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RESUMEN GENERAL

La floricultura se ve favorecida por variedades obtenidas a partir de germoplasma nativo y
la mutagénesis inducida por poliploidia es la técnica mas utilizada para generar nuevas variedades.
Un ejemplo de flora nativa con potencial ornamental es Zephyranthe fosteri, una gedfita silvestre
con flores elegantes de color rosa. Esta planta se puede propagar de forma sexual, pero se requiere
de 4 a 7 afios para que un bulbo llegue a su madurez fisiolégica; ademads, la tasa de multiplicacién
asexual de forma natural es baja porque solo se produce un bulbillo al afo esto provoca que no
haya oferta de plantas cultivadas en viveros y se recolecten individuos silvestres para comercializar.
Por ello, es necesario establecer un protocolo de propagacién vegetativa y la metodologia para
generar variacion fenotipica como fuente de variedades. Con base en lo anterior se llevaron acabo
dos estudios con el objetivo de optimizar la propagacion vegetativa de plantas de Zephyranthes
fosteri para establecer un método de induccién de variacion fenotipica con colchicina. En el primer
estudio se establecié un protocolo de propagacion vegetativa para Z. fosteri a partir de la activaciéon
de las yemas axilares presentes en los catafilos. El segundo para determinar el método de
aplicacidn, el tiempo de exposicidon y concentracién de colchicina para inducir variacidn fenotipica
en bulbos de Z. fosteri. En el primer estudio se redujo el tiempo de emergencia de los bulbos a 4
dias en bulbos enteros o con corte longitudinal tratados con TDZ 0.57 y 1.14 pM, estés
concentraciones favorecieron 50 % el desarrollo vegetativo en todos los tipos de corte. Se
determiné que los bulbo enteros con dos cortes longitudinales sin TDZ generaron 54 bulbillos en
total y los bulbos de 19 a 26 mm favorece el desarrollo de las plantas en un 50 % y se obtiene
mayor nimero de bulbillos, 3.72 en promedio. En el segundo se determin6 que en exposicion
recurrente a 0.05 % de colchicina durante 5 meses en plantas de Z. fosteri in vitro se alcanzé una
supervivencia de 71 %. En los bulbos in vivo expuestos a 0.1 % de colchcicina durante 24 h
sobrevivieron 20 plantas, en comparacion con las expuestas 6 h, donde solo sobrevivieron 14
plantas. En los bulbos expuestos durante 12 h, las hojas fueron 34 % mads largas y con mayor

nimero de hojas, en promedio 10.30 hojas.

Palabras clave

Propagacion vegetativa, bulbos, in vitro, in vivo, variacion fenotipica, colchicina.



GENERAL ABSTRACT

Floriculture is favored by varieties obtained from native germplasm and polyploidy-
induced mutagenesis is the most widely used technique to generate new varieties. An example of
native flora with ornamental potential is Zephyranthe fosteri, a wild geophyte with elegant pink
flowers. This plant can be propagated sexually, but it takes 4 to 7 years for a bulb to reach
physiological maturity; in addition, the rate of natural asexual multiplication is low because only
one bulblet is produced per year, which means that there is no supply of cultivated plants in
nurseries and wild individuals are collected for commercialization. Therefore, it is necessary to
establish a vegetative propagation protocol and the methodology to generate phenotypic variation
as a source of varieties. Based on the above, two studies were carried out with the objective of
optimizing the vegetative propagation of Zephyranthes fosteri plants to establish a method to
induce phenotypic variation with colchicine. In the first study, a vegetative propagation protocol
was established for Z. fosteri based on the activation of axillary buds present in the cataphylls. The
second to determine the application method, exposure time and colchicine concentration to induce
phenotypic variation in Z. fosteri bulbs. In the first study, bulb emergence time was reduced to 4
days in whole or longitudinally cut bulbs treated with TDZ 0.57 and 1.14 pM, these concentrations
favored 50% vegetative development in all types of cuttings. It was determined that whole bulbs
with two longitudinal cuts without TDZ generated 54 bulblets in total and bulbs from 19 to 26 mm
favored plant development by 50 % and obtained a greater number of bulblets, 3.72 on average. In
the second one, it was determined that in recurrent exposure to 0.05 % colchicine for 5 months in
Z. fosteri plants in vitro, a survival of 71 % was achieved. In the in vivo bulbs exposed to 0.1 %
colchicine for 24 h, 20 plants survived, compared to those exposed for 6 h, where only 14 plants
survived. In bulbs exposed for 12 h, leaves were 34 % longer and with a higher number of leaves,

on average 10.30 leaves.

Key words

Vegetative propagation, bulbs, in vitro, in vivo, phenotypic variation, colchicine.



INTRODUCCION GENERAL

En Meéxico existen especies silvestres con cualidades farmacéuticas, alimentarias y/o
potencial ornamental para su comercializacion que constituyen recursos genéticos de importancia;
sin embargo, muchas especies aln requieren estrategias eficientes para la propagacién de material
vegetal o no se han incorporado en programas de mejoramiento genético para obtener variedades
comerciales y asi evitar la extraccion de poblaciones nativas (Honfi y Davifia, 2015). Una de estas
especies es Zephyranthes fosteri, una gedfita nativa de México que en el cddice Badiano se
denomina como Huetzcanixochitl “flor sonriente o flor que te hace reir”, también se conoce como
“flor de mayo”, “mayito” y “quiebraplatos”. Los aztecas utilizaban sus hojas y flores en infusiones
para tratar la fatiga y el estrés. Esta especie es una planta herbacea, perenne, su bulbo mide de 2 a
5 cm, cada bulbo produce de uno a tres escapos con una flor de color rosa o blanca, que suelen
durar de tres a siete dias, su apariencia elegante le da el potencial para ser apreciada como elemento
decorativo dentro del disefio de paisajes o como planta en maceta (Centeno-Betanzos et al., 2021).

Las plantas gedfitas pueden reproducirse por semillas, que geminan cuando las condiciones
son adecuadas, pero su mortalidad es mads alta que las plantas formadas por reproduccién asexual,
porque en este Gltimo método la planta madre le proporciona nutrientes y proteccién a los bulbillos
(Moreno-Pachon, 2017). La propagacién vegetativa se logra cuando las plantas pueden dividirse
manualmente, porque en cada ciclo el bulbo madre es reemplazado por uno o dos bulbillos hijos
que surgen de las yemas axilares; sin embargo, el nimero de los meristemos axilares es bajo y no
todos crecen durante el ciclo de crecimiento anual del bulbo, este crecimiento depende de la etapa
de desarrollo, estado y condicién fisioldgica de la planta, asi como de condiciones ambientales
(Bihmidiene et al., 2013).

Cuando la multiplicacion vegetativa no es suficiente se puede recurrir a eliminacion de la
latencia apical, este método consiste en hacer cortes, extirpar una porcién o dividir a la mitad el
bulbo madre, para que las incisiones estimulen la formacién de hijuelos mediante un mecanismo
hormonal y formar mayor o menor cantidad de bulbillos del bulbo madre (Padilla ez al., 2016). La
latencia apical es el control del dpice de la planta sobre el crecimiento de las yemas axilares las
cuales se denominan paralatentes y reanudan su crecimiento tras la eliminacién del édpice, esta
latencia es inducida por las auxinas que interactian con la hormona estrigolactona y la alta
demanda de azucar producida en el dpice, asi como la inanicién de las yemas axilares y se ha
demostrado que la sacarosa y citocininas son el desencadenante para modular las redes hormonales

que controlan el crecimiento de las yemas (Barbier et al., 2015). La induccién mecdnica para tener
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nuevos bulbos y ha sido un método efectivo y de bajo costo en diversas especies; sin embargo, los
métodos de propagacion de bulbos por hijuelos y por estacas de bulbo son lentos, ya que el inicio
de la formacidén del bulbo hasta la floracién requiere de cuatro a cinco afios (Hartman et al., 1990).
Otro factor que se debe tomar en cuenta es el tamafio del bulbo, porque afectard el tiempo que se
requiere para tener un bulbo maduro, es decir que los bulbos pequeios necesitan mds tiempo para
crecer a un tamafio comercial, debido a la fuente de reservas como el almidén y los azicares, el
bulbo puede ser fuente cuando ha completado su crecimiento o demanda cuando estd en proceso
de crecimiento (Zhu et al., 2004).

La micropropagacién se ha usado con éxito en algunas especies de Zephyranthes se ha
logrado hasta 95% de germinacién en condiciones in vitro, pero cuando se trabaja con secciones
de bulbos, la contaminacién microbiana aumenta y se requiere de la aplicacion de desinfectantes
como un paso crucial para lograr el establecimiento in vitro (Miiller et al., 2017). La
micropropagacion de Zephyranthes spp. a partir de los catdfilos de los bulbos, se intentd al
desinfectar los bulbos con solucién de etanol (90 %), hipoclorito de sodio (1.5 %) y fungicida
Mancozeb, durante 10, 15 y 20 minutos; sin embargo, 100 % de los explantes presentaron
contaminacién microbiana (Miiller ef al., 2017).

Establecer un método de propagacion masiva de Z. fosteri es indispensable para acelerar el
crecimiento de las pldntulas y asegurar su abastecimiento con fines comerciales (Tapia-Campos,
2012). Ademas, el cultivo de tejidos vegetales es una herramienta biotecnoldgica util en los
programas de mejoramiento genético ya que reduce el tiempo para la obtencién de nuevas
variedades (Gonzales et al., 2005) e incrementa la probabilidad de generar variacion fenotipica
(Skirvi et al., 1994).

El desarrollo de variedades ornamentales con rasgos morfolégicos deseables se puede
realizar por poliploidia, este método es mds eficaz en comparacién con el mejoramiento por
mutacion y el cruzamiento convencional, debido a su manejo facil en un periodo de tiempo corto,
lo que también aumenta la disponibilidad de germoplasma (Niu e al., 2016). La poliploidia
consiste en incrementar el tamafio del genoma causado por la presencia de tres o mas juegos de
cromosomas dentro de las células sométicas de un organismo y se induce al exponer diferentes
organos de las plantas como semillas, meristemos apicales, botones florales, raices, entre otros, con
soluciones antimitéticas como colchicina, orizalina y vicristina (Slamet et al., 2018). Estos
productos quimicos se pueden incorporar a los tejidos por inmersién, remojo, goteo, o mezclado

con linolina, agar o algodén (Ranney, 2006). La reaccién que causan es duplicar el nimero de



cromosomas de una especie, que provoca reordenamientos cromosémicos, remodelaciones
epigenéticas y reunion de jerarquias reguladora de genes divergentes (Kannan et al., 2013).

La colchicina (C,,H,sNQOg) es alcaloide venenoso extraido del azafran otonial Cochium
autumnale L., es facilmente soluble en agua fria, cloroformo o alcohol, pero baja solubilidad en
agua caliente (Kumar y Rani, 2013). Este antimit6tico actda para detener la metafase, ya que
interfiere con la estructura de las fibras del huso mitdtico, se une a la tubulina de los microtibulos
e inhibe su formacién, lo que provoca que no se desplacen los cromosomas hacia los polos; como
consecuencia, se origina una célula con nimero de cromosomas dobles (Hadlaczky et al., 1983).
Sin embargo, la colchicina tiene mayor afinidad a la tubulina animal, lo que resulta en una actividad
peligrosa, ya que si no existe una correcta manipulacion puede provocar efectos toxicos en los seres
humanos (Ebrahimzadeh et al., 2018).

Aunque la colchicina se aplica como solucién acuosa es inestable en agua, por lo que es
aconsejable preparar una nueva solucién antes de los tratamientos, en semillas pregerminadas con
raices emergentes es eficaz y la concentracion que se recomienda es entre 0.1 y 0.8 %, dosis mds
altas provocan malformaciones y reducen la produccién de plantas tetraploides, por lo que es
recomendable utilizar colchicina en concentraciones muy bajas; sin embargo, la dosis y el tiempo
de exposicioén a las sustancias antimitéticas dependera de la especie y el tejido a tratar (Pirkoonhi
et al.,2011). En explantes de hojas de lisianthus (Eustoma grandiflorum) variedad azul tratados
con orizalina 0.01 % por 48 horas y 0.05 % durante 24 y 72 horas presentaron rasgos fenolégicos
diferentes (Corza, 2019). En bulbos de Zephyranthes rosea se remplazé la colchicina con extracto
etandlico de hoja de Catharanthus roseus al 0.1 % durante 24 horas, los bulbos aumentaron el peso
de la raiz, nimero de hojas, drea foliar y densidad estomética (Wu et al., 2012). La poliploidia
inducida en Tagetes erecta, produjo hojas de forma ovalada con una base robusta y disposicién en
espiral (Sadhukhan et al., 2014). en plantas tetraploides de Pelargonium graveolens se observaron
variaciones en el color y forma de las hojas (Jadrna et al., 2010).

