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MORFOGENESIS in vitro DE Echeveria laui Moran & Meyran

Maria Guadalupe Godoy Beltran, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2021

RESUMEN

Echeveria laui es una planta suculenta endémica de la region de Cuicatlan, Oaxaca
México. Su notable belleza y rareza son atributos que la distinguen como planta
ornamental. Actualmente se encuentra en peligro de extincion debido a la colecta
desmedida y el comercio ilegal. El objetivo de esta investigacion fue determinar las
condiciones O6ptimas para la morfogénesis in vitro por organogénesis. Para la
desinfeccidon de semillas de cinco meses de edad se evaluaron cinco tratamientos [plata
coloidal 3% v/v, Tween® 20 (0.5 % v/v), hipoclorito de sodio comercial al 20% v/v), etanol
al 20% y agua destilada estéril]. La viabilidad se evalu6 en semillas de tres meses
cultivadas en medio MS con 5.8 uM de acido giberélico (AGs). La induccion de
organogénesis y la multiplicacion se evaluaron en explantes de hoja de 1-2 cm de
longitud en medio MS con 6-bencilaminopurina (BAP) (0.0-15.5 uM), acido indol acético
(AIA) (1.0 uM) y acido naftalenacético ANA (1.7 uM). Para el enraizamiento los brotes se
cultivaron en medio MS con 50% de concentracion de sales adicionado con ANA (0.0-
10.6 uM), acido indol-3-butirico (AIB) (0.0-9.1 uM). En aclimatacion se evaluaron
plantulas con cinco hojas y cuatro tipos de sustratos conformados por turba, perlita y
tezontle. La desinfeccion de semillas fue eficiente con Tween 20® al 0.5% por 10 min y
se obtuvo 44% de germinacion. En la induccion de la organogénesis se obtuvieron 1.8
brotes por explante con medio MS adicionado con 11.1 pMde BAP, 1.0 uM de AlIAy 1.7
MM de ANA después de 15 semanas de cultivo, En la fase de multiplicacion de brotes la
mejor combinacién fue 11.1 yM de BAP+1.0 uM de AlIA+ 1.7 uM de ANA con 1.9 brotes
a las 12 semanas de cultivo. En el enraizamiento cada brote formo en promedio 16.6
raices en medio MS con 50% de sales minerales. Durante aclimatacion la supervivencia

fue de 90% con perlita 'y turba (1:1).
Palabras clave: Crasulacea, suculenta, endémica, organogénesis, regeneracion in vitro.
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ABSTRACT

Echeveria laui is a succulent plant endemic to the Cuicatlan region, in Oaxaca Mexico.
Its remarkable beauty and rarity are attributes that distinguish it as an ornamental plant.
It is currently in danger of extinction due to excessive collecting and illegal trade. The
objective of this research was to determine the optimal conditions for in vitro
morphogenesis via organogénesis. For the disinfection of five-month-old seeds, five
treatments were evaluated [colloidal silver 3% v/v, Tween® 20 (0.5% v / v), commercial
sodium hypochlorite 20% v / v), 20% ethanol and sterile distilled water]. Viability was
evaluated in three-month-old seeds grown in MS medium with 5.8 uM of gibberellic acid
(AGs). Organogenesis induction and multiplication were evaluated in 1-2 cm long leaf
explants in MS medium with 6-benzylaminopurine (BAP) (0.0-15.5 uM), indole acetic acid
(IAA) (1.0 pM) and naphthaleneacetic acid. ANA (1.7 uM). For rooting, the shoots were
cultivated in MS medium with 50% concentration of salts added with ANA (0.0-10.6 pM),
indole-3-butyric acid (IBA) (0.0-9.1 uM). In acclimatization, seedlings with five leaves and
four types of substrates made up of peat, perlite and tezontle were evaluated. Seed
disinfection was efficient with 0.5% Tween 20® for 10 min and 44% germination was
obtained. In the organogenesis induction, 1.8 shoots were obtained per explant with MS
medium added with 11.1 pM of BAP, 1.0 uM of IAA and 1.7 uM of ANA after 15 weeks of
culture. In the shoot multiplication phase the best combination was 11.1 yM of BAP + 1.0
MM of IAA + 1.7 uM of ANA with 1.9 shoots at 12 weeks of culture. During rooting, each
shoot formed an average of 16.6 roots in MS medium with 50% mineral salts. During

acclimatization, survival was 90% with perlite and peat (1:1).

Keywords Crassulaceous, succulent, endemic, organogénesis, in vitro regeneration.
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I. INTRODUCCION

En México se presentan casi todos los climas del planeta y junto con su topografia
accidentada y geologia compleja permiten que se desarrollen practicamente todos los
ecosistemas terrestres presentes en el mundo (Sarukhan et al., 2009). México posee
gran diversidad de especies con el Metabolismo Acido de las Crasulaceas (CAM). Estas
especies pueden habitar en sitios donde la disponibilidad de agua es limitada, tales como
zonas aridas y semiaridas y las copas de los arboles, o como hidréfitas en sitios con poca
disponibilidad de CO2 (Andrade et al., 2007).

La principal familia botanica representativa del metabolismo CAM son las Crasulaceas.
Los miembros de esta familia se caracterizan por sus adaptaciones morfolégicas que les
permiten habitar sitios con restricciones de humedad. Dichas caracteristicas son la
suculencia en diferentes 6rganos, principalmente de hojas y tallos; hojas con cuticula
gruesa y con frecuencia pruinosa, cerosa o pubescente; habito en roseta, y crecimiento
apifiado o efuso (Denton, 1982). Estas adaptaciones les permiten sobrevivir en sitios con
afloramientos rocosos, como riscos, laderas escarpadas, paredes de cafladas y cafiones

0, en su defecto, crecen como epifitas.

Muchas especies de crasulaceas son demandadas, colectadas y propagadas con fines
ornamentales por aficionados y horticultores. Algunas de ellas, dada su belleza, son
consideradas como favoritas por diversos cultivadores y coleccionistas. Varias especies
de la familia se reportan como medicinales y otras mas como venenosas (Peréz-Calix,
2008).

El género Echeveria se ubica en la familia Crassulaceae y esta conformado por alrededor
de 127 especies, de las cuales 83% se restringen exclusivamente al territorio mexicano
(Reyes y Brachet 2009). Las poblaciones silvestres de Echeveria han sido seriamente
afectadas por actividades humanas, como la agricultura, la ganaderia, la construccién de
vias de comunicacion, los asentamientos humanos y la sobreexplotacién de ejemplares

para el comercio ilegal. De la misma manera, hay temporadas en que se intensifica la
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extraccion, practica ilegal que las ha puesto al borde de la extincion (Cabrera-Luna et al.,
2007).

Echeveria laui es una planta suculenta endémica de México, especificamente de la
region de Cuicatlan, Oaxaca (Reyes et al., 2004). Es una planta carnosa acaule con
forma de roseta, mide hasta 30 cm de diametro, produce inflorescencias con flores de
color rojo de aspecto rosado (CONABIO, 2016) y sus hojas estan cubiertas de cera
abundante. Esta planta ha sido sujeto de colecta y comercio ilegal, debido a su notable
belleza, rareza y a su restringida abundancia y distribucion (Pifia-Poujol et al., 2007).
Esta especie es dificil de cultivar debido al reducido porcentaje de germinacion y alta
tasa de mortalidad durante el manejo del cultivo cuando se propaga de manera asexual
(Arias et al., 2005).

Por estas razones, la Norma Oficial Mexicana (NOM-059-SEMARNAT-2010) de
especies amenazadas clasifico a la especie en la categoria de “en peligro de extincion”
(SEMARNAT, 2010). Este distintivo la ubica dentro de aquellas especies cuyas areas de
distribucién o tamafio de sus poblaciones en el territorio nacional han disminuido
drasticamente poniendo en riesgo su viabilidad biolégica en todo su habitad natural. Los
factores que han propiciado esta situacion son la destruccién o modificacion drastica del

hébitat, aprovechamiento no sustentable, enfermedades o depredacién, entre otros.

Dada la importancia ecolégica y econdémica que representa E. laui como recurso
fitogenético para las zonas semiaridas del territorio nacional y para el sector ornamental,
se requieren de estudios que contribuyan al rescate, conservacion y aprovechamiento
sostenible de la especie. Una opcion importante es el cultivo de tejidos vegetales in vitro
cuyas técnicas de propagacion a partir de semillas o partes de la planta son ideales para
multiplicar especies amenazadas o que son dificiles de propagar por métodos
convencionales. Los principales avances del cultivo in vitro de tejidos han permitido la
multiplicacién de especies de interés mediante organogénesis y embriogénesis somatica
(Daquinta et al., 2000; Barbon et al., 2006). Estas técnicas ofrecen una serie de ventajas

como la posibilidad de reproducir gran cantidad de plantas homogéneas y de muy alta
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calidad fitosanitaria, en un menor plazo de tiempo y en espacios reducidos (Sharry et al.,
2015).

Con base en estos antecedentes y con el proposito de disponer de un método de
propagacion asexual alternativo para Echeveria Laui, ya que a la fecha no se cuenta con
este, la finalidad de la presente investigacion fue evaluar la morfogénesis in vitro de E.
laui desde la germinacion in vitro hasta la regeneracion in vitro de plantas por

organogeénesis directa a partir de plantulas germinadas.



ll. OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivo general

Establecer la morfogénesis in vitro de Echeveria laui a partir de la germinacion de

semillas y regeneracion de plantulas por organogénesis directa.

2.2 Objetivos especificos

e Desarrollar un procedimiento de desinfeccion de semilla efectivo para establecer
el cultivo aséptico de Echeveria laui.

e Evaluar la viabilidad de semillas de Echeveria laui.

e Determinar las condiciones de medio de cultivo y reguladores del crecimiento
optimos para la induccién, multiplicacion y enraizamiento de brotes de Echeveria
laui via organogénesis directa.

+ Definir las condiciones de medio de cultivo y reguladores del crecimiento éptimos
para el enraizamiento de plantula de Echeveria laui.

» Establecer el proceso de aclimatacién de plantas de Echeveria laui obtenidas in

vitro.

2.3 Hipotesis

» El establecimiento del cultivo aséptico de semillas de Echeveria laui esta
determinado por el tipo y concentracion del agente desinfectante empleado.

» Las respuestas morfogénicas de Echeveria laui dependen de las concentraciones
de reguladores de crecimiento empleadas en cada etapa de la ruta morfogénica.

> Es posible aclimatar plantulas obtenidas in vitro de Echeveria laui.



ll. REVISION DE LITERATURA

3.1 Generalidades de la familia Crassulaceae

3.1.1 Descripcién botanica

Crassulaceae, también conocida como la familia de los cultivos de piedra o la familia
orpine, en el orden de las saxifragales, es una familia de plantas con flores
dicotiledéneas. Consta de 34 o 35 géneros con aproximadamente 1,400 especies,
generalmente herbaceas, ocasionalmente subarbustos o arbustos, en todo el mundo
distribuidos, principalmente en el hemisferio norte y el sur de Africa. Los tallos son en su
mayoria suculentos. Las hojas suelen ser simples, alternas, opuestas o verticiladas,
sésiles y estipuladas. Las hojas estan enteras o con una incision leve. Las flores son
bisexuales, rara vez unisexuales, actinomorfas, 4 o 5-meras o de multiplicacion,
terminales o axilares, generalmente dispuestas en cimosis, corimbiformes, espiculadas,
racemosas, paniculadas u ocasionalmente solitarias. Sépalos y pétalos libres o connatos.
Los estambres son isomeros o0 dos veces como pétalos, en dos series cuando son dobles
a los pétalos. Por lo general, los estambres externos son opuestos a los pétalos. Las
anteras son basales, ocasionalmente dorsifijas e intrinsecamente dehiscentes. Los
carpelos son isdbmeros con pétalos, libres o connados en la base y, a menudo, con
escamas de néctar en la base o cerca de ella. Los 6vulos son de varios a numerosos en
la placenta parietal. La fruta es un foliculo, rara vez una cépsula, de una a muchas
semillas. Las semillas son pequenas, el endospermo escaso o esta ausente (Xu y Deng,
2017).

3.1.2 Taxonomia

Crassulaceae es una familia dividida en seis subfamilias basandose en una variedad de
caracteres morfologicos (Acevedo-Rosas et al, 2004). Normalmente ha sido considerada
un grupo natural y analisis moleculares filogenéticos indican que la familia es

monofolética (Mort et al., 2005). Solo existen dos linajes mayores, uno es el “linaje
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Crassula”, que incluye géneros de tres de las subfamilias tradicionales, Crassuloideae,
Cotyledonoideae, y Kalanchoideae, que se encuentran predominantemente en el sur de
Africa. El segundo es el “linaje Sedum”, que incluye géneros de las otras tres subfamilias:
Echeveroideae, Sedoideae y Sempervivoideae, se encuentra predominantemente en el
Hemisferio Norte (Acevedo-Rosas et al., 2004).

