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Resumen

Beaucarnea hookeri, es una especie endémica de México y esta catalogada como amenazada
en la NOM-059-SEMARNAT-2010. Con la finalidad de micropropagar esta especie, se establecié
un experimento en el Campus Montecillo, Colegio de Posgraduados en 2022, donde se evalué la
respuesta de los brotes durante la multiplicacion in vitro con diferentes concentraciones de
bencilaminopurina (BAP) y su capacidad de enraizamiento ex vitro durante su aclimatizacion. Se
establecié un experimento con tres subcultivos subsecuentes (SC3, SC4, SC4-1), en SC3 se
utilizaron brotes generados con 0.5 mg L™ de BAP (SC2), en SC4 brotes sanos generados

del SC3 y SC4-1 con brotes del SC3, pero, con hiperhidratacién inicial (HHI). En el SC3
se evaluaron 0.5, 1, 1.5, 2, 25 mg L™ de BAP. En el SC4 0y 0.5 mg L™ BAP y en SC4-1
concentraciones de 0, 0.5y 1 mg L* de BAP. Durante la aclimatizacién se evaluaron cuatro
tratamientos de Radix® 10 000 (0, 1 000, 2 000 y 4 000 mg kg™) y se utilizaron brotes del SC2.
Durante la multiplicacién se registr6 el nimero de brotes (NB) y el SC3 generd 6.35 brotes
con la concentracién 1.5 mg L™ BAP, con presencia de HHI. En el SC4 se obtuvo 9.7 brotes
en promedio y en SC4.1, 5.3 brotes, ambos subcultivos con 0.5 mg L™ de BAP. Ademas, en el
SC4-1 hubo recuperaciéon de HHI. En el enraizamiento no existieron diferencias significativas
entre los tratamientos y el testigo a 80 dias del trasplante generé 73.3% de brotes con raiz
(SBR). Unicamente los brotes del tratamiento testigo en multiplicacion presentaron raices lo que
permite obtener plantas completas en 30 dias.
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Introduccion

Beaucarnea hookeri sinonimia de Calibanus hookeri es endémica de México, se encuentra
registrada en Tamaulipas, San Luis Potosi, Guanajuato, Querétaro e Hidalgo (De-Nova et al.,
2018; Hernandez-Sandoval, 2020), crece en afloramientos de rocas igneas y rara vez sobre
rocas calizas. Es un miembro distintivo de la familia Nolinaceae, su morfologia que lo distingue es
su caudex casi esférico de 0.4 a 1 m de diametro, corteza fisurada de color marrén grisaceo,
hojas dispuestas en rosetas casi sésiles distribuidas en el caudex dando una apariencia
cespitosa, las hojas con laminas céncavas, de 60 a 95 cm de largo y margenes denticulados.

Presenta inflorescencias paniculadas, de 20 a 40 cm de largo, flores estaminadas sobre
pedicelos de 2.5 mm de largo, flores pistiladas de 1 a 1.5 mm de didmetro, frutos casi esféricos a
piriforme de 5 a 8 mm de didmetro, pericarpio engrosado y con tres costillas a lo largo del mismo,
semillas de 3 a 4 mm de largo y de 3 mm de ancho, de color marrén (Martinez et al., 2014;
Hernandez-Sandoval, 2020). Calibanus hookeri quedo incluido formalmente dentro
de Beaucarnea derivado del estudio realizado por Rojas-Pifia et al. (2014). Hernandez-Sandoval
(2019) sefialo que es uno de los géneros que quedaron registrados como sinénimo de
Beaucarnea en la familia Nolinaceae. En el DOF (2019) en su anexo normativo lll, establece que
la especie Beaucarnea hookeri (Lem.) Baker, es la que cominmente se le conoce como ‘inaja’ y
‘sacamecate’ (Hernandez-Sandoval, 2020).