Las plantas poliploides son notablemente diferentes o a veces superiores a las diploides, en
su expresion fenotipica, porque la duplicaciéon de cromosomas causa un efecto en las plantas que
se conoce como “gigas” debido al aumento en el tamafio de las células, por la adicion de copias de
genes (Botelno et al., 2015). Los individuos tetraploides son mds vigorosos, mds grandes, pueden
producir hojas mds grandes y gruesas, de color verde oscuro y con cambios en la morfogénesis
tisular, especificamente en la epidermis, lo que provoca un cambio en el tamafio de los estomas

(Panteris et al., 1993). También se pueden alterar las hojas, estructuras florales y semillas (Kazi et



al., 2015), asi como los hdbitos de crecimiento de plantas como enanismo, los patrones de
sexualidad, restauracion de esterilidad y aumentar la resistencia al frio (Dibyendu, 2010). En la
industria ornamental se ha inducido artificialmente en muchos cambios morfolégicos, fisiolégicos,
bioquimicos y celulares en cultivos de importancia econdémica como lirio, gladiolo, petunia y
caléndula (Balode, 2008; Suzuki ef al., 2005; Ye et al., 2010; El-Nashar et al., 2015).

Ademads de mejorar rasgos ornamentales como flores y hojas, la induccién de poliploidia
con colchicina, también aumenta el rendimiento de las plantas y modifica sus estructuras
reproductivas tanto sexuales como asexuales, como es el caso de Lagerstroemia indica (Ye et al.,
2010) y Catharanthus roseus (Hosseini et al.,2013) las cuales también incrementaron el tamafio y
peso de sus semillassignificativamente. En Impatiens balsamina la colchicina aument6 el niimero
y peso de las semillas y nimero de frutos (Du et al., 2011).

Para detectar la poliploidizacién, se debe generar un protocolo de confirmacién por medio
de citometria de flujo, que se considera un método mads fiable, rdpido y sencillo, aunque también
se utilizan métodos como el conteo de cromosomas y las observaciones morfoldgicas de las plantas
(Dhooghe et al., 2009). En particular, el didmetro del polen, nimero de cloroplastos, tamaiio y
densidad de los

estomas que estdn relacionados con funciones fisiol6gicas importantes como la fotosintesis,
la respiracién y acumulacion de biomasa en las plantas (Costa et al., 2003). La densidad, tamafio,
longitud y ancho de los estomas, se pueden usar como indicador de cambios, estos tienen una
correlacion positiva con la tasa de éxito de la poliploidia en plantas (Lin ez al., 2015). Aunque estos
métodos indirectos son féciles, porque se requiere de menos tiempo y se utilizan instrumentos
sencillos, tienen la desventaja de que son sensibles al ambiente y no identifican el nivel de ploidia
correcto en plantas mixoploides y citoquimeras, por lo cual se requiere de protocolos especificos
para cada especie vegetal (Moghbel et al., 2015).

Un programa de mejoramiento genético de Z. fosteri puede iniciar desde cero a partir de
plantas nativas con caracteristicas ornamentales deseadas; sin embargo, en México los estudios de
micropropagacion de Z. fosteri son escasos (Nava et al., 2021) y no se han realizado trabajos de
poliploidia en genotipos silvestres, lo que ha impedido obtener variedades con mejores
caracteristicas de color, tamafio y forma de la flor para aumentar el valor y la aceptacién de la
especie en el mercado nacional y de exportacion (Herndndez et al., 2017).

Con base en la informacidnexpuesta, el uso de herramientas biotecnolégicas como el cultivo

de tejidos in vitro y la induccién de poliploidia, son esenciales para generar y propagar variantes



de Z. forteri, que es de gran interés comercial, cultural y ecolégico, y que a través de este
conocimiento, se logré constituir las bases técnico-cientifica de un proyecto de mejoramiento

genético dirigido a esta especie gedfita nativa de nuestro pais.

HIPOTESIS

Los tipos de corte, el uso de TDZ y el tamafio de los bulbos en Z. fosteri, favorece la
reproduccién vegetativa.

La exposicion y dosis de colchicina in vivo e in vitro en bulbos de Z. fosteri genera plantas

con variacion fenotipica.

OBJETIVO GENERAL
Optimizar la propagacién vegetativa de plantas de Zephyranthes fosteri para establecer un

método de induccidn de variacion fenotipica con colchicina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer un protocolo de propagacion vegetativa para Z. fosteri a partir de la activacién
de las yemas axilares presentes en los catéfilos.

Determinar el método de aplicacion, el tiempo de exposicion y concentracién de

colchicina para inducir variacién fenotipica en bulbos de Z. fosteri.



CAPITULO1

PROPAGACION VEGETATIVA DE Zephyranthes fosteri

RESUMEN

La especie Zephyranthes fosteri es una gedfita ornamental mexicana que se puede propagar
a partir de bulbos; aunque con este método las yemas axilares ubicadas entre los catafilos del bulbo
tunicado solo generan uno o ningun bulbillo al afio. El objetivo de esta investigacion fue establecer
un protocolo de propagacion vegetativa para Z. fosteri a partir de la activacion de las yemas axilares
presentes en los catéfilos. En el primer ensayo los bulbos se colocaron en soluciones de TDZ (0,
0.57 y 1.14 uM) y se trataron en cinco formas: a) bulbo entero sin cortes, b) corte transversal sin
apice, c¢) corte transversal sin dpice mds corte longitudinal, d) corte longitudinal y e) dos cortes
longitudinales. En un segundo ensayo se determinaron tres calibres para su propagacion: calibre 1)
pesode 0.2 a1 g, didmetro 6 a 12 mm y longitud de 9 a 16 mm, calibre 2) peso 1 a 3 g, didmetro
de 13 a 18 mm y longitud de 16 a 20 mm, calibre 3) peso de 4 a 10 g, didmetro de 19 a 26 mm y
longitud de 18 a 26 mm. En ambos ensayos se evalué el desarrrollo morfolégico de la planta y el
numero de bulbillos obtenidos, los disefios experimentales fueron al azar con arreglo factorial y se
efectuaron correlaciones de Pearson entre las variables. Con los resultados se logré determinar que
el TDZ a 0.57 y 1.14 uM estimula el desarrollo vegetativo de las yemas axilares. El bulbo entero
con dos cortes longitudinales sin TDZ gener6 mayor nimero de bulbillos, ademas se determind

que el calibre 6ptimo para su propagacién es de 19 a 26 mm de didmetro.

Palabras clave

Gedfita ornamental, yemas axilares, calibre de bulbos, formacién de bulbillos.



ABSTRACT

The species Zephyranthes fosteri is a Mexican ornamental geophyte that can be propagated
from bulbs; although with this method the axillary buds located between the cataphylls of the
tunicate bulb only generate one or no bulblets per year. The objective of this research was to
establish a vegetative propagation protocol for Z. fosteri from the activation of the axillary buds
present in the cataphylls. In the first trial bulbs were placed in TDZ solutions (0,0.57 and 1.14 uM)
and treated in five ways: a) whole bulb without cuts, b) transverse cut without apex, c) transverse
cut without apex plus longitudinal cut, d) longitudinal cut and e) two longitudinal cuts. In a second
trial, three calibers were determined for propagation: caliper 1) weight 0.2 to 1 g, diameter 6 to 12
mm and length 9 to 16 mm, caliper 2) weight 1 to 3 g, diameter 13 to 18 mm and length 16 to 20
mm, caliper 3) weight 4 to 10 g, diameter 19 to 26 mm and length 18 to 26 mm. In both trials the
morphological development of the plant and the number of bulblets obtained were evaluated, the
experimental designs were randomized with factorial arrangement and Pearson correlations were
made between the variables. The results showed that TDZ at 0.57 and 1.14 uM stimulated the
vegetative development of axillary buds. The whole bulb with two longitudinal cuts without TDZ
generated a greater number of bulblets, and it was also determined that the optimum caliber for

propagation is 19 to 26 mm in diameter.

Key words

Ornamental geophyte, axillary buds, bulb size, bulblet formation.



1.1 INTRODUCCION

La especie Zephyranthes fosteri Traub. de la familia Amaryllidaceae, es una planta
monocotiledénea silvestre y nativa de México, las plantas miden hasta 45 cm de altura, su flor es
pequeiia, de 2 a 6 cm, de color rosa o blanco-rosado y florecen de primavera hasta otofio
(Rzedowski y Calderén, 2005). La planta se ha usado en la medicina indigena, debido a que
contiene alcaloides inhibidores, utilizados en tratamientos para el cancer y el Alzheimer (Bastida
et al.,2006).

Z. fosteri como ornamental, se utiliza en grupos como plantas en maceta o para formar
tapices y adornar caminos, balcones y jardines. Aunque se puede encontrar como parte de la
coleccion privada de algunas personas, la mayoria de los ejemplares se extraen de su habitat natural
(Seyidoglu et al., 2009), ya que no existen métodos eficientes de reproduccién en vivero.

La reproduccién sexual de Z. fosteri se considera muy alta porque mds de 95 % de sus
semillas son viables y germinan en un periodo de tres dias. Sin embargo, las plantas obtenidas por
semillas pueden tardar hasta cuatro afios en florecer y suelen presentar una tasa de mortalidad alta
en comparacion con las plantas obtenidas mediante reproduccién asexual (Ikegami et al., 2012).
Esto ocurre por que los bulbos propagados a partir de semilla pasan por tres fases de desarrollo:
vegetativa juvenil, vegetativa adulta y reproductiva. Después de estas etapas la planta se vuelve
competente para su propagacion y floracion, esta dltima es inducida por sefiales ambientales como
el fotoperiodo, la temperatura y por factores endégenos como los niveles hormonales, la edad
fisioldgica de la planta, el peso y el tamaifio del bulbo (Kamenetsky et al., 2015).

En otras especies gedfitas la propagacion vegetativa se desarrolla a partir de los meristemos
axilares de cada escama del bulbo; estas escamas son hojas modificadas unidas a un tallo corto
llamado placa basal, con raices y una yema axilar, que le da la capacidad de multiplicarse por si
misma. Las yemas pasan por un periodo de latencia y cuando las condiciones ambientales y
enddgenas son Optimas suprimen el letargo, crecen y se convierten en propagulos (hijuelo, bulbo o
bulbillo), este proceso de crecimiento de las yemas axilares estd controlado por un complejo
intercambio de hormonas, por el estado nutricional y por el medio ambiente; el crecimiento de las
yemas determina la tasa de propagacion en especies bulbosas, que es variable entre especies, pero
en promedio es baja, debido al nimero limitado de meristemos axilares y a la restriccion de su

crecimiento por factores bidticos o abidticos (Rameau et al., 2015).
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Una técnica empleada en plantas bulbosas para incrementar el nimero de brotes y bulbillos
son los cortes al bulbo, con este método se generan clones de la planta madre, lo que permite
mantener composiciones genéticas deseables; ademds, es una técnica de bajo costo que se puede
implementar a nivel comercial (Leeggangers et al., 2013).

En las especies Hippeastrum striatum y Habranthus brachyandrus se ha demostrado que al
seccionar el bulbo aumenta el nimero de brotes y bulbillos obtenidos por bulbo madre, porque las
heridas inducen el desarrollo de las yemas axilares (Rodriguez-Mata et al., 2018). El estrés que
causan los cortes, genera respuestas fisiologicas como la activacion de genes de defensa y se
inducen captadores de especies reactivas de oxigeno (ROS), para iniciar la regeneraciéon de la
planta, porque se estimula la sefializacion hormonal del etileno, el acido salicilico, el 4cido abcisico
y el 4cido jasmoénico (Minibayeva et al.,2015). Los cortes también interrumpen el transporte polar
de las auxinas que se acumulan en el drea herida y promueven la proliferacion y la
desdiferenciacion celular para regenerar los bulbillos (Motte et al., 2014), los bulbillos obtenidos
crecen durante el reposo del bulbo madre (Rodriguez-Mata et al., 2018).

