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Resumen: Cinco tipos de explantes de plantas de 90 dias de Beaucarnea inermis generadas a partir de la germinacion in vitro de
semillas, fueron utilizadas para la propagacion in vitro a través de la organogénesis y embriogénesis somdtica. Para la embriogé-
nesis somadtica, se utilizé medio B5 en segmento basal de hoja y en callo derivado de dpice de brote, generando una media de 2.2
y 3.6 embriones, respectivamente; ambos en presencia de 0.5 mg L' cinetina + 2 mg L' de dcido 2,4-diclorofenoxiacético. En
dpice de tallo se generaron 6.8 embriones en promedio, con 0.5 mg L' cinetina + 4 mg L' de 4cido 2,4-diclorofenoxiacético. La
presencia de luz y dcido 2,4-diclorofenoxiacético en callo derivo a la produccion de raiz. Para la organogénesis se uso el medio
MS; en segmento basal de hoja se generaron 2.8 brotes adventicios en presencia de 6 mg L' de 6-benciladenina + 0.5 mg L' de
acido naftalen-acético. El explante de callo y dpice de tallo generd 11.3 y 15.7 brotes, respectivamente; ambos en presencia de 2
mg L' de 6-benciladenina. Los embriones somdticos germinaron y se desarrollaron en MS basal. La formacién de raiz in vitro en
brotes individualizados se increment6 cuando al medio MS se adiciond 1 mg L' de dcido indol-3-butirico. Se registré hasta 100%
de supervivencia 90 dias después del trasplante bajo condiciones de invernadero. Las dos vias generaron el engrosamiento tipico
de la base del tallo. En este estudio se establece un sistema eficiente de micropropagacion por diversas vias y herramientas para
generar plantas comerciales e indirectamente reducir la presion de la sobre colecta en poblaciones silvestres.

Palabras clave: micropropagacidn, regulador del crecimiento, soyate, supervivencia.

Abstract: Somatic embryogenesis and organogenesis were induced through five explant types of Beaucarnea inermis plants 90
days old and generated from in vitro germination. For somatic embryogenesis, BS medium was used in basal leaf segment and
callus derived from stem apex and 2.2 and 3.6 embryos were generated, respectively; both in the presence of 0.5 mg L' kinetin +
2 mg L' 2,4-dichlorophenoxyacetic acid. In stem apex a mean of 6.8 embryos were registered with 0.5 mg L' kinetin + 4 mg L!
2,4-dichlorophenoxyacetic acid. The combination of light and 2,4-dichlorophenoxyacetic acid in callus induced root formation.
For somatic organogenesis, MS medium was used in basal leaf segment and 2.8 adventitious shoots were generated in the pre-
sence of 6 mg L' benzyladenine + 0.5 mg L' naphthalen-1-acetic acid. The callus and stem apex generated 11.3 and 15.7 shoots,
respectively; both in the presence of 2 mg L! benzyladenine. Somatic embryos germinated and developed into plantlets in basal
MS media. In vitro root formation in individualized shoots incremented when 1 mg L' of indol-3 butyric acid was added to the
medium. One hundred percent survivorship was registered 90 days after transplanted under greenhouse conditions. Both propa-
gation methods produced the typical stem thickening. In this study, an efficient micropropagation protocol was established as an
alternative to produce ornamental plants and indirectly as a way to reduce the exploitation of wild populations.

Key Words: Growth regulator, micropropagation, soyate, survival.

eaucarnea inermis (Asparagaceae) es una monocotile-  tronco globosa, angostdndose hacia el cuello; las hojas son
dodnea, dioica, arborescente de 5 a 13 m de altura, con largas y lineares, formando rosetas en los extremos de las
la base del tronco globosa y hojas curvadas, conocida lo-  ramas; las inflorescencias son paniculas muy vistosas, con

calmente como “soyate”. Presenta un tallo con la base del ~ flores blancas pequefias y frutos de tres alas (Irish y Irish,
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2000). Existe poca informacion bien documentada acerca
de la distribucion geogréfica y del estado poblacional de B.
inermis; sin embargo, algunos reportes han indicado que
es una planta endémica de los estados de San Luis Poto-
sf, Tamaulipas y Veracruz. Muestra mayor abundancia en
las selvas bajas caducifolias del estado de Tamaulipas.
Aunque se han realizado pocos estudios poblacionales en
torno a las especies del género Beaucarnea (Pérez-Farrera
et al., 2012) se sabe que las poblaciones de B. inermis son
muy pequeiias, se han estimado de 60 a 300 ind. ha' (Mora,
2005[AR1]; Herndndez et al., 2012). Los adultos llegan a
producir 5,000 flores por inflorescencia (Lemaire, 1861),
esta cantidad de flores podria suponer un alto nimero de
semillas, nuevos individuos y poblaciones en equilibrio. Sin
embargo, el reclutamiento de nuevos individuos no sucede
por diversas causas, como es el cambio del uso de suelo y el
continuo saqueo de semillas y plantas de tallas de 2 m o mds
de altura (Herndndez, 1993). Existen estudios demograficos
realizados de B. inermis que indican un desequilibrio en su
dindmica poblacional debido a que el nimero de las catego-
rfas juveniles es bajo, lo que es un indicador de que la es-
pecie tiene bajas tasas de reclutamiento; sin embargo, estos
estudios no han sido documentados.