Las sinonimias reconocidas son Calibanus caespitosus, Calibanus hookeri, Dasylirion
caespitosum, Dasylirion hartwegianum, Dasylirion hookeri (DOF, 2019). De acuerdo con la
NOM-059-SEMARNAT-2010, es una especie en categoria de riesgo ‘amenazada’ (SEMARNAT,
2010). Al respecto Hernandez-Sandoval (2020) reporté a Calibanus hookeri como una especie
gue se encuentra en lugares muy localizados y en poblaciones con pocos individuos, por lo que
se considera como amenazada y en peligro de extincion.

Para la conservacion de esta especie recientemente, Nufiez et al. (2021) desarrollaron un
protocolo de establecimiento in vitro en medio MS suplementado con citocininas a altas
concentraciones (2.5, 5y 7 mg L™) como bencilaminopurina (BA), cinetina (K), isopentil adenina
(2ip) y tidiazuron (TDZ), donde determinaron que el tratamiento mas eficiente fue con 5 mg L™ BA,
esta concentracion indujo 26 brotes por plantula, aunque también mencionan que presenta
susceptibilidad a la hiperhidratacion.

En estudios realizados en la etapa de multiplicacién, Gil et al. (2019) reportaron en Cattleya
trianae que los tratamientos con la citocininas (6-BAP) aumentaron la respuesta en brotes y
disminuyeron la formacion de raices. Waly et al. (2018) evaluaron el efecto del tipo de medio y la
concentracién de BAP en la etapa de multiplicacién de Beucarnea recurvata y concluyeron que
para la produccién de grandes cantidades de plantas debe de usarse el medio B5 suplementado
con 0.4 mg L™ de BAP por cuatro semanas. El objetivo del presente trabajo fue determinar los mejores
tratamientos con concentraciones bajas de BAP para la multiplicacién in vitro, asi como evaluar el
enraizamiento ex vitro durante la aclimatizacion de las plantas generadas a partir de su cultivo.

Materiales y métodos

Semillas

Fueron colectadas en el mes de octubre de 2019 en el jardin Botanico de la Facultad de Estudios
Superiores de lztacala, UNAM, México y donadas por el MC Marcial Pineda encargado del
mencionado jardin quien realizé la identificacion de la planta. Las semillas se almacenaron
durante 14 meses en un lugar seco y sin ningln tratamiento dentro de las instalaciones del
Colegio de Posgraduados, Montecillo, Estado de México.
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Desinfestacion de semillas

Consistio en la seleccion cualitativa después de eliminar la testa (con base al color de la semilla),
se eliminaron las semillas de color verdoso y grisaceo para evitar la presencia de hongos y dafio
mecanico. Una vez que se tuvieron 150 semillas, se colocaron en un vaso de precipitado que
contuvo una solucién 10 g L™ de detergente biodegradable Roma® y agua del grifo, el vaso se
situé durante 30 min a la caida del agua del grifo y al término del tiempo se enjuagaron tres
veces. Posteriormente se afiadio alcohol al 70% v/v por 1 min y se enjuago con agua del grifo
(tres veces consecutivas), después se usé una solucidn de hipoclorito de sodio al 30% v/v con
dos gotas de tween 20° por cada 100 ml de solucién durante 30 minutos.

Antes de completar los 30 min, se llevé a la campana de flujo laminar previamente sanitizada,
donde se elimind la solucién de cloro y se enjuagaron cinco veces las semillas con agua
desionizada y esterilizada en forma consecutiva, finalmente se utilizé una solucién de acido
sulfarico 4N y se agreg6 a las semillas por un lapso de 5 min, al término del tiempo se realizaron
cinco enjuagues de forma consecutiva con agua desionizada y esterilizada, posteriormente se
escurrié el agua del vaso de precipitado y las semillas estabieron listas para sembrarse en los
tubos de ensayo.

Siembra de semillas y medio de cultivo

Se sembrd en tubos de ensayo con 20 ml de medio base MS (Murashige y Skoog, 1962)
complementado con 2 mg L™ de glicina, 100 mg L™ de myo-inositol, 0.4 mg L™ de tiamina-HCl, 0.5
mg L™ de &cido nicotinico, 0.5 mg L ™ de piridoxina HCI, 30 g L™ de sacarosa'y 8 g L™ de agar
Merk'. El pH del medio de cultivo se ajusté a 5.7 con NaOH 0.1N o HCI 0.1N y se esterilizé en
autoclave a 1.5 kg cm™ durante 15 min.