El tamaiio del bulbo es otro factor importante en la propagacién vegetativa, ya que, si éste
es grande contiene mayor cantidad de carbono almacenado, agua y nutrientes, que influyen en el
crecimiento y calidad de los bulbos (Ikegami et al., 2012). En el género Lilium, cuando los bulbos
se encuentran inactivos a nivel fisioldgico, las escamas movilizan parte de su carbono almacenado,
75 % se traslada a las raices y al meristemo apical, mientras que el resto del carbono se va a los
meristemos axilares para soportar el crecimiento de los bulbos hijos. Cuando el meristemo apical
brota y las hojas se vuelven fisiol6gicamente activas, suministran carbono a la flor y al tallo,
mientras que las escamas alimentan exclusivamente a los bulbos hijos, una vez que florece la
planta, la fuente de carbono de las hojas se traslada a los bulbos hijos y se convierte en almidén, la
distribucion del carbono sobre los bulbos hijos no es igual y algunos de los meristemos axilares
permanecen inactivos durante un periodo largo (Moreno-Pachén et al., 2016). Las reservas y el
metabolismo de almidén y sacarosa presentes en las escamas del bulbo son importante para la
formaciéon y desarrollo de los bulbillos, es por esto que en plantas gedfitas, es importante
determinar los calibres para su comercializacién, de acuerdo al peso, longitud y didmetro del bulbo
madre y se tiene estandarizado cuantas flores y bulbillos se obtendran de acuerdo al calibre (Li et
al., 2014). El calibre minimo que se utiliza en tulipdn es de 6 a 8 cm y el més grande es de 12 a 14
cm, en plantas del género Lilium el calibre minimo es de 14 a 16 cm y el mas grande es de 22 a 24

cm (Francescangeli y Marinangeli, 2018).

11



Por otra parte, la aplicacidn de citocininas en dosis y tiempos determinados influye en el
desarrollo de las plantas, al promover la induccién de yemas y brotes laterales, estimula la division
celular y la capacidad de participar en el proceso de hidrélisis del almidén almacenado en los
bulbos (Taiz y Zeiger, 2013). El tidiazurén es una citocinina sintética del grupo fenilurea que a
nivel molecular se le atribuye la capacidad de estimular la acumulacion de citocininas naturales y
desencadena la sefalizacion de hormonas presentes en la planta, se utiliza en plantas lefiosas y
herbéceas, porque posee un alto rango de estimulacién de brotes axilares, rompe la latencia de
yemas apicales y laterales y favorece la traslocacion de auxinas (Bardnek et al., 2015). En Lilium
spp. el TDZ es utilizado en concentraciones bajas para retrasar la senescencia de hojas y flores
(Ferrante et al.,2003), en los genéros Tulipa y Crysanthemum se utiliza para estimular la formacion
de brotes (Dhiman et al., 2015).

Con base en lo anterior, puede esperarse que los tipos de corte, el uso de TDZ y el tamaio
de los bulbos en Z. fosteri, favorezca su reproduccion asexual, que de manera natural es muy lenta.
En este estudio se planteé como objetivo establecer un protocolo de propagacion vegetativa para
Z. fosteri a partir de la activacidn de las yemas axilares presentes en los catéfilos. Los resultados

esperados aportardn informacion relevante para el manejo integral y agronémico de la especie.
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1.2 MATERIALES Y METODOS

Los 145 bulbos de Z. fosteri que se usaron en este estudio se recolectaron en el municipio
de Pardcuaro, Michoacén. Esta localidad se ubica en las coordenadas geogréficas 19° 10°° 00’ de
latitud Norte y 102° 12°” 31°de longitud Oeste. El clima dominante de la zona de recolecta es célido
himedo (AWO), con una temperatura media anual de 22 °C y una precipitacién acumulada anual
de 800 mm (Tu Municipio, 2022). El suelo que predomina en el drea de recolecta es vertisol pélico
(Vp) (CONABIO, 1995). El uso de la vegetaciéon y suelo en el drea de estudio corresponde a
agricultura de riego anual y permanente (RAP) (INEGI, 2016).

Los experimentos se realizaron en el Invernadero de Plantas Ornamentades de la Facultad
de Agrobiologia “Presidente Judrez” perteneciente a la Universidad Michoacana de San Nicolds de

Hidalgo, en el periodo de enero del 2021 a enero del 2022.

1.2.1 Propagacion clonal

En este estudio se usaron 75 bulbos a los cuales se les retiré el primer catifilo y se
sumergieron en soluciéon de pentacloronitrobenceno 300 g de i.a kg' y disulfuro de tetrametil
tiuram 300 g de i.a kg! (1 g L') durante 15 minutos. Después se retird el fungicida y se colocaron
en solucion de tidiazurén (42.4 % de i.a) a diferentes dosis (0,0.57 y 1.14 uM) durante 30 minutos.
Durante el proceso de inmersidn se tuvo una constante oxigenacion de los tejidos (Figura 1A).

La solucién con tidiazurdn se retird y los bulbos se trataron en cinco formas: a) bulbo entero
sin cortes, b) corte transversal sin dpice, ¢) corte transversal sin dpice mds corte longitudinal, d)
corte longitudinal y e) dos cortes longitudinales (Padilla et al., 2016) (Figura 1B). La combinacién
de las tres concentraciones de TDZ y los cinco tipos de corte generaron 15 tratamientos con cinco
repeticiones, la unidad experimental fue un bulbo. El disefio experimental fue completamente al
azar con arreglo de tratamientos factorial.

Cada bulbo se coloc6 en una maceta de 3 pulgadas con peat moss, vermiculita y perlita en
porcién 2:2:1. A los 30 dias después del establecimiento del ensayo (dde) se evaluaron las
variables: nimero, longitud y anchura de las hojas (mm), nimero y dias a emergencia de brotes,

nimero y longitud de raices (mm) y volumen radicular (mL) (Padilla et al., 2016). A los 12 meses
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dde se evalu6 el nimero de bulbillos obtenidos en cada tratamiento con su didmetro y longitud

(mm).

Figura 1. Metodologia para la propagacién de bulbos de Z. fosteri. A) proceso de desinfeccion, B)

tipos de corte y C) tamafio del bulbo.

1.2.2 Relacion entre el calibre del bulbo y el desarrollo de la planta

Para determinar el calibre 6ptimo se utilizaron 70 bulbos, los cuales se desinfectaron con el
método del ensayo anterior y se colocaron en una solucién de tidiazurén (1. 14 yM) durante 30
minutos. Con base en el peso, didmetro y longitud de cada bulbo se establecieron tres calibres,
calibre 1: peso de 0.2 a 1 g, didmetro 6 a 12 mm y longitud de 9 a 16 mm; calibre 2: peso 1 a3 g,
didmetro de 13 a 18 mm y longitud de 16 a 20 mm; calibre 3: peso de 4 a 10 g, didmetro de 19 a
26 mm y longitud de 18 a 26 mm (Figura 1C). En cada bulbo se efectu6 un corte longitudinal y se
sembraron en macetas de 3 pulgadas con sustrato formado por peat moss, vermiculita y perlita en
proporcion 2:2:1. A los 30 y 60 dias dde se evaluaron las variables: dias a emergencia de brotes,
nimero, longitud y anchura de las hojas (mm). A los 180 dde se midi6 la longitud y didmetro del
bulbo madre (mm), el nimero de bulbillos obtenidos por bulbo y la longitud y didmetro de los

bulbillos (mm).
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El disefio experimental fue al azar con tres tratamientos (calibres del bulbo) y el nimero de
repeticiones varid de acuerdo a la disposicion de bulbos de cada calibre: calibre 1 con 8

repeticiones, calibre 2 con 34 y calibre 3 con 28.

1.2.3 Analisis estadistico

En ambos ensayos las variables evaluadas se analizaron mediante la prueba de Shapiro y
Wilks (1965), esto con la finalidad de determinar la normalidad de los datos, ademds se empled la
prueba de Bartlett (1937), para comprobar la homogeneidad de varianzas (homocedasticidad). Las
cuales en el primer ensayo se cumplieron en las variables longitud y anchura de hoja. Los datos
dias a emergencia de brote, longitud y didmetro de los bulbillos se normalizaron mediante la
transformacién a Log (x) y la variable nimero de raiz se normalizé con v(x+1). Estas cinco
variables se procesaron mediante un andlisis de varianza (ANDEVA), con el procedimiento
Modelo Lineal Generalizado (GLM) y se utilizé la prueba de Tukey (o= 0.05) para la comparacién
de medias entre tratamientos. Desafortunadamente, no fue posible normalizar las siguientes
variables: nimero de hojas, nimero de brotes, longitud y volumen de raiz y nimero de bulbillos.
Los datos de estas cinco variables se analizaron con la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

En el segundo ensayo las pruebas de normalidad de los datos y homogeneidad de varianzas
se cumplieron, por lo que se procedid analizar los datos obtenidos mediante anélisis de varianza
ANDEVA con el procedimiento GLM. Posteriormente, a las variables que presentaron un nivel de
significancia se les aplic6 una prueba de Tukey (a= 0.05), la cual permitié realizar una
comparacion de medias entre tratamientos y correlaciones de Pearson entre las variables.

Todos los andlisis estadisticos se efectuaron en el programa SAS® OnDemand for

Academics (SAS, 2020).
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1.3 RESULTADOS Y DISCUSION

1.3.1 Propagacion clonal

El ANDEVA determiné que el tipo de corte y la concentracion de TDZ de forma
independiente y la interaccién de ambos factores influyeron en los dias a emergencia de brotes,
anchura de las hojas y nimero de raices. La longitud de las hojas solo se afecté por la concentraciéon

de TDZ y la interaccion de esta fitohormona con el tipo de corte (Cuadro 1).

Cuadro 1. Cuadrados medios del andlisis de varianza para el efecto del tipo de corte en los bulbos

y la concentracién de TDZ en el crecimiento vegetativo de plantas de Z. fosteri.

Fuente de Grados de Emergencia de Longitud Anchura Nimero
variacion libertad brote hojas hojas raices
Tipo de corte 4 0.313%%* 1247.29 0.23% 7.770%*
(TO)
Concentracién de 2 0.347%* 34237%% 2.22%% 7.26%*
tidiazurén (TDZ)
TC*TDZ 8 0.034%%* 1901.35%* 0.35%* 1.41%*

(**) altamente significativo, (*) significativo, (ns) no significativo.

La aplicacién de tidiazurén y el tipo de corte estimularon la emergencia de brotes (Figura
2A). En los bulbos enteros o con corte longitudinal tratados con TDZ (0.57 y 1.14 uM) los bulbos
emergieron en promedio 4 dde y cuando no se aplicé TDZ en los bulbos enteros, bulbos con corte
transversal sin dpice y bulbos con corte transversal sin dpice mds cortes longitudinales, los brotes
emergieron en promedio a los 13 dde. Esto ocurrié porque al retirar la parte apical de los bulbos,
se interumpe el transporte polar de auxinas, estimulando la regeneracion de las yemas axilares y
con la aplicacién de TDZ se acelera la emergencia de los brotes, porque se estimula la division de
las células en el meristemo apical, al mismo tiempo que se reprograma a las células para el inicio
de la diferenciacion de los brotes (Dey et al., 2012). Asi mismo, se modulan los niveles de otros
reguladores de crecimiento como las auxinas, que influyen en la regeneracion de las yemas axilares

(Guo et al., 2011).
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Figura 2. Efecto del tipo de corte y concentracion de TDZ en el desarrollo de bulbos de Z. fosteri.

A) emergencia de brotes, B) longitud de hoja, C) anchura de la hoja D) Numero de raices.

DMS-= diferencia minima significativa. Error estdndar de los datos originales: indicado

por las lineas en las barras.

