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Resumen

Lippia graveolens u orégano mexicano, es una planta de importancia econémica y la recoleccién
del follaje se realiza principalmente de poblaciones naturales. La micropropagacion propone una
alternativa para la produccion de material, con alta calidad fitosanitaria y propagacion en menor
tiempo de individuos seleccionados por sus caracteristicas de valor comercial. El objetivo de este
trabajo fue establecer un protocolo para la propagacion in vitro de Lippia graveolens. La
investigacion se realizo en el afio 2018-2019. El establecimiento se logré con segmentos nodales
en medio basal MS, en esta etapa se recuperd 57.32% de explantes axénicos. Para la etapa de
propagacion se adiciond al medio MS cuatro concentraciones (0, 1, 2 y 3 mg L?) de
bencilaminopurina (6-BAP), se evalué numero de brotes y altura de plantula, los mejores resultados
en la multiplicacion se lograron con 3 mg L de 6-BAP, obteniéndose 40.35 brotes por explante.
La longitud de brote fue mayor en los tratamientos sin reguladores de crecimiento. Para el
enraizamiento, se ensayd con tres concentraciones (0, 0.1, 0.3 y 0.5 mg L) de auxinas (acido indol
acetico y acido indol butirico) y se evalu6 el porcentaje de enraizamiento y la longitud de la raiz
obteniéndose igual resultado con y sin reguladores auxinicos. En la fase de aclimatacion se evaluo
el fotoperiodo (16 h 'y 24 h) con y sin micorrizas (Glomus intraradicens). El mejor tratamiento se
obtuvo con 24 h luz y con adicion de micorrizas con un 86.11% de supervivencia.
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Introduccion

Los recursos forestales no maderables (RFNM) presentan una importancia, ecologica, econémica
y cultural de las comunidades indigenas y rurales de nuestro pais. La colecta de estos recursos
puede tener efectos negativos asociados al nivel de abundancia o pérdida de la biodiversidad. Por
lo tanto, es necesario la bdsqueda de nuevas estrategias de manejo sustentable que permitan
minimizar el impacto. Se ha observado, que la produccién especializada de RFNM en un sistema
agroforestal con mayor compromiso ecoldgico, favorece resultados ambientales y de subsistencia
(Kusters et al., 2006).

El orégano es un RFNM de distribucién mundial, el cual esta representado principalmente por dos
especies: Origanum vulgare (Lamiaceace), nativo de Europa y Lippia graveolens (Verbenaceae),
originario de América. La produccion global del orégano es estimada en alrededor de 15 000 t,
siendo Turquia el principal productor seguido de Meéxico (Garcia-Pérez et al., 2012). L. graveolens
conocida como orégano mexicano es una planta aromatica nativa del Sureste de EUA, México,
Guatemala, Nicaragua y Honduras (Martinez-Rocha et al., 2008) pertenece a la familia
Verbenaceae.

Su aprovechamiento implica la remocion de hojas y tallos (Ocampo-Velazquez et al., 2009;
Granados-Séanchez et al., 2013). Debido a su alto contenido de aceite esencial, el orégano es
frecuentemente usado como sazonador en preparacion de comida y como planta medicinal, es
usada para tratar dolores de cabeza, reumaticos y como diurético (Laferriere et al., 1991; Marques
et al., 2009).

El timol y carvacrol son dos de los compuestos activos del aceite esencial obtenido del orégano
mexicano. Estos compuestos son de interés especial por sus propiedades antimicrobianas contra
especies de Vibrio, muestra efecto antimicotico contra F. oxysporum en semillas de tomate y es
acaricida contra Rhipicephalus microplus (Paredes-Aguilar et al., 2007; Cueto-Wong et al., 2010;
Martinez-Velazquez et al., 2011) y antioxidantes (Dunford y VVazquez 2005; Avila-Sosa et al., 2010).

En el estado de Coahuila el aprovechamiento de L. graveolens se realiza en ocho municipios; sin
embargo, es en la region sureste del estado, en los municipios de Parras de la Fuente, General
Cepeda y Ramos Arizpe, donde se obtiene la mayor produccién y se genera anualmente un
promedio 700 t de hoja seca (Villavicencio-Gutiérrez et al., 2010). Se extrae principalmente de
poblaciones naturales y su aprovechamiento coincide con la floracion y altera la formacién de
frutos y semillas (Ocampo-Velazquez et al., 2009).

