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RESUMEN

Tillandsia imperialis E. Morren ex Roezl (Bromeliaceae) es una planta epifita que habita
bosques mesofilos de montafia y de pino-encino; se distribuye entre México, Guatemala,
Honduras y El Salvador. En el estado de Chiapas, esta sujeta a una sobre recolecta
anual con objeto de ofrenda para la tradicion del “Nifio Florero”, en la cual, sus
inflorescencias rojas son de interés. A este factor que pone en riesgo sus poblaciones se
le suma la pérdida de habitat por deforestacion, comercializacién, ciclo biolégico largo y
bajas tasas de germinacion y supervivencia. Actualmente se encuentra bajo la categoria
de “Amenazada” por la Norma Oficial Mexicana (NOM-059-SEMARNAT-2010). Por lo
anterior, se emplean herramientas que permitan la conservacion de la especie a largo
plazo, entre las cuales se encuentra la propagacion in vitro, que favorece la obtencién de
plantas en grandes cantidades, buena calidad y menor tiempo, posibilitando una
posterior reintroduccion al habitat donde cumple sus funciones ecolégicas. En la presente
investigacion, se evalud la induccion de la morfogénesis in vitro de T. imperialis mediante
dos hormonas vegetales: acido naftalenacético (ANA) del grupo de las auxinas y
brassinolide (BL) del grupo de los brasinoesteroides, con el objetivo de determinar su
interaccidn en este proceso, asi como identificar las concentraciones Optimas para lograr
plantas mejor equipadas para la supervivencia ex vitro. Las variables evaluadas fueron:
1) numero de brotes, 2) numero de raices, 3) longitud de la raiz mas larga, 4) longitud
total de la planta y 5) biomasa. La mayor produccion de brotes se observé en ausencia
de ANA siendo mas alta mediante la concentracion de 0.05 mg/L de BL sin diferencias
significativas al tratamiento control; por otro lado, la interaccion BL:ANA 0.25:1 mg/L
promovié de manera éptima tanto la produccién de raices como el alargamiento de las
mismas, asi como el aumento de la longitud de las plantulas y en consecuencia, de la
biomasa. Los resultados evidencian un efecto sinérgico entre brasinoesteroides y
auxinas, promoviendo el crecimiento y la produccién de biomasa con respecto a la altura
total de la planta y la formacion y crecimiento de las raices de T. imperialis. Estos
hallazgos contribuyen a la mejora de la propagacion y cultivo in vitro de la especie,
principalmente en la promocion del crecimiento de raices, o que permite un mejor

crecimiento en menor tiempo.



Palabras clave: Alargamiento, auxinas, brasinoesteroides, Flor de Niluyarilo,

rizogénesis.

ABSTRACT

Tillandsia imperialis E. Morren ex Roezl (Bromeliaceae) is an epiphytic plant that inhabits
mountain cloud forests and pine-oak forests; it is distributed in Mexico, Guatemala,
Honduras and El Salvador. In the state of Chiapas, it is subject to annual overharvesting
for the tradition of the “Nifio Florero”, in which its red inflorescences are of interest. This
factor, which puts its populations at risk, is compounded by habitat loss due to
deforestation, commercialization, long biological cycle and low germination and survival
rates. Itis currently under “Threatened” category by the “Norma Oficial Mexicana” (Official
Mexican Standard) (NOM-059-SEMARNAT-2010). Therefore, tools are employed to
enable the long-term conservation of the species, among which is in vitro propagation,
favoring the production of plants in large quantities, good quality and less time, enabling
a subsequent reintroduction to the habitat where it fulfills its ecological functions. In this
research, the in vitro morphogenesis induction of T. imperialis was evaluated using two
plant hormones: naphthaleneacetic acid (NAA) from the auxin group and brassinolide
(BL) from the brassinosteroid group, with the aim of determining their interaction in this
process, as well as identifying optimal concentrations to achieve plants better equipped
for ex vitro survival. The variables evaluated were: 1) number of shoots, 2) number of
roots, 3) length of the longest root, 4) total length of the plant and 5) biomass. The highest
production of shoots was observed in the absence of NAA, being higher through the
concentration of 0.05 mg/L of BL with no significant differences to the control treatment;
on the other hand, the interaction BL:NAA 0.25:1 mg/L optimally promoted both root
production and root elongation, as well as increased seedling length and, consequently,
biomass. The results demostrate a synergistic effect between brassinosteroids and
auxins, promoting growth and biomass production concerning the total height of the plant
and the formation and growth of T. imperialis roots. These findings contribute to the
improvement of in vitro propagation and cultivation of the species, primarily in promotion

root growth, growth, enabling faster growth.