El género Echeveria esta formado por plantas generalmente muy suculentas, con hojas
dispuestas en una roseta basal o apical en las ramas, también pueden presentarse
distribuidas a lo largo del tallo en forma opuesta, alterna o verticilada; sus flores
presentan simetria radial, son completas, por lo usual pentameras y a veces tetrameras;
presentan uno o dos verticilos de estambres; el gineceo es supero, con los carpelos libres
y en el mismo carpelo. La integran cerca de 1,500 especies repartidas en 33 géneros
(Thorne, 2000).

La mayoria de los elementos del grupo muestran preferencia por sitios con afloramientos
rocosos tales como riscos, laderas escarpadas, paredes mas o menos verticales de
cafiadas y cafiones, o0 en su defecto, se presentan como epifitas (Pérez-Calix y Franco-
Martinez, 2004); esto gracias a que presenta adaptaciones morfoldgicas y fisioldgicas
para sobrevivir al medio ambiente xérico, como la suculencia de sus hojas vy tallos, la
disposicion arrosetada de sus hojas, cuticula gruesa, una cera o pubescencia protectora

y el metabolismo &cido de las crasulaceas (CAM), entre otras.
3.1.3 Importancia econdémica

Muchas crasulaceas son buscadas, colectadas y propagadas con fines ornamentales por
aficionados y horticultores. Algunas especies, dada su belleza, son consideradas como
favoritas por diversos cultivadores y coleccionistas. Varios miembros de la familia se
reportan como medicinales y otras pocas como venenosas. (Peréz-Calix, 2008). Con el
descubrimeinto de muchas especies nuevas muy atractivas, aumento el interés por
acumular colecciones de estas plantas, aproximadamente 600 especies de Echeverias

se producen y venden en todo el mundo (Lorraine et al., 2005)
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Su aprovechamiento como plantas de ornato se ha incrementado en paises como
Inglaterra, Estados Unidos, Alemania, Australia, Japén y Corea del Sur. Cabe sefialar
gue el gusto por estas plantas sigue en aumento y por este motivo empieza a cobrar
mayor importancia en estos paises donde se estan propagando por semilla, las cuales
se obtiene a partir de plantas madre colectadas en campo (Reyes et al., 2001). México
aun no figura en la lista de productores de Echeverias a nivel mundial, a pesar de la gran

diversidad de especies (Reyes et al., 2014).

3.1.4 Importancia ecoldgica

México es uno de los principales paises mega diversos del planeta, los cuales se
caracterizan por poseer casi 70 % de la diversidad mundial de flora y fauna. Segun datos
de la Comisién Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (CONABIO,
2016), México alberga 23,424 especies de plantas y 2,954 especies de animales.

Entre las principales funciones ecoldgicas del género Echeveria, y de otras crasulaceas,
se encuentran muchas que pueden considerarse pioneras en el proceso de sucesion
ecoldgica pues son de las primeras plantas en colonizar los espacios originados por
disturbios ambientales y/o antropogénicos, ya que son muy eficientes en el
aprovechamiento de los recursos que, en esta primera etapa, tienen una disponibilidad
reducida. Las crasulaceas contribuyen en las primeras etapas de la sucesion a la
formacion de suelo (pedogénesis), fragmentado la roca, afiadiendo materia organica y
reteniendo el suelo recién formado (Martinez, 2009).

3.1.5 Requerimientos del cultivo

Dependiendo del lugar en el que se tengan (macetas, jardineras, en el suelo directo, en
jardines de roca, en invernadero o en sombreaderos) las plantas desarrollaran sus
formas y colores dependiendo de que tanta exposicion tengan al sol. La ubicacion de la
planta con respecto a la luz es el factor mas importante para determinar su salud y

apariencia (Reyes-Santiago et al., 2011). Cabe mencionar que las crasulaceas son
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plantas tipo CAM, que a diferencia de las plantas C3 y C4, asimilan CO2 atmosférico en
acidos de cuatro carbonos, principalmente de noche y subsecuentemente, lo fijan
durante el siguiente dia via ciclo de Calvin. Las estomas de las plantas CAM permanecen
abiertos durante la noche y cerrados durante la mayor parte del dia, dando como
resultado una pérdida minima de agua y fotorrespiracion reducida (Herppich y
Peckmann, 2000). Los individuos con metabolismo CAM pueden crecer en sitios donde
la disponibilidad de agua o COzes escasa (Taiz y Zeiger, 2002; Larcher, 2003; Andrade
et al., 2007), ya que poseen caracteristicas fisioldégicas y morfolégicas que les permiten

sobrevivir y crecer en condiciones de déficit hidrico (Silva et al., 2001).

En general las crasulaceas pueden vivir en cualquier tipo de sustrato sin ningan problema
siempre y cuando se tenga en consideracion ciertos aspectos. Es posible utilizar tierra
lama, de hoja 0 negra; composta; peat moss o turba; fibra de coco o cualquier mezcla de
las anteriores, y a su vez incorporarla con un material inerte y ligero, como gravilla,
tepojal, tezontle o agrolita, para proporcionar a la planta sustrato aireado y bien drenado.
El sustrato ideal debe contener suficientes nutrientes para mantener a la planta por lo
menos durante un afio y sobre todo contar con el drenado adecuado para evitar la
acumulacioén de agua al interior de la maceta (Reyes-Santiago et al., 2011).

El mayor peligro para las crasulaceas, especialmente si se tienen en exterior, son las
pequefias orugas de mariposa (lepidoptera), también la mosca negra. El mosco fungoso
o fungus gnat es un peligro cuando esta en estado larval por que dafia las raices de las
plantas, especialmente de las plantulas, y puede arruinar por completo el cultivo en poco
tiempo. Los caracoles y babosas, que proliferan en sitios himedos y temporadas de

lluvia, consumen las hojas jévenes y brotes tiernos (Reyes-Santiago et al., 2011).

3.1.6 Cultivo comercial

Meyran y Lopez (2003) reportan que estas plantas son muy apreciadas en jardineria y
se han usado con frecuencia en arreglos de prados, jardines rocosos, bancales y repisas

de ventana.
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Muchas crasulaceas tienen interés ornamental y constantemente son recolectadas en
campo para su venta o bien son propagadas por semilla o vegetativamente por parte de
aficionados y horticultores para ser comercializadas (Peréz-Calix, 2008). Varias especies
de esta familia tienen uso medicinal como Sedum dendroidreum, que es cultivada por
sus propiedades para la gastritis y como antiinflamatorio (Monroy et al., 2012).
Hylotelephium telephium y Kalanchoe daigremontiana son utilizadas para cicatrizar
heridas en la piel (La Troje Sierra Norte, 2014).

3.1.7 Propagacion de crasulaceas

Las plantas suculentas se multiplican por reproduccion sexual mediante semillas y la
propagacion vegetativa mediante yemas, esquejes, vastagos, injertos y hojas. La
propagacion o multiplicacion de las suculentas mediante el empleo de métodos
convencionales representan una alternativa viable para los paises que carecen de
tecnologias y recursos econdmicos para el aprovechamiento comercial de sus recursos
naturales. Por ejemplo, los cactos se pueden propagar a escala comercial debido a su
bajo costo, lo cual se ajusta a las necesidades de México que no cuenta con grandes
laboratorios para la produccion comercial de plantas con potencial ornamental (Reyes et
al., 2001). Algunos jardines botanicos cuentan con importantes colecciones de plantas y

semillas de cactaceas y crasulaceas de varias regiones de México (Franco, 1997).

3.2 Género Echeveria

El género Echeveria es un grupo exclusivo de América. México es el centro de mayor
diversidad y endemismo de este grupo de plantas (Thiede, 1995; Meyran y Lopez, 2003).
Esta conformado por alrededor de 127 especies, de las cuales 83% se restringen
exclusivamente al territorio mexicano (Reyes y Brachet, 2009). La riqueza de especies
del género Echeveria en el estado de Tamaulipas y zonas aledafias a Nuevo Le6n y San
Luis Potosi marcd el inicio de un estudio floristico de la familia Crassulaceae v,
particularmente, del género Echeveria. Walther (1972) reportdé para Tamaulipas seis

especies de Echeveria (E. mucronata Schitdl., E. rosea Lindl., E. runyonii Rose, E.
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semivestita Moran Var. floresiana Walther, E. shaviana Walther y E. walpoleana Rose),
la mayoria de ellas distribuidas a lo largo de la Sierra Madre Oriental, la cual abarca parte
de la zona sur y oeste del estado. Sin embargo, con el paso de los afos, y por medio de
exploraciones mas recientes, el estado de Oaxaca se ha reconocido como el mas rico
en Echeveria: en la actualidad existen 47 especies conocidas y la mayoria son
endémicas, tales como E. procera Moran, E. chazaroi Kimnach, E. mondragoniana, E.

moranii y E. Walther, por mencionar algunas (Reyes y Brachet, 2009).

Desde el descubrimiento de América, y hasta la actualidad, las poblaciones silvestres de
Echeveria han sido seriamente afectadas por actividades humanas, tales como la
agricultura, ganaderia, la construccion de vias de comunicacion, los asentamientos
humanos y la sobreexplotacion de ejemplares para el comercio ilegal. De la misma
manera, hay temporadas en que se intensifica la extraccién, practica ilegal que las ha
puesto en riesgo de extincion, como se reconoce en la Norma Oficial Mexicana 059

publicada en el Diario Oficial de la Federacion desde 1994 (Cabrera-Luna et al., 2007).

3.2.1 Taxonomia

Los estudios filogenéticos moleculares han modificado profundamente la idea de la
evolucion y, consecuentemente, la clasificacion de muchos grupos de plantas, incluida
las de la familia Crassulaceae. Los primeros estudios publicados se apoyaban en los
sitios de restriccion de ADN de cloroplasto (AFLPs) (Van Ham y Hart, 1998) y en
secuencias de la region cloroplastica matK (Mort et al.,, 2001). Ambos estudios
encontraron evidencia de una historia evolutiva y un agrupamiento diferente a los

propuestos por Berger en 1930.

Se ha encontrado evidencia de la existencia de siete linajes principales designados como
clados: Crassula, Kalanchoe, Telephium, Sempervivum, Leucosedum, Aeonium y Acre.
Mayuzumi y Ohba (2004) identificaron posteriormente un octavo clado: Rhodiola. Con
base en esta evidencia y de acuerdo a la convencion de clasificar a los organismos segun

su origen, Thorne y Reveal (2007) reconocieron Unicamente dos subfamilias:

10



Revision de literatura

Crassuloideae y Sempervivoideae, mientras que Thiede y Eggli (2007) reconocieron
ademas a Kalanchoideae. Esta ultima propuesta de tres subfamilias parece haber tenido

una aceptacion mas amplia.

Con este ultimo esquema clasificatorio, todas las crasulaceas nativas de México —
excepto Crassula (Tillaea), representado por unas pocas especies— pertenecen a la
subfamilia Sempervivoideae. Esta subfamilia es la mas grande de la familia y se
compone de cinco tribus (Thiede y Eggli, 2007). Echeveria se ubica en la tribu Sedeae,
particularmente en un grupo con categoria de subtribu que es conocido informalmente
como clado Acre. La clasificacion infragenérica mas difundida para Echeveria es la
propuesta por Walther (1972) quien dividié al género en 14 series. Sin embargo, Kimnach

(2003) reconoci6 17 series.

A la fecha no se ha hecho un estudio para esclarecer el origen y las relaciones evolutivas
de las especies de Echeveria, ya sea con datos moleculares o morfoldgicos, sin
embargo, se han realizado algunas investigaciones filogenéticas basadas en secuencias
de ADN, en morfologia o en combinacion de ambas, pero dirigidas a Graptopetalum
(Acevedo-Rosas et al., 2004), al género Thompsonella o al clado Acre (Carrillo-Reyes et
al., 2008).

Todos los estudios sugieren que el género Echeveria es parafilético, es decir, que no
todas las especies que lo integran provienen de un ancestro comdn y que los géneros
Graptopetalum, Thompsonella y Cremnophila, asi como algunos representantes de
Sedum (principalmente de la seccion Pachysedum) pertenecen al mismo linaje y estan
estrechamente relacionados con distintas especies de Echeveria. La delimitacion de
Echeveria aun sigue siendo tema de debate. Aunque hace falta un estudio especifico
gue aborde el problema del género, la evidencia que hasta ahora se ha obtenido complica
el reconocimiento de Echeveria como una entidad natural (monofilética). Muy
probablemente en un futuro este género sufrira cambios profundos como pueden ser la
incorporacion de mas géneros o el desmembramiento en otros mas pequefos (Reyes-
Santiago et al., 2011).

11
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3.2.2 Morfologia

Raiz: Existen dos tipos de raices: fibrosas y fusiformes. En el primer caso no se distingue
una raiz principal y es facilmente desprendible del sustrato; en varias ocasiones dichos
sustratos son rocosos por lo que parte de la raiz es epigea; también es posible observar
en ejemplares colgantes como en Echeveria uhlii y E. peacockii la formacion de una raiz
aérea principal sumamente resistente que sostiene muy bien a la roseta, y se fija por
raices fibrosas pequefias y delgadas al sustrato. El tipo de raiz fusiforme solo se presenta
en las especies de la serie Mucronatae (Walther, 1972). E. mucronata y E. crassicaulis
tienen una raiz central suculenta de donde salen raices fibrosas delgadas y este caracter

sirve para separar las series Mucronatae y Racemosae (Reyes-Santiago et al., 2011).