Con el paso del tiempo la recoleccion de plantas puede disminuir el tamafio y densidad poblacional,
asi como la reduccién de la diversidad genética en las zonas de aprovechamiento, por lo tanto,
surge la necesidad de optimizar un protocolo de propagacion que permita la propagacion masiva
de individuos de alta calidad fitosanitaria, ademas de presentar caracteristicas quimiotipicas
deseables, mediante herramientas biotecnologicas.

El primer protocolo de propagacion en L. graveolens fue realizado por Castellanos-Hernandez et

al. (2013) quienes emplearon semilla para generar plantas in vitro de las cuales obtuvieron
explantes para la induccion de brotes via organogenesis directa de yemas axilares ero al provenir
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de semillas presentan alta variabilidad en la concentracion de timol y carvacrol, lo cual repercute
en su rendimiento y calidad (Soto et al., 2007). El objetivo del presente trabajo fue optimizar un
protocolo de propagacion in vitro de la especie L. graveolens mediante cultivo de segmentos
nodales.

Materiales y métodos

La presente investigacion se realizd en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del
Departamento de Fitomejoramiento de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, en
Saltillo Coahuila.

Material vegetal

Los explantes fueron colectados de plantas sembradas de una plantacién comercial de dos afios,
situada en la localidad de EI Amparo (La Pefia) municipio de Parras de la Fuente, Coahuila.

Etapa 1. Establecimiento de segmentos nodales de L. graveolens

Se tomaron explantes de segmentos nodales de las plantas madre a principios de primavera, durante
el mes de marzo de 2018. Se realizé un pretratamiento de desinfeccion de los segmentos para
eliminar los contaminantes externos, para esto se mantuvieron durante media hora en una solucién
de cloro al 10% (v/v) a la cual se agregaron cuatro gotas de detergente comercial, después se
enjuagaron con agua corriente. En esta etapa el protocolo de asepsia de los explantes fue realizado
en la campana de flujo laminar.

El segmento nodal tuvo una altura de 2 a 3 cm aproximadamente, se le aplicd una solucién de
etanol al 70% (v/v) durante un minuto, después se colocaron en una solucién de hipoclorito de
sodio (Cloralex®) al 20% durante 20 min y posteriormente fueron enjuagados tres veces con agua
destilada estéril y sembrados en tubos de ensaye con 20 ml de medio de cultivo Murashige y Skoog
(1962) libre de reguladores y suplementado con 100 mg L de myo-inositol, 1 mg L de tiamina
HCI, 1 mg L™ de piridoxina-HCI, 50 mg L de cisteina, 30 g L™ de sacarosa, 4 g L™ de phytagel
(Sigma Aldrich) ajustando a un pH de 5.7 y esterilizado en autoclave por 20 min a 121 °C.

Se colocé un explante por tubo y se establecieron 250 explantes de 2 cm aproximadamente. Las
condiciones de cultivo fueron: temperatura de 25 £1 °C, con 16 h luz y 8 h de oscuridad a 2 500
lux. Después de 30 dias se procedié a la evaluacion de las siguientes variables: porcentaje de
explantes contaminados, porcentaje de explantes muertos, y porcentaje de explantes sanos.

Etapa I1. Multiplicacion de L. graveolens

Para esta etapa se emplearon segmentos nodales y apicales con cuatro hojas obtenidos de la etapa
anterior, los cuales fueron colocados en frascos de vidrio de 6 cm de didmetro y 8 cm de altura,
con 20 ml de medio MS adicionado con cuatro concentraciones de 6-BAP (0, 0.1, 2y 3 mg L)
suplementado con 100 mg L de myo-inositol, 1 mg L de tiamina HCI, 1 mg L™ de piridoxina-
HCI, 30 g L de sacarosa y 4 g L de phytagel (Sigma Aldrich) ajustado a un pH de 5.7 y
esterilizado en autoclave por 20 min a 121 °C.
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Se colocaron cuatro explantes por frasco y se obtuvieron un total de 8 tratamientos, cada uno con
cinco repeticiones. Transcurridos 30 dias después de la incubacién en la camara de cultivo se
procedié a determinar los parametros: nimero de brotes/explantes y longitud del brote. Los
explantes fueron subcultivados de forma continua en las mismas combinaciones durante cinco
subcultivos cada 30 dias. En el momento del subcultivo se evalud en cada uno de los tratamientos,
numero de brotes/explantes y la longitud del brote.