La aplicacién de TDZ (0.57 y 1.14 uM), en todos los tipos de corte generé un aumento

mayor a dos veces en la longitud de las hojas, en comparacién con los tratamientos en los que no

se aplicé TDZ. Ademas, las hojas fueron 3 % mads anchas cuando se dej6 el bulbo entero y se aplicd

TDZ (1.14 uM) (Figura 2B y C). El TDZ elimina la latencia apical y estimula el desarrollo de las

yemas axilares al promover el crecimiento vegetativo; por su actividad bioldgica, induce

acumulacién de citocininas endégenas como la zeatina y el BA, que estimulan la division celular

y promueven el desarrollo vegetativo (Nisler, 2018) (Figura 3). Algunos factores que influyen en

los efectos de TDZ son las heridas en los tejidos y la concentracién endégena de reguladores de la

planta madre, ya que las plantas interpretan la presencia de TDZ como una manifestacion de estrés

y como respuesta inicial al estrés se induce la morfogénesis a través de otros reguladores de

crecimiento y otros metabolitos de iones (Dinani et al., 2018). Su forma de accién no solo es en el

tratamiento inicial, sino que tiene la capacidad para resistir la degradacién enzimatica in vivo, lo

que permite que los niveles de TDZ se mantengan estables con el tiempo (Kumar y Redy, 2012).
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Figura 3. Desarrollo vegetativo de Z. fosteri con diferentes tipos de corte y concentraciones de

TDZ.
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Por el contrario, el TDZ (0.57 y 1.14 uM) inhibi6 el nimero de raices en los bulbos, en
promedio se obtuvieron 4.6 en comparacién con los tratamientos sin esta hormona, donde se
obtuvieron 11 raices en promedio (Figura 2D). La exposicion de TDZ en los explantes influye en
la proliferacion y elongacion de brotes (Liu et al., 2016), aumenta la tasa de multiplicacion por su
capacidad para romper la latencia apical (Guo et al., 2011), influye en el nivel de auxinas endégenas
en la planta a través de su acumulacion y traslocacién, esto proporciona una relaciéon 6ptima de
auxinas/citocininas en los tejidos (Jones et al., 2007). Sin embargo, el TDZ inhibe el crecimiento
de las raices y se atribuye a que actia como antagonista de las auxinas (Rolli, et al., 2012). Su
efecto estd relacionado con su estructura quimica considerada fuerte, por que las citocininas débiles
estimulan el enraizamiento de manera dependiende a la concentracién (Nisler, 2018). El TDZ en
Lallemantia iberica redujo drasticamente el desarrollo de las raices al utilizar la concentracién de
0.22 a2 mg L' (Pourebad et al., 2015).

La prueba no paramétrica de Kruskal Wallis, indicé que existen diferencias altamente
significativas entre tratamientos en las variables nimero de hoja, longitud y volumen radicular (P
< 0.0001), mientras que en la variable nimero de brote fue significativa (P < 0.01). El anélisis
muestra que se obtuvo mayor nimero de hojas con el bulbo entero con corte longitudinal y 0.57
uM TDZ (media 3.8; mediana 4; 0.44 D.E; P <0.0001) y en el mismo tipo de corte sin la aplicacién
de TDZ se redujo (media 2.20; mediana 2; 0.44 D.E; P < 0.0001) (Figura 4A). El mayor nimero
nimero de brotes se obtuvo en el bulbo entero con corte longitudinal y 0.57 M TDZ (media 1.80;
mediana 2; 0.44 D.E; P <0.01) y se redujo en todos los tipos de corte cuando no se aplicé TDZ
(media 1; mediana 1; 0 D.E; P <0.01) (Figura 4B). La longitud de raiz fue mayor en el bulbo entero
con dos cortes longitudinales sin la aplicacion de TDZ (media 55.66; mediana 58.03; 4.55 D.E; P
< 0.0001), en el mismo tipo de corte con la aplicacion de TDZ 1.14 uM la raiz disminuy6 (media
1.93; mediana 0; 4.32 D.E; P < 0.0001) (Figura 4C). El volumen radicular fue mayor en el corte
transversal sin 4pice y sin TDZ (media 1; mediana 1; 0.61 D.E; P < 0.0001), en todos los tipos de
corte cuando se aplicé TDZ el volumen radicular se redujo (Figura 4D).

En Zephyranthes fosteri Traub. y Z. lindleyana Herb. se ha reportado que al cortar los
bulbos madre en cuatro y seis partes se duplica el crecimiento vegetativo y radicular, asi como la
formacién de bulbillos, estos resultados pueden deberse al nimero de cortes y a la eliminacién de
la yema apical que estimula la activacion de las yemas axilares, ya que al plantar los bulbos

completos se mantienen en latencia y no se interrumpe el flujo de nutrientes y hormonas para la
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regeneracion de nuevos bulbillos y cuando se extirpa una parte del bulbo, se eliminan las reservas
para la formacién de los bulbillos (Padilla et al., 2016). En las especies Habranthus brachyandrus
e Hippeastrum striatum al realizar un corte longitudinal seccionando al bulbo en dos partes iguales,
se estimul6 el crecimiento vegetativo y la emergencia de los bulbillos, ya que el estrés causado por
los cortes al bulbo y la eliminacién de la yema apical estimuld la activacion de las yemas axilares,
lo contrario sucedié cuando se mantuvo intacta la yema apical, que inhibi6 el crecimiento de las

yemas internas de los catéfilos (Rodriguez et al., 2018).
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Figura 4. Efecto del tipo de corte y concentracion de TDZ en el desarrollo de bulbos de Z. fosteri.
A) ndmero de hojas, B) nimero de brotes, C) longitud de raiz, D) volumen radicular.

Error estdndar de los datos originales: indicado por las lineas en las barras.
El ANDEVA paramétrico determiné que el tipo de corte y la concentraciéon de TDZ de

forma independiente y la interaccion de ambos factores no influyeron en el desarrollo del didmetro

y longitud de los bulbillos obtenidos 12 meses dde (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Cuadrados medios del analisis de varianza para el efecto del tipo de corte y la

concentracion de TDZ en el desarrollo de bulbillos de Z. fosteri.

Fuente de variacion Gtados de Longitud  Didmetro
libertad
Tipo de corte (TC) 4 0.15m 0.18ns
Concentracion de tidiazurén (TDZ) 2 0.004 s 0.16m
TC*TDZ 5 0.002™  0.007™

(ns) no significativo.

El nimero de bulbillos formados por el bulbo madre a los 12 meses dde, fue mayor en el
tipo de corte bulbo entero con cortes longitudinales, sin la aplicacién de TDZ se generaron 7.7
bulbillos y con 0.57 M obtuvieron 5.25 bulbillos por planta en promedio, al mantener el bulbo
entero se tiene mayor contenido de nutrientes y almidon para el desarrollo de las yemas axilares
(Cuadro 3). Las yemas axilares para desarrollarse obtienen la mayor parte de carbono de las hojas
formadas de la yema apical y las yemas ubicadas en medio del bulbo madre pueden no obtener
suficiente sacarosa para romper la latencia, debido a la competencia con las yemas ya activas y al
final del crecimiento anual solo dos o tres bulbillos alcanzan un tamafio similar al bulbo madre con
la capacidad de florecer. En tulipan y lili se identific6 la expresion del gen TgTB1, que es un
marcador de latencia estimulado por la sacarosa, citocininas y la estrigolactona, este gen se evalué
en los bulbos que tienen un fenotipo denominado “Springpartij”, el cual hace que no exista control
en el desarrollo de las yemas axilares en el bulbo madre incluidas las yemas axilares de las yemas
axilares (yemas nietas), este fenotipo se repite en cada uno de los bulbos hijos, los bulbos con este

fenotipo tenian una baja expresion de TgTB1 (Moreno-Pachén et al., 2018).
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Cuadro 3. Influencia del tipo de corte y la aplicacién de citocininas (thidiazuron, TDZ) en bulbos

de Zephytanhes fosteri para estimular la produccién de bulbillos.

Numero de Niimero de
Tipo de corte en el TDZ plantas con bulbillos por Numero total
bulbo M) bulbillos de bulbillos
planta
(n=10)
0 1 1 1
Bulbo entero 0.57 1 1 1
1.14 2 4
Transversal sin dpice 0 2 2 4
0.57 3 1.6 5
1.14 1 3 3
Transversal sin dpice y 0 9 2 18
corte longitudinal 0.57 7 32 23
1.14 6 2 12
0 5 3 15
Bulbo entero con corte 0.57 5 2.8 14
longitudinal 1.14 2 3 6
0 7 7.7 54
Bulbo entero con dos 0.57 8 525 42
cortes longitudinales 1.14 3 2 6
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1.3.2 Relacion entre el calibre del bulbo y el desarrollo de la planta

El andlisis de varianza a los 30 dde demostré que el calibre del bulbo influy6 (P <0.01) en
las variables niimero y anchura de hojas (Cuadro 4).
Cuadro 4. Andlisis de varianza del efecto del calibre del bulbo de Z. fosteri en el desarrollo

vegetativo a los 30 dde.

Cuadrados Medios
Variables Media COCflC‘leI.ltfe de Coeflclfante.c/le
Variacion Determinacion
Tratamientos  Error
Emergencia de brote 5.74 1.07m 1.51 214 0.02
Numero de hojas 3.37 11.81%* 1.08 309 0.24
Longitud de hojas (mm) 78 162121 94277 399 0.048
Anchura de hoja (mm) 2 5.13%* 0.23 24 .23 0.39

(**) altamente significativo, (*) significativo, (ns) no significativo.

El ndmero y anchura de las hojas fue 50 % menor en el calibre de 6-12 y 13-18 mm, en
relacion al calibre 3, que generd el mayor ndmero de hojas 4.03, con una anchura de 2.38 mm
(Figura SA y B). En Lilium sp. al considerar las caracteristicas biométricas del bulbo, se encontrd
que en didmetros de 3.3 a 4 cm no se obtuvieron respuestas morfogénicas en las escamas de los
bulbos, pero al utilizar bulbos de calibre de 5 cm se obtuvo la mejor respuesta, esto se debe a que
existe una relacién proporcional entre el tamafio del bulbo y la cantidad de carbohidratos
almacenados en las escamas del bulbo madre (Vera et al., 2020). El tamafio del bulbo madre
determina si se produciran flores o no, incluso bajo condiciones ambientales favorables. Ademads,
los bulbos grandes tienen mayor cantidad de reservas que influye en la calidad y nimero de flores,

asi como en la produccion de plantas mds vigorosas y de gran tamafio (Vallejo, 2017).
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El andlisis de varianza en las variables evaluadas a los 60 dde mostré que el calibre de los

bulbos influyé (P < 0.01) sélo en la anchura de las hojas (Cuadro 5).

Cuadro 5. Andlisis de varianza del efecto del calibre en el desarrollo vegetativo de plantas de Z.

fosteri a los 60 dias después de la siembra.

Cuadrados Medios
Variables Media CO@flChleI‘lt/e de Coef1c1§nte.c,le
Variacién Determinacion
Tratamientos Error
Numero de brote 1.34 0.039ns 0.77 6541 0.001
Numero de hojas 2.74 5.02n 2.2 5442 0.06
Longitud de hojas (mm)  61.64 100091  2847.16 86.56 0.01
Anchura de hoja (mm) 2.15 7 .40%* 0.50 33.05 0.30

(**) altamente significativo, (*) significativo, (ns) no significativo.

La anchura de la hoja fue mayor en el calibre de 19-26 mm (2.67 mm), esto es, 52y 28 %
mads anchas que en los calibres 1 y 2 respectivamente. A los 60 dde las plantas entraron en estado
de latencia despues de su crecimiento anual y las hojas llegaron a su senescencia, esta puede ser la
razon por la que se present6 diferencia solo en la variable anchura de hoja (Figura 5C). En plantas
gedfitas el final de la fase vegetativa se reconoce por la senescencia del follaje, la maduracién de
bulbo y la desintegracion de raices, esto indica que las plantas entran en periodo de latencia, se
suspende el crecimiento visible, pero el desarrollo interno de los bulbos presenta procesos
fisiolégicos como el crecimiento de las yemas axilares, los factores que promueven la latencia son
la temperatura y la ausencia de humedad (Vallejo, 2017). La especie Hymenocallis presenta una
extendida latencia, que bajo condiciones de riego se presenta en diferentes tiempos del cultivo y se
reconoce por la ausencia de hojas y escapos, se necesitan condiciones térmicas para romper el
estado de latencia y producir hojas y escapos (Borys et al., 2009).