Por otra parte, debido al uso ornamental que tienen todas
las especies del género Beaucarnea como plantas de interior
y exterior, su demanda en el mercado nacional e internacio-
nal es muy alta. Los costos por planta con tallo globoso en
su base y longitudes altas se han registrado hasta en $700.00
US en Alemania, Estados Unidos y Holanda (Samyn, 1997).
En las dltimas dos décadas, en el mercado nacional muchas
plantas del género se han comercializado por costos simila-
res, teniendo como destino casas residenciales y restauran-
tes de lujo en diferentes estados de la Reptiblica Mexicana.
Con la finalidad de satisfacer la creciente demanda de plan-
tas de Beaucarnea sp. (llamadas “patas de elefante”) se han
establecido viveros comerciales; sin embargo, el material
vegetal usado en la propagacion proviene en su mayor parte
de colectas ilegales en poblaciones silvestres en las que las
comunidades campesinas no obtienen grandes beneficios.
Herndndez (1993) y Cardel et al. (1997) mencionan que la
colecta de semillas de las especies de Beaucarnea deja po-
cos recursos economicos a los lugarefios, siendo los inter-
mediarios y comerciantes los que registran el mayor bene-
ficio monetario. Esta situacion propicia una mayor presion
sobre las poblaciones silvestres, lo que agrava su estado de
vulnerabilidad (Herndndez, 1993). Por esta razon, todo el
género Beaucarnea es considerado como amenazado, segtin
la NOM-059 (SEMARNAT, 2010).

En especies de zonas dridas, como Agaviceas y Nolind-
ceas, con problemas de conservacion, Golubov et al. (2007)
propusieron la propagacién masiva de plantas mediante se-
millas colectadas en poblaciones silvestres, debido a que de
esta manera se puede conservar una elevada diversidad ge-
nética. Otra ventaja de propagar plantas usando semillas es
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que, estas ultimas tienen la totipotencialidad de ser conser-
vadas por décadas manteniendo su viabilidad si son alma-
cenadas bajo condiciones ambientales adecuadas. En Agave
cupreata, A. victoriae-reginae y Beaucarnea recurvata se
tuvieron altos porcentajes de germinacién en semillas alma-
cenadas en condiciones de temperatura y humedad relativa
bajas (Golubov et al., 2007; Martinez-Palacios y Eguiarte,
2011; Martinez-Palacios, 2012). Sin embargo, antes de con-
siderar como una alternativa de conservacion la propagacion
mediante semillas, se debe tomar en cuenta la viabilidad del
sistema al considerar las caracteristicas fisiologicas de cada
especie (Golubov et al., 2007). En el caso de las especies del
género Beaucarnea, por si sola, la propagacion por medio
de semillas para desarrollar plantas adultas y comercializar-
las serfa una opcion con la que no se alcanzarfan a cubrir
las demandas, debido a que sus especies son de lento creci-
miento (Herndndez, 1993). Al respecto, se ha mencionado
que los individuos de Beaucarnea inermis cultivados in situ,
alcanzan su estado reproductivo en un periodo que va de
20 a 30 afios de edad, y que en experimentos establecidos
en plantaciones sobre suelos himedos, en regiones aledafas
a las poblaciones silvestres donde las condiciones son mds
favorables, los individuos alcanzan tallas mayores a 60 cen-
timetros de didmetro de la base del tallo y de 250 a 350 cen-
timetros de altura en un periodo de 12 afios. La propagacion
via semillas in situ es la mejor alternativa de conservacion,
debido a que esto implica conservacion de diversidad gené-
tica; sin embargo, es necesaria la aplicacion de métodos ex
situ que se complementen las estrategias de conservacion.
Desde la década de 1960, la formulacion del medio de
cultivo MS desarrollado por Murashige y Skoog (1962) y, el
mejoramiento de las técnicas de cultivos vegetales in vitro,
propiciaron el incremento de estudios realizados con la fi-
nalidad de resolver algunos problemas de biologia basica en
especies agricolas, horticolas y forestales (Thorpe, 2006),
en las que se buscaba establecer patrones celulares, genera-
cion de sistemas de multiplicacion masiva, clonacion, me-
joramiento, plantas libres de virus asi como conservacion y
almacenamiento de germoplasma, entre otros (Murashige,
1978; Thorpe, 2006). El uso de las técnicas de cultivo in
vitro con fines de conservacion ha cobrado poco a poco im-
portancia; de acuerdo a Sarasan ef al. (2006), en los afios de
1995 a 2005, atn eran muy pocos los trabajos existentes, al
respecto. Una de las ventajas del cultivo in vitro, radica en
que es un proceso que no requiere de nuevo material bio-
l6gico de campo cuando ya se tiene tejido u érganos bajo
reproduccion continua, por lo que el cultivo de tejidos ve-
getales es una herramienta que se puede aplicar como al-
ternativa de conservacion. En México, entre los primeros
trabajos de micropropagacion en especies amenazadas estd
el de Mammillaria san-angelensis, especie endémica de El
pedregal de San Angel, ciudad de México, para la cual se
usaron como explantes segmentos de tallos con yemas axi-
lares para inducir la formacién de muiltiples brotes al adi-
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cionar la citocinina benciladenina (BA) al medio de cultivo
(Martinez-Vdzquez y Rubluo, 1989; Rubluo et al., 1993).
La BA también se utiliz6 en la multiplicacion in vitro de
orquideas en peligro de extincién, donde ademds de indu-
cir la germinacion asimbidtica en tejidos somdticos genero
muiltiples brotes (Rubluo et al., 1993). En este estudio se
generaron plantas que fueron introducidas en su ambiente
natural.