El medio MS se us6 para todos los subcultivos, o que cambié fue la cantidad de BAP de acuerdo
a los tratamientos. Se sembr6 una semilla por tubo de ensayo de 150 x 22 mm, en campana de
flujo laminar previamente desinfectada y se establecieron para su germinacién 120 semillas. Las
semillas se expusieron a 0, 2.5y 5 mg L BAP durante 80 dias, las plantas con mayor niimero de
brotes mostraron hiperhidratacion, por lo que las plantas madre se subcultivaron con las mismas
caracteristicas descritas del medio, Unicamente se cambiaron las concentraciones de 2.5a 0.5y
de 5a 1 mg L™ respectivamente. Los brotes generados a los 30 dias del segundo subcultivo fue
el material inicial para los experimentos.

Etapa de multiplicacién (SC3)

Para la obtencion del material vegetal para los siguientes subcultivos, se extrajeron los brotes de
los tubos y se procedié a separarlos en cajas Petri. Los brotes individualizados se establecieron
en medio de cultivo fresco suplementado con diferentes concentraciones de BAP, de acuerdo con
los tratamientos asignados en el subcultivo (SC3); es decir, los brotes generados en el SC2 que
estuvieron durante 30 dfas de cultivo con 0.5 mg L™ de BAP, después de la separacién del brote
madre (Figura 1B) se establecieron en diferentes concentraciones de BAP (0, 0.5, 1, 1.5, 2.0y
2.5mg L™) con 21 repeticiones.
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Figura 1. A) separacion de brotes, para establecer SC3; B) repeticion 10 de izquierda a derecha (1,0.5, 2,
2.5y 1.5 mg L-1 BAP), SC3; C) repeticion 18 de tratamientos de izquierda a derecha (0, 2.5, 0.5, 1.5,2, 1
mg L-1BAP) SC4; D) brotes con HHI, generados en SC3; and E) tratamientos SC4-1 R6 tratamientos de
izquierda a derecha (1, 0y 0.5 mg L™ BAP) SC4-1.

Subcultivo (SC4)

Se utilizaron los brotes sanos generados en las concentraciones 0.5, 1, 1.5, 2y 2.5 mg L™ BAP,
del SC3, se establecieron en 0.5 mg L™ BAP y un testigo sin reguladores, se ocuparon 22
repeticiones por tratamiento.

Subcultivo (SC4-1)

Los brotes con hiperhidratacién inicial (Figura 1D) se establecieron al azar en 0, 0.5 y 1 mg
L" BAP con 22 repeticiones. Las variables registradas para los experimentos fueron, en
enraizamiento numero de raices (NR), longitud de raiz (LR) en cm, porcentaje de supervivencia
de brotes con raiz (PSBR) y en los subcultivos de multiplicaciéon: nimero de brotes (NB), longitud
de hoja (LH) en cm, ancho base tallo (ABT) en cm, porcentaje de brotes con raiz (PBR) y
porcentaje de brotes propagulo hiperhidratados (PBHH).

Enraizamiento ex vitro

Se ocuparon los brotes generados en el segundo subcultivo (SC2) una vez transcurridos 30 dias,
se separaron de los brotes que generaron y éstos se regresaron a su tubo de ensaye y después
de 58 dias se establecieron 60 brotes en un experimento completamente al azar, con 15
repeticiones a 0, 1 000, 2 000 y 4 000 mg kg™ de Radix 10 000°, en tubetes. La preparacién de la
mezcla se realiz6 con Radix® 10 000 y talco sin aroma. Se emplearon tubetes de 140
ml de volumen soportados por sus bases, se lavaron ambos con una soluciéon de detergente
biodegradable Roma® y se enjuagron con agua corriente del grifo y se desinfectaron con una
solucion de NaOCI al 30 % v/v durante 20 min.