Los resultados evaluados 9 meses dde muestran que el calibre de bulbo influyé (P < 0.01)
en las variables didmetro polar y ecuatorial de los bulbos madre, asi como en el nimero de bulbillos

obtenidos por bulbo madre (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Andlisis de varianza del efecto del calibre del bulbo en el desarrollo vegetativo y

formacion de bulbillos de plantas de Z. fosteri a los 9 meses después de la siembra.

Cuadrados Medios
Variables Media COCflC‘leI?t,e de Coef1c1§nte.c,le
Variacion Determinacion
Tratamientos Error
Longitud 16.32 101.30%* 947 18.85 0.24
Didmetro 13.22 258.53%* 6.36 19.07 0.54
Numero de bulbillos 1.72 36.32%* 459 124.12 0.34
Longitud de bulbillos 10.89 0.735ns 7.10 24 .47 0.004
Diametro de bulbillos 6.33 091 1.16 20.03 0.024

(**) altamente significativo, (*) significativo, (ns) no significativo.

La seleccion de bulbos de calibre 3: peso de 4 a 10 g, didmetro de 19 a 26 mm y longitud
de 18 a 26 mm, garantiza la reproduccion de Z. fosteri a los 9 nueve meses de la siembra. La
longitud de los bulbos madre fue mayor en el calibre 3, en promedio midieron 18.33 mm, esto es
25.54 % mayor que los calibres 1y 2 (Figura 5D). Para el didmetro del bulbo madre el calibre 3 en
promedio midié 15.71 mm por bulbo, fué 50 y 20 % mas grande que los calibres 1 y 2 (Figura SE).
El calibre 3 gener6 3.72 bulbillos, fué mayor que el calibre 2, que solo se obtuvo 1.14 bulbillos,
mientras que el calibre 1 no generd ningun bulbillo (Figura SF). Sin embargo, no todos los bulbos
madre presentaron bulbillos, en el calibre 2 solo 14 bulbos y en el calibre 3 solo 11, por lo que no
todas las yemas axilares tienen el mismo comportamiento y su desarrollo puede estar influenciado
por la edad y la actividad fisoldgica de la planta, en la formacion y el metabolismo del almidén y
de la sacarosa presentes en el bulbo madre, ya que estos demandan la participacion de carbohidratos
en sus diferentes etapas de crecimiento (Li et al., 2014). Por tanto, los bulbos que incrementan su
tamaio a través del tiempo, pueden tener mayor capacidad de almacenar carbohidratos para su
desarrollo. En Lilium sp. el principal problema es el tamafo pequeiio de los bulbos, ya que este
influye en la tasa de crecimiento, morfogénesis y en la transicion entre varias fases vegetativas y
reproductivas, asi mismo influye en el almacenamiento interno y transporte de sacarosa en las
escamas del bulbo, lo que a su vez influye en la regeneracion y crecimiento de los bulbos tanto in
vivo como in vitro, por lo tanto el almidén almacenado en las escamas grandes sustentan el
crecimiento del bulbo, mientras que en los bulbos pequefios no se puede compensar el crecimiento

(Islam et al., 2017).
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Figura S. Efecto del calibre del bulbo en el desarrollo de plantas de Z. fosteri. A) nimero de hojas

alos 30 dde, B) anchura de hoja a los 30 dde, C) anchura de las hojas 60 dde, D) longitud

final del bulbo madre, E) didmetro final del bulbo madre y F) nimero de bulbillos a los

9 meses dde. DMS= diferencia minima significativa. Error estindar de los datos

originales: indicado por las lineas en las barras.

Los coeficientes de correlacion fueron positivos y altamente significativos entre el calibre

del bulbo, con la longitud inicial (0.61), didmetro inicial (0.89), con el nimero de hojas a los 30

dde (0.49) y la anchura de las hojas a los 30 y 60 dde (0.61 y 0.54). La longitud y didmetro inicial

presentaron una correlacion positiva con el ancho de hoja a los 30 y 60 dde (0.60 y 0.58) y con la

longitud y diametro final (0.48 y 0.71). El desarrollo morfolégico y la diferenciacion de las yemas

axilares depende de la madurez fisioldgica de los bulbos que es inducida por factores como la
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latencia, el tamafio, el peso y los cambios de temperatura; sin embargo, es dificil de conocer cuando
se recolectan los bulbos (Cuadro 7). Para que un bulbo se desarrolle y forme bulbillos depende de
su madurez fisiolégica que es inducida por factores como el tamafio, peso y temperatura que
suprimen la latencia de las yemas axilares (Vallejo, 2017). En iris y tulipdn aunque los bulbos
presenten botones florales no es un indicativo para caracterizar su estado fisiolégico, ya que su
comportamiento posterior no se puede predecir, se ha demostrado que cuando el bulbo no llega a
su madurez fisiolégica no puede reaccionar a factores externos favorables para los procesos de
crecimiento. Ademds, las yemas axilares mds externas inician primero su desarrollo que es inhibido
por la yema apical y dos o tres primordios florales, posterior a la floracién se activa nuevamente la
diferenciacion de las yemas axilares (Moreno-Pachén et al., 2018). Esta organogénesis comparte
muchos elementos comunes con la via genética que controla la induccién floral y que se genera
por las hojas, llamada flowering locus T proteinas de tipo ft:StsP3D para floracién y StsP6A para
yemas axilares, ambos genes estan relacionados con los 6rganos fuente y demanda de la planta.
Cuando inicia el crecimiento de las yemas axilares y floracion, los fotoasimilados se direccionan
hacia ambos érganos y la concentracidon de sacarosa también actia como sefializadora de estos
procesos (Lehretz et al., 2019).

El comportamiento de las yemas axilares depende de la madurez fisioldgica de los bulbos
y cormos, los cuales pasan por dos fases: la primera coincide con el periodo de latencia y
dependiendo de la especie pude ser larga, en esta fase no es posible el crecimiento de los bulbos
hijos, incluso si los bulbos y cormos se colocan en condiciones favorables para la induccién o
procesos de crecimiento segun la especie crezca en primavera, verano o invierno. La segunda fase
es cuando el bulbo adquiere la capacidad de crecimiento y es inducida rdpidamente si cambia la
temperatura, para gladiolo altas y medias y para tulipdn e iris bajas y medias (Vallejo, 2017). En
este sentido, el uso de reguladores de crecimiento es una alternativa que puede remplazar algunos
tratamientos de temperatura que son largos y costosos. Ademads, es importante conocer los patrones

de comportamientos de los bulbos para asi lograr que sean mds homogéneos.
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Cuadro 7. Coeficientes de correlacion y su significancia estadistica en bulbos de Z. fosteri de diversos tamafios.

Variables 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1 Calibre del bulbo 1.00 0.61*%* 0.89*%* -0.14 049*%* 0.14 0.61%* 002 024 008 0.54%* 048*%* 0(.71%*
2 Longitud inicial 1.00  0.75%* -0.13 0.38 0.11 0.60%* 003 026 -020 0.58*%* 0.61%* (.72%*
3 Didmetro inicial 1.00 -0.08 0.48** 0.15 0.70*%* -0.02 025 006 055%* 0.55%% (081*%*
4 Emergencia de brote 1.00 -0.18 -0.57** -0.10 -0.18 -0.10 -0.15 -004 -005 -0.08
5 Namero de hojas 30 dias 1.00 0.11 0.46%* 0.12 0.59** 0.11 0.35 0.20 0.40
6 Longitud de hojas (mm) 30 dias 1.00 027 -006 020 053** 0.16 -0.01 0.24
7 Anchura de hoja (mm) 30 dias 1.00 -0.12 038 0.16 0.70%* 044 0.69%*
8 Numero de brotes 60 dias 100 013 -003 009 -004 -0.15
9 Numero de hojas 60 dias 1.00 034 037 0.16 0.19
10 Longitud de hojas (mm) 60 dias 1.00 0.19 0.02 0.15
11 Anchura de hojas (mm) 60 dias 1.00 038 0.56**
12 Longitud final 1.00  0.58%*
13 Didmetro final 1.00

(**) altamente significativo, (*) significativo, (ns) no significativo.
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1.4 CONCLUSION

Bajo las condiciones evaluadas se logré la propagacion asexual de Z. fosteri y la reduccion
en el tiempo de emergencia de los bulbos a 4 dde al tratar los bulbos enteros o con corte longitudinal
con TDZ 0.57 y 1.14 uM. Estas concentraciones favorecieron un 50 % el desarrrollo vegetativo en
todos los tipos de corte. El bulbo entero con dos cortes longitudinales sin TDZ generaron 54
bulbillos en total. En Z. fosteri se determiné que la propagacién a partir de bulbos con calibre de
19 a 26 mm favorecen el desarrollo de las plantas 50 % y se obtiene mayor nimero de bulbillos
(3.72 en promedio), respecto a la propagacion a partir de bulbos de menor calibre. Estos métodos
generan avances para la propagacion vegetativa de plantas silvestres Z. fosteri, con el fin de
producir plantas idénticas de genotipos selectos para su mejoramiento genético, esta reproducccion
asexual se considera de vital importancia para la propagacién de individuos homogéneos en el

cultivo.
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CAPITULO I

INDUCCION DE POLIPLOIDIA EN PLANTAS SILVESTRES DE Zephyranthe fosteri

RESUMEN

La gedfita ornamental Zephyranthes fosteri es una planta silvestre nativa de México que se
utiliza como planta en maceta o para adornar jardines; sin embargo, esta especie ha sido poco
estudiada desde un enfoque de mejoramiento genético. El objetivo de esta investigacion es
determinar el método de aplicacidn, el tiempo de exposicion y la concentracidon de colchicina para
inducir variacién fenotipica en bulbos de Z. fosteri. Se establecieron tres ensayos in vitro: 1)
colchicina al 0.05 y 0.1 % incorporada en el medio de cultivo durante 30, 60, 90 y 120 dias, 2)
colchicina al 0.05 y 0.1 % sobre el medio de culttivo durante 60 dias, 3) exposicion recurrente de
colchicina al 0.05 % y se expusieron 5 meses. Solo se calcul6 el porcentaje de supervivencia y el
nimero de bulbillos por planta. La segunda parte se establecio in vivo y los bulbos se expusieron
en colchicina al 0.1 % durante 6, 12, 18 y 24 horas. El disefio experimental fue al azar con arreglo
factorial y las variables que se evaluaron fueron; el desarrollo vegetativo, el nimero, longitud y
didmetro de los bulbillos. Los resultados indican que el mejor método in vitro es la exposicion
recurrente de plantulas a colchicina al 0.05 % durante 5 meses. En el invernadero los rasgos

fenotipicos diferentes se presentaron con el tiempo de exposicién de 12 h en colchicina al 0.1 %.

Palabras clave

Gedfita, mejoramiento genético, colchicina, variacion fenotipica.
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ABSTRACT

The ornamental geophyte Zephyranthes fosteri is a wild plant native to Mexico that is used
as a potted plant or to decorate gardens; however, this species has been little studied from a
breeding approach. The objective of this research is to determine the application method, exposure
time and concentration of colchicine to induce phenotypic variation in bulbs of Z. fosteri. Three in
vitro assays were established: 1) colchicine at 0.05 and 0.1 % incorporated in the culture medium
for 30, 60, 90 and 120 days, 2) colchicine at 0.05 and 0.1 % on the culture medium for 60 days, 3)
recurrent exposure of colchicine at 0.05 % and 5 months exposure. Only the survival percentage
and the number of bulblets per plant were calculated. The second part was established in vivo and
bulbs were exposed in 0.1 % colchicine for 6, 12, 18 and 24 hours. The experimental design was
randomized with factorial arrangement and the variables evaluated were: vegetative development,
number, length and diameter of bulblets. The results indicate that the best in vitro method is the
recurrent exposure of seedlings to colchicine at 0.05% for 5 months. In the greenhouse, the different

phenotypic traits were presented with the exposure time of 12 h in 0.1% colchicine.