Existen pocos trabajos de micropropagacion realizados
con especies del género Beaucarnea. Por ejemplo, en B.
recurvata, B. gracilis y B. goldmanii se indujo la organo-
génesis somadtica a partir de pldntulas a las que se les es-
cindieron las hojas y raices pero conservando el dpice me-
ristemadtico (dpices de tallo) y adicionando BA al medio de
cultivo (Samyn, 1997; Osorio-Rosales y Mata-Rosas, 2005;
Reyes et al., 2013). No hay antecedentes de algin trabajo
de micropropagacion realizado con B. inermis; un estudio
de este tipo es necesario para complementar la informacion
disponible al momento, con la finalidad de generar un siste-
ma eficiente que pueda ser aplicado a un mayor nimero de
especies que tengan los mismos problemas de conservacion
y con caracteristicas de desarrollo similares.

El objetivo del presente trabajo fue establecer métodos
eficientes de propagacion masiva que puedan ser utilizados
en la industria horticola como coadyuvante en la disminu-
cion de la presion de la sobre colecta de semillas y plantas
de poblaciones silvestres de Beaucarnea inermis, especie
amenazada de extincion. Por lo anterior, se evalué la micro-
propagacion via organogénesis y embriogénesis somdtica
directa e indirecta a partir de dpices de tallos y segmentos de
hojas. Ademds de evaluar la aclimatacion y supervivencia
en invernadero de las plantas generadas a partir del cultivo
in vitro.

Materiales y métodos

Colecta de semillas. En 2009 se tomaron los frutos madu-
ros de seis plantas de Beaucarnea inermis, seleccionadas al
azar, en la selva baja caducifolia del Municipio de Ocampo,
Tamaulipas, México. En el laboratorio, se abrieron los fru-
tos y se les extrajeron las semillas, cada fruto contenfa entre
dos y tres semillas. Las semillas se limpiaron y almacenaron
en condiciones de refrigeracion dentro bolsas de papel hasta
su posterior uso.

Germinacion in vitro y condiciones de cultivo. Con la fi-
nalidad de obtener explantes asépticos para la induccion
de embriogénesis y organogénesis, se obtuvieron pldntulas
generadas a partir de la germinacion in vitro. Por lo que en
frascos de vidrio de 125 ml de capacidad, con 30 ml de me-
dio de cultivo MS basal (Murashige y Skoog, 1962) en su
interior, se sembraron seis semillas; en total se tenian 144
semillas en 24 frascos. Antes de sembrar las semillas en el
medio, se desinfectaron: primero se lavaron con agua co-

Botanical Sciences 93 (2): 221-230, 2015

rriente por 30 min, después se sumergieron en alcohol etili-
co al 70% por un min y finalmente, con una solucion al 30%
v/v de blanqueador comercial (hipoclorito de sodio, 6% de
cloro activo) durante 30 min. Con la finalidad de eliminar
trazas de las soluciones utilizadas durante la desinfeccion,
las semillas se enjuagaron en tres ocasiones con agua desti-
lada esterilizada.

El medio basal MS fue suplementado con 100 mg L™
de mio-inositol, 4 mg L' de tiamina-HCI, 30 g L' de sa-
carosa y 8 g L' de agar (agar-agar Sigma A-1296, Plant
Tissue Culture grade). Antes de adicionar el agar, el pH del
medio fue ajustado a 5.7 con KOH y/o HC1 0.1 N, con un
potenciometro digital (Fisher Scientific, AB15, E.U.). Los
medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave vertical
(Felisa FE399), a 1.7 kg cm™, 120 °C por 15 min. Los fras-
cos con las semillas cultivadas fueron incubados bajo las
condiciones descritas abajo. La germinacion se estandarizo
a los 30 dfas.

En todos los experimentos realizados en esta investiga-
cién se utilizaron frascos con las mismas caracteristicas de
capacidad (125 ml) y contenido de medio de cultivo (30 ml);
asimismo, casi todos los cultivos fueron incubados bajo las
mismas condiciones ambientales (temperatura de 27 °C,
fotoperiodo de 16 h luz con una intensidad de 45 ymol m?
s'y 8 h de oscuridad); la luz fue suministrada por ldmparas
de luz blanca-fria fluorescente. Si las condiciones de incu-
bacidn son diferentes, se sefiala a lo largo del texto.

Explantes utilizados. Cuando las pldntulas generadas in vi-
tro alcanzaron 90 dfas de edad se disectaron y de las hojas
desprendidas se tomaron tres tipos de explantes: (1) el dpi-
ce, (2) la parte media, y (3) la base, que es el segmento que
sujeta a la hoja alrededor del tallo de la planta; cada segmen-
to tenfa aproximadamente 1 cm de longitud. El otro tipo de
explante utilizado fue (4) el dpice de tallo (3 x 3-5 mm de
largo), que resulté de retirar las raices y hojas de la planta.
Ademds, se utilizaron (5) fragmentos de callo (aproximada-
mente 1 cm®) que se generaron del cultivo inicial de dpices
de tallo y de 3 a 4 subcultivos posteriores cada seis semanas.
Para la generacidn del callo se usaron, de manera indepen-
diente, dos medios de cultivo diferentes, cada uno con una
finalidad especifica: para induccion de organogénesis se uso
el medio MS con 2 mg L' de 6-benciladenina (BA), y para
induccidn de embriogénesis somdtica se utilizé el medio B5
(Gamborg et al., 1968) con 0.5 mg L' de cinetina (KIN) y
4 mg L' de dcido 2.,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). Ambos
medios fueron suplementados con los mismos nutrimentos
y en las mismas cantidades del medio MS utilizado para la
germinacion in vitro.