Los brotes obtenidos en la etapa de multiplicacion fueron subcultivados en medio MS adicionado
con 0.01 mg L™ de acido naftalen acético (ANA), 100 mg L de myo-inositol, 1 mg L™ de tiamina
HCI, 1 mg L™ de piridoxina-HCI, 30 g L™ de sacarosa, 0.025 g L™ de cistenay 4 g L™ de phytagel
(Sigma Aldrich) ajustado a un pH de 5.7 y esterilizado en autoclave por 20 min a 121 °C.

Etapa I11. Enraizamiento

Se tomaron brotes de 2.5 cm y se colocaron en frascos de vidrio de 6 cm de didmetro y 8 cm de
altura, con 20 ml de medio MS adicionado con tres concentraciones de acido indol acético (AlA),
acido indol butirico (AIB) y un testigo. Los tratamientos fueron: 1A0.1= 0.1 mg L2 de AIA, I1A0.3=
0.3 mg L™ de AIA, 1A0.5= 0.5 mg L™ de AIA, IB0.1= 0.1 mg L de AIB, 1B0.3= 0.3 mg L AlIB,
IB0.5= 0.5 mg L de AIB y AT= testigo).

Se colocaron cuatro explantes por frasco y se obtuvieron un total de seis tratamientos y un testigo
absoluto, cada uno con cinco repeticiones y fueron colocados en el cuarto de incubacion bajo las
condiciones mencionadas en el establecimiento. Transcurridos 30 dias se evalu6 la longitud de
la raiz.

Etapa IV. Aclimatacion

Para esta etapa, se seleccionaron plantulas de 3-3.5 cm de altura, se establecieron en un disefio
completamente al azar con cinco tratamientos: (T1) testigo (con riegos), (T2) fotoperiodo de 16 h
(2 500 lux), (T3) fotoperiodo de 16 h (2 500 lux) méas micorrizas; (T4) fotoperiodo de 24 h (2 500
lux) y (T5) fotoperiodo de 24 h (2 500 lux) méas micorrizas.

Para el endurecimiento de las plantulas los frascos fueron abiertos una semana antes de su
colocacion en invernadero, posteriormente las plantulas fueron removidas del medio de cultivo,
lavadas con agua destilada y se aplicd micorrizas (Glomus intraradicens 46 esporas g!) a los
tratamientos T3y T5. Cada tratamiento consistio en 36 plantulas colocadas en charolas con sustrato
peat-moss:perlita (1:1), el material vegetal se colocé en el invernadero, con equipo humidificador
(Hidrofogger) aplicando 1.5 L h™ cada 4 h y a los 30 dias se evalué el porciento de sobrevivencia.

Analisis estadistico

Para la etapa de propagacion se realizo un disefio completamente al azar con arreglo factorial (2 x
4) donde los factores fueron: a) tipo de explantes (segmentos nodales y apicales); y b)
concentraciones de 6-BAP (0, 1, 2y 3 mg L ™). En la etapa de enraizamiento se realizé un analisis
de varianza (Anova) con disefio completamente al azar y las medias fueron comparadas mediante
la prueba de Tukey (p< 0.05). Los analisis se realizaron con el lenguaje de computacion estadistico
R (Core Team 2017). Para la etapa de aclimatizacidn se evalud un porcentaje de sobrevivencia.
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Resultados
Etapa I. Establecimiento de segmentos nodales de L. graveolens

La concentracion y el tiempo de aplicacion del desinfectante influyeron de forma significativa en
los resultados de este experimento (Cuadrol). Los mejores resultados muestran 57.32% de
sobrevivencia de los explantes al aplicar el método de desinfeccion (tiempo y concentracion) En el
testigo se observo 100% de contaminacion y explantes muertos. La contaminacion en el tratamiento
con hipoclorito de sodio fue de 32.52%, mientras los explantes muertos representaron 10.16%.