Tallo: Los tallos pueden variar desde un céudex (tallo perenne, corto, grueso y
generalmente subterraneo), como en E. derenbergii, hasta presentar elongaciones de 2
m, como en E. coccinea, y con grosores de hasta 8 cm, como en E. gigantea. Pueden
ser simples, como en E. chiapensis y E. longissima, o muy ramificados, como en E.

sedoides, E. pulvinata y E. coccinea (Reyes-Santiago et al., 2011).

Hoja: El género presenta hojas suculentas, simples y con filotaxia espiralada, por lo que
las rosetas pueden variar desde muy laxas, 0 muy densas, como en E. laui. El color de
las hojas muestra diferentes tonalidades de verde: claro o sumamente oscuro en
ocasiones se observa la presencia de maculas rojas. Son sésiles, sin estipulas,
generalmente enteras, algunas con margenes dentados, o ciliados en ocasiones
ligeramente sinuados también pueden presentar el margen de color rojo (Reyes-Santiago
et al., 2011).

Pueden tener un grosor de hasta 1 cm en su porcién media, como en E. purpusorum y
E. derenbergii, o tan s6lo medir 0.1 mm. Presentan diferentes formas, desde obovadas
como en E. laui y E. pulvinata, oblongas-triangulares o finalmente; la forma mas comun
en el género: obovadascuneadas. Los tamafios también varian: las hojas mas pequeias

estan presentes con 1.5 cm de largo, mientras que las mas grandes le pertenecen a E.

12
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gigantea con 30 cm. Presentan diferentes tipos de indumento: pueden tener un
revestimiento blanquecino superficial ceroso, semejante a una cubierta de polvo fino y
diminuto, que se observa muy bien en especies como E. laui y E. peacockii, que tienen
hojas pruinosas o pulverulentas, aunque hay otras donde la pruinosidad es mas ligera.
También se observa la presencia de cilios o tricomas que les dan una apariencia
aterciopelada. Los cilios pueden ser un poco mas largos, gruesos y separados como en
E. setosa o la superficie puede ser glabra como en E. heterosepala, E. gracilis, E.
sedoides, E. chiapensis, E. megacalix, E. mucronata, E. crassicaulis y E. longissima.

(Reyes-Santiago et al., 2011).

Inflorescencia: El género presenta una inflorescencia lateral y axilar compuesta por un
tallo floral o peddnculo que sostiene a las flores y bracteas; estas Ultimas son
generalmente de color y forma similares a las hojas, pero mas pequefas y pueden ser
facilmente desprendibles o estar fuertemente adheridas. Hay dos tipos béasicos de
inflorescencia: el cincino y el racimo. En el primer tipo las flores se acomodan en zigzag
formando dos lineas paralelas muy cercanas que dan la apariencia de que todas ellas
estan en un solo plano; generalmente el cincino se curva y se endereza conforme se van
abriendo las flores (Moran y Uhl, 1964), aunque también es usual que permanezca en
posiciobn decumbente. Se observaron bracteolas en las flores de E. heterosepala y E.
amoena. Algunos ejemplos de especies con inflorescencia de tipo cincino son E. laui, E.

subalpina y E. peacockii.

Los sépalos en el género Echeveria varian en tamafio y posicion con respecto a la corola.
Pueden ser de tamafio notable, como en E. rosea, especie que presenta un caliz
adpreso, casi de la misma longitud que la corola, con sépalos ligeramente desiguales,
lanceolados y con un color vino muy llamativo. Sin embargo, es mas usual observar los
calices de tamafio medio, semiextendidos y semiascendentes como en E. mucronata o
bien, extendidos, como en E. nodulosa y E. sedoides, aunque en esta Ultima especie son

pequefios, de apenas un tercio de la corola; o adpresos. También los hay de longitud

13
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desigual, como en E. laui, donde ademas presentan la pruinosidad caracteristica de la
especie (Reyes-Santiago et al., 2011).

Corola: La corola tubular y de colores brillantes son dos de las caracteristicas del género.
Generalmente los pétalos exhiben una fuerte quilla, lo que da una mayor rigidez a la
corola. La quilla puede también ser muy ligera, por lo que la corola es casi circular
Igualmente, la longitud presenta un gradiente de variacion: pueden ser muy pequefas,
desde 0.8 cm o muy largas, hasta 3.1 cm. Los colores fluctian desde los tonos claros,
como el naranja de E. derenbergii y E. laui, o el rosa salmoén; hasta colores llamativos,
como el amarillo y verde; e intensos, como el rojo con amarillo (Reyes-Santiago et al.,
2011).

Ecologia y habitad natural: El género esta representado en una amplia variedad de
ambientes. Crecen dentro de bosques de pino y encino, en las diferentes asociaciones
de los matorrales xerofilos y se presentan, aunque ya de manera escasa, en las selvas
bajas caducifolias. Usualmente las plantas se localizan en manchones muy pequefios
sobre areas a las que se les ha denominado enclaves xerofiticos, que no son mas que
sitios rocosos que se encuentran dentro de los tipos de vegetacion anteriormente

mencionados (Reyes-Santiago et al., 2011).

Las especies del género tienen preferencia por este tipo de habitats; que pueden ser
acantilados, pendientes escarpadas o simplemente mesetas rocosas. Su exposicion a la
luz es en ocasiones directa, o bien, puede estar atenuada por la vegetacion circundante
o por la proteccion que brinda la misma oquedad donde crece; también pueden
establecerse en la cara norte de las laderas, donde la insolacion es menor. En caso de
gue la planta esté expuesta directamente al sol, se encuentra protegida por sus

caracteristicas morfoldgicas (Reyes-Santiago et al., 2011).

De acuerdo con Pérez-Céalix (2008) algunas especies como Echeveria bifida, E. humilis
y E. tolimanensis estan ligadas exclusivamente a afloramientos calizos; otras se

presentan Unicamente sobre rocas igneas, por ejemplo E. agavoides, E. calderoniae, E.

14
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fulgens y E. gibbiflora; mientras que otras no muestran preferencia por un tipo de roca y
algunas, incluso, son epifitas. Las comunidades de echeverias presentes en México se
han encontrado desde los 180 hasta cerca de los 4,010 msnm. La especie que se ha
encontrado a menor altitud es Echeveria pallida mientras que a mayor altitud esta

Echeveria secunda, conocida como “alpina” (Reyes-Santiago et al., 2011).

Capacidad de regeneracién natural: Los estudios ecolégicos del género Echeveria son
muy limitados, por lo tanto, no es posible establecer conclusiones generalizadas acerca
de la capacidad regenerativa de las poblaciones de los taxa del género. Esta carencia
es general para toda la familia, sin embargo, algunos patrones solo se han observado y
en algunos casos han sido documentados. Las evidencias sugieren que las poblaciones
de Echeveria estan disminuyendo. En muchas especies el reclutamiento de nuevos
individuos ocurre ocasionalmente y bajo condiciones muy particulares (Martorell, 2007,
Pifia-Poujol et al., 2007), especialmente en aquellos taxa distribuidos en ambientes

donde la humedad es esporadica.

El crecimiento para algunas especies puede ser lento por los disturbios naturales, tales
como periodos prolongados de sequia, depredacion por fauna y enfermedades de las
plantas. También estan los disturbios antropogénicos, como el cambio de uso de suelo,
el pastoreo, la extraccion de individuos reproductivos y la destruccidon del habitat. Estos
factores pueden reducir drasticamente los nUmeros poblacionales en el corto, mediano

y largo plazo, y conducir a la extincion a las poblaciones (Martorell, 2007).

En Echeveria, como en otros grupos de plantas, existe una relacion entre el tamafio de
los individuos con la fecundidad: entre mayor es el tamafio mayor es la fecundidad, por
lo que la extraccion de los individuos mas grandes representa un impacto negativo sobre
las poblaciones; no obstante, éstas tienen la capacidad de regenerarse por si mismas,
pues en ocasiones el disturbio antropogénico abre nuevos espacios que pueden ser
colonizados por nuevos individuos, ya que aparentemente algunas especies de
Echeveria y otras crasulaceas presentan un comportamiento metapoblacional (Reyes-
Santiago et al., 2011).

15



Revision de literatura

Algunos patrones observados muestran que la dinamica de las poblaciones en Echeveria
depende del ciclo de vida particular de cada especie, de los procesos demograficos que
rigen la dinamica poblacional y también del tipo de reproduccion dominante. Es posible
gue en diferentes condiciones ambientales la misma poblacion se modifique, es decir, en
afos con precipitaciones elevadas puede imperar la reproduccion sexual y en los

periodos secos puede predominar la asexual (Reyes-Santiago et al., 2011).

3.3 Generalidades de Echeveria laui

En 1974 Alfredo Lau colect6é una planta del género Echeveria (Crassulaceae) que, por
sus caracteristicas, se consideré como una especie aun no descrita. Posteriormente Reid
Moran y Jorge Meyran describieron a la especie y le dieron el nombre de Echeveria laui
(Moran y Meyran, 1976). Es una planta suculenta endémica de México, pertenece a la
familia Crassulaceae. Es una planta carnosa acaule con forma de roseta, mide hasta 30
cm de didmetro, produce una inflorescencia con flores color rojo de aspecto rosado,

debido a la capa pruinosa que la cubre (CONABIO, 2016).

3.3.1 Importancia del género

Echeveria laui (Figura 1) es una planta con metabolismo MAC (Reyero, 2009), su forma
de crecimiento es arrosetada con hojas suculentas y raices poco desarrolladas (Walther,
1972). E. laui es endémica de la region de Cuicatlan, Oaxaca donde el clima es semiarido
(Reyes et al., 2004).
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Figura 1. Ejemplar joven de Echeveria laui (fotografia tomada 26 de marzo, 2021).

3.3.2 Taxonomia

Reino Plantae
Phylum o division Tracheophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Saxifragales

Familia Crassulaceae

Género Echeveria
Especie laui

Nombre cientifico Echeveria laui
Determinadores Moran, R. & Meyran, J.
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3.3.3 Descripcidén botanica

La especie Echeveria laui Moran, R. & Meyran, J. es una planta glabra, marcadamente
pruinosa,con roseta densa de 12-30 cm de diametro, hojas obvadas, redondeadas, a
obtusas, subapiculadass, bordes obtusos, de 5-8 cm de largo, 3-4.5 cm de ancho, 6-8
mm de grosor, rojizas o verde oscuro rojizo bajo la pruina. Presenta de uno a dos tallos
florales 1-2, de 6-20 cm de longitud, con 5-7 hojas obovadas a elipticas, redondeadas a
obtusas, espolonadas, de 11-20 mm de largo; la flor tiene sépalos ascendentes, algo
incurvados, triangulares a elipticos-ovados, muy desiguales, el mayor de 16-20 mm de
largo; la corola es piramidal de 13-16 mm de largo, 7-8 mm de didmetro en la base, roja
pero muy pruinosa, y nectarios moteados de rojo. El numero de cromosomas n=15.

(Meyran y L6pez, 2003).

3.3.4 Ambiente

La especie habita en climas secos; en altitudes de 500 m. Normalmente crece en una de
las cafiadas laterales del rio Salado-Quiotepec, en paredes casi verticales con exposicion
norte, en lugares secos (Moran y Meyran, 1976; Meyran y Lépez, 2003). Su habitat de
vegetacion de bosque tropical caducifolio se ha visto alterado por el saqueo de sus
poblaciones. Es una especie endémica, rara, de distribucion restringida. Florece durante

febrero-abril.

3.3.5 Categorias y factores de riesgo

E. laui crece dentro de la Reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan, area que cuenta
con una superficie de 490,186-87-54.7 ha, administrada por la Comisién Nacional de
Areas Naturales Protegidas de la SEMARNAT. La proteccion de E. laui esta en funcion
de la conservacion del area natural protegida en su conjunto, ya que no existen proyectos
o0 estrategias de conservacion y de manejo especificos. Dentro de los factores de riesgo

destacan que se trata de una especie endémica de distribucion restringida, con
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especificidad de habitat. Alteracion de habitat por la colecta ilegal de plantas junto con

otras especies con potencial ornamental.

3.4 Cultivo de tejidos vegetales in vitro

El término cultivo de tejidos vegetales involucra diferentes técnicas de cultivo de tejidos,
organos o células vegetales y consiste en regenerar plantas a partir de explantes o
explantos bajo condiciones de luz y temperatura controlada, cultivados en medios
nutritivos adecuados y en forma aséptica (Sharry et al., 2015). El término “in vitro” hace
referencia a cultivar plantas dentro de un frasco de vidrio en un ambiente artificial”
(Castillo, 2010).

El cultivo de tejidos vegetales representa varias ventajas sobre los métodos de
propagacion tradicionales, dado que permite la masificacién y preservacion de especies
gue se encuentran en peligro de extincién o que presentan una carga genética importante
(George et al., 2008; Martinez-Villegas et al., 2015).