Embriogénesis somdtica indirecta. Los cinco tipos de ex-
plantes fueron cultivados de manera independiente en me-
dio B5 modificado con diferentes concentraciones de diver-
sas fitohormonas. Los segmentos de hoja se cultivaron en
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presencia de 0, 0.5, 1,2,4 y 8 mg L'! de 2,4-D en combi-
nacién con 0, 0.5 y 1 mg L' de KIN, teniendo un total de
18 tratamientos para cada tipo de explante de hoja; cada
tratamiento con seis réplicas; ademds, por réplica (frasco)
se sembraron dos segmentos. Se probaron dos fotoperiodos
durante la incubacién: (1) 16 h luz y 8 h oscuridad y (2) 24
h oscuridad. Los frascos se mantuvieron en cultivo por 24
semanas.

Los resultados previos obtenidos en hoja, donde se for-
maron raices adventicias en fotoperiodo con luz y embrio-
nes adventicios en fotoperiodo de oscuridad, permitieron
decidir que los siguientes cultivos se incubaran bajo condi-
ciones de oscuridad total.

Los dpices de tallo se cultivaron en medio modificado
con2,4,6y 8 mg L' de 2,4-D en combinacién con 0 y
0.5 mg L' de KIN, teniendo ocho tratamientos con cuatro
réplicas y dos explantes por frasco de cultivo, incubados en
condiciones de oscuridad por 24 semanas.

Los fragmentos de callo se cultivaron en presencia de 2 mg
L'de24-Dy0.5 mgL'de KIN, con un control sin hor-
monas y, ademds, se explord el efecto de la sacarosa, por lo
que se probaron las concentraciones 40, 60 y 80 g L"'[AR2].
Cada tratamiento con 12 repeticiones incubado en oscuridad
durante 12 semanas.

Para la evaluacion del nimero de embriones somadticos
producidos en los diferentes tratamientos, se realizaron con-
teos de las estructuras embrionarias surgidas en la superficie
del callo. También se estim la proliferacion de callo en vo-
lumen sobre la superficie del medio de cultivo, por lo que se
establecieron las siguientes categorias de evaluacion: +++
> 2 cm’; ++ = 0.5-1.9 cm?®; +: < 0.5 cm?. Previo al conteo
y las estimaciones, cada fragmento de callo fue depositado
en una caja de Petri de 100 x 15 mm, estéril y desechable
para evitar su contaminacion. Las observaciones se hicie-
ron con ayuda de una lupa y un microscopio estereoscopico
marca Zeiss Stemi 2000[AR3] (E.U.), siguiendo el método
utilizado por Martinez-Palacios et al. (2003) en Agave vic-
toriae-reginae. Terminadas las observaciones, los explantes
se regresaron a los frascos de donde fueron extraidos.

Organogénesis indirecta y directa. Los cinco tipos de ex-
plantes fueron cultivados de manera independiente en me-
dio MS modificado con diferentes concentraciones de fito-
hormonas. Los tres tipos de explantes de hoja se utilizaron
para inducir la organogénesis indirecta, por lo que se culti-
varon en medio modificado con 0, 0.1 y 0.5 mg L™ de dcido
naftalen-acético (ANA) en combinacion con 0, 2, 4 y 6 mg
L' de BA, teniendo 12 tratamientos con seis réplicas cada
uno y en cada réplica se cultivaron dos segmentos. La eva-
luacion se realizo a las 22 semanas desde el cultivo.

Los dpices de tallo se utilizaron para inducir organogé-
nesis directa y se cultivaron en medio modificado con BA,
probando las concentraciones 0, 2, 4 y 8 mg L. Cada tra-
tamiento con 15 repeticiones y en cada una se cultivé un
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explante. La evaluacidn se realizé a las ocho semanas de
cultivo.

Los fragmentos de callo fueron usados para explorar la
induccidn de brotes adventicios, por lo que se cultivaron en
medio modificado con 2 'y 3 mg L' de BA en combinacién
con 0y 0.1 mg L' de ANA, y su réplica sin fitohormonas.
La evaluacidn se realizé a las ocho semanas posteriores al
cultivo. La cantidad de callo por la via organogénica se esti-
mo6 de la misma forma que se describi6 para la embriogéne-
sis somadtica.

Germinacion de embriones somdticos. Los embriones so-
madticos se separaron del callo inductor y se subcultivaron
en medio B5 basal para inducir la germinacidn y el desarro-
llo de pldntulas. Los cultivos se incubaron durante 45 dfas,
los primeros 15 dias se mantuvieron a una intensidad lumi-
nosa de 16 pmol m? s”!, incrementdndose cada 15 dias a 45
y 80 pmol m? s,

Enraizamiento in vitro de brotes adventicios. Los brotes ge-
nerados a través de la organogénesis somdtica se individua-
lizaron y se cultivaron en medio MS modificado con 0, 0.5 y
1 mg L' de dcido indol-3-butirico (IBA), incubados por 60
dfas bajo un fotoperiodo de 16 h luz, los primeros 30 dias a
una intensidad luminosa de 45 pmol m? s, incrementando
a 80 ymol m? s los tltimos 30 dias. Para evaluar el enrai-
zamiento, se midio y sumé la longitud de todas las raices de
cada planta.