Cuadro 1. Efecto del hipoclorito de sodio en la desinfeccidn de explantes nodales en L. graveolens.

N?Oz ;O T(lr?]frnli;o (%) de explantes contaminados (%) de explantes muertos (%) de explantes sanos
0% 20 100 b 0 0
20% 20 3252 a 10.16 57.32

Media con letras iguales no difieren estadisticamente (One-Way Anova, Tukey, p< 0.05).
Etapa Il. Multiplicacién de L. graveolens

Los brotes obtenidos de las dos yemas adventcias fueron empleados como fuente de explantes en
el proceso de multiplicacion. La dosis de 6-BAP utilizada en el medio de cultivo, se observo
diferencias significativas (p< 0.05) en la multiplicacion y longitud del brote en ambos tipos de
explantes (segmento nodal y apical) de L. graveolens (Cuadro 2).

Cuadro 2. Efecto de diferentes concentraciones de 6-BAP en la multiplicacion de brotes de L.
graveolens en dos tipos de explantes. BO= testigo; B1= BAP 1 mg L!; B2= BAP 2 mg
L1, B3=BAP3mg L™

Segmento apical Segmento nodal
BAP
(mg L) NUm. de brotes por ~ Altura de brote NUm. de brotes por Altura de brote
explante (cm) explante (cm)

B0=0 49+192b 2.2724 +0.34 a 3.1+15b 1.5387 £0.39 a
Bl=1 26.65 +7.74 a 1.1103 £0.07 ¢ 29+79a 1.1058 +0.06 b
B2=2 24.65 +6.08 a 1.4971 +0.08 b 31.5+15.82a 0.7965 +0.05 ¢
B3=3 22.65 +10.33 a 1.0796 +0.07 c 40.35+17.49 a 0.7083 +0.03 d

Media con letras iguales no difieren estadisticamente (One-Way Anova, Tuckey, p< 0.05).

El mayor nimero de brotes por explante fue de 40.35 en el segmento nodal a una concentracion de
3 mg L, mientras el testigo presentd el menor nimero de brotes tanto en el segmento nodal como
el apical con 4.9 y 3.1 respectivamente (Figura 1). Para la variable longitud de brote se observo
diferencias significativas (p< 0.05) en las concentraciones de 6-BAP y en los dos tipos de
explantes.
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Figura 1. Resultados obtenidos al aplicar diferentes concentraciones de 6-BAP en la multiplicacion
de L. graveolens en dos tipos de explantes (segmentos nodales y apicales). BO (testigo):
segmento apical (a); segmento nodal (b). B1 (1 mg L?): segmento apical (c); segmento nodal
(d). B2 (2 mg L): segmento apical (e); segmento nodal (f). B3 (3 mg L™): segmento apical
(9); y segmento nodal (h).

Los resultados muestran la influencia por tipo de explante y concentracion de 6-BAP. El testigo
del segmento apical presentd la mayor elongacion con 2.27 cm. En segmentos nodales se mostrd
la disminucién de longitud de brote de manera gradual conforme aumentaba la concentracion de
6-BAP, en segmentos apicales no se explica este patron pues la concentracion de 2 mg L de 6-
BAP gener una longitud mayor a las otras dos concentraciones de 6-BAP (Figura 2).
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Figura 2. Efecto de diferentes concentraciones de 6-BAP en la longitud de brotes de L. graveolens en
dos tipos de explantes. BO-B= testigo segmento apical; BO-N= testigo segmento nodal; B1-
B= BAP 1 mg L* segmento apical; B1-N= BAP 1 mg L segmento nodal; B2-B= BAP 2 mg
L* segmento apical; B2-N= BAP 2 mg L segmento nodal; B3-B= BAP 3 mg L™ segmento
apical; B3-N= BAP 3 mg L segmento nodal.