3.4.1 Totipotencia celular

La totipotencia celular fue propuesta por Haberlandt en 1902, su teoria establecia que
todas las células vegetales tienen la capacidad de regenerar plantas completas.
Haberlandt no llegé a demostrar su hipétesis debido a que no pudo lograr la divisién
celular. Los medios de cultivo que empleaba no incluian reguladores del crecimiento
porque esos compuestos eran aun desconocidos. Los avances en cultivo de tejidos

fueron muy lentos en sus inicios (Radice, 2004).

El cultivo in vitro se ha desarrollado debido a la totipotencia celular, que permite el
desarrollo de una planta completa a partir de células somaticas. Esta técnica se basa en
el cultivo de tejidos, 6rganos o células vegetales, en medios nutritivos adecuados, bajo
condiciones asépticas y en ausencia de microorganismos, permitiendo el desarrollo de

plantas completas a partir de explantes (Acosta, 2015; Alcantara-Cortes et al., 2017).
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3.4.2 Morfogénesis in vitro

La morfogénesis es la formacion de 6rganos y comprende procesos de desdiferenciacion
y rediferenciacion celular, bajo determinados estimulos, para obtener diferentes
respuestas como la regeneracion de brotes, primordios de raices, callos, entre otros
(Pérez-Bernal et al., 2008).

La respuesta morfogénica puede variar segun el tipo de material vegetal, composicion
del medio y adicion de reguladores de crecimiento debido a su relacion directa con el
explante (De Menezes et al., 2016). Las condiciones enddgenas del medio, deben
permitir que los diferentes tejidos expresen distintas respuestas morfogénicas como

organogeénesis radicular, caulinar y embriogénesis, entre otras. (Prieto et al., 2005).

3.4.3 Organogeénesis in vitro

En la regeneracion in vitro el desarrollo de la organogénesis es de gran importancia, la
cual hace referencia a la capacidad de las células vegetales que se encuentran en el
explante para reprogramar su desarrollo hacia la formacion de tejidos y érganos nuevos
qgue constituyen una planta (Smith, 2012). La organogenesis requiere que las células
susceptibles de esta reprogramacién genética, sean competentes y receptivas a
procesos de desdiferenciacion y diferenciacion celular (Thorpe, 2014). Esto permite el
desarrollo de meristemos, yemas y brotes adventicios hasta la obtencién de una plantula

completa (Mathur y Koncz, 2005).

Existen dos tipos de organogénesis: la directa y la indirecta. Se diferencian en que la
primera se presenta sin la ocurrencia de un proceso prolongado de desdiferenciacion,
acompafado visiblemente de la formacion de masas celulares indiferenciadas
comunmente denominadas callo, mientras que en la segunda existe notablemente
formacion de callo, previo a la formacion de brotes (Acosta, 2012). La organogenesis
indirecta a menudo induce la variacibn somaclonal y permite exponer caracteristicas

diferentes que no estan expresadas normalmente en la naturaleza o bien eliminar alguna

20



Revision de literatura

indeseable (Sala y Labra, 2003). El cultivo de tejidos in vitro via organogénesis
representa una alternativa para aumentar las tasas de multiplicacion de vegetales y una

herramienta para inducir cambios en la estructura genética (Schwarz et al., 2005).

3.4.4 Embriogénesis somatica

La embriogénesis somatica es el proceso por el cual se obtiene un embrion sin que medie
la fertilizacion de los gametos. La produccion de embriones puede realizarse a partir de
una célula o de un grupo de células (Radice, 2004; Quiroz-Figueroa et al., 2006). El
proceso de embriogénesis comienza con el cultivo de tejidos u 6rganos en medios
inductores, generalmente adicionados con auxinas. De esta manera, se producen masas
de tejido indiferenciado denominadas callos (Quiroz-Figeroa et al., 2006). No existe un
protocolo aplicable a todas las especies y el procedimiento requiere el manejo de
diferentes componentes y condiciones de cultivo que induzcan el desarrollo de los
embriones. Una vez desarrollados, las plantulas son trasplantadas a sustratos

especificos para ser aclimatadas (Radice, 2004; George et al., 2008).

3.5 Factores que afectan los procesos morfogénicos in vitro

La determinacién puede ser modificada por factores extrinsecos que pueden afectar la
competencia celular y por consiguiente la capacidad de respuesta morfogénica. El
desarrollo potencial de un tejido es restringido como consecuencia de la determinacion.
Los explantes de hoja pueden continuar su desarrollo cuando son cultivados en un medio
simple que contiene reguladores de crecimiento, el tipo de desarrollo a seguir dependera
del estado fisiolégico del primordio. La restriccion persistird en poblaciones de células

gue estan en division (Christianson y Warnick, 1988; Azcén-Bieto y Talon, 2001).

Igualmente, la aplicacion exégena de reguladores de crecimiento en el medio de cultivo,
afecta directamente los niveles hormonales enddégenos y por lo tanto procesos
esenciales para el desarrollo celular (Azcon-Bieto y Talén, 2001). De todos los factores
implicados, los reguladores de crecimiento desempefian un papel fundamental en el
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control de la morfogénesis, los balances adecuados difieren de una especie a otras lo
gue hace que la regeneracion de las plantas dependa tanto de los reguladores de
crecimiento exdgenos utilizados como las especies en los que se ensayan (Ammirato,
1986; Chaudhury y Rongda, 2000).

3.5.1 Genotipo

El efecto del genotipo ha sido un aspecto importante para la aplicacion de las técnicas
de cultivo de tejidos vegetales in vitro, principalmente porque se parte un germoplasma

élite para este propdsito (Shahzad et al., 2017).

El genotipo es un componente importante en los procesos morfogénicos ya que
interviene desde la escision del explante y su capacidad para responder al
establecimiento del cultivo aséptico hasta la diferenciacion de nuevos érganos. Existe
una gran diversidad de respuestas morfogénicas in vitro de los diferentes genotipos a los
requerimientos nutricionales y de reguladores del crecimiento. Es por ello que no es
factible generalizar protocolos in vitro, estos deben ser desarrollados y adecuados para

cada una de las especies estudiadas (Gubis, 2003; Cappelletti, 2016).

3.5.2 Explante

El explante es una parte de un tejido u 6érgano el cual es aislado de una planta (Litz y
Jarret, 2004). La seleccion de un explante adecuado es el primer paso para el
establecimiento de cultivos in vitro, esta eleccion se hace de acuerdo con el objetivo a

estudiar y la especie vegetal involucrada (Cardoza, 2005).

Si la seleccion del explante no limita el cultivo de tejidos en cuanto a la generacion de
callos o de brotes, la seleccién se basa en la disponibilidad, facilidad de manipulacion,
homogeneidad y la rapida respuesta in vitro. Los explantes pueden ser tomados de las
plantas que son germinadas en invernadero, en campo o en condiciones in vitro (Rocay

Mroginski, 1993). Se ha observado que el uso de material vegetal adulto ha dificultado el
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cultivo in vitro mas que cuando se trabaja con material juvenil (material revigorizado,
semillas, embriones o explantes de arboles jovenes) ya que estos tienen grado de
actividad meristematica por lo tanto tienden a tener mayor plasticidad in vitro (Yildiz,
2012).

Los explantes pueden ser cualquier parte de la planta desde una célula a un 6rgano, sin
embargo, explantes como la raiz e hipocétilos son materiales excelentes para la

iniciacion de callo y regeneracion, en contraste con tallos y hojas (Mathur y Koncz, 2005).

3.5.3 Medio de cultivo

Los medios de cultivo artificiales involucran nutrientes necesarios para el crecimiento y
desarrollo normal de una planta. Se componen de macronutrientes, micronutrientes y
vitaminas. El medio de cultivo provee compuestos organicos e inorganicos,
particularmente contiene concentraciones altas de NOsy NH4 (Thorpe, 2014), se adiciona
con sacarosa como fuente de carbono; para su solidificacion se utiliza agar o phytagel.
Normalmente esta contenido en recipientes de vidrio para ser esterilizado. Los medios
de cultivo se complementan con fuentes de carbono (azucares) como fuentes de energia.
Esta adicién reduce considerablemente el potencial hidrico del medio y aumenta el riesgo
de contaminacién bacteriana y fungica. A las plantas normalmente se les suministra
reguladores de crecimiento. Estas condiciones dan como resultado la formacion de
plantulas de morfologia, anatomia y fisiologia diferente a la que representa en la
naturaleza (Kozai y Smith, 1995).

La mayoria de los medios son ajustados a un pH de 5.2 a 5.8. Los pH fuera de estos
limites parecen no afectar los tejidos vegetales, pero retrasa el crecimiento de
contaminantes potenciales. Sin embargo, pH altos son requeridos para ciertos cultivos
(Cardoza, 2005).
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3.5.4 Reguladores del crecimiento vegetal

El medio de cultivo también puede estar adicionado con reguladores de crecimiento
vegetal (RCV) que son incorporados en bajas concentraciones, regulando el desarrollo
(crecimiento y diferenciacion) y nutricion de las plantas. Estos compuestos juegan un
papel muy importante en las vias de desarrollo de las células y tejidos en medios de
cultivo. Las auxinas, las citocininas y las giberelinas son de gran importancia en el cultivo
in vitro; sin embargo, el tipo y la concentracién dependeran principalmente de la especie,

el tejido u 6rgano y el objetivo del estudio (Saad y Elshahed, 2012).

Los reguladores del crecimiento vegetal son moléculas organicas difusibles que modulan
procesos de desarrollo (crecimiento y diferenciacion) de las plantas, siendo eficaces a
bajas concentraciones internas, cercanas a 1 yM. A medida que se fueron identificando
un mayor numero de reguladores de crecimiento y se fueron estudiando sus efectos y
concentraciones enddgenas se hizo evidente que cada uno de ellos no sélo influye en
las respuestas de muchas partes del vegetal, sino que tales respuestas dependen de la
especie, del 6rgano del vegetal, del estado de desarrollo, de las concentraciones
enddgenas y exdgenas, de las interacciones entre reguladores de crecimiento y de
diversos factores ambientales. Por lo tanto, no conviene generalizar acerca de los efectos
de los reguladores de crecimiento sobre los procesos de crecimiento y desarrollo en un

tejido u 6rgano vegetal en particular (Salisbury y Ross, 2000).

3.5.5 Auxinas

Las auxinas son un grupo de hormonas vegetales naturales que regulan muchos
aspectos del desarrollo de plantas. La forma predominante en las plantas es el acido
indolacético (AIA), muy activo en bioensayos y presente comunmente en
concentraciones nanomolares. Otras formas naturales de auxinas son el acido 4-cloro-
indolacético (4-CI-IAA), acido fenilacético (PAA), acido indol butirico (IBA) y el &cido indol
propioénico (IPA) (Ludwig-Muler y Cohen, 2002).
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Grandes cantidades de auxinas se encuentran relacionadas con procesos activos de
division celular, debido a que sus funciones biologicas estan asociadas con la elongacion
de tallos y coleoptilos, formaciébn de raices adventicias, induccion de floracion,

diferenciacion vascular, tropismos y promocion de la dominancia apical (Cruz et al., 2010)

El AIA es la auxina natural mas importante, su uso en cultivo in vitro es reducido por ser
inestable al calor y la luz, por lo que algunas veces es combinado con otros aminoacidos

como la alanina y la glicina (Smith, 2012).

3.5.6 Citocininas

Son derivados de la adenina que promueven la division celular. Entre ellas se
encuentran: BA (bencil adenina), K (cinetina o 6-furfuril aminopurina), Zea (zeatina) y 2-
iP (N-isopentenil adenina). Las dos primeras son citocininas sintéticas y las dos ultimas
naturales. Las citocininas in vivo incrementan la tasa de division celular, el transporte de
solutos hacia las hojas, semillas, flores y frutos y producen un retardo de la senescencia

de las hojas (Salisbury y Ross, 2000).

Las citocininas regulan el crecimiento de brotes y raices. Controlan la tasa de
diferenciacion celular durante el desarrollo del meristemo radicular, suprimiendo el
transporte y sefializacion de las auxinas. En el cultivo in vitro se utilizan para promover
la formacion de brotes y embriones, en combinacion con auxinas, estimulan la division

celular y controlan la morfogénesis (George et al., 2008).

En general, cuando la relacion auxina/citocinina es alta se forman raices, cuando es baja
se producen vastagos y con relaciones cercanas a 1 se producen callos (Krikorian, 1995).
Ademés de las citocininas derivadas de adenina, se han detectado una serie de
fenilureas sustituidas que tienen similar actividad y son utilizados como citocininas en
algunos protocolos de cultivo de tejidos vegetales (Krikorian, 1995; Christianson y
Hornbuckle, 1999). Tales compuestos son el tidiazuron (TDZ), la N, N’-difenilurea (DPU)
y la cloropiridilfenilurea (CPPU).
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3.5.7 Giberelinas

Los variados efectos de las giberelinas sugieren que tienen mas de un sitio de accion
primario. Asi, si sélo se considera la elongacion del tallo en plantas completas, ésta es
el resultado de al menos tres acontecimientos coadyuvantes: 1) estimulo de la divisién
celular de las células meristematicas del apice del tallo, 2) promocion de la hidrélisis de
almidon, fructanos y sacarosa originando monosacaridos que proporcionen energia via
respiracion, contribuyan a la formaciéon de la pared celular y disminuyan el potencial
hidrico de la célula y 3) incremento de la plasticidad de la pared celular, permitiendo la
elongacion celular (Salibury y Ross, 2000). Inducen la germinaciéon en semillas en

condiciones de dormancia (Peng y Harberd, 2002).