Establecimiento ex vitro de pldntulas en condiciones de
invernadero. Las plantulas derivadas de la embriogénesis
somdtica y de la organogénesis se establecieron en un inver-
nadero. Sin embargo, por haber un desfase en los tiempo de
produccidn solo se evalud la supervivencia de las pldntulas
derivadas de la organogénesis directa sometidas a diferentes
tratamientos de enraizamiento (control y con AIB[AR4]).
Se seleccionaron 81 pldntulas enraizadas con caracteristi-
cas morfoldgicas similares; se lavaron en agua corriente
para eliminar los restos del medio de cultivo y después se
sembraron en charolas que contenian una mezcla de sustra-
to estéril (en autoclave a 1.7 kg cm?, 120 °C por 30 min),
conformado por tierra de bosque, perlita y arena en iguales
proporciones. Las charolas con pldntulas se transportaron al
invernadero y durante 30 dias se mantuvo el sustrato con una
humedad relativa de 60-80%; durante este periodo se aplicd
una solucién de Captan (2%) cada cinco difas para evitar
la contaminacion por hongos, posteriormente la humedad
relativa se redujo al 50%. La supervivencia se evalud a los
90 dias del establecimiento de las pldntulas en el sustrato.
Posteriormente, para seguir con su desarrollo, las pldntulas
se individualizaron y trasplantaron en bolsas de pldstico de
15 x 20 cm a los 180 dfas desde el inicio del experimento.
Un esquema del método se presenta en la figura 1.
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Figura 1. Método utilizado para la micropropagacion de Beaucarnea inermis via organogénesis y embriogénesis somdtica directa. A partir
de la germinacidn in vitro se obtuvieron pldntulas de las que se tomaron cinco tipos de explantes, que se sometieron a diferentes tratamien-
tos hormonales. Las pldntulas obtenidas se establecieron en invernadero.

Andlisis estadistico. Se utilizé un disefio completo al azar.
Los datos generados de los diversos tratamientos se anali-
zaron de forma separada mediante un ANOVA de una via,
seguido de la prueba pos hoc de comparaciones multiples
Tukey-Kramer HSD (Honestly Significant Difference, por
sus siglas en inglés), para verificar el efecto de los trata-
mientos en la generacion de embriones somadticos, brotes,
la longitud de raiz y supervivencia de las pldntulas ex vitro.
Los andlisis fueron realizados con el programa estadistico
SAS (SAS, 2000).

Resultados

Germinacion de semillas in vitro. Después de 30 dias de
haber sembrado las semillas de Beaucarnea inermis, se re-
gistro 92% de germinacidn, y se produjeron plantulas que a
los 90 dias se caracterizaron por la presencia de raices y de
4 a 6 hojas.

Embriogénesis somdtica indirecta. En todos los explantes
de hoja, cultivados en presencia de 2,4-D e incubados en
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luz, se observo la formacion de callo en menos del 5% de
los fragmentos sembrados; ademds, desde el inicio de su
formacion este tenia un alto grado de necrosis, por lo que
solo se realizaron las evaluaciones en los tratamientos que
fueron incubados en oscuridad. En el explante de dpice y
parte media de hoja la respuesta fue escasa e insignificante,
con presencia de alto porcentaje de necrosis, por lo que tam-
bién se descarto el registro. En los explantes basales de hoja
incubados en oscuridad se observo la generacion de callo
(Figura 2A) y posteriormente la formacion de embriones so-
bre su superficie. El andlisis estadistico registré diferencias
significativas (P < 0.0001) en el nimero de embriones so-
mdticos producidos en los diferentes tratamientos aplicados.
En el tratamiento 0.5 mg L' de KIN y 2 mg L' de 2,4-D se
generd el mayor nimero de embriones: 2.2 fue el promedio
por segmento (Cuadro 1, Figura 2C).

En dpices de tallo, la formacién de embriones somdti-
cos entre los diferentes tratamientos fue significativamente
diferente (P < 0.0001). La mayor respuesta en cuanto a la
formacion de embriones y volumen de callo se registré en
presencia de 0.5 mg L' de KIN + 4 mg L' de 2,4-D, gene-
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Cuadro 1. Efecto inductor de 2,4-D y KIN en tres diferentes explantes de Beaucarnea inermis, para el desarrollo de callo y de embriones soma-
ticos. Cultivo en oscuridad; evaluacion en bases de hojas y dpices de tallo a 24 semanas. El cultivo del callo se gener6 de apice de tallo en B5
con 0.5 mg L KIN 'y 4 mg L 2,4-D. Sac = sacarosa, ES = embriogénesis somatica, D.E. = desviacién estdndar. ANOVA, solo los tratamientos
con respuesta fueron incluidos en el cuadro. Diferentes letras en la columna HSD indican diferencia significativa, P < 0.0001 en los tres tipos de

explantes. +++: =2 cm?; ++: 0.5-1.9 cm?; +: < 0.5 cm’.