La mezcla de sustrato que se emple6 fue a base de Peat moss Promix® y perlita (1:1 v/v), la
esterilizacién se realiz6 en una autoclave, a una presién de 1.7 kg cm?, 30 min (dos veces).
Se extrajeron los brotes y se asperj6 la base del tallo con una solucién de Timsem® 1 g L™. Se
elimind el agar de la base del tallo con agua desionizada y esterilizada, se eliminé el exceso
de agua de la base del tallo, posteriormente se impregné con la mezcla de Radix® segin
el tratamiento asignado, después de trasplantado se regé con 20 ml de agua desionizada
esterilizada a cada brote. A cada tubete se le colocé una bolsa 8 x 26, para crear un microclima,
sujetandola con una liga para iniciar el proceso de enraizamiento. Se trasladaron los tubetes
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al cuarto de incubacién donde se les colocd en un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad, con
lamparas de luz blanca- fria, con una intensidad de 80 umol m™ s™. Al dia 40, se elimind la bolsa
de los tubetes y se mantuvieron en cuarto de incubacién hasta los 80 dias, tiempo en el que se
realiz6 la evaluacion.

Analisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente al azar en los cuatro experimentos, el analisis de datos se
realiz6 mediante la técnica Anova de un factor, seguida de la prueba de comparaciones miltiples
Tukey, honestly significant difference (HSD), por sus siglas en inglés). En el caso de las variables
de subcultivo PBR, PHH y en enraizamiento PSBR se analizé mediante regresion logica por
ser variables binomiales y la comparacion de medias fue mediante emmeans Tukey, todos los
andlisis se realizaron en el programa estadistico RStudio.

Resultados y discusion

Multiplicacidn en el subcultivo de brotes (SC3)

Numero de brotes (NB)

La formacion de brotes adventicios en la base del tallo fue significativa (p< 0.05), entre los
tratamientos, los valores mas altos (6.35 y 5.71 brotes por propagulo) se registraron con 1.5y 2.5
mg L™ BAP, respectivamente (Cuadro 1 y Figura 1B). Los resultados de esta investigacién son
superiores a los de (Osorio-Rosales, 2005) cuando usaron plantulas sin raiz y hojas recortadas
como explante, generaron 5.4 brotes por plantula en B. gracilis a una concentracién de 5 mg L™
de BAP y con 1 mg L™ de BAP generé 1.9 brotes por explante en B. recurvata, pero son menores
cuando ellos usaron el explante de secciones longitudinales en B. gracilis y B. recurvata con 5 mg
L™ BAP indujeron 8.2y 11.1 brotes por explante.

Cuadro 1. Respuesta de brotes de B. hookeri originados en 0.5 mg L * de BAP, expuestos a
concentraciones de BAP del SC3 a 30 de iniciado.

Tratamientos

LH (cm) NB NR LR (cm) PBR PHH
AP (mg L™
0 7.78a 0.14b 0.38a 1.34a 33a 10a
0.5 3.29b 433a 0b 0b Oa 19a
1 2.3b 552 a 0b 0b Oa 29a
15 2.09b 6.35a 0b 0b Oa 45a
2 256 b 5.66 a 0b 0b Oa 52a
25 1.94b 571a 0b 0b Oa 67 b
* 2.2x10™° 9.7x10% 4.9x10” 2.1x10” 5.2x10% 0.0004

LH=longitud de hoja més larga en cm; NB= ndmero de brotes; NR= niimero de raices adventicias principales; LR=
Longitud de raiz adventicia mas larga; PBR= porcentaje de brotes con raiz; PHH= porcentaje de hiperhidratacion de
brotes propagulo; *= valor-p. Medias con distinta letra en la misma columna son estadisticamente diferentes, segin la
prueba Tukey (p< 0.05).