3.5.8 Fuente de carbono y suplementos no definidos

Muy pocas células en el cultivo in vitro son autétrofas, por lo tanto, la provisién de una
fuente exdgena de carbono es de gran importancia. La fuente de carbono mas comun es
la sacarosa, debido a que es econdmica, se encuentra facil, es asimilable y relativamente
estable. La glucosa a veces es usada en reemplazo de la sacarosa, y puede proveer
iguales o mayores efectos en el crecimiento de los cultivos. Otras fuentes son la maltosa,

la galactosa y el sorbitol (Litz y Jarret, 2004).

Normalmente la adicién de auxinas y citocininas se emplean para regular el desarrollo
(crecimiento y diferenciacion) de los tejidos vegetales. No obstante, el uso de estos
compuestos es costoso, por tanto, se han investigado sustitutos de origen natural que
puedan ser una fuente de minerales, aminoacidos, vitaminas y azucares (Vyas et al.,
2009).

Los aditivos organicos que se complementan en medio de cultivo podrian promover el
desarrollo en algunas especies de plantas (Yong et al., 2009; Molnar et al., 2011). Existe
una larga lista de componentes que se han adicionado ocasionalmente a los medios de
cultivo, como fuentes de nitrdgeno reducido, factores de crecimiento, carbohidratos y
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otros. Entre ellos estan el agua de coco (5% a 15%, v/v), el jugo de frutos de tomate, el
extracto de levadura, y el extracto de tubérculos de papa (Roca y Mroginski, 1993).
También es posible encontrar reportes donde se indica el reemplazo de la sacarosa, las

vitaminas y los micronutrientes, por la melaza de cafa de azucar (Goes et al., 2009).

Ademas de glicina, en ocasiones se incorporan al medio de cultivo otros aminoacidos
como asparagina, cisteina y L-tirosina. En general, no son constituyentes esenciales de
los medios y en concentraciones relativamente altas pueden tener efectos inhibitorios

sobre los cultivos (Roca y Mroginski, 1993).

3.5.9 Antioxidantes y absorbentes

El empleo de sustancias antioxidantes (acido ascorbico, L-cisteina, polivinilpirrolidona)
puede ser de utilidad para el cultivo de explantes con alto contenido de polifenoles, cuya
oxidacién produce oscurecimiento y eventual muerte de los explantes. En estos casos
también es util usar las soluciones antioxidantes durante la preparacion del explante,
como también incubar los cultivos en la oscuridad o a bajas intensidades de luz. También
se suele acortar el intervalo de tiempo entre subtcultivos, como un medio para disminuir

los efectos nocivos de la oxidacion de polifenoles (Roca y Mroginski, 1993).

El carbon activado (0.1% a 5%) incorporado al medio, ha mostrado ser de utilidad en el
cultivo de diferentes explantes, posiblemente por absorber metabolitos toxicos (Roca y
Mroginski, 1993).

3.6 Cultivo in vitro de crasulaceas

La familia Crassulaceae es reconocida por tener una gran variedad de géneros y
especies, las cuales son buscadas, colectadas y propagadas por su belleza con fines
ornamentales. México es considerado como una zona de origen de muchas especies

pertenecientes a esta familia. Por ejemplo, la siempreviva (Sedum praealtum A.DC)
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pertenece a la familia Crassulaceae, y frecuentemente se encuentra en huertos

familiares por su empleo como ornato y medicinal (Estrada et al., 2008).

El género Kalanchoe consta de unas 130 especies de especies anuales, arbustos
perennes, trepadores y arbolitos. Suelen aparecer en semi desierto o con sombra,
ademas de su valor ornamental, Kalanchoe también es muy conocida como planta
medicinal y muy famosa por su actividad antimicrobiana, antiinflamatoria, antidiabética,

antiesfina y antitumoral (Akinpelu, 2000; Tadeg et al., 2005).

Se ha observado que cada especie vegetal puede responder de manera diferente a las
condiciones y a los reguladores de crecimiento usados en el cultivo in vitro, por lo que es
necesario trabajar en cada una de ellas para encontrar condiciones de regeneracion

optimas (Retes et al., 2007).
3.6.1 Medios de cultivo

Dentro de la familia Crassulaceae se han publicado algunos estudios sobre la

propagacion in vitro.

En Echeveria elegans, una especie mexicana en peligro de extincion, la propagacion in
vitro a partir de brotes axilares se evalu6 como una alternativa de multiplicacion y
preservacion utilizando una combinacién de 6-Bencil Aminopurina (6-BAP) con Acido
Naftalen Acético (ANA) en diferentes concentraciones. Se obtuvo un maximo de 4.21
brotes promedio por explante con 6.66 uM de 6-BAP + 1.35 uM de ANA a los 40 dias de

su establecimiento (Solis et al., 2013).

« “In vitro propagation and multiple shoot induction of Rhodiola rosea L. by axillary bud
culture”. El objetivo de este trabajo fue establecer la propagacion in vitro a partir
de brotes axilares. Se encontrd que con el medio MS suplementado con 1.0 mg L-
1 de BAP y 1.0 mg L de AGs se generaron 15 brotes axilares por explante.

Ademas, con el medio MS al 50% de sales inorganicas y suplementado con 50 g
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L de sacarosa se mejoré el alargamiento de los brotes y aumenté el contenido
total de clorofila. En los explantes de yema axilar que se cultivaron en medio MS
sin reguladores de crecimiento se oservé un mayor nimero de de raices (17.7 por
explante) (Bae et al., 2012)

“Obtencion in vitro de plantas de Echeveria pumila cv. 'Glauca’ libres de bacterias
y fitoplasmas asociados a la fasciacion del tallo”. El objetivo del trabajo fue
propagar esta planta para obtener material vegetal y desarrollar una metodologia
para eliminar patogenos. Se utilizé el medio MS adicionado con 0.2 mg L' de BAP
y 0.02 mg L't de ANA y se obtuvieron 3.6 brotes por explante y con Thidiazuron
(0.6 mg L) 2.5 brotes por explante libres de bacterias y fitoplasmas. (Bulbarela,
2014).

“Comparacion de la tasa de propagacion in vitro y ex vitro de la especie endémica
de Michoacén, Echeveria purhepecha”. El objetivo fue propagar in vitro y ex vitro
la especie y comparar los resultados obtenidos de las tasas de propagacion. E.
purhepecha se considera una especie en posible situaciéon de vulnerabilidad
ocasionada, principalmente, por el cambio de uso de suelo en su habitat natural.
La tasa de propagacion bajo condiciones de cultivo in vitro con 4 mg L de 6-
bencil aminopurina (BAP) y 0.2 mg L de acido indol acético (AlA) a partir de hoja
y tallo como explantes fue 1.6 veces mayor respecto a la de propagacién ex vitro
(Ayala-Gonzalez y Obledo-Vazquez, 2015).

Establecimiento de cultivo de tejidos in vitro y método de aclimatacién para
propagacion masiva de Echeveria laui y Echveria elegans. El objetivo de este
estudio fue determinar las partes de la planta mas adecuadas para la induccion
de callos. Se utilizaron hojas divididas en parte superior, media e inferior y se
colocaron en medio de cultivo MS adicionado con 0-2 mg L! de &cido indolacético
(ANA) y 0-4 mg L1 de BAP. Los mejores resultados se obtuvieron con explantes
de hoja superior y media, ya que, la formacion de callo fue de 100% con 1 mg L™
de ANAy 1 mg L de BAP en E. laui. Por el contrario, la parte media de la hoja
de E. elegans formé 83.3% de callos adicionando 2 mg L* de ANAy 4 mg L de
BAP (Kim et al., 2019).
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3.6.2 Tipos de explantes utilizados in vitro

Wojciechowiez (2007) analizé el potencial de regeneracion de diferentes explantes de
yemas florales (pétalos, estambres y pistilos) en Sedum acre, S. aizoon, S. floriferum, S.
gracil, y S. spectabile. En cambio, Kitamura et al. (2002) trabajaron con tallos y hojas de
Sedum drymaroides, logrando propagar esta especie por organogénesis indirecta. Su-
Juan et al. (2009), por la misma via, establecieron un protocolo de propagacion de Sedum
alfredii utilizando hojas como explantes. Yang et al. (2012) lograron propagar Sedum

spectabile cultivando la parte basal de las hojas.

Mohaddeseh et al. (2013) utilizaron para Kalanchoe blossfeldiana micro cortes de yemas
apicales aislados de una planta madre para ser utilizados como explantes. Por otro lado,
a partir de plantulas de 3-4 cm de longitud obtenidas in vitro de Echeveria elegans se
obtuvieron segmentos de 1.5 cm sin el meristemo apical, y cada explante con
aproximadamente 4 brotes axilares (Solis et al., 2013).

Kertrung y Junkasiraporn (2018) obtuvieron los mejores resultados utilizando explantes
de Kalanchoe hombopilosa de tallos, los cuales mostraron un alto porcentaje de
regeneracion de brotes al sembrarlos tanto horizontal (94.4%) como verticalmente
(72.2%). Estos resultados fueron similares a los obtenidos en Kalanchoe blossfeldiana,
donde se utilizaron explantes de hojas y entrenudos (Sanikhani et al., 2006).

En estudios mas recientes, especificamente en Echeveria gibbiflora “Helena” se utiliz6 el
tallo floral como explante, basandose en que, en algunas especies, la poda del tallo floral
antes de la apertura de las flores, favorece la generaciéon de brotes ya que este puede
llegar a medir mas de 1.5 metros de alto, asi mismo, se utilizaron hojas de rosetas. En
los resultados se observo que mantener las hojas de la roseta mientras se eliminan las
bracteas en los tallos florales, favorece un mayor nimero de brotes vegetativos (Salomé-
Castareda et al., 2019).
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3.6.3 Reguladores del crecimiento

Se han utilizado diferentes combinaciones de reguladores de crecimiento en el cultivo in
vitro de Crassulaceas. En Sedum spectabile la induccion de brotes mas alta obtenida
con la base de la hoja como explante fue de 88.9% en medio MS suplementado con 0.6
mg L de thidiazuron (TDZ) y 0.1 mg L* de ANA (Yang et al., 2012).

En Echeveria pumila la tasa de multiplicacion mas alta que se logro fue de 13 brotes por
explante en el medio adicionado con 2 mg L** de BAP mas 0.2 mg L de ANA. (Arellano-
Ostoa et al., 2020).

En la regeneracién in vitro de Kalanchoe tomentosa, una valiosa planta medicinal y
ornamental, se evaluaron diferentes dosis de BAP y ANA, sin embargo, el niamero
maximo de brotes se obtuvo en medio MS libre de hormonas. Esto podria deberse al
hecho de que Kalanchoe tomentosa produce endégenamente cantidades suficientes de

citocininas y auxinas (Khan et al., 2006).
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La presente investigacion se llevo a cabo en el laboratorio de Biotecnologia Agricola del
Postgrado en Recursos Genéticos y Productividad- Genética, ubicado en el edificio “Dr.
José D. Molina Galan” (Genética) del Campus Montecillo del Colegio de Postgraduados.

4.1 Material vegetal

El material biolégico empleado fueron semillas de Echeveria laui Moran & Meyran,
(Figura 2) de 3 y 5 meses de edad, mismas que fueron proporcionadas por el Sr.

Francisco Javier Gomez Coquis de la delegacion Xochimilco, Ciudad de México, México.

Figura 2. Echeveria laui. (a) Ejemplar adulto; (b) semillas.
4.2 Medio de cultivo y condiciones de incubacién

El medio de cultivo utilizado en todos los experimentos estuvo constituido por las sales
minerales del medio basico MS (Murashige y Skoog, 1962) (Apéndice 1) adicionado con
sacarosa (30 g L), mio-inositol (100 mg LD, acido nicotico (0.5 mg LY, HCI-piridoxina

(0.5 mg LY, HClI-tiamina (0.1 mg L), ¢"~*1a (2.0 mg L) y solidificado con agar-agar

32



Materiales y métodos

(MP Biomedicals, LLC®, 11 g L?). El pH se ajusté a 5.7 con NaOH o HCI 1IN en
potenciometro (Thermo Scientific® Modelo Orion 3 Star) antes de agregar el agar. La
esterilizacion se llevo a cabo en autoclave vertical (AESA® 300) A 121°C y 1.5 kg cm™2
de presion durante 20 min. Los cultivos se incubaron a 26 + 2°C en condiciones de
fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad e intensidad luminosa de 45 pmol m? st

proporcionada por luz blanca fria de lamparas LED.

4.3 Cultivo aséptico y germinacién in vitro

Para establecer el cultivo aséptico se partié de un lote de semillas de 5 meses de edad
y se seleccionaron 250 semillas, sanas y de tamafio uniforme. La desinfeccién superficial

se hizo en condiciones asépticas y se evaluaron cinco tratamientos constituidos por:

1) plata coloidal 3% v/v (Microdyn®, 0.35% de ingrediente activo)

2) Tween® 20 (0.5 % v/v)

3) hipoclorito de sodio comercial al 20% v/v (NaOCI, Cloralex®, 6% de cloro activo)
4) etanol al 20%

5) agua destilada estéril

Las semillas se sumergieron por 10 min en agitacion continua en cada tratamiento y al
finalizar se sembraron en grupos de 10 en frascos de cultivo de vidrio de 100 mL de
capacidad con 30 mL de medio de cultivo basico MS con la mitad de concentracion de

sales.

