.05.



Cuadro 6. Valores promedio de longitud y diametro de raiz del segmento basal del tallo,

obtenidos como respuesta de la aplicacion de auxinas.

Tratamiento  Longitud de raiz  Diimetro de raiz

(mm) (mm)
1.-2.4-D 1.1739 b” 0.1372 b
2.-AIB 3.1622 a 0.4889 a
3.- ANA 22744 a 0.1611 b
4.- AIA 0.0000 b 0.0000 b

“Valores con letras iguales dentro de cada columna implica que no existe diferencia

significativa entre tratamientos de acuerdo a la prueba de DMS con un a=0.05.
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Figura 5. Didmetros promedio de raiz (mm) del segmento basal de tallos obtenidos en

cuatro tratamientos de auxina.
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CAPITULO 1V

DISCUSION GENERAL

Establecimiento

En la presente investigacion el mejor tratamiento de desinfeccion de semilla fue
aquel que la sumergié semilla en peréxido de hidrogeno (3%) y estuvo en agitacion
durante 24 horas. Existen algunas especies forestales donde este tratamiento ha sido
eficaz como Pseudotsuga menziesii var. glauca en donde se sumergio en Peroxido de
Hidrogeno (3%) por 5 horas (Dumroese, et al., 1988): Pinus ponderosa redujo
significativamente los niveles de Fusarium (James y Genz, 1981).

Ademas de la efectiva capacidad de esterilizacion en semillas forestales el
Peroxido de Hidrégeno (H;0,) ha demostrado incrementar la germinacion en algunas
semillas de pino; porque ablanda su testa e incrementa la permeabilidad del agua y
oxigeno (Barnett, 1998). Un factor importante cuando se aplica H,0; es la agitacion de
la semilla puesto que se minimiza la demanda quimica del oxigeno (Rodriguez, et al.,
2004), la velocidad de agitacion es importante pues asegura un suministro adecuado del
oxigeno (Sanchez, 2004). Cuando se hace la agitacion bajo la presencia de un

desinfectante se reduce los grados de infeccion por bacterias (Riofrio. 2004).
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lLLa germinacién que se obtuvo fue de un 55% bajo las condiciones
preestablecidas. Para esta especie si las semillas se remojan en agua por 24 horas y se
colocan a un temperaturas de 20° y 25° C se obtendra germinaciones del 87.5% y 85%
respectivamente, ambos casos en ausencia de luz (Reyes, 2002). En Nolina recurvata
ocurrié 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).

Multiplicacion de brotes

Para el caso de la variable longitud de raiz se obtuvo diferencias significativas
cuando se aplicé 0.1 6 1.0 uM de KIN combinada con una concentracion de 0.1 pM de
AIB, en Yucca aloifolia se determin6 que se lograba la mayor longitud de raiz cuando se
aplicaba 17.8 uM de BA (Atta er al., 1997). La variable diametro de raiz tuvo respuesta
significativa mediante la aplicacion combinada de ANA con 1.0 uM y BA con 0.1 pM.
El volumen de raiz tuvo diferencia significativa cuando se aplico ANA a 1.0 uM en
combinacion con 0.1 puM de BA ¢ KIN. La variable numero de raices fue
estadisticamente diferente a las demas cuando se aplicd 1.0 pM de 2,4 D combinada con |
0.1 uM de KIN, para el caso de Yucca aloifolia se obtuvo el mayor nimero de raices
cuando se aplico 17.8 uM de ANA (Atta et al., 1997). Para el peso verde de la raiz tuvo
diferencia significativa cuando se combino 1.0 uM de 2,4D 6 ANA con 0.1 uM de KIN
0 BA respectivamente; pero para el caso del peso seco de raiz solo hubo respuesta con

1.0 yM de 2,4 D y 0.1 uM de KIN.
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Para el caso de la variable longitud de brote presentd diferencia significativa
entre tratamientos, en Yucca aloifolia la mayor longitud de brote se logro cuando se
aplicd 4.4 uM-BA pero se ratifico que ésta disminuia cuando mas se incrementaba la
concentracion de citocinina (Atta et al., 1997). El ancho de brote presento respuesta ante
0.1 uM de BA con 1.0 uM de BA y 1.0 uM de 2,4 D con 0.1 uM de KIN. No hubo
diferencia significativa entre tratamientos para la variable niimero de brotes, en Yucca
aloifolia el mayor namero de brotes se logré cuando se aplicé 17.8 uM de BA (Atta er
al., 1997). Para el peso verde de brote de manera general se puede decir que hubo
diferencia de tratamientos cuando se aplicé 1.0 uM de 2,4 D 6 ANA con 0.1 uM de BA.
Para el peso seco de brote se present6 diferencia significativa cuando se combiné 0.1,

1.0 uM de 2,4 D 6 ANA con 0.1, 1.0 uM de BA.

Enraizamiento de brotes

En cuanto a las variables respuesta sélo hubo diferencia significativa para la
longitud de raiz cuando se aplicd AIB y ANA y en el diametro cuando se aplico AIB. En
pruebas realizadas para enraizamiento de Yucca aloifolia hubo respuesta de

enraizamiento cuando se aplico ANA (Atta et al.. 1997).

Formacion de callo

El callo que se formoé no fue estadisticamente diferente entre los tratamientos 2,4-

D; AIB; ANA y AlA a concentraciones de 0.0, 0.1, 1.0, 10.0, 15.0 y 20.0 uM; por otra
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parte los callos presentaron diferenciacion de algin organo (raiz ¢ brote de tallo). En
Yucca gloriosa se reporta que obtenido callo estrictamente en un medio MS
complementado 2.65-5.29 uM de 2,4 D sin llegar a la formacién de 6rganos (Meskhi et
al., 1978 cit. por Quintero, 1990), para Yucca filifera el mejor medio tanto para la
induccion como para la propagacion de callo fueron 10 pM de ANA con 0.01 uM de BA,

10 uM de ANA con | nM de BA (Quintero, 1990).

CONCLUSION GENERAL

Al concluir la presente investigacion se determind que el mejor tratamiento para
realizar la desinfeccion de semilla de Nolina parviflora consiste en sumergir la semilla
en Peroxido de Hidrégeno (H,0,) y mantenerla en agitacion por 24 horas. Asimismo, es
posible promover organogénesis somatica de la especie a través del cultivo in vitro de
segmentos de tallo empleando auxinas 2,4-D, AIB, ANA, AlA, y las citocininas BA y

KIN.
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