También coinciden con lo reportado por Reyes-Silva et al. (2013) al usar como explantes basales
de 10 a 15 mm, sin hojas ni raices en medio MS suplementado con BAP en concentraciones
3 a4 mgL" en 10 especies de los géneros Beaucarnea, Dasylirion y Nolina generaron 3.9 a 10.3
brotes por explante. Asimismo, coinciden con Vadillo-Pro et al. (2016) con explantes de
secciones longitudinales de B. purpussi y una concentracién de 3 mg L™ BA indujeron 6.74 brotes
por explante.
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Longitud de hoja (LH) en cm

Las longitudes de hoja mas largas (7.78 y 3.29 cm) se obtuvieron en 0y 0.5 mg L™ BAP (Cuadro
1) las que fueron significativas (p< 0.05). Los resultados coinciden con Osorio-Rosales (2005)
quienes reportaron que el desarrollo del primer brote inhibié o limité el desarrollo de brotes
subsecuentes, esto explica la heterogeneidad observada para la altura de brotes desde 0.3 a 10
cm en B. recurvata y B. gracilis.

Numero de raices (NR), longitud de raices (LR) en cm y porcentaje de brotes con raiz
(PBR)

ElI NR, LR y PBR fueron significativas (p< 0.05). EI NR (0.38 raices) sélo estuvieron presentes en
brotes del tratamiento testigo (0 mg L™ BAP), en los demés tratamientos no se formaron raices.
El largo de raiz fue de 1.34 cm en el testigo (Cuadro 1). Los resultados anteriores coinciden con
Gil et al. (2019) quienes encontraron que sin la aplicacion de reguladores se obtuvo mayores
porcentajes de raiz en Cattleya trianae.

Los resultados obtenidos por Nufiez et al. (2021) en C. hookeri fueron mayores (100%) de
enraizamiento en medio MS sin reguladores. Con respecto al porcentaje de brotes con raiz, se
obtuvo 33 % en el testigo y los demas tratamientos con BAP no formaron raices (Cuadro 1).
Estos resultados difieren con Guillén et al. (2015) quienes registraron un porcentaje superior de
enraizamiento (92.6%) in vitro que obtuvieron en B. inermis con un medio MS sin fitohormonas.
También los resultados que lograron en el género Beaucarnea en medio MS con 2 g L™ de
carbon activado fueron mayores, 63 y 75% de enraizamiento (Reyes-Silva et al., 2013). El
resultado que se obtuvo es menor porcentaje de enraizamiento en el testigo comparado con B.
gracilis y B. recurvata, donde se observé el enraizamiento de mas de 60 y 80% de los brotes
cultivados en medio MS sin la aplicacion de fitohormonas.

Porcentaje de hiperhidratacion de brotes propagulo

El tratamiento con mayor hiperhidratacién fue el tratamiento 2.5 mg L* BAP con 67% de
hiperhidratacion (Cuadro 1). Resultados similares reportaron Vargas-Castillo (2010) quienes
encontraron 28.66 a 41% de hiperhidrataciéon en Geophila macropoda en concentraciones de 3y
4 mg L™. Vadillo-Pro et al. (2016) registraron que la exposicién de explantes de 0.1 a 0.5 mg L™
de TDZ mostraron 4.38 y 7.31 brotes hiperhidratados por explante respectivamente, asi como 5
mg L™ de BA mostraron 3.62 brotes hiperhidratados por explante.

Subcultivo brotes sanos (SC4)

Numero de brotes (NB)

La formacion de brotes adventicios en la base del tallo fue significativo (p< 0.05) entre los
tratamientos, el mayor NB se generé con la concentracién 0.5 mg L BAP, OB (9.7 brotes por
propagulo), las otras dos mejores concentraciones que produjeron mayor namero de brotes
(7.37 y 7.21 brotes por propagulo) fueron 1y 1.5 mg L™ BAP de origen de brote (Cuadro 2). Son
inferiores los numeros de brotes reportados por Waly et al. (2018) en B. recurvata en
concentracién 6ptima 0.4 mg L™ BAP en medio B5 para la etapa de multiplicacién. Asi también
Gil et al. (2019) en Cattleya trianae en donde bajas dosis de BAP (0.05 mg L™) generaron el
mayor porcentaje de brotes, el tratamiento con BAP 0.5y 2 mg L™ aumentaron la respuesta de
brotes y disminuyeron la formacion de raices.

elocation-id: 3223 6

—_


https://doi.org/10.29312/remexca.v14i7.3223

- TR

DOI: https://doi.org/10.29312/remexca.v14i7.3223

Cuadro 2. Respuesta de brotes sanos de C. hookeri con origen SC3, subcultivados 30 dias a
concentraciones 0y 0.5 mg L " BAP, SC4.