4.3.1 Variables cuantificadas

Durante diez semanas, cada dos dias, se evalud la contaminacion por bacterias (%),

contaminacion por hongos (%), supervivencia (%) y germinacion (%).
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4.4 Viabilidad de semillas

Se seleccionaron 200 semillas sanas de 3 meses de edad de tamafio uniforme. La
desinfeccion superficial se hizo en condiciones asépticas, las semillas se sumergieron
en una solucion de plata coloidal estable 3% v/v (Microdyn®, 0.35% de ingrediente
activo) mas 1.5 mL L' de Tween® 20 como agente surfactante al 1% y se mantuvo en
agitacion durante 4 min. Posteriormente, y sin enjuagar la solucion desinfectante, con
una aguja de diseccion se colocé 1 semilla por frasco de cultivo de vidrio de 45 mL de
capacidad con 15 mL de medio de cultivo basico MS con la mitad de concentracion de

sales y adicionado con 2 mg L de acido giberélico (AGs3).

4.4.1 Variables cuantificadas

Después de seis semanas se cuantifico el porcentaje de germinacién acumulada (%)

4.4.2 Diseflo experimental y analisis estadistico

El experimento se estableci6 en un disefio completamente al azar simple con 200
repeticiones donde la unidad experimental fue de una semilla por frasco de cultivo. Con

los datos obtenidos se hizo un analisis cualitativo.

4.5 Regeneracion in vitro de plantas por organogénesis directa

451 Induccién de brotes

Para inducir la organogénesis se utilizaron como explantes hojas de 1 a 2 cm de longitud
de plantulas germinadas in vitro de 12 semanas de edad con al menos 10 hojas
formadas. Los explantes se establecieron en frascos de cultivo de vidrio de 45 mL de
capacidad con 15 mL de medio basico MS adicionado con 6-bencilaminopurina (BAP),
acido indol acético (AlA), acido naftalenacético (ANA) y un testigo sin reguladores de

crecimiento (Cuadro 1). Para observar y cuantificar las respuestas morfogénicas
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promovidas por los reguladores de crecimiento, de acuerdo con el tiempo de exposicion,
los explantes de cada tratamiento se subcultivaron al mismo medio cada 30 dias durante
90 dias.

Cuadro 1. Concentraciones de 6-bencilaminopurina (BAP), acido indol acético (AlA) y
acido naftalenacético (ANA) evaluadas en la induccidon de brotes de Echeveria
laui a partir de hojas de plantulas in vitro.

Tratamiento BAP AlA ANA

(Nim.) mg L UM mg L? UM mg L? UM

1 (Testigo) 0 0 0 0 0 0

2 1.9 8.8 0 0 0 0

3 2.4 11.1 0 0 0 0

4 2.9 13.2 0 0 0 0

5 3.4 15.5 0 0 0 0

6 0 0.2 1.0 0 0
7 0 0 0 0.3 1.7

8 1.9 8.8 0.2 1.0 0 0

9 2.4 11.1 0.2 1.0 0 0

10 2.9 13.2 0.2 1.0 0 0

11 34 155 0.2 1.0 0 0
12 1.9 8.8 0 0 0.3 1.7
13 2.4 11.1 0 0 0.3 1.7
14 2.9 13.2 0 0 0.3 1.7
15 3.4 15.5 0 0 0.3 1.7
16 1.9 8.8 0.2 1.0 0.3 1.7
17 2.4 11.1 0.2 1.0 0.3 1.7
18 2.9 13.2 0.2 1.0 0.3 1.7
19 34 155 0.2 1.0 0.3 1.7

45.1.1 Variables cuantificadas

Cada semana, durante 12 semanas, se contabilizé la brotacion (B, %; calculada por el

numero de explantes que formaron brotes) y numero de brotes por explante (BE).
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4.5.1.2 Disefio experimental y analisis estadistico

El experimento se estableci6 en un disefio completamente al azar simple con 10
repeticiones por tratamiento donde la unidad experimental fue un frasco de cultivo con
un explante. Para el andlisis estadistico se hizo un ANDEVA con el programa estadistico

SAS (SAS, 2003) y para la comparacion de medias se us6 la prueba de Tukey (p<0.05).

4.5.2 Multiplicacion de brotes

Explantes de hoja de 1 a 2 cm de longitud se cultivaron en frascos de cultivo de vidrio de
45 mL de capacidad con 15 mL de medio bésico MS adicionado con diferentes
concentraciones de BAP y un testigo sin reguladores de crecimiento. A cada dosis de
BAP se agreg6 1.0 uM de AlAy 1.7 uM de ANA (Cuadro 2).

Cuadro 2. Concentraciones de 6-bencilaminopurina (BAP), acido indol acético (AlA) y
acido naftalenacético (ANA) evaluadas en la multiplicacion de brotes de
Echeveria laui.

Tratamiento BAP AlA ANA
(Nam.) mg L? pM mg L UM mg L UM
1 (Testigo) 0 0 0 0 0 0
2 1.4 6.6 0.2 1.0 0.3 1.7
3 1.9 8.8 0.2 1.0 0.3 1.7
4 2.4 11.1 0.2 1.0 0.3 1.7
5 2.9 13.2 0.2 1.0 0.3 1.7
6 3.4 155 0.2 1.0 0.3 1.7

45.2.1 Variables cuantificadas

Cada semana, durante un periodo de 12 semanas, se contabilizé el nUumero de brotes
por explante, callogénesis (% del nimero de explantes que generaron callos) y brotacion

(% del numero de explantes que formaron brotes).
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4.5.2.2 Disefio experimental y analisis estadistico

El experimento se estableci6 en un disefio completamente al azar simple con 10
repeticiones por tratamiento donde la unidad experimental fue un frasco de cultivo con
un explante. Para el andlisis estadistico se aplic6 un ANDEVA con el software SAS (SAS,

2003) y para la comparacion de medias se us6 la prueba de Tukey (p<0.05).

4 5.3 Enraizamiento de brotes

Brotes in vitro con 6 hojas formadas se establecieron en frascos de de cultivo de vidrio
de 45 mL de capacidad con 15 mL de medio MS con 50% de la concentracion de sales
adicionado con acido naftalenacético (ANA), acido indol-3-butirico (AIB) y un testigo sin

reguladores de crecimiento (Cuadro 3).

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

Tratamiento ANA AIB
(Nim.) mg L UM mg L1 uM
1 (Testigo) 0 0
2 1 5.2
3 2 10.6 0 0
4 0 0 0.9 4.5
5 0 0 1.8 9.1

4.5.3.1 Variables cuantificadas

A las seis semanas se cuantifico el enraizamiento (%, calculado por el nimero de brotes

gue formaron raices) y numero de raices por brote (RB).
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4.5.3.2 Disefio experiemental y analisis estadistico

El experimento se establecid en un disefio completamente al azar simple con 10
repeticiones por tratamiento donde la unidad experimental fue un frasco de cultivo con
un brote. A los datos se aplicé un ANDEVA con el software estadistico SAS (SAS, 2003)

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

4.5.4 Aclimatacion de plantulas

En esta etapa se evaluaron plantulas enraizadas in vitro con 10 hojas formadas. Las
plantulas se extrajeron de los frascos de cultivo de vidrio y se lavaron con agua destilada
tibia para retirar el medio de cultivo de las raices. A continuacion, se plantaron en vasos
de poliestireno expandido de 118 mL de capacidad con cuatro tipos de sustrato: peat
moss + agrolita (1:1), peat moss + tezontle (1:1), peat moss + tezontle + agrolita (1:1:1)
y tezontle. Despues se aplico riego con 50% de la concentracién de sales del medio
basico MS. Al finalizar el trasplante, las plantas se cubrieron con vasos de poliestireno

cristal (GPPS) de 9x15 cm (diametro/alto) sellados con un domo del mismo material.

Las plantas se colocaron a temperatura ambiente promedio de 23 + 3 °C con fotoperiodo
de 12 h. Durante las dos primeras semanas se regaron con 50% de la concentracion de
sales del medio basico MS vy al final de este periodo se hicieron cuatro perforaciones al
domo para favorecer la circulacién del aire. Posteriormente se regaron con agua corriente

de grifo y se retiraron los domos a las ocho semanas después del trasplante.

45.4.1 Variables cuantificadas

Después de 12 semanas se cuantifico el porcentaje de supervivencia (%), nimero de
hojas (NH), longitud de raiz (LR, cm).
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4.5.4.2 Disefio experimental y analisis estadistico

El experimento se establecid en un disefio completamente al azar simple con 10
repeticiones por tratamiento donde la unidad experimental fue un frasco de cultivo de
vidrio con una plantula. A los datos se aplico un andlisis de varianza con el software
estadistico SAS (SAS, 2003) y para la comparacion de medias se uso la prueba de Tukey
(p=0.05).

4.6. Resumen de metodologia para la regeneracion in vitro de Echeveria laui

En resumen, la presente investigacion comprendio varios aspectos, abordando desde la
germinacion de semillas en condiciones asépticas, la regeneracion in vitro por
organogénesis directa hasta la aclimatacion de las plantulas multiplicadas bajo
condiciones in vitro de Echeveria laui. Todo el proceso de la metodologia implementada
para determinar la morfogénesis (regeneracion por organogénesis directa) in vitro de

Echeveria laui se sintetiza en un diagrama de flujo (Figura 3).

39



Materiales y métodos

Material biolégico
Semillas de Echeveria laui obtenidas de plantas cultivadas en invernadero

v

Establecimiento del cultivo aséptico
Evaluacion de agentes desinfectantes

\4

Germinacion in vitro
Medio MS con la mitad de concentracion de sales

v \4

Viabilidad de semillas
Edad (tiempo de almacenamiento)

Organogénesis directa

Induccion de brotes
Efecto de reguladores de crecimiento y concentraciones: BAP, AIA y ANA

Multiplicacién de brotes
Efecto de reguladores de crecimiento y concentraciones: BAP, AIA y ANA

Enraizamiento in vitro
Efecto de reguladores de crecimiento y concentraciones: AlA y AIB

Aclimatacién de plantas
Efecto de diferentes sustratos y su combinacion: Tezontle, Perlita y Turba.

Figura 3. Diagrama de flujo de la metodologia evaluada para la regeneracién in vitro de
Echeveria laui.

40



V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Establecimiento del cultivo aséptico

Los mejores tratamientos de desinfeccion fueron los constituidos por hipoclorito de sodio
(NaOCl, Cloralex®, 6% de cloro activo) al 20%, plata coloidal (Microdyn®) al 1.5% y
Tween 20® al 0.5%. Con cada una de las sustancias evaluadas se obtuvo 100% semillas
libres de microorganismos contaminantes (Cuadro 4). Estos resultados coinciden con los
obtenidos en semillas de Echinocactus platyacanthus donde se obtuvo 100% de semillas
libres de contaminacién al utilizar plata coloidal por 15 min, alcohol etilico al 70% por 2
min y blanqueador doméstico al 30% (v/v) por 30 min (Lépez-Escamilla et al., 2016). Sin
embargo, para las semillas de las especies de cactactaceas Mamillaria albinata, M.
bocasana, M. columbina, M. rhodantha y M. spinosissima resulto eficiente hacer una
serie de lavados con detergente comercial en polvo (Ariel ©) y Tween20®; inmersion en
etanol al 70% durante 5 min; inmersion en una solucion de hipoclorito de sodio al 10%
durante 15 min y finalizar con dos lavados consecutivos de agua estéril, no se presentd
contaminacion (Ramirez-Gonzélez et al., 2019). Para el cultivo in vitro de la especie
silvestre Pentacalia nitida se obtuvo 90% de desinfeccion de semillas al colocarlas en
una solucion de Tween20® durante 15 min y posteriormente enjuagar con agua
microfiltrada estéril y finalizar la desinfeccién con una solucién de hipoclorito de sodio
(NaCIlO) al 6.0% con dos gotas de Tween20® durante 5 min (Pérez-Martinez y
Castafieda-Garzon, 2017).

El tratamiento con etanol al 20% durante 10 min no logré eliminar completamente la
presencia de microorganismos, al registrarse 20% de contaminacién por hongos durante
las dos primeras semanas de cultivo. También se observo que dosis bajas de hipoclorito

de sodio no resultan efectivas para la desinfeccion de semillas de E. laui.
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Cuadro 4. Desinfeccién superficial de semillas de Echeveria laui con diferentes agentes.