Etapa I11. Enraizamiento

En todos los tratamientos se obtuvo 100% de enraizamiento, y no se presentaron diferencias
significativas (p< 0.05) en el tamafio de la raiz entre tratamientos (Figura 3).

o

Longitud de raiz (cm)

-

AT 1A0.1 1A0.3 1A0.5 1BO.1 1B0.3 1B0.5
Tratamientos

Figura 3. Efecto de diferentes concentraciones de AIA y AIB en la longitud de raiz de brotes de L.
graveolens. AT= testigo; 1A0.1= AIA 0.1 mg L?; 1A0.3= AIA 0.3 mg L%; 1A0.5= AIA 0.5 mg
L% 1B0.1= AIB 0.1 mg L%; 1B0.3= AIBA 0.3 mg L%; 1B0.5= AIB 0.5 mg L. Media con letras
iguales no difieren estadisticamente, Tukey (p< 0.05).
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Etapa IV. Aclimatacion

Los resultados de aclimatacion muestran que el incremento del fotoperiodo aumenta la
sobrevivencia de las plantulas y este resultado se ve mejorado cuando se aplican micorrizas en
combinacion con el fotoperiodo, el mejor tratamiento (T5) obtuvo un porcentaje de sobrevivencia
de 86.11% en comparacion al testigo que solo tuvo 33.33% (Figura 4).

86.11%

9.44%

63.88%

2.77%

Sobrevivencia (%)
@
2

3.33%

T1 T2 T3 T4 T5
Tratamientos

Figura 4 Porcentaje de superevivencia de L. graveolens en diferentes tratamientos con y sin micorrizas
y dos tiempos de fotoperiodo. T1= testigo; T2= fotoperiodo de 16 h; T3= fotoperiodo de 16 h
mas micorrizas; T4= fotoperiodo de 24 h; T5= fotoperiodo de 24 h mas micorrizas.

Discusiones

En la etapa de establecimiento del cultivo in vitro es requisito una adecuada técnica aséptica; sin
embargo, otros factores a considerar son la fuente del explante, su estado fitosanitario y el tipo de
explante. EI método de desinfeccion empleado en este experimento durante el establecimiento in
vitro ha sido utilizado en otras especies del género Lippia con diferentes resultados.

En este estudio el material vegetal fue obtenido de una plantacion comercial y el porcentaje de
explantes contaminados fue de 32.52%, resultados similares fueron observados en L. gracilis donde
obtuvieron 36.5 5% de explantes contaminados, también de material proveniente de campo, donde
utilizaron el proceso de desinfeccion de etanol al 70% por un minuto y después realizaron la
desinfeccion con hipoclorito de calcio al 3% (Marinho et al., 2011).

Sin embargo, en la especie L. grata la contaminacion no excedié el 3% utilizando alcohol etilico
al 70% por 1 minuto e hipoclorito de sodio al 2% con 50 pl de Tween 20 durante 20 minutos con
plantas provenientes de invernadero y con un tratamiento fitosanitario previo (Palhares-Neto et al.,
2018). Como se menciona anteriormente la fuente del explante y la calidad fitosanitaria de la planta
madre son decisivas para determinar buenos resultados.
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Por otro lado, el tipo de explante empleado puede presentar los riesgos mencionados por Cassells
(2011) quien sefiala que el meristemo apical es el explante adecuado debido a que las hojas, los
tallos y los explantes nodales tienen alto riesgo de contaminacion dado que los microrganismos
pueden alojarse en los espacios intercelulares e intracelulares, en la cuticula de las hojas y en
cavidades en los tallos.

En el presente estudio la cantidad de explantes sanos obtenidos permitieron establecer la etapa de
multiplicacién empleando citocinina 6-BAP. Este tipo de regulador de crecimiento estimula la
sintesis de proteinas y participan en el control del ciclo celular y aplicadas al medio de cultivo para
induccion de brotes superan la dominancia apical y liberan a las yemas laterales de la latencia (Van
Stadent et al., 2007) Las citocininas durante esta etapa, pueden ir solas 0 combinadas con una
concentracion menor de auxinas para generar una mejor respuesta morfogenética (Okubo et al.,
1991; Sjahril et al., 2016).

En el caso de establecerse sin auxinas, se considera que hay aporte endégeno de auxinas que
equilibran las necesidades hormonales para iniciar la organogénesis (Hu et al., 2017). Como en el
caso de los explantes del citrico Citrus sinensis y C. limon, donde la presencia de auxinas provoca
la inhibicion de formacion de brotes adventicios haciendo necesaria su remocién (Hu et al., 2017).