Tratamientos

LH (cm) NB NR30 LR30 PBR PHH
BAP OB (cm)
(mg L™

0 0.5 10.22 a 0.04 c 1.04 a 3.25a 68 a Oa
0.5 0.5 4.33b 9.7a 0b Ob O0a 14 a
0.5 1 354bc 7.37ab 0b Ob Oa 18a
0.5 15 3.03bc 7.21ab 0b Ob O0a 5a
0.5 2 26¢c 5.81b 0b Ob Oa 23 a
0.5 25 24c 6.09 b 0b Ob Oa 5a

* 2.2x10™ 5.06x10™ 2.2x10™® 2.2x10™° 7.1x10™  0.051

OB-= origen de brote SC3 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 mg L™; LH= longitud de hoja més grande; NB= niimero de brotes; NR=
ndmero de raices adventicias principales; LR= longitud de raiz adventicia méas larga; PBR= porcentaje de brotes con
raiz, PHH= porcentaje de brotes propagulo hiperhidratados; *= valor-p. Medias con distinta letra en la misma columna
son estadisticamente diferentes, segiin la prueba Tukey (p< 0.05).

Longitud de hoja (LH) en cm

La variable LH fue significativa (p< 0.05), donde el mejor tratamiento para la LH mas larga (10.22

cm) fue el testigo y el segundo mejor tratamiento fue 0.5 mg L™ (4.33 cm) (Cuadro 3). Adelberg y
Naylor (2012) reportaron que, al usar medio liquido, las plantas fueron mas grandes y disminuy6 el
efecto negativo del enraizamiento, sin afectar la tasa de multiplicacion, asi la concentracion 6 uM (1.35
mg L™) BA en medio liquido fue 6ptima para la multiplicacién y enraizamiento de Aloe barbadensis.

Cuadro 3. Respuesta en la recuperacién de brotes con HHI, origen del SC3, 1.5,2y 2.5 mg L  de BAP y
generacion de brotes al dia 30, SC4-1.

Tratamiento LH (cm) ABT (cm) NB NR LR (cm) PBR HH5 HH30
BAP
(mg L™
0 6.78 a 0.31b 0.09 b 0.71a 1.44 a 43 a 952 a 23.8a
0.5 3.76 b 0.66 a 5.63a 0b 0b Oa 86.4 a 18.2a
1 1.89b 0.74 a 54a 0b 0b Oa 909 a 227a
* 6.4x10° 1.3x10° 5.9x10™° 3E™ 1E™ 7.5x10% 0.59 0.89

LB=longitud de brote en cm; ABT= ancho base de tallo en cm; NB= niimero de brotes; NR= nlimero de raices
adventicias; LR= longitud de raiz; *= valor-p. Medias con distinta letra en la misma columna son estadisticamente
diferentes, seguin la prueba Tukey (p< 0.05).

Numero (NR), longitud de raices (LR) en cm y porcentaje de brotes con raiz (PBR)

Con respecto a NR y LR fueron significativas a p< 0.05, sin embargo, el PBR no fue significativo
al mismo nivel de significancia. El NR (1.04 raices) Unicamente estuvieron presentes en brotes
del tratamiento testigo (0 mg L™ BAP), ya que en los demas tratamientos no se formaron raices.
En el testigo, el largo de raiz fue de 3.25 cm (Cuadro 1). El tratamiento sin fitohormonas en
medio MS permiti6 la formacién de raices en B. inermis, aunque en menor proporcion
comparado con 1 mg L™ AIB (Guillen et al., 2015).

El porcentaje de brotes con raiz fue de 68%, en el testigo y los demas tratamientos con BAP no
formaron raices (Cuadro 1). Por su parte Vadillo-Pro et al. (2016) reportaron que en brotes
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subcultivados individualmente en B. purpussi en medio MS y ¥2 MS ambos suplementados con
1g L™ de carbon activado indujeron un 85 a 95% de brotes.