Método de desinfeccion Semillas libres de contaminacion
agua destilada estéril 0%
20% de NaOCI + 10 min 100%
20% de Etanol + 10 min 80%
1.5% de Plata coloidal + 10 min 100%
0.5% de Tween 20® + 10 min 100%

El tratamiento de desinfeccion con agua destilada estéril no fue suficiente para evitar la
contaminacion; en la primera semana de cultivo la contaminacion de los explantes fue
de 100%. Esta respuesta indica que para lograr el establecimiento del material vegetal
de manera exitosa y libre de contaminantes se deben utilizar agentes desinfectantes méas
eficientes como el hipoclorito de sodio (NaOCI) o el etanol C2HsOH En algunos casos
también resulta Util agregar algun agente tensoactivo como Tween20® (Roca Yy
Mroginski, 1993).

5.2 Germinacién in vitro

La evaluacion de la germinacion in vitro de las semillas se hizo de manera simultanea
con los tratamientos de desinfeccién debido a que la cantidad de semillas fue limitada
para el estudio. Las semillas de cinco meses de almacenamiento de Echeveria laui
cultivadas en medio MS (1962) con 50% de concentracién de sales mostraron una

repuesta positiva en la germinacion in vitro (Figura 4).
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1cm

Figura 4. Germinacion in vitro de plantas de Echeveria laui. a) Plantula de cuatro semanas
de cultivo; b) Plantula de ocho semanas de cultivo.

Se obtuvo 44% de germinacion con semillas de cinco meses de edad cuando se
desinfectaron con Tween 20®. Este porcentaje puede considerarse aceptable ya que
Pifia-Pouijol et al. (2007) solo obtuvieron 10% de germinacién en condiciones ex vitro con

semillas de seis meses de almacenamiento.

En el caso de las semillas desinfectadas con plata coloidal (Microdyn®) la germinacién
fue de 40%. Davies y Etris (1997) mencionan que la plata coloidal puede ser un
tratamiento eficaz para el control de organismos patdégenos debido a las reacciones
bioquimicas que resultan en la inactivacibon de hongos, bacterias, espiroquetas,
protozoos, entre otros, que no estan protegidos por membranas proteicas. Este agente
resulta efectivo al cumplir con la desinfeccion del explante y no causar dafios en la

semilla.

Otro de los agentes desinfectantes empleados en el cultivo de tejidos vegetales in vitro

es el etanol. Su uso en bajas concentraciones y tiempos de exposicion cortos (minutos)
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puede ser efectivo en la desinfeccion de explantes como lo reportado por Jiménez et al.,
(2017) en Cedrela odorata. En dicha investigacion 95.6% de los explantes tratados con
etanol 50% por 5 min resultaron libres de contaminacién. Sin embargo, en el presente
estudio el tratamiento de desinfeccion de las semillas con alcohol 70% solo permitio la
germinacion de 12%. Por esta respuesta este agente desinfectante puede considerarse
nocivo para el embrion de E. laui. En Kalanchée pinnata, Chiquete-Carrillo et al. (2016)
obtuvieron 100% de desinfeccion de explantes al usar etanol al 20% pero al igual que en
la presente investigacién el uso de esta sustancia caus6 dafios significativos en el

explante.

El hipoclorito de sodio al 20% de concentracidn redujo significativamente la presencia de
microorganismos contaminantes. Sin embargo, es probable que haya causado un dafio

al embrién debido a que solo el 12% de las semillas germino.

5.3 Viabilidad de semillas

Para determinar la capacidad de germinacion de las semillas de E. laui en
almacenamiento se sembraron 200 semillas sanas de tres meses. Se obtuvo 15% de
germinacion in vitro en medio de cultivo basico MS adicionado con 2.0 mg L de AGs.
Rojas-Aréchiga et al. (1998) estipulan que la baja germinacion puede ser resultado de
los diversos mecanismos fisioldgicos que desarrollan las especies suculentas para poder
persistir en ambientes desérticos. A reserva de un estudio amplio sobre la ecologia de
las semillas de E. laui, este bajo porcentaje de germinacion podria estar relacionado con
un proceso de dormicion de las semillas. Aqui el embrién permanece en estado latente

hasta que las condiciones ambientales sean propicias para la germinacion.

Rodriguez-Rojas et al. (2016) sefialan que la baja cantidad de semillas viables en
diversas especies de Echeveria posiblemente podria deberse a la escasa cantidad de
polen depositado en los estigmas. Parra-Tabla et al. (1998) indican que el cuajado de
frutos y semillas puede disminuir por efecto de la disponibilidad de polen, sobre todo
cuando la polinizacién es manual. Jimeno-Sevilla et al. (2014) reportan que el cuajado
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de frutos en Echeveria rosea es mayor en condiciones naturales que en condiciones
controladas. Rodriguez-Rojas et al. (2016) sugieren que en condiciones de invernadero
no es posible la autofecundacion en especies de E. runyonii y E. perle. El material
utilizado en la presente investigacion fue resultado de plantas cultivadas dentro de
invernadero, por lo que la baja viabilidad de las semillas podria deberse a un proceso de

polinizacién incorrecto para la especie en estudio.

5.4 Regeneracion in vitro de plantas por organogénesis directa

5.4.1 Induccién de brotes

La ruta de regeneracion in vitro mas utilizada en la mayoria de las crasulaceas es la
induccion de brotes por organogénesis directa (Wojciechwicz, 2007; Ahmed y Taha,
2014; Kumari, 2016; Liu et al., 2016). En la presente investigacion la utilizacion de
reguladores de crecimiento afectd significativamente la brotacion y el nimero de brotes
por explante. El tratamiento compuesto por 11.1 yMde BAP, 1.0 uyM de AlIAy 1.7 uM de
ANA resulto el mejor, ya que promovio la induccion de 1.8 brotes por explante después
de 15 semanas de cultivo (Figura 5a). En contraste, con el testigo sin reguladores de
crecimiento donde sélo se produjeron 0.7 brotes.

Después de 15 semanas de cultivo no se registré la formacién de nuevos brotes, en
cambio, se observo la formacién de callo tipo friable de color verde claro en 40% de los

explantes con y sin reguladores de crecimiento (Figura 5b).

La relacidon entre auxinas y citocininas es un factor de suma importancia, debido a que
actta en la regulacion del desarrollo (crecimiento y diferenciacion) de los brotes (Aremu
et al.,, 2016). Casanova et al. (2019) reportaron que el establecimiento in vitro de
Monstera acuminata y Monstera deliciosa en medio MS con 1.0 uM de BAP, 2.5 uM de
AlA y 0.6 uM de ANA favorecié la organogénesis a partir de discos de tallo. Estas
concentraciones indujeron 7 brotes por explante y en todos los explantes se formaron
callos.
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Figura 5. Induccion de brotes a partir de hoja de Echeveria laui. a) Brotes cultivados en
medio MS con 11.1 uM de BAP, 1.0 uM de AlA y 1.7 uM de ANA; b) Callo friable
inducido en explante de hoja en medio MS con 3.4 uM de BAP y 1.7 uM de AlA.

En el presente estudio, el mayor porcentaje de formacion de callo se observé en el
tratamiento con 15.5 yM de BAP y 1.0 uM de AlA, donde se obtuvo 87% de callos y un

promedio de 0.3 brotes por explante (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Brotacion (B, %) y numero de brotes por explante (BE) inducidos a partir de
hojas de Echeveria laui con 6-bencilaminopurina (BAP), acido indolacético (AlA)
y acido naftanelacético (ANA) a las cinco, diez y doce semanas de cultivo.

BAP + AIA+ANA 5 semanas 10 semanas 12 semanas
(HM) B BE B BE B BE
(%) (Nam.) (%) (Num.) (%) (Nam.)
0+0+0 13 ab 0.1 a 33 bcdef 0.4 bc 47 a 0.67 bcd
8.8 +0 +0 0 0 a o f 0.0 d 27 a 0.33 ¢cd
11.1 +0 +0 0Ob 0 a 20 cdef 0.2 cd 47 a 0.53 bcd
13.2+0 +0 0 0 a 13 def 0.1 cd 53 a 0.6 bcd
155+0+0 7 ab 0.1 a 60 abcd 0.7 abcd 53 a 0.73 abcd
0+1.0+0 0Ob 0 a 33 abcdef 0.4 bcd 53 a 0.8 abcd
0+0+1.7 7 ab 0.1 a 40 abcdef 0.4 bcd 60 a 0.67 bcd
8.8+1.0+0 7 ab 0.1 a 7 ef 0.1 cd 20 a 0.27 bcd
11.1+1.0+0 13 ab 0.2 a 60 abcdef 0.6 abcd 33 a 1.2 abcd
13.2+1.0+40 0b 0 a 13 def 0.1 cd 33 a 033 cd
155+1.0+0 0b 0 a 13 def 0.1 cd 27 a 0.33 cd
1.9+0+1.7 0Ob 0 a 0 f 00 d 33 a 04 cd
24+0+ 1.7 13 ab 0.1 a 33 abcdef 0.3 cd 47 a 0.8 abcd
29+0+17 0Ob 0 a 13 def 0.1 cd 53 a 0.67 bcd
34+0+17 13 ab 0.1 a 20 ecdef 0.2 cd 33 a 0.33 cd
19+1.0+1.7 40 a 0.4 a 80 a 1.1 abcd 80 a 1.6 ab
24+1.0+17 4 a 04 a 73 ab 1.3 abcd 73 a 18 a
29+1.0+1.7 27 ab 03 a 67 abc 0.7 abcd 73 a 1.4 abc
3.4+1.0+1.7 33 ab 0.3 a 60 abcd 0.7 abcd 60 a 1.4 abc

Medias con una letra comudn no son significativamente diferentes (p > 0.05).

Sanchez-Moran y Pérez-Molphe-Balch (2007) mencionan que la BAP tiene efectos no
deseables en las cactaceas cultivadas de manera in vitro, ya que suele estimular una
excesiva produccion de callos. Asi mismo, Bravo-Avila et al. (2016) indican que
concentraciones altas de BAP en explantes de hoja de Sedum praealtum tienen un efecto
limitante en la produccion de brotes y que esto puede deberse a la produccion endégena

de auxinas.
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5.4.2 Multiplicacion de brotes

En la fase de multiplicacion se usaron diferentes combinaciones y concentraciones de
auxinas Yy citocininas. La mejor combinacion fue 11.1 yM de BAP, 1.0 uM de AlIAy 1.7
MM de ANA, donde se obtuvieron 1.9 brotes por explante después de 12 semanas de
cultivo. En contraste, los explantes establecidos en medio MS sin reguladores de
crecimiento produjeron en promedio 1 brote por explante después de 12 semanas de

cultivo (Cuadro 6, Figura 6a).

El uso de una citocinina en combinacion con dos auxinas y acido giberélico adicionadas
al medio de cultivo MS son eficaces en la induccidn de brotes asi lo reporté Coello et al.
(2010) para la orquidea Guarianthe skinner donde con 16.1 uM de ANA, 17.1 uM de AIA,
6.3 X 10° uM de GAsy 0.0023 uM de BA se obtuvieron 10.6 brotes.

Cuadro 6. Brotacion (B, %), numero de brotes por explante (BE), y porcentaje de formacién
de callo (C, %) en explantes de hoja de Echeveria laui con 6-bencilaminopurina
(BAP), acido indolacético (AlA) y acido naftanelacético (ANA) a las cinco, diez 'y
doce semanas de cultivo.

4 semanas 8 semanas 12 semanas
BAP + AIA + ANA
(UM) B BE C B BE C B BE C
(%)  (Num.) (%) (%) (Nam) (%) (%) (Nam) (%)
0+0+0 10 a 01 a 20 a 70 a 0.7 a 20 a 90 a 1 b 30 a

14+10+17 10a 01 a 30 a 40 a 04 a 40 a 99 a 09 b 40 a
19+1.0+1.7 10 a 01 a 30 a 50 a 06 a 40 a 9 a 1.2 a 40 a
24+1.0+1.7 20a 02 a 30 a 70 a 09 a 40 a 9 a 17 a 40 a
29+1.0+1.7 20a 02 a 2 a8 a 11 a 40 a 100 a 19 a 40 a

34+1.0+1.7 10 a 01 a 40 a 80 a 08 a 40 a 80 a 14 a 50 a
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05).
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Figura 6. Multiplicacién de brotes de Echeveria laui. a) Brote después de 12 semanas de
cultivo en medio MS con 11.1 yM de BAP+1 pyM de AlA+1.7 uM de ANA; b) Callo
friable formado después de 12 semanas de cultivo en medio MS con 3.4 pyM de
BAP, 1.0 de AIAuM y 1.7 uM de ANA.

En todos los tratamientos evaluados en esta etapa de multiplicacion se presentd la
formacion de callo. Al adicionar 3.4 uM de BAP, 1.0 uM de AlIA y 1.7 uM de ANA se
formaron callos friables de color verde en 50% de los explantes (Figura 6b). Seemann et
al. (2007) reportaron el 100% de formacion de callo in vitro para la cactacea Mammillaria
elongata al usar medio MS con 8.8 uM de BAP y 0.6 uM de ANA a las 12 semanas de
cultivo. Esta respuesta morfogénica observada en E. laui podria representar una via para
futuros estudios de regeneracion in vitro de la especie por organogénesis indirecta.

5.4.3 Enraizamiento de brotes

En la presente investigacion se observo que la adicion de las auxinas AIB 6 ANA en el
medio de cultivo MS no promovié la mejor respuesta rizogénica. Con 9.1 uM de AIB se
obtuvo un promedio de 10.8 raices por explante mientras que con 4.5 yM de ANA

formaron en promedio 5.3 raices por explante (Cuadro 7).