KIN (mg L") 2,4-D (mg L") Sac (g L) N Media ES = D.E. HSD Callo’
Base de hoja

0.5 2.0 30 12 22+1.1 a ++
0.5 1.0 30 12 1.0+£0.9 b ++
0.0 2.0 30 10 0.8+0.8 bc +
1.0 2.0 30 11 0.6 £0.5 bed +
1.0 8.0 30 10 0.5+0.7 bed +
0.5 4.0 30 10 0.4+0.5 bed +
1.0 1.0 30 10 0.4+0.7 bed +
0.0 1.0 30 10 03 +0.7 bed +
0.5 0.5 30 12 03 +0.5 bed +
0.0 8.0 30 8 03 +0.5 bed +
1.0 4.0 30 9 02+04 bed +
1.0 0.5 30 10 02+04 bed +
0.0 4.0 30 11 0.1+03 cd +
Apice de tallo

0.5 4.0 30 6 6.8 +3.8 a +++
0.5 2.0 30 6 27+1.2 b ++
0.0 8.0 30 8 1.6 £0.9 b ++
0.5 8.0 30 8 1.4+£05 b +
0.0 4.0 30 8 1.1+£0.6 b ++
0.5 6.0 30 8 1.0+ 1.1 b +
0.0 2.0 30 6 0.8+0.8 b

0.0 6.0 30 6 0.8+0.4 b +
Callo

0.5 2.0 60 12 3.6+3.0 a ++
0.5 2.0 40 8 28+1.2 a ++
0.5 2.0 80 10 1.6 1.1 ab +
0.0 0.0 60 8 0.0+0.0 a

rando un promedio de 6.8 embriones por dpice (Cuadro 1,
Figura 2D).

Las réplicas de cultivo de base de hoja y de dpice de tallo,
que fueron incubadas en presencia de luz en medio B5 con
la adicidn de 2,4-D generaron callo (Figura 2A) y, posterior-
mente, de este surgieron raices adventicias cortas y gruesas
(Figura 2B). Datos no evaluados integrados en este trabajo.

Organogénesis indirecta y directa. La formacion de brotes
adventicios en el segmento basal de hoja entre tratamientos
fue significativo (P < 0.0001). Los valores mds altos (2.7 y
2.8 brotes por explante) se registraron con 2 mg L' de BA
+0.5mgL"'de ANAyen 6 mgL'de BA+0.5mgL"'de
ANA, respectivamente (Cuadro 2). La mejor respuesta de
induccion de callo también se vio reflejada con la mayor
respuesta a la formacidn de brotes.

En dpices de tallo se registraron diferencias entre trata-
mientos (P < 0.0001). La mayor respuesta de formacion
de brotes adventicios (15.7 brotes por dpice; Figura 2E), se
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presentd cuando el medio contenia 2 mg L' de BA; esta
concentracion de fitohormona también favorecié la mayor
induccion de callo (Cuadro 2).

Los cultivos de callo para la formacién de brotes adventicios
fue significativo (P = 0.006), se registraron hasta 11.3 brotes
por segmento de callo cuando el medio contenia 2 mg L' de
BA (Figura 2F); de igual forma, ese fue el tratamiento que re-
gistré la mayor formacién de callo (Cuadro 2). No se observé
un efecto claro de la sacarosa en la formacion de brotes.

Germinacion de embriones somdticos. El 91% de los em-
briones somdticos cultivados derivé al desarrollo a planta
(Figura 2G) y el 9% se desdiferencid a callo.

Enraizamiento in vitro de brotes adventicios y de induccion
directa del dpice de tallo. En todos los tratamientos se ob-
servo la formacién de raices; sin embargo, la mayor res-
puesta se presentd en los tratamientos con 0.5y 1 mg L' de
AIB (Cuadro 3).
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Figura 2. Micropropagacion de Beaucarnea inermis. A) Induccion de callo en segmentos de hoja basal. B) Efecto del 2,4-D en callos

de dpice de tallo en presencia de luz, se observan raices adventicias, en las jévenes y delgadas con pelos absorbentes. C) Embriogénesis

somdtica de callo de hoja basal en ausencia de luz. D) Embriogénesis somdtica indirecta de dpice de tallo. E) Miiltiples brotes en dpices de

tallo. F) Brotes adventicios de callo derivado de dpice de tallo en presencia de 2 mg L' de BA. G) Enraizamiento y desarrollo de brotes in

vitro. H) Establecimiento y desarrollo bajo condiciones de invernadero a los 90 dfas. I) Establecimiento y desarrollo bajo condiciones de
invernadero a los 180 dfas. Barra en cultivo in vitro indica 1 cm.

Adaptacion de plantas en condiciones de invernadero. La
supervivencia de plantas fue mayor del 96% y no se obser-
varon diferencias significativas entre las enraizadas en me-
dio bdsico y con AIB (Cuadro 3). Las plantas alcanzaron el
estado juvenil después de 180 dfas de cultivo bajo condicio-
nes de invernadero, y el 100% registré el ensanchamiento
de la base del tallo o en forma de “cebolla” tipica de estas
plantas (Figura 2I).

Discusion

En este estudio se observaron altos porcentajes (92%) de
germinacion in vitro en las semillas de Beaucarnea inermis.
También bajo condiciones in vitro otros autores han regis-
trado resultados similares (> 89%) para B. gracilis y B. re-
curvata (Osorio-Rosales y Mata-Rosas, 2005; Reyes et al.,
2013). Por otro lado, en un estudio de germinacion in vivo
realizado en B. gracilis, el porcentaje mds alto registrado
fue de 74% (Flores y Briones, 2001). Los altos porcentajes