Porcentaje de hiperhidratacion de brotes propagulo (PHH)

El porcentaje de hiperhidratacion varié de 5 a 23% (Cuadro 2); sin embargo, esta variable
no fue significativa (p< 0.05). Los resultados obtenidos coinciden con Vargas-Castillo (2010)
guienes encontraron hiperhidrataciéon en porcentajes menores de 20% en los medios que fueron
suplementados de 0 a 2 mg L™ de BAP en G. macropoda.

Subcultivo de brotes con HHI (SC4-1)

Las variables LH, ABT, NB, NR y LR fueron significativas a excepciéon de PBR y PHH a p< 0.05.
A la concentracion de 0.5 y 1 mg L™ del origen de brote no se encontraron diferencias
significativas (Cuadro 3). Los resultados obtenidos por Ramirez-Gottfried et al. (2021) fueron
superiores al comparar el medio MS con vermicomposta en la etapa de multiplicaciéon de
Dasylirion cedrosanum. La adicién de 1 mg L™ BAP méas 0.2 mg L™ AIA en medio MS generaron
mayor promedio de brotes (8.25 brotes/explante). En Aloe barbadensis, la concentraciéon 6 uM
(1.35 mg L ™) de BA en medio liquido fue 6ptima para la multiplicacién y enraizamiento.

Longitud de hoja (LH) en cm

Las longitudes de hoja més largas (6.78 cm) se obtuvieron en el testigo (0 mg L™ BAP) (Cuadro
3). La importancia de longitudes de hoja de mayor tamafio lo comprobé Aureoles-Rodriguez et al.
(2008) quienes determinaron en Agave inaquidens que el tamafio de planta y el medio de cultivo
afectd el enraizamiento de las plantas. Las plantas de longitud de 4 cm con mas de dos raices
presentaron una sobrevivencia de 100%.

Numero (NR), longitud de raices (LR) en cm y porcentaje de brotes con raiz (PBR)

ElI NR, LR y PBR fueron significativas (p< 0.05). EI NR (0.71 raices) s6lo estuvieron presentes en
brotes del tratamiento testigo (0 mg L™ BAP), ya que en los demas tratamientos no se formaron
raices. El largo de raiz fue de 1.44 cm en el testigo. Los resultados coinciden con Zhang et al.
(2013), quienes en medio MS libre de reguladores obtuvieron brotes regenerados mediante
organogénesis de Agave hybrid.

El porcentaje de brotes con raiz fue de 43%, en el testigo y los demés tratamientos con BAP
no formaron raices (Cuadro 3). Al respecto Reyes-Silva et al. (2013), reportaron que al evaluar
enraizamiento a los 45-50 dias en brotes generados en multiplicacion con un medio base al 50%
en especies Beaucarnea goldmanni, B. recurvata y B. gracilis se obtuvieron los porcentajes mas
bajos de enraizamiento (34, 23 y 14% respectivamente), no asi en los géneros Dasylirion y
Nolina que alcanzaron de 75 a 100% de enraizamiento. Asimismo Vargas-Castillo (2010)
determinaron hiperhidratacion en porcentajes menores de 20% en los medios que fueron
suplementados con 0 a 2 mg L™ de BAP en G. macropoda.

Porcentaje de brotes hiperhidratados

Los brotes al dia cinco después de establecidos en medio de subcultivo no mostraron diferencias
significativas, los porcentajes de hiperhidratacion variaron de 86.4 a 95.2% (Cuadro 4). La
hiperhidratacion inicial fue en hojas méas jovenes con coloracién verde claro a amarillo claro
en brotes sembrados a 1 mg L™ de BAP. En el caso de 1.5, 2 y 2.5, ademas de los sintomas
anteriores, mostraron bases méas anchas del brote madre, asi como ligera deformacién de hoja 'y
menor cantidad. A los 30 dias de subcultivo se evalué hiperhidratacién, las concentraciones en
los tres tratamientos ayudaron en la recuperacion de la hiperhidratacion inicial, no hubo
diferencias significativas entre tratamientos (Cuadro 3 y Figura 1E). Los resultados anteriores
coinciden con (Millan-Soto et al., 2019) quienes reportaron la reduccién de hiperhidratacion
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en 10.4% en Asparagus officinalis al realizar resiembras de rizomas en medio de cultivo sin
reguladores de crecimiento.