49



Resultados y discusion

Cuadro 7. Enraizamiento in vitro de brotes de Echeveria laui en medio MS con 50% de
concentracion de sales, acido naftanelacético (ANA) y acido indo-3-butirico (AIB)
alas ocho semanas de cultivo.

ANA AIB Enraizamiento Raices
(HM) (HM) (%) (Nam)
0 0 100 a 16.6 a
5.2 0 100 a 6.9 c
10.6 0 100 a 10.8 b
0 4.5 100 a 53 ¢
0 9.1 100 a 6.0 c

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05).

En cambio, el medio de cultivo con la mitad de sales minerales y sin reguladores de
crecimiento favorecio el mayor nimero de raices (16.7) en promedio por explante (Figura
7a-b). En este sentido se observé que, desde la primera semana la totalidad de los
explantes presentaron la formacion de raices en comparacion con los explantes
cultivados con AIB o ANA. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Moreno-
Bermudez et al. (2018) donde 100% de las plantas in vitro de Kalanchoe blossfeldiana
produjeron raices a los 15 dias de cultivo en medio MS sin reguladores de crecimiento;
el sistema radicular alcanz6 dos y tres veces la altura de la parte aérea de las plantas.
En cactaceas del género Turbinicarpus el enraizamiento de brotes resulto eficiente en
medio MS con 2 g L de carbén activado y sin reguladores de crecimiento (de-la-Rosa-
Carrillo et al., 2012)
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1cm

Figura 7. Plantas enraizadas de Echeveria laui en medio MS con 50% de concentracion de
sales. a) Planta después de 4 semanas de cultivo; b) Planta después de 8 semanas
de cultivo.

En aquellas especies vegetales donde el enraizamiento se presenta de forma
espontanea se ha reportado que las auxinas enddégenas producidas en el apice del tallo
se transportan basipetalmente a la superficie del corte y actian como desencadenantes
del proceso (Moreno-Bermudez et al., 2018). Asi mismo, se ha indicado que la dilucién
del medio MS es una estrategia de uso frecuente para estimular el enraizamiento in vitro
(Nourissier y Monteuuis, 2008; Shah et al., 2008).

5.4.4 Aclimatacion de plantas

Para la aclimatacion de plantas de Echeveria laui, se tomaron 40 plantas in vitro con
cinco hojas bien formadas, se utilizaron mezclas de diferentes sustratos, la supervivencia
se contabilizo a las doce semanas del trasplante. Las mejores combinaciones fueron
turba con perlita y turba con tezontle. Se obtuvo 90% de supervivencia con la mezcla de
turba y perlita (1:1) con un promedio de 8.3 hojas formadas por roseta 'y 0.61 mm de raiz

(Figura 8a) y la combinacion de turba con tezontle (1:1) se obtuvo el 90% de
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supervivencia con un promedio de 8.8 hojas formadas por roseta y 0.34 mm de longitud

de la raiz (Cuadro 8, Figura 8b).

Cuadro 8. Aclimatacion de plantas in vitro de Echeveria laui en diferentes sustratos.

Sustrato Supervivencia Longitud de raiz Ho,jas

(%) (mm) (Nam)
Turba + Perlita (1:1) 90 a 0.6la 8.3a
Turba + Tezontle (1:1) 90 a 0.34b 8.8a
Turba + Perlita + Tezontle (1:1:1) 70b 0.21b 7.2a
Tezontle (1:1) 80b 0.22b 7.7a

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05).

La eleccién del sustrato forma parte importante en la calidad de plantas, que se refleja
en longitud y en follaje, entre otras caracteristicas (Di Gioia et al., 2017). La porosidad
del sustrato juega un papel primordial en el desarrollo de la planta y la perlita ademas de
ser un sustrato poroso retiene humedad, los suelos franco-arenoso, son caracterizados

por ser porosos Yy proporcionar una mejor aireacion (Benvenuti, 2003).

52



Resultados y discusion

Figura 8. Aclimatacion de plantas de Echeveria laui después de 12 semanas. a) Planta en
mezcla de turba y perlita (1:1); b) Planta en mezcla de turba y tezontle (1:1); c)
Planta con ocho hojas y raiz desnuda; d) Planta aclimatada a condiciones de
invernadero.
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Si bien se considera que las echeverias no son plantas muy exigentes con la composicion
del sustrato en macetas, basta con una mezcla de base organica que contenga
suficientes particulas gruesas para un buen drenaje (Lorraine et al., 2005). La mezcla de
turba y perlita resulto igual de eficiente que la mezcla de turba y tezontle en cuestion de
supervivencia. Sin embargo, el desarrollo de hojas se vio mayormente favorecido con la
combinacion de turba y tezontle, en contra parte, con la combinacion de turba y perlita

se obtiene mayor longitud de raiz (Figura 8c).

En todas las plantas la apariencia de la roseta era de coloracion verde claro, con tallos
delgados y con poca presencia de pruina caracteristica de esta especie (Figura 8d). Esto
podria deberse a que la cantidad de luz no fue suficiente en la etapa de aclimatacion,
esto lo explican Lorraine et al., (2005) al sefialar que la direccidén desde la cual recibe la
luz la planta es un factor importante para determinar qué tan bien crecen las echeverias,
siendo lo mas optimo un techo trasparente que deje pasar al menos el 50% de luz, si un
techo es opaco y la luz solo entra por los lados, las plantas tienden a crecer alargadas
provocando la inclinacion de estas hacia un lado, esto concuerda con lo mencionado por
Pifia-Poujol et al. (2007) quienes indican que las plantulas de E. laui que crecen bajo luz
directa alcanzan un mayor tamafio que las que crecen bajo malla sombra; coincide
también, con lo sefialado por Arellano-Ostoa et al., 2020 para la especie de E. pumila,
guienes mencionan que la cantidad de luz a la que se expone esta especie es esencial

para la formacién de un tallo fuerte y de mayor diametro.

Es importante resaltar que con este sistema de regeneracion (por organogénesis) y
propagacion in vitro de E. laui es factible obtener 81 plantas de tamafio uniforme en un
periodo de 12 meses, por lo que, al establecer la propagacion masiva in vitro de esta
especie se puede inferir que seria posible satisfacer su demanda de mercado, evitando

asi, el saqueo de su habitat natural y contribuyendo a su conservacion.

54



Resultados y discusién

5.5 Resumen de resultados de regeneracion in vitro de Echeveria laui

El protocolo de regeneracion in vitro de Echeveria laui por organogénesis directa
establecido en el presente estudio involucra seis etapas (cultivo aséptico, germinacion,
induccion, multiplicacién, enraizamiento y aclimatacién) que se pueden observar en el
diagrama de flujo que resume la metodologia establecida y los resultados significativos

en la regeneracion in vitro de Echeveria Laui. (Fig. 9).
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Material biolégico
Semillas de Echeveria laui obtenidas de plantas cultivadas en invernadero

A

Establecimiento del cultivo aséptico
Semillas desinfectadas con Tween 20® al 0.5%: 0% contaminacion

A

Germinacion in vitro
Semillas de 5 meses: 44% de germinacion (12 semanas)

\ 4 \4

Viabilidad de semillas L
Semillas de 3 meses con 5.8 uM de AGs: Organogenesis directa
15% de germinacion.

(6 semanas) *

Induccién de brotes
1.8 brotes a las 15 semanas con 11.1 yMde BAP+1.0 uM de AlA+1.7 uM de ANA

Multiplicacion de brotes
1.9 brotes a las 12 semanas con 11.1 yM de BAP+1 uM de AlA+1.7 uM de ANA

Enraizamiento in vitro
16.7 raices después de ocho semanas con medio MS sin reguladores de crecimiento

\ 4

Aclimatacién de plantas
90% de supervivencia después de 12 semanas con plantulas in vitro con cinco hojas
bien formadas y sustrato turba:perlita

Figura 9. Diagrama de flujo de la metodologia establecida y resultados significativos de la
morfogénesis (regeneracidén por organogénesis directa) in vitro de Echeveria laui.
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VI. CONCLUSIONES

La desinfeccion superficial de semillas de Echeveria laui se obtuvo con 0.5 % Tween®
durante 10 minutos de inmersion.

Las semillas de tres meses de edad de Echeveria laui se mantuvieron viables hasta por
tres meses con una germinacion de 15%.

El mayor porcentaje de germinaciéon (44%) de Echeveria laui se consiguié con semillas
de cinco meses de almacenamiento desinfectadas con Tween 20®.

La induccion de 1.8 brotes de Echeveria laui se logré con explantes de hoja de 1-2 cm
de longitud disecados de plantulas cultivadas in vitro en medio MS con 11.1 uMde BAP,
1.0 yM de AlAy 1.7 uM L* de ANA a las 15 semanas de cultivo.

La mayor multiplicacion de brotes (1.9 brotes por explante) de Echeveria laui se adquirié
con explantes de hojas de 1-2 cm con 11.1 yM de BAP + 1.0 uM Lt de AIA + 1.7 uM de
ANA a las 12 semanas.

Con el sistema de regeneracién in vitro desarrollado, es posible obtener en un lapso de
12 meses, 5.4 brotes por explante en medio MS suplementado con 11.1 uM de BAP +
1.0 uM Lt de AIA + 1.7 uM de ANA.

El uso de los reguladores de crecimiento BAP+ AIA+ ANA en la fase de multiplicacion
indujo la formacion de callos en 40% de los explantes de hoja de Echeveria laui.

El mayor numero de raices in vitro (16.7) de Echeveria laui se alcanz6é en medio MS con
50% de concentracion de sales sin reguladores de crecimiento.

La mayor tasa de supervivencia (90%) y mayor numero de hojas formadas en plantas de
Echeveria laui en la etapa de aclimatacion fue de 8.3 en mezcla de turba+tezontle (1:1)

despues de 12 semanas.
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VIl. RECOMENDACIONES

Estudiar la viabilidad de germinacion en semillas de uno y dos meses de edad de
Echeveria laui.

Mejorar la tasa de germinacion de semillas de Echeveria laui mediante pruebas de
viabilidad y calidad fisioldgicas in vivo previas a los tratamientos de desinfeccion
Estudiar la viabilidad de polen con la finalidad de asegurar la polinizacion de la flor.
Establecer la regeneracion in vitro de Echeveria laui por organogénesis indirecta.
Valorar los apices de Echeveria laui como explante en la ruta morfogénica.

Evaluar efecto de la luz directa en etapa de aclimatacion.
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Apéndice

APENDICE

Apéndice 1. Composicién quimica del medio de cultivo basico de Murashige
y Skoog (1962) (MS).

Sales Inorganicas Compuestos Organicos
Macronutrientes (mg L1) Micronutrientes (mg L) (mg L)
NH4NOs3 1,650 Kl 0.83 Myo-Inositol 100.0
KNO3 1,900 HsBO3 6.2 Acido Nicotinico 0.5
CaClz2.2H20 440 MnS04.4H20 22.3 Piridoxina.HCI 0.5
MgSO:2.7H20 370 ZnS04.7H20 8.6 Tiamina. HCI 0.1
KH2PO4 170 Naz2Mo00O4.2H20 0.25 Glicina 2.0
CuS04.5H20 0.025
CoCl2.6H20 0.025
FeS04.7H20 27.8
NazEDTA.2H20 37.3
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Apéndice 2. Cuadrados medios y su significancia del andlisis del nimero de brotes y la

brotacion in vitro de Echeveria laui despues de cinco, diezy quince semanas

de cultivo.
Tiempo Fuente de Variacion Numero de brotes Brotacion (%)
5 Semanas Tratamiento 0.3 0.29**
Error 0.1 0.09
C.v. 269.31 261.59
R2 0.21 0.23
Media 0.11 0.11
10 Semanas Tratamiento 1.94** 0.97*
Error 0.32 0.17
C.v. 123.16 118.02
R2 0.35 0.28
Media 0.45 0.36
15 Semanas Tratamiento 3.33** 0.47
Error 0.68 0.24
C.v. 105.4 96.26
R2 0.30 0.18
Media 0.78 0.49

Significativo (p < 0.05); NS= No significativo, C.V= Coefieciente de variacion
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Apéndice 3. Cuadrados medios y su significancia del andlisis del nUumero de brotes, la

diez y quince semanas de cultivo

brotaciéon y formacion de callo in vitro de Echeveria laui despues de cinco,

Tiempo Funetes de Variacién NUumero de brotes Brotacion (%) Callogenesis (%)
4 Semanas Tratamiento 0.03 0.05 0.06
Error 0.13 0.14 0.22
C.v. 266.15 278.3 168.17
R2 0.10 0.10 0.16
Media 0.13 0.13 0.28
8 Semanas Tratamiento 0.59 0.27 0.1
Error 0.36 0.21 0.25
C.v. 80.85 71.85 132.92
R2 0.28 0.28 0.17
Media 0.75 0.65 0.38
12 Semanas Tratamiento 1.55* 0.4 0.04
Error 0.49 0.1 0.26
C.v. 51.89 36.28 128.01
R2 0.30 0.11 0.18
Media 1.35 0.90 0.40

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