Key words

Geophyte, genetic improvement, colchicine, phenotypic variation.
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2.1 INTRODUCCION

La floricultura se ha convertido en una actividad rentable a nivel internacional, en 2014 el
valor de la venta de ornamentales ascendio a mas de 4.4 billones de euros, de los cuales 2.5 billones
corresponden a las flores de corte (CBI Market Intelligence, 2016). En México el sector ornamental
genera 188 mil empleos permanentes, 50 mil eventuales y mas de un millén indirectos (SAGARPA,
2018).

Aunque el sector floricola internacional se ha visto favorecido por la obtencién de
variedades novedosas generadas a partir de germoplasma de plantas nativas mexicanas como los
géneros Dahlia, Euphorbia pulcherrima y Tagetes erecta, estas especies se han mejorado en el
extranjero y las variedades son importadas a nuestro pais. Otros géneros como Sprekelia,
Hippeastrum e Himenocallis han sido poco estudiados para obtener variedades con caracteristicas
morfoldgicas deseables como el tamaiio y grosor de las hojas, flores mas grandes con pétalos mds
gruesos, colores mds intensos y con mayor duracién poscosecha (Gdmez-Montiel et al., 2017).

Zephyranthes fosteri es una gedfita herbacea, perenne, nativa de México, sus bulbos
producen de uno a tres escapos con una flor de color rosa o blanca, que suelen durar de tres a siete
dias, su apariencia elegante le da el potencial para ser apreciada como elemento decorativo dentro
del disefo de paisajes o como planta en maceta (Centeno-Betanzos et al., 2021) pero se desconoce
su manejo y el desarrollo de nuevas variedades ha sido poco explorado, por lo que este recurso
fitogenético ornamental ha sido poco aprovechado de manera sostenible.

La poliploidia es un método que se emplea para la obtencion de nuevas variedades, también
puede ocurrir de forma natural, pero es un proceso lento. La poliploidia se produce cuando se
duplica el nimero de cromosomas en las células somaticas de la planta, lo que ocasiona cambios
en la expresion de los genes, reordenamientos cromosdmicos, remodelaciones epigenéticas y
modificaciones de jerarquias de regulacion de genes (Manzoor et al., 2019).

La induccioén de poliploidia es més eficaz en comparacién con los métodos de mejoramiento
por mutacion fisica y cruzamiento convencional debido a su facil manejo en un periodo de tiempo
corto y a que se obtiene mayor variacion fenotipica. Ademads, las plantas poliploides aumentan el
tamafio en sus estructuras vegetativas y reproductivas y también puede alterar sus hébitos de
crecimiento (Manzoor et al., 2019).

La poliploidia se puede inducir con inhibidores mitéticos como la colchicina que es un

alcaloide venenoso extraido de toda la planta de azafran (Colchicum autumnale) y se utiliza para
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interrumpir el ciclo celular, ya que se une a las tubulinas, que son responsables de la estabilidad y
la disposicion de la estructura de los microttibulos durante el ciclo celular; la colchicina impide que
se formen los microtibulos durante la mitosis y se detenga el ciclo celular en la metafase, para
evitar que los pares de cromosomas se muevan a los polos opuestos durante la anafase, lo que
provoca una reduccién de la division celular y que la mitad de los gametos contengan el doble de
cromosomas de lo normal, estos cambios en las celulas inducen diferencias en las caracteristicas
morfoldgicas en las plantas (Ade y Rai, 2010).

La colchicina es el mutdgeno mdas usado en plantas, por su eficiencia; sin embargo, este
agente antimitético es altamente toxico para las personas que lo manejan y para los tejidos vegetales
(He et al., 2016). En las plantas, los mejores resultados se obtienen cuando se utilizan
concentraciones altas del agente antimitético combinado con tiempos de exposicion cortos;
ademads, se debe de considerar que concentraciones superiores a la efectiva tienen un efecto letal
en la supervivencia de las plantas y cuando se usan concentraciones bajas se debe prolongar el
tiempo de exposicion (He et al., 2016).

La induccién de poliploidia se puede efectuar en cultivos in vitro donde se requiere una
cantidad menor de agente antimit6tico, es mas répida y sencilla en comparacion con el método in
vivo (Shariatpanahi et al., 2021). En ambos casos, para desarrollar un protocolo eficiente se debe
estandarizar para cada cultivo el tipo de agente antimitético, la concentracion éptima y el método
de aplicacién para cada cultivo, ya que los agentes antimitéticos promueven la duplicacién de
cromosomas que es un proceso biolégico complejo y multivariable que interactia con las
caracteristicas morfologicas y genéticas de las plantas, asi como las sefiales ambientales que
perciben (Khalili et al., 2020).

En plantas gedfitas ornamentales con importancia econdémica como aquellas de las géneros
Lilium, Tulipa, Hippeastrum y Narcissus, la duplicaciéon de cromosomas se ha logrado tratando
diferentes tejidos de la planta (polen, flores, semillas y segmentos de escamas) con colchicina 0.01
a 0.5 % de 2 hasta 72 horas, con estos procedimientos se han mejorado caracteristicas decorativas
como tallos y escamas de los bulbos mds gruesos, mds hojas por planta, flores mds grandes con
nueva estructura, forma y color y larga vida de florero. La poliploidia también puede afectar la
producciéon de metabolitos secundarios y proporcionar a las plantas mayor tolerancia al estrés, pero
el efecto varia entre especies por lo que el método de induccién de poliploidia debe ser diferente

para cada especie (Marasek-Ciolakowska et al., 2021).
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Actualmente no se ha determinado el método de aplicacion, tiempo de exposiciéon y la
concentracion de colchicina Optimos para establecer una metodologia eficiente para inducir
variacion fenotipica en bulbos de Z. fosteri, por lo que la presente investigacion se llevé a cabo con
la hipétesis y objetivos siguientes:

Hipdtesis

La exposicion y dosis de colchicina in vivo e in vitro en bulbos de Z. fosteri genera plantas

con variacion fenotipica.
Objetivo
Determinar el método de aplicacién, el tiempo de exposicion y la concentracién de

colchicina para inducir variacién fenotipica en bulbos de Z. fosteri.
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2.2 MATERIALES Y METODOS

La investigacion se efectud en el periodo de marzo del 2021 a febrero del 2022. El material
vegetal consistié en 452 semillas de Z. fosteri y 125 bulbos de plantas silvestres adultas
recolectadas en el municipio de Pardcuaro, Michoacén. Esta localidad se ubica en las coordenadas
geograficas 19° 10°” 00’ de latitud Norte y los 102° 12°” 31°de longitud Oeste. El clima dominante
de la zona de recolecta es cdlido himedo (AWO), con 22 °C de temperatura media anual y 800 mm
de precipitaciéon acumulada anual (Tu Municipio, 2022). El suelo que predomina en el area de
recolecta es vertisol pélico (Vp) (CONABIO, 1995). El uso de la vegetacién y suelo en el drea de
estudio corresponde a agricultura de riego anual y permanente (RAP) (INEGI, 2016).

2.2.1 Induccién de variacion fenotipica en condiciones in vitro

Desinfeccion y siembra de semillas. Las semillas se colocaron en bolsas de gasa pequefias,
dentro de un vaso de precipitados de 200 mL de capacidad y se desinfectaron durante 15 minutos
con solucién de hipoclorito de sodio (6 % de ingrediente activo) a 70 % v/v, 10 gotas de microdyn®
y 1 g L' de pentacloronitrobenceno (300 g kg de i.a) y disulfuro de tetrametil tiuram (300 g kg'!
de i.a) (Figura 1A). En la campana de flujo laminar las semillas se enjuagaron tres veces con agua
estéril y se germinaron en medio Murashige y Skoog (MS) a 50 % de su concentracion total de
sales, sin fitohormonas y con 1 mg L' de PPM®, sacarosa (30 g L"), mio-inositol (100 mg L),
tiamina (0.4 mg L") y agar (6 g L!), el pH del medio se ajusté a 5.7 y se sirvié 20 mL de medio en
cada frasco de vidrio de 100 mL de capacidad. Los frascos con medio se esterilizaron en autoclave
durante 15 minutos a 12 kg cm? de presion y 121 °C; en cada frasco se colocaron cuatro semillas

(Figura 1B).
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Figura 1. Metodologia para la exposicidon al agente antimitStico colchicina en plantulas y bulbos

de Z. fosteri. A) semillas, B) establecimiento in vitro de semillas, C) plantulas in vitro
utilizadas para la exposicion al agente antimitético, D) bulbos utilizados para la
exposicion al agente agente antimitético in vivo, E) exposicion de bulbos en colchicina

y F) bulbos en macetas con sustrato.

Exposicion en las pldntulas de la colchicina incorporada en el medio de cultivo. Dos meses
después de la germinacion, se utilizaron 360 plantulas, las cuales se sacaron de los frascos de
cultivo, se les eliminé el dpice foliar y las raices, y los bulbos se utilizaron como explantes. El
medio de cultivo bésico consisti6 en las sales minerales de MS con BA (2 mg L), sacarosa (50 g
L), mio-inositol (100 mg L), tiamina (0.4 mg L!) y agar (6 g L!). Para este ensayo, el medio
basal se preparé con colchicina (1 mL1) a0.05y 0.1 % p/v, el pH se ajustd a 5.7 y la esterilizacién
del medio se efectué como se describid anteriormente; en cada frasco de cultivo se colocaron cuatro

bulbos. Los bulbos tratados con colchicina se expusieron a este agente antimit6tico durante 30, 60,
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90 y 120 dias, después las plantas se subcultivaron a medio MS bdsico fresco sin colchicina (Figura
1C). El diseio experimental fue al azar con arreglo factorial de tratamientos; nueve tratamientos
se conformaron por la combinacién de los factores concentracion de colchicina (0.05y 0.1 % p/v)
y tiempo de exposiciéon al agente antimitético (30, 60, 90 y 120 dias), el tratamiento testigo
consistid en plantulas cultivadas in vitro sin colchicina. Cada tratamiento se repitié 10 veces, la

unidad experimental consistié en un frasco de cultivo con cuatro plantulas.

Exposicion de pldantulas a solucion de la colchicina incorporada sobre el medio de cultivo.
Los explantes consistieron en 48 bulbos de pldntulas de 7 meses de edad de 0.5 a 1 cm de didmetro
aproximadamente a los que se les efectué un corte longitudinal, para estimular la formacion de
brotes sin llegar a afectar la placa basal. Estos explantes se cultivaron en frascos de vidrio con 20
mL de medio basal s6lido MS y al momento de la siembra se adicioné 1 mL de colchicina a 0.05
y 0.1 % p/v por cada frasco, se considerd un tratamiento testigo sin colchicina al que se agregd sélo
agua estéril; bajo estas condiciones los cultivos permanecieron durante 60 dias, después las
plantulas se subcultivaron a medio MS basal sin colchicina. El disefio experimental fue al azar, los
tres tratamientos se repitieron cuatro veces y la unidad experimental consistié en un frasco con

cuatro bulbos.

Exposicion recurrente de pldntulas a la colchicina incorporada en el medio de cultivo. Los
explantes consistieron en 44 bulbos de plantulas de 10 meses de edad de 1 a 1.5 cm de didmetro
aproximadamente a los que se les efectud un corte longitudinal; estos tejidos se cultivaron en
frascos de vidrio con 20 mL de medio MS basal. En el momento de la siembra y con una
micropipeta, a cada frasco se le aplic6 1 mL de solucién de colchicina 0.05 % p/v cada 8 dias
durante 1,2 y 3 ocasiones, también se considerd un tratamiento testigo sin colchicina. Las plantas
se mantuvieron en estas condiciones durante 5 meses, posteriormente se subcultivaron a medio sin
colchicina y se les realiz6 un corte longitudinal para propagarlos vegetativamente.

En los tres ensayos, las plantas se incubaron a 25 °C, con fotoperiodo de 16/8 h de
luz/oscuridad, respectivamente; la radiacion fotosintéticamente activa fue de 45 pE m?2 s,
proporcionada por lamparas de luz fluorescente blancas de 75 W.