En caléndula se menciona gue la fuente de explante es una forma de tomar ventaja de la capacidad
de sintetizar auxinas de explantes apicales, pues emplearon tres tipos de explantes nodales (apical,
medio y basal) y fue en el explante apical donde se obtuvo mayor nimero de hojas y tamafio de
brote adventicios, pero menor nimero de brotes, también el enraizamiento fue mayor en el explante
apical y decrecio en las regiones media y basal (Pimentel-Victorio et al., 2012).

En esta investigacion la presencia de auxinas enddgenas de los explantes (nudos y segmentos
nodales) en combinacién con tres concentraciones de 6-BAP generé un balance hormonal que
estimul6 la induccion de brotes axilares en la etapa de multiplicacién. El tipo de explante no influyo
significativamente en relacion con el nimero de brotes obtenidos ni las concentraciones de 6-BAP
afectaron significativamente los dos tipos de explantes.

Sin embargo, si hubo una diferencia con el testigo, donde se present6 el menor nimero de brotes
en ambos explantes. Sin embargo, el nimero de brotes obtenidos con la hormona 6-BAP fue mayor
a los resultados reportados en otras investigaciones de esta especie. Mufioz-Miranda et al. (2019)
reporta un maximo de 6.4 brotes con BA a una concentracion de 0.5 mg L™, mientras Castellanos-
Hernandez et al. (2013) menciona 2.8 brotes por explante con BA a esa misma concentracion.

El regulador del crecimiento 6-BAP también ha generado una respuesta diferente en la etapa de
multiplicacién en cada una de las especies del género Lippia donde ha sido empleado. En L.
junelliana se obtuvieron 13.5 brotes por explante al afadir 0.04 uM AIB mas 4.4 uM de BAP
(Juliani et al. 1999) por otro lado, en L. alba el nimero de brotes obtenidos fue 6.4 brotes por
explante con 5 mg L de BAP (Gupta et al., 2001), en L. javanica se observaron 2.42 brotes por
explante con 0.25 mg L de BAP (Ara et al., 2010), igualmente en L. rotundifolia 2.6 brotes por
explante con 0.33 uM de BAP (Resende et al., 2015) y en L. integrifolia se obtuvo una media de
16 brotes por explante con 2.2 UM BAP (lanicelli et al., 2016), en cuanto a L. filifolia Pereira-
Peixoto et al. (2006) obtuvieron 27.03 brotes por explante a concentracion de 4.5 UM de BAP mas
54 nM de ANA.
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Esta diferencia entre segmentos apicales y nodales puede deberse a las auxinas enddgenas
producidas por el meristemo al igual que en los resultados reportados en caléndula (Pimentel-
Victorio et al., 2012). En los resultados de segmentos nodales también se observé una disminucion
de la longitud de brote de 45% entre el testigo y la mayor concentracion de la citocinina. El efecto
fue directamente proporcional al incremento en la concentracion de 6-BAP.

Este efecto del regulador fue reportado también por Juliani et al. (1999) en L. junelliana donde
indican que la concentracion de este regulador suprimio la elongacion de los brotes. Por otro lado,
Gupta et al. (2001) mencionan en la micropropagacion de L. alba, que la concentracién de
bencilaminopurina afectd el crecimiento de los brotes producidos. De manera similar, Pereira-
Peixoto et al. (2006) en L. filifolia reportan que el nimero y el tamafio de brote se ajust6 a una
funcidén cuadratica en respuesta a el incremento de este regulador.

Esto podria ser la causa de la disminucion de la altura de los brotes cuando se aumenta la
concentracion de 6-BAP, ya que no solo limitarian la absorcion de agua sino la de nutrientes.
Analogamente, Resende et al. (2015) reportan en L. rotundifolia una disminucion en altura de brote
cuando la concentracion de BAP fue mayor. Los resultados obtenidos en la etapa de enraizamiento
no mostraron diferencias significativas para longitud de raiz entre el testigo y las concentraciones
de AlA 'y AIB, también se observd 100% de enraizamiento en todos los tratamientos, este resultado
ya habia sido previamente reportado en otras especies del género Lippia, como en el caso de L.
alba, donde se obtuvo en el testigo 100% de formacion de raices (Gupta et al., 2001).