Enraizamiento ex vitro

Porcentaje de supervivencia de brotes enraizados (PSBR)

En todos los tratamientos se observé la formacién de raices; sin embargo, el mayor porcentaje
de supervivencia de brotes con raiz (73.33%) se obtuvo en el testigo (Cuadro 4 y Figura 2).
La mayor supervivencia de brotes enraizados (brotes propagulo sometidos a enraizamiento
después de separarlos de sus brotes) se puede explicar en la capacidad de algunas especies de
regenerar raices. Este comportamiento es similar a lo que obtuvo Guillen et al. (2015) en brotes
de B. inermis.

Cuadro 4. Enraizamiento ex vitro y aclimatacion de brotes después de su primera produccion de brotes
en B. hookeri a 80 dias del trasplante.

Tratamientos NR LR PSBR
0 241 a 1143 a 73.3a
1 000 212 a 9.87 a 333a
2 000 1.76 a 5.73a 46.7 a
4 000 1.2a 4.89 a 40 a
* 0.41 0.1 0.1272

NR= ndmero de raices primarias; L R= longitud de raiz primaria; PSBR= porcentaje de supervivencia de brotes con
raiz; *= p< 0.05. Medias con distinta letra en una misma columna son estadisticamente diferentes, segiin la prueba de
Tukey (p< 0.05).

Figura 2. Tratamientos de enraizamiento ex vitro, a 80 dias de su establecimiento. A) 1 000 mg kg ™ ; B)
2000mgkg™;C)4000mgkg *;yD)0Omgkg ™.

En Cattleya trianae el tratamiento sin BAP formo raices en 7.35% (Gil et al., 2019). Por otra
parte, Puente-Garza et al. (2015) establecieron los brotes obtenidos en multiplicacion en
medio MS sin reguladores y a los 30 dias generaron raices en Agave salmiana, lo que permitio
una aclimatacién exitosa de los mismos. Zhang et al. (2013), emplearon medio MS libre de
reguladores en brotes de Agave hybrid, regenerados mediante organogénesis, estos generaron un
ndmero promedio de 5.39 raices por brote con una longitud de 8.44 cm por raiz dentro de 30 dias.

En el bajo enraizamiento de brotes que fueron inmersos en mezcla con Radix® posiblemente
pudo afectar la cantidad de talco que quedo impregnada en la base de tallo, siendo un obstaculo
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fisico entre el brote y sustrato. En los subcultivos de esta investigacion los brotes en los
tratamientos testigo que no tuvieron reguladores generaron un 33% en SC3, 68% en SC4 y 43%
en SC4-1 en un lapso de 30 dias de subcultivo, estos sdélo estuvieron expuestos a BAP durante
30 dias cuando fueron generados del brote propagulo, mientras que los brotes en enraizamiento
ex vitro estuvieron el doble de tiempo.

Los resultados son similares a los de Adelberg y Naylor (2012), quienes reportaron que la
exposicion de los brotes a citocininas como BAP, inhibieron el enraizamiento. Lo anterior puede
deberse a que un remanente de citocininas inhibiera el enraizamiento y las plantas en agar
fueron més afectadas que las de medio liquido. Este remanente redujo el enraizamiento de 92%
(control) a 68% con 10 uM (2.25 mg L™) BAP en plantas de Aloe barbadensis.

Conclusiones

La dosis 0.5 mg L™ de BAP permite la mayor produccién de brotes en 30 dias con una mayor
longitud de hoja. Ademas, esta concentracion coadyuva al enraizamiento ex vitro, asi como
disminuye la probabilidad de aparicion de brotes hiperhidratados. El tratamiento Testigo (BAP
0 mg L), puede utilizarse para enraizar brotes sanos y de buen tamafio en 30 dias, ya que a la
par de crecer, forman raices y en 60 dias se tiene una planta completa y aclimatizada.
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