Keywords: Auxins, brassinosteroids, elongation, Niluyarilo flower, rhizogenesis.



l. INTRODUCCION

La familia de las bromelidceas o bromelias (Bromeliaceae) tiene una distribucion
geografica neotropical restringida al continente americano, con excepcion de la especie
Pitcairnia feliciana en el oeste de Africa (Ramirez-Morillo, 2010). A nivel mundial la familia
esta constituida por 56 géneros y unas 3 600 especies aceptadas (Versieux y Wendt,
2007; Gouda y Butcher, 2020). En México la familia Bromeliaceae engloba 19 géneros y
422 especies, siendo Tillandsia el género mejor representado con 230 especies, que
constituyen el 54.5 % del total de la familia en el pais (Espejo-Serna y Lopez-Ferrari,
2018).

Particularmente, la especie Tillandsia imperialis E. Morren ex Roezl, se distribuye
entre México, Guatemala, Honduras y El Salvador (Global Biodiversity Information
Facility, GBIF, 2021); mientras que en el pais se ha registrado para los estados de
Hidalgo, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Veracruz y Chiapas, donde en este ultimo, es
extraida intensamente cada afio debido a su importancia cultural (Lee-Whiting, 2001;

Espejo-Serna y Lopez-Ferrari, 2018).

Tillandsia imperialis habita bosques mesdfilos de montafia y de pino-encino
(Arredondo-Gémez et al., 2012), en los cuales funge como refugio y habitat de una
comunidad ecologica asociada a ella que engloba una diversidad de invertebrados y

pequefios vertebrados como anfibios y reptiles (Cruz-Garcia et al., 2010).

Asi también, es una de las especies de Tillandsia empleadas en la tradicion del
Nifio Florero, la cual se lleva a cabo del 14 al 25 de diciembre en los municipios de Chiapa
de Corzo, Acala, Totolapa, Venustiano Carranza, Socoltenango, Chiapilla y San Lucas
(Lee-Whiting, 2001; Palacios-Gama, 2017); la cual consiste en una serie de acciones
religiosas en las que un grupo de hombres denominados “Floreros” realiza una
peregrinacion desde Chiapa de Corzo hacia Los Altos de Chiapas para cortar la
denominada Flor de Nifio o Flor de Niluyarilo, la cual corresponde a las plantas de
Tillandsia que tienen inflorescencias rojas con las cuales elaboran ofrendas para los
altares del Nifio Florero en el dia de su nacimiento, quien es una representacion
escultérica del Nifio Dios (Lee-Whiting, 2001).



La velocidad de crecimiento de las bromelidceas involucradas en la festividad del
Nifio Florero es baja, tardando de siete a nueve afios para completar su ciclo bioldgico;
también poseen bajas tasas de germinacién y supervivencia, dificultando su
establecimiento, por lo que su reproduccién mas comuan es asexual por medio de brotes.
Ademas, el aumento de la deforestacion local cada afio ha ocasionado la pérdida y
deterioro de su habitat. En consecuencia, la disminucidon en la disponibilidad de las
bromelias empleadas en dicha tradicion, ha obligado a los Floreros a escalar localidades
cada vez mas lejanas para cortarlas (Lee-Whiting, 2001; Beutelspacher-Baigts y Farrera-
Sarmiento, 2007; Palacios-Gama, 2015; Jiménez-Romero, 2016).

La sobre-recolecta para el uso tradicional, ademas de la comercializacion en
algunos sitios, mas la pérdida y el deterioro de su habitat y la lenta recuperacion de estas
especies dada por su largo ciclo biologico, son factores que han llevado a la inclusion de
T. imperialis a la Norma Oficial Mexicana (NOM-059-SEMARNAT-2010) en la categoria
de Amenazada, por lo tanto, es necesario que se empleen herramientas que permitan el

manejo y conservacion de la especie en el largo plazo.

En este sentido, la propagacion in vitro de plantas es una técnica que puede
aplicarse como una de las etapas iniciales en la atencion de medidas de rescate de
poblaciones en peligro de extincién para reintroducirlas posteriormente a su habitat
(Jiménez-Romero, 2016); gracias a la obtencién de plantas homogéneas en términos de
cantidad, calidad y menor tiempo respecto a como se lograria bajo condiciones naturales,
ademas de una completa sanidad vegetal, ayudando a superar barreras biolégicas que
cada especie enfrenta de manera particular para su geminacion y establecimiento exitoso
(Hernandez-Sanchez, 2022).

Las hormonas vegetales o fitohormonas, son sustancias que regulan las fases del
desarrollo vegetal (Lluna-Duval, 2006), algunas de éstas son sintetizadas en el
laboratorio para su empleo en cultivo in vitro de plantas y tejidos vegetales con el fin de
producir determinadas respuestas en la diferenciacion de O6rganos Yy tejidos,

denominandose de manera general, reguladores de crecimiento (Perea, 2009).

La adicion de reguladores de grupos de fitohormonas especificos a los medios de

cultivo, al igual que la proporcion y concentracion