En todos los experimentos in vitro se determiné el porcentaje de supervivencia de plantas

y el nimero de bulbillos obtenidos.
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2.2.2 Induccién de variacion fenotipica en condiciones de invernadero

De la poblacién silvestre de Z. fosteri ubicada en el municipio de Paracuaro, Michoacén se
seleccionaron 125 bulbos con didmetro entre 0.5 a 3 cm. Los bulbos se lavaron con agua y jabon,
se les retird el primer catéfilo, las raices y la parte apical, posteriormente se colocaron en un vaso
de precipitado de 2 L de capacidad y se sumergieron en agua (tratamiento testigo) o solucién de
colchicina (0.1 % p/v) con 1 g L' de pentacloronitrobenceno (300 g de i.a kg') y disulfuro de
tetrametil tiuram (300 g de i.a kg'') durante 6, 12, 18 y 24 horas; la oxigenacion de los bulbos se
mantuvo constante (Figura 1D y E). Transcurrido el tiempo de exposicion, los bulbos se retiraron
de la solucién de colchicina y se colocaron en macetas de plastico de 3” con sustrato compuesto
por peat moss, vermiculita y perlita en proporcion 2:2:1 (Figura 1F). Las macetas se colocaron en
el invernadero a 25 °C de temperatura promedio en el dia y 13 °C en la noche, humedad relativa de
60 % y fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad. El disefio experimental fue al azar con cinco
tratamientos y 25 repeticiones, la unidad experimental fue un bulbo. A los 30 dias después de
establecido el experimento (dde) con un vernier digital se evaluaron las siguientes variables:
numero, longitud y anchura de las hojas, nimero de hojas necréticas. A los 12 meses dde se evalu6
la supervivencia de plantas, nimero y longitud de hojas, el nimero de bulbillos obtenidos por bulbo

madre y longitud y didmetro de los bulbillos.

2.2.3 Analisis estadisticos

Para evaluar la normalidad de los datos obtenidos se utiliz6 la prueba de Shapiro Wilks
(1965) y la prueba de Bartlett (1937) para determinar la homogeneidad de varianzas. Los datos
longitud de hoja y longitud de bulbillos se normalizaron mediante la transformacién x/2 + log (x-
1) y la variable didmetro de bulbillos se normaliz6 con 1/x. Estas tres variables se procesaron
mediante un andlisis de varianza (ANDEVA) con el procedimiento GLM, se utilizé la prueba de
Tukey (o= 0.05) para la comparacion de medias entre tratamientos y la correlacion de Pearson
entre las variables. Auin cuando se hicieron transformaciones logaritmicas, matematicas y
trigonométricas no fue posible normalizar las variables supervivencia, nimero de hojas y nimero
de bulbillos.

Los andlisis estadisticos se efectuaron con el programa SAS® OnDemand for Academics

(SAS, 2020).
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2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Desinfeccion y siembra de semillas. E1 95 % de las semillas de Z. fosteri geminaron 3 dias
después establecido el experimento (dde). Dos dias después, 20 % de las plantulas presentaron
contaminacién micelial, iniciando en la parte superficial del bulbillo y en las testas de las semillas
que atin no geminaban. El micelio del hongo era color blanco y de textura algodonosa caracteristico
de Fusarium sp. La presencia de este tipo de microbiota edafica en explantes de plantas gedfitas

representa un reto en su establecimiento in vitro (Juarez, 2021).
2.3.1 Induccién de variacion fenotipica en condiciones in vitro

Exposicion en las pldntulas de la colchicina incorporada en el medio de cultivo. La
incorporacién de colchicina en el medio de cultivo sélido fue altamente toxica para los tejidos de
Z. fosteri, sobre todo cuando se prolongo6 el tiempo de exposicion por mds de 30 dias. En el medio
de cultivo con 0.05 % de colchicina sélo permanecieron vivos 25 y 18 % de los explantes a los 60
y 90 dias después del inicio del experimento (dde); con 0.1 % del agente antimitético, la
supervivencia se redujo hasta 18 y 12 %. Ningin explante sobrevivié 120 dde a la exposicion de
colchicina (Figura 2), porque después de 30 dde los tejidos apicales de las hojas se empezaron a

necrosar y 60 dde la necrosis tisular se extendi6 hacia los catéfilos y placa basal (Figura 3).
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Figura 2. Efecto de la concentracion y tiempo de exposicion a la colchicina adicionada al medio

de cultivo en plantulas de Z. fosteri propagadas in vitro
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Figura 3. Bulbos de Z. fosteri con necrosis expuestos a colchicina 120 dde. A) testigo, B)

colchicina a 0.05%, C) colchicina a 0.1 %.

La colchicina es un alcaloide venenoso que actia como antitubulina, porque se forma un
complejo tubulina-colchicina (TC) que evita el crecimiento de los microtibulos al bloquear otros
dimeros de tubulina. Este cambio puede ser la causa de la inestabilidad estructural de las células,
por eso concentraciones altas de colchicina determinan si los microtiibulos siguen en crecimiento
o comienzan a despolimerizarse (Chen et al., 2009). El efecto toxico y letal que tiene la colchicina
en los tejidos vegetales dificulta establecer una dosis 6ptima generalizada para cada especie; por
ejemplo, en explantes de callo in vitro de Gladiolus tristis tratado con colchicina se report6
sensibilidad alta a concentraciones de 0.01 y 0.05% aplicada sobre el medio de cultivo y en la
especie Echeveria ‘Peerless’ se observd resistencia a los mutdgenos ya que tolerd hasta 0.8 % de
colchcina durante 6 horas. Con base en estos datos, se puede considerar a Z. fosteri como muy
sensible a la colchicina y por estoes necesario el establecimiento de ensayos para determinar la

dosis, la tolerancia, el tipo de 6rgano y el tiempo Gptimo para inducir poliploidia (Datta, 2020).

La sensibilidad de los tejidos vegetales a la colchicina es otro factor que esta relacionada
con la capacidad que tienen las células para soportar la duplicacién de cromosomas, ya que, los
genes derivados de una duplicacion deberdn tener la misma funcién y la acumulacién de
mutaciones de ambas copias a largo plazo da como resultado la pérdida funcional de una o de
ambas copias; solo las plantas que soporten la poliploidia inducida se adaptardn a esas nuevas

estructuras genéticas (Gu et al., 2003). La posibilidad de obtener mutaciones es mayor si se logran

45



establecer dosis y tiempos de exposicion a la colchicina que permitan una tasa de supervivencia de
50 % en poblaciones con gran ndmero de individuos (Shu et al., 2012).

En células humanas la diferencia entre la dosis terapéutica y la dosis toxica de colchicina
es muy estrecha y ocasionalmente los niveles se sobreponen (Stafford et al., 2005); con una dosis
Optima, el antimit6tico es capaz de destruir células de tumores, pero una dosis excesiva puede
causar efectos secundarios graves como necrosis tisular, coagulacién intravenosa y muerte

(Abdulbaqi et al., 2018).

Exposicion de pldantulas a solucion de la colchicina incorporada sobre el medio de cultivo.
Con este método la colchicina afecta menos los tejidos de Z. fosteri en comparacién con la
incorporacién del antimitético en el medio de cultivo. El 62 y 68 % de las plantulas tratadas con
0.05 y 0.1 % de colchicina durante 60 dias murieron. Las plantas sobrevivientes, 6 plantas tratadas
con 0.05 % de colchicina y 5 plantas tratadas con 0.1%, produjeron 14 y 8 nuevos bulbillos en
total, respectivamente; es decir las plantas tratadas con 0.05 % de colchicina produjeron el doble
de bulbillos que las plantas sin colchicina (Cuadro 1); sin embargo, el crecimiento de estos bulbillos
fue lento, porque las plantas poliploides inducidas tienen que pasar por un proceso de adaptacion
a su nueva estructura genética y su crecimiento es mds lento, ya que la accién de la colchicina es
inhibir la interaccién con los enlaces disulfuro de la proteina del huso y la conversién de las
proteinas fibrosas, que al final de los tratamientos vuelven a interactuar, de tal manera que el huso
regresa a su modo normal y las células pueden volver a su division mitética normal en las plantas
generadas en el segundo y tercer ciclo de reproduccién (Molero et al.,2018). Se pudo observar que
la heterogeneidad en el tamaiio de los bulbos colectados de una poblacién silvestre pudo influir en
la supervivencia, como ocurrié en el ensayo de propagacion vegetativa (Capitulo II) donde se
observé que para poder reproducir 3 brotes en promedio, los bulbos originales deben presentar un

didmetro minimo de 19-26 mm.
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Cuadro 1. Supervivencia de plantulas de Z. fosteri expuestas a colchicina aplicada sobre el medio

de cultivo.
Numero de Edad de las Plantas vivas .
.. plantas . Numero de
Colchicina tratadas plantulas bulbillos

(%) (Meses) Numero (%)

0 16 7 16 100 19
0.05 16 7 6 37 14
0.1 16 7 5 31 8

Con base en nuestros datos fue evidente que aplicar colchicina mezclada en el medio de
cultivo fue mds téxica para los bulbos que aplicarla sobre los tejidos; aunque la exposicién debe
ser gradual y no exceder 5 meses.

En general, los principales medios de tratamiento con colchicina incluyen inmersion,
inyeccidn, recubrimiento, entre otros y el método de tratamiento empleado debe disefiarse
especificamente de acuerdo con las caracteristicas del material vegetal. En eucalipto al utilizar
colchicina al 0.25 %, con el método de aplicacion lento y con exposiciones recurrentes en las flores,
se logré obtener individuos triploides con caracteristicas morfoldgicas diferentes (Yang et al.,
2018), ademds estos autores sugieren que al utilizar temperaturas altas se puede aumentar
rapidamente el tiempo que se necesita para el transporte de colchicina y evitar su toxicidad en los

materiales vegetales, aumentando la induccién de plantas triploides.

Exposicion recurrente de pldntulas a la colchicina incorporada en el medio de cultivo. En
el tercer ensayo 75 % de las plantulas sobrevivid y se obtuvieron 39 bulbillos. La madurez
fisiolégica de los bulbos fue importante para la supervivencia, aunque ésta no se presenta uniforme
y dependerd de cada individuo (Cuadro 2). En diferentes plantas como en gladiolo, lili y gerbera,
los investigadores han adaptado protocolos para el mejoramiento genético in vitro y han logrado
mejorar las caracteristicas ornamentales de estas plantas (Manzoor et al., 2018; Balodé et al.,
20028; Khalili et al., 2020.). No obstante, para llegar a estos resultados los investigadores tuvieron

que generar la metodologia adecuada para cada especie.
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Cuadro 2. Supervivencia de plantulas de Z. fosteri expuestos de manera recurrente a colchicina 5

meses dde.
Edad de las Total de
Meétodo de aplicaciéon  pléntulas colchicina plantas Muertas Numero de
de colchicina (Meses) (%) V(i(;;e;s (%) bulbillos
Tres aplicaciones 10 0.05 75 25 39
Testigo 10 0 100 0 18

Se ha documentado que otras de las respuesta de la colchicina en los tejidos es que provoca
toxicidad, debido a que no promueve la sintesis de etileno, inhibe el crecimiento celular, la
absorcién de solutos y la respiracion en las plantas (Nooden, 1971), estos efectos se presentaron en
esquejes de Echeveria tratados con 0.2 % de colchicina durante 6 horas, en los cuales se obtuvo
una supervivencia del 50 %, en comparacién con los esquejes tratados con 0.8 y 1.0 % de colchicina
durante tiempos prolongados (9 y 12 horas), esta dltimas no produjeron plantas mutantes y
mostraron una tasa de supervivencia inferior 50 % (Cabahug et al.,2021). En Aloe vera al exponer
las plantas a colchicina 0.15 % durante 72 horas, se obtuvo un crecimiento normal de los brotes,
los tallos y las hojas fueron mds engrosadas y en roseta apifiadas; sin embargo, estos tejidos
presentaron necrosis y problemas para desarrollarse in vitro, en comparacion con las plantas
tratadas con 0.05 % de colchicina durante 48 horas, donde su crecimiento fue normal y se
obtuvieron pocos cambios citogenéticos, lo que indica que la concentracién y el tiempo de
exposicion en ambas especies fue bastante alta y provocé toxicidad en los tejidos (Molero et al.,

2018).