Botanical Sciences 93 (2): 221-230, 2015

de germinacién observados in vitro podrian ser el resulta-
do del suministro en cantidades Sptimas y constantes de
los factores ambientales mds importantes en el proceso de
germinacién, como la humedad, temperatura, fotoperiodo,
intensidad luminosa y nutrimentos (Baskin y Baskin, 1998).
Una de las ventajas mds importantes de las técnicas de cul-
tivo in vitro es el control sobre los factores externos que
determinan diferentes procesos fisioldgicos. Golubov et al.
(2007) reportaron porcentajes mayores al 80% de germina-
cion in vitro en semillas de B. recurvata que permanecieron
almacenadas durante seis afios en condiciones de baja tem-
peratura (6 °C) y baja humedad relativa (en deshidratacidn
con silica gel). Bajo estas mismas condiciones de alma-
cenamiento se documentd que las semillas de Agave vic-
toriae-reginae pueden permanecer viables y sin variacion
en el porcentaje de germinacion (96%) por mds de 15 afios
(Sierra.Yxta, 2009; Martinez-Palacios y Eguiarte, 2011). La
germinacidn in vitro aunada al almacenamiento de semillas
bajo condiciones especificas podrian presentarse como una
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Cuadro 2. Efecto inductor de BA'y ANA en tres diferentes explantes de
Beaucarnea inermis, para el desarrollo de callo y de brotes. Cultivo en
fotoperiodo de16h luz; evaluacién en base de hoja a las 22 semanas;
apice de tallo respuesta a las 8 semanas. El cultivo de callo se gener6
de dpice de tallo en medio MS con 2mg L' BA. D.E. = Desviacién Es-
tandar. Diferentes letras en la columna HSD indican diferencia signifi-
cativa, P< 0.0001 (base de hoja y dpice de tallo), P = 0.006 (callo). Para
callo: +++: =2 cm?; ++: 0.5-1.9 cm?’; +: < 0.5 cm?; -: ausencia.

BA ANA N Media brotes HSD Callo"
mg L mg L' +D.E.

Base de hoja

6 0.5 9 28+2.6 +++
2 0.5 11 2712 ++
6 0.1 8 1.8+1.2 ab ++
4 0.5 9 1.7+0.7 ab ++
4 0.1 7 1.1+£0.7 abc +
6 0.0 10 0.9+09 bc +
2 0.1 10 0.0+0.0 [¢ -
4 0.0 12 0.0+0.0 C -
2 0.0 12 0.0+0.0 [¢ -
0 0.0 10 0.0+0.0 [¢ -
0 0.5 12 0.0+ 0.0 [¢ -
0 0.1 12 0.0+0.0 ¢ -
Apice de tallo

2 0.0 15 15.7 +4.4 a +++
4 0.0 10 40+29 b +++
0 0.0 8 1.3+14 b ++
8 0.0 9 0.2+0.4 b +
Callo

2 0.0 35 11.3+£8.9 a +++
2 0.1 18 54+22 b ++
0 0.0 33 3.1+5.7 b +
3 0.1 20 31+1.8 b +
3 0.0 18 >29+23 b +

alternativa de manejo en programas de conservacion de es-
pecies, como lo han propuesto Golubov et al. (2007) para
agavdceas y nolindceas.

La capacidad embriogénica de un cultivo depende de las
caracteristicas genéticas, el estado fisioldgico y la edad de
la planta donadora de los explantes (Gaj, 2004); asi como
del balance en la concentracién de fitohormonas y las condi-
ciones de incubacion (Villalobos y Thorpe, 1991[ARS]). Sin
embargo, se ha considerado que el factor mds importante es
el tipo de explante utilizado (Gaj, 2004). Para la induccion
de la embriogénesis somadtica se han utilizado diversos tipos
de explantes como: fragmentos de plantulas, peciolos, hojas,
meristemos, semillas, cotiledones, raices y embriones cig6-
ticos inmaduros. Los embriones cigéticos inmaduros han
resultado ser muy efectivos en especies en las que no se ob-
servo la induccion embriogénica con otro tipo de explantes
(Raemakers et al., 1995; Gaj, 2004). En el caso de Beaucar-
nea inermis, los explantes utilizados provenian de hojas de
pléntulas, de las tres partes de hoja probadas (base, media y
dpice), la base presentd la mejor respuesta. En numerosos es-
tudios se ha registrado la eficacia en la induccién de embrio-
génesis somdtica utilizando hojas como explantes; sin em-
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Cuadro 3. Efecto de IBA en la formacién y crecimiento de raices en
brotes de Beaucarnea inermis y sobrevivencia de plantulas en inver-
nadero. N =27, enraizamiento in vitro. Resultado a las cuatro sema-
nas de cultivo in vitro. D.E. = Desviacién Estandar. Diferentes letras
indican diferencia significativa en la columna HSD, P < 0.0001. '90
dias después de establecidas bajo condiciones de invernadero, sin
diferencia significativa.

IBA Brotes con Media de HSD N Sobre-
(mg.I") raiz (%) longitud de vivencia
raiz (mm) ex vitro'
+ D.E. (%)
1.0 96.3 11.6 £+ 9.6 a 26 100
0.5 96.3 8.6 +5.9 a 26 100
0.0 92.6 3.2+0.6 b 25 96

bargo, en este estudio se encontrd que no todas las partes de
la hoja tienen la misma capacidad embriogénica. Rodriguez-
Garay et al. (1996) reportaron la induccién de embriogénesis
somdtica en Agave victoriae-reginae utilizando segmentos
de hoja basal como explantes en medio suplementado con
2, 4-D; sin embargo, los resultados fueron diferentes cuando
se utilizaron hojas completas de pldntulas generadas in vitro,
en este caso se observé la formacion de callo con nédulos en
su superficie (Martinez-Palacios et al., 2003); por lo que los
explantes provenientes de hoja, particularmente del drea de
la hoja unida al tallo, parecen ser los que muestran la mayor
respuesta de embriogénesis somdtica.