En L. junelliana el mejor porcentaje de enraizamiento se obtuvo en medio libre de hormonas que
también produjo un sistema radicular largo y vigoroso (Juliani et al., 1999) Ademas en L.
rotundifolia el testigo no supero a la mejor concentracién de ANA (0.44uM) en formacion de raices
y tamafio de brote, ya que fue similar a los obtenidos en las otras tres concentraciones empleadas
(Resende et al., 2015) De igual forma, en L. filifolia el testigo obtuvo resultados semejantes a tres
concentraciones de la auxina ANA pero tampoco superé a la mejor concentracion de 0.11 uM ANA
en el numero de raices y 0.22 uM en el largo de raiz (Pereira-Peixoto et al., 2006).

Los resultados obtenidos en la etapa de aclimatacion muestran un efecto sinérgico entre el
fotoperiodo y la biotizacion en la aclimatacién de L. graveolens. Se ha observado que el
fotoperiodo prolongado modifica la morfologia y fisiologia de las plantas al generar respuestas que
favorecen el desarrollo de éstas. Adams y Langton (2005) mencionan que al aplicar un fotoperiodo
prolongado, se observa un incremento en peso seco, y posiblemente un aumento de la fotosintesis,
ademas, se acompafia de una mayor area foliar con mayor nimero de células y tamafio celular.

Por otro lado, el fotoperiodo favorece un incremento de la estoma y la densidad estomaética.
Zacchini et al. (1997) mencionan que en cultivo in vitro de brotes de arboles frutales la densidad
de las estomas fue mayor en hojas expuestas a luz continua, por otro lado, cuando se aplico la
misma cantidad de horas luz/oscuridad en diferentes intervalos (4/2, 16/8) se observé modificacion
en la densidad e indice estomatico, siendo el resultado méas favorable fue cuando se aplico periodos
cortos de luz/oscuridad.

Asimismo, en plantulas de fresa sometidas a fotoperiodos de 16 y 24 h luz, el crecimiento fue

mayor que con luz solar, a pesar de que todos los tratamientos proporcionaron la misma luz diaria
integral (Tsuruyama y Shibuya 2018). Mientras, Fortini et al. (2020) observaron también mayor
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influencia en el crecimiento y contenido de biomasa, con altas tasas fotosintéticas, afectando el
metabolismo primario y secundario con diferencias en la produccion de azucares solubles,
glucdégeno, aminoacidos y compuestos bioactivos.

Asimismo, la biotizacion ha incrementado la supervivencia de las plantas cuando se aplica en la
etapa de aclimatacion. Mirjani et al. (2018) observaron en la etapa de aclimatacioén de Satureja
khuzistanica al aplicar Glomus fasciculatum facilitaba la captacion de diferentes elementos,
contribuyendo a una rapida recuperacion de las plantas durante esta etapa, ademas se observo un
incremento de 17.4% en la supervivencia de éstas.

De igual forma, Bidabadi y Masoumian (2017) aplicaron Glomus intraradicens y evaluaron su
efecto en plantas micropropagadas de Stevia rebaudiana, en condiciones de salinidad, observaron
una disminucién del dafio al reducir del estrés oxidativo e incrementar la eficiencia fotosintética.
Por otro lado, en platano la aplicacién de micorrizas disminuyé la mortalidad de plantulas
micropropagadas e incremento calidad la calidad de éstas (Ortas et al., 2017), por lo tanto, puede
deducirse que el fotoperiodo y la adicién de micorrizasdurante la aclimatacion, mejoran los
porcentajes de supervivencia.

Conclusiones

Se logro establecer un protocolo de propagacion in vitro para L. graveolens lo que permitira la
conservacion de la especie a largo plazo, ademas del establecimiento de plantaciones
especializadas homogéneas. La multiplicaciéon de L. graveolens esta influenciada por el tipo de
explante, su aclimatacién es dependiente de la luz que puede ser lograda con éxito con la aplicacion
de micorrizas para mejorar y reducir el estrés en esta etapa.
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