2.3.2 Exposicion de bulbos al agente antimitdtico in vivo

El tiempo de exposicién a solucion de colchicina 0.1 % (6, 12 18 y 24 h) influyé
significativamente (P < 0.01) en las variables nimero, longitud y anchura de las hojas en las plantas
de Z. fosteri 30 dde.

El nimero y longitud de hojas disminuy6 34 y 87 % respectivamente, en las plantas tratadas
con colchicina, valores estadisticamente superiores al testigo que en promedio desarrollan 2.4 hojas
de 4.48 mm de largo (Figura 4A y B). Por el contrario la exposicion por 24 h en colchicina, aumentd

62 % la anchura de las hojas, con respecto a las plantas testigo (Figura 4 C). Las hojas presentaron
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diferencias morfoldgicas. Sin embargo después de 15 dias éstas se tornaron necréticas, ya que la
colchicina afecté su desarrollo normal. Ademds después de 30 dias el crecimiento vegetativo
disminuyé y las plantas entraron en estado de latencia durante 12 meses. Cuando las plantas
sobrepasaron la latencia las caracteristica de mayor anchura y longitud de hojas en las plantas
tratadas con colchicina ya no fue notorio.

Los efectos téxicos de la colchicina y los cambios morfolégicos que provoca cuando se
emplean concentraciones mayores de 0.1 % han sido documentados en otras especies ornamentales,
por ejemplo, en Heliconia bihai L. donde se observé retraso en el crecimiento de las plantas y
alteraciones como menor longitud en las hojas, mas estrechas y comprimidas en las plantas tratadas
en comparacion con las plantas testigo. Estos efectos estdn relacionados con la accién de la
colchicina, que bloquea la formacién de las fibras de huso acromdtico y altera o interrumpe por
completo el ciclo mitético, lo que produce perturbaciones fisioldgicas en las células y resulta en la
reduccion de la tasa de division celular (Cavalcanti, 2011).

En la gedfita Rhodophiala montana, se logré inducir la duplicacién cromosdémica, pero la
exposicion a la colchicina redujo la tasa de supervivencia en 20 % y su capacidad de reproducir
brotes y raices en 73 y 30 %, respectivamente (Jara et al., 2006). En los géneros Lilium y Tulipa se
ha inducido poliploidia con concentraciones de colchicina desde 0.01 a 0.1 % y tiempos de
exposicion que van desde 4 hasta 72 horas, se utilizaron como explantes escamas de los bulbos,
semillas y polen. Con estas técnicas se ha logrado obtener cambios ornamentales deseables como
hojas mds gruesas y cortas, flores de mayor tamafio asi como su forma y color de pétalos diferente.
Algunas de estas alteraciones en las plantas pueden ser inviables y puede reducir la eficiencia para
obtener plantas poliploides; sin embargo, se recomienda utilizar poblaciones grandes de plantas o

explantes para aumentar la probabilidad de obtener mutaciones (Feng et al., 2017).
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Figura 4. Efecto del tiempo de exposicion a la colchicina en el desarrollo morfoldgico de plantas

Z. fosteri. A) nimero de hojas, B) longitud de hoja, C) anchura de la hoja 30 dde.

En nuestro estudio se hizo evidente el efecto de la colchicina en los bulbos de Z. fosteri, ya
que se registraron coeficientes de correlacion negativos y altamente significativos entre el tiempo
de exposicion y las variables nimero de hojas (-30) y longitud de hojas (-0.65). Por el contrario, se
registré una correlacion positiva entre tiempo de exposicion a la colchicina y la anchura de las
hojas (0.60) (Cuadro 3). Cambios similares se han obtenido al tratar otras plantas bulbosas con este
agente antimitdtico; en Lilium la exposiciéon a colchicina al 1 % por 24 horas duplicé los
cromosomas y produjo bulbos con escamas 50 % mds anchas, mientras que los bulbos de
Dendrobium nobile tratados con 0.01 % durante 96 horas redujeron su tamafio 64 % en
comparacion al testigo. Sin embargo, en ambas especies se lograron plantas con cambios en
caracteristicas morfolégicas como mayor altura (125.81 mm), longitud de tallos (96.44 mm) y
variaciones en el color blanco y forma de rosetas de las flores, lo que aument6 su valor ornamental
y comercial (Balodé, 2008., Vichiato et al., 2007).

Nuestros resultados indican que el método in vivo es mas sencillo de utilizar para inducir la
duplicacién cromosémica, ya que se requiere de menos herramientas y costos. Sin embargo, la

limitacién de este método es que se necesita mds tiempo para propagar y establecer una poblacion
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de poliploides, ademds de que los cambios morfolégicos no siempre son homogéneos y estables
entre generaciones (Eng y Ho, 2019), porque en la evaluacién que se efectud a los 365 dde el
tiempo de exposicion a la colchicina solo afectd de manera significativa a las variables longitud de

hoja y didmetro de bulbillos.

Cuadro 3. Correlacion del efecto de la colchicina y tiempo de exposiciéon para el desarrollo

morfolégico de Z. fosteri.

Variables 1 2 3 4 5

1 Colchicina (h) 1.00 -0.30%* -0.65%* 0.60%* 0.098ns
2 Numero de hojas. 1.00 0.43%* -0.19%* -0.37%*
3 Longitud de hojas (mm) 1.00 -0.54%%* -0.21*
4 Anchura de hojas (mm) 1.00 0.20%*
5 Hojas necroticas 1.00

(**) altamente significativo, (*) significativo, (ns) no significativo.

El ANDEVA determin6é que la colchicina a 0.1% y el tiempo de exposiciéon influy6
significativamente (P<0.01) en la variable longitud de hoja y fue altamente significativo para el
diametro de bulbillos a los 12 meses dde.

Con 12 horas de exposicion a colchicina, las hojas fueron 34 % mas largas que el testigo
sin colchicina (Figura 5A); aunque el didmetro de los bulbillos fue mayor en las plantas testigo,
que en promedio midieron 8.3 mm, es decir casi el doble del didmetro de los bulbillos de plantas
expuestas a colchicina durnate 6, 18 y 24 h (Figura 5B). El aumento en el largo y achura de las
hojas es muy comin en las plantas poliploides; este efecto se ha observado en Kalanchoe
daigremotiana tratado con 0.025 % de colchicina por 24 y 48 h junto con el incremento en el
volumen foliar y el nimero de hijuelos (Salazar et al., 2018). Tambien en plantas de
Trachyspermum ammi tratadas con 0.1 % de colchicina durante 6 h se aument6 72 % la altura de
la planta y con 0.05 % por 48 h se aumentd 1.13 cm la longitud de las hojas (Sadad et al., 2017).
Sin embargo, las ventajas mas importantes de generar plantas poliploides es que las plantas
obtenidas suelen tener mejor rendimiento y caracteristicas morfolégicas como longitud, anchura
de hoja, rizoma o raiz (Hannweg et al., 2016); fisiolégicamente también puede incremetar la

biomasa y la capacidad fotosintética (Urwin, 2014).
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Figura S. Efecto del tiempo de exposicion a la colchicina para el desarrollo morfoldgico de plantas

de Z. fosteri 12 meses después. A) longitud de hoja y B) didmetro de bulbillos.

El efecto letal que causa la colchicina en los tejidos vegetales se mantuvo a los 360 dde,
sobre todo en los bulbos expuestos desde 6 a 18 horas, que en promedio registraron 54 % de
supervivencia; la excepcidon a esta tendencia se observd en los bulbos tratados con agente
antimitoético por 24 horas, porque 84 % de los bulbos sobrevivieron y 60 % de las plantas generaron
bulbillos nuevos, 8 % mas que las plantas del tratamiento testigo. Otro efecto estimulante se
registro en las plantas con colchicina durante 6 y 12 horas, en el primer caso se duplicé el niimero
de hojas por planta y con ambos tratamientos las plantas produjeron cuatro bulbillos mas en
comparacion con las plantas testigo (Cuadro 4). Pero este efecto benéfico no siempre se observa
en las plantas con diferentes niveles de poliploidia (Vichiato et al., 2007), en la especie
Bulbophillum ipanemense los individuos diploides y tetraploides visualmente no presentaron
ningtin cambio morfoldgico asociado a la poliploidia, ni aumentaron su tamaiio (Farinaci, 2001).
La poliploidia en plantas provoca efectos estimulantes que algunos autores denominan “giga”, es
decir incrementos en algunas estructuras vegetativas, como en plantas tetraploides de gerbera
obtenidas con colchicina 0.2% por 2 h tuvieron hojas de 2.53 cm de anchura y brotes 7.25 cm més
largos. Estos efectos benéficos s6lo se logran con dosis y tiempos de exposicién Optimos, ya que
dosis muy bajas de colchicina no tienen efecto y dosis extremadamente altas son letales para
gerbera por que provocan necrosis tisular; ademds, existe correlacion entre la concentracién y la
tasa de supervivencia de las plantas (Khalili ez al., 2020).

La variacion del material vegetal, la concentracién de colchicina, el tiempo de exposicién
y el método de aplicacion son esenciales para un programa de mejoramiento genético; porque con

dosis bajas no es posible inducir la poliploidia, pero las dosis altas se reduce la supervivencia de
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las plantas y da como resultado toxicidad y la pérdida del material tratado es uno de los obstaculos

de los fitomejoradores (Shariatpanahi et al., 2021).

Cuadro 4. Efecto de la colchicina y el tiempo de exposicidn para el desarrollo morfolégico de los

bulbos de Z. fosteri.

Numero de Plantas con Nuimero de  Numero
Tiempo de  Supervivencia hojas bulbillos % (n=  bulbillos total de
exposicion (h) % (n=25) (Promedio) 25) por planta bulbillos
0 100 (25) 4.1 52 (13) 1.7 23
6 56 (14) 6.7 28 (7) 5.1 36
12 56 (14) 10.3 24 (6) 4.8 29
18 52 (13) 4 24 (6) 2.6 16
24 84 (20) 4.7 60 (15) 19 29
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2.4 CONCLUSION

Se determiné que la induccién in vitro por exposicion recurrente a 0.05 % de colchicina
durante 5 meses en plantas de Z. fosteri, mostré una supervivencia del 71 %. En el cultivo in vivo,
al exponer los bulbos 24 h en colchicina sobrevivieron 20 plantas en comparacion con el tiempo
mas bajo de exposicion 6 h, en el que solo sobreviviveron 14 plantas. En los bulbos expuestos por
12 h, las hojas fueron 34 % maés largas y con mayor nimero de hojas en promedio 10.30; Sin
embargo, estos rasgos fenoldgicos que se presentaron deben de ser estables en el préximo ciclo de
crecimiento vegetativo de los bulbos y estar presentes en los bulbillos obtenidos. En ambos
experimentos aun faltan hacer pruebas citoldgicas para comprobar si se indujo duplicacién de

cromosomas.
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CAPITULO III

CONCLUSION GENERAL
De acuerdo a las hipétesis y objetivos planteados se concluye lo siguiente:
El tiempo de emergencia de los brotes se redujo a 4 dde en bulbos enteros o con corte
longitudinal tratados con TDZ 0.57 y 1.14 uM, para que los bulbos despierten de la latencia y

comiencen la etapa de desarrollo vegetativo.

Se recomienda utilizar ambas concentraciones de TDZ por que favorecen un 50 % el

desarrrollo vegetativo en todos los tipos de corte.

Para Z. fosteri se determind que su propagacion vegetativa se debe relizar apartir de bulbos

enteros con dos cortes longitudinales sin TDZ, ya que se obtuvieron 54 bulbillos en total.

Se establece que se debe de utilizar bulbos de calibre 19 a 26 mm, porque favorece el

desarrollo de las plantas un 50 % y generamos mayor nimero de bulbillos, 3.72 en promedio.

El método de inducién de poliploidia in vitro no letal para Z. fosteri, es la exposicion

recurrente de colchicina a 0.05 % p/v, con tiempo de exposision de 5 meses.
En los bulbos in vivo, se mostraron rasgos fenologicos diferentes cuando los bulbos se

expusieron a la colchicina durante 12 horas. Sin embargo, aun falta comprobar si se indujo la

poliploidia y si estos rasgos son estables.
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