La presencia de luz en 1la morfogénesis in vitro puede dar
una respuesta contrastante con relacién a cuando estd au-
sente. La interaccién de la luz y 2,4-D en los explantes de
Beaucarnea inermis indujo la formacién de callo y poste-
riormente la formacidn de raices adventicias, con pelos ab-
sorbentes en las raices jovenes y delgadas. En contraste, la
incubacion en oscuridad indujo en el callo la formacién de
embriones somdticos. El efecto de la luz en interaccién con
auxinas en la induccién de formacién in vitro de raiz ha sido
reportado para otras especies (Zimmerman, 1984; Hansen,
1987[ARG6]; van der Krieken ez al., 1992); empero, la razén
de la respuesta observada atin se desconoce. A diferencia de
nuestros resultados, en Agave victoriae-reginae, la presen-
cia de luz y 2,4-D no indujo la formacién de raices adventi-
cias en el cultivo de callo y tampoco afecté a la formacion
de embriones somaticos adventicios (Martinez-Palacios et
al., 2003). La diferencia en la respuesta morfogenética con
luz y en oscuridad observada en B. inermis parece ser espe-
cifica; no obstante, es recomendable que esto sea evaluado
con otras especies del mismo género.

La adicion de BA en el medio de cultivo sola o en com-
binacion con bajas concentraciones de ANA, promovio el
desarrollo de brotes adventicios en hojas, callo y en dpices
de tallo de Beaucarnea inermis, resultados similares repor-
taron Osorio-Rosales y Mata-Rosas (2005) en B. recurvata
y, Reyes et al. (2013) en B. goldmanii, B. gracilis y B. re-
curvata al adicionar BA al medio de cultivo. Asimismo, en
muchas especies horticolas y de interés econdmico, como
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orquideas, se ha utilizado la BA para inducir la formacién
de brotes adventicios. La BA pertenece al grupo de las ci-
tocininas, que son las hormonas clave para la induccién de
brotes en diversos tejidos y 6rganos, como hojas, raices,
médula y cotiledones, en combinacién con las auxinas, es-
timulan la formacion de callo (Howell ef al., 2003). La BA
también se ha utilizado con fines de conservacion en Agave
victoriae-reginae, donde indujo la organogénesis somadtica
en tallos (Martinez-Palacios et al., 2003). Por lo que la BA
se presenta como un potente inductor de brotes ya probado
en diversas especies y que puede ser aplicado en B. inermis
como una estrategia en los protocolos de conservacion.

La adicion de AIB al medio de cultivo favoreci6 la forma-
cion de raices en brotes de Beaucarnea inermis; sin embar-
go, en el tratamiento sin fitohormonas también se observo
la formacion de raices aunque en menor proporcion. Estos
dltimos resultados coinciden con lo registrado en B. gracilis
y B. recurvata, donde se observo el enraizamiento de mds
del 60 y 80% de los brotes cultivados en medio MS sin la
aplicacion de fitohormonas (Samyn, 1997; Osorio-Rosales
y Mata-Rosas, 2005). En Opuntia sp., la adiciéon de AIB
acelerd la formacion de raiz en los explantes (Escobar et al.,
1986). A pesar de los mejores resultados observados en B.
inermis, en cuanto a la formacidn de raices con la aplicacion
de AIB, es recomendable usar las concentraciones mds bajas
donde se registre el inicio del efecto, esto tendrd que ajustar-
se a cada especie para evitar desarrollos fisiolégicos anor-
males de raices y plantas (Martinez-Palacios et al., 2003).
Aunque las fitohormonas no son caracterizadas por inducir
mutaciones, su uso en altas concentraciones acelera los pro-
cesos de divisidn celular, en los cuales se pueden generar
variaciones genéticas (George et al., 2008). En Bletia urba-
nay en otras orquideas, al utilizar ANA en concentraciones
que van de 1 mg L' o mayores, se ha observado la induccién
de raices morfolégicamente anormales con epidermis lisas y
sin pelos absorbentes, que son poco funcionales durante su
establecimiento en suelo. De acuerdo a Martinez-Palacios
(1991), este problema se resuelve cuando en su nuevo am-
biente, de la base del tallo de la planta se generan nuevas rai-
ces. En Agave victoriae-reginae, la aplicacion de la citocini-
na BA en concentraciones de 2 mg L' o mayores durante el
desarrollo de plantulas in vitro, era notable la produccion de
hojas mds cortas y anchas en relacion con los cultivos de los
tratamientos de control (Martinez-Palacios, 1998; Martinez-
Palacios et al., 2003).

Conclusiones

Los resultados generados en Beaucarnea inermis muestran
que el establecimiento de plantas via organogénesis y em-
briogénesis somdtica, pueden ser implementadas en princi-
pio de manera exploratoria, evaluando costos y beneficios
como un protocolo que podria satisfacer las demandas co-
merciales actuales. Se debe tomar en cuenta que los tiempos

Botanical Sciences 93 (2): 221-230, 2015

y costos de produccidn de plantas in vitro se reducen consi-
derablemente cuando se cuenta con material vegetal en pro-
ceso de multiplicacién o con respuesta morfogénica induci-
da. El uso industrial de esta técnica y el control mds estricto
en los sistemas de manejo o saqueo de material bioldgico en
poblaciones silvestres evitard la extincidn de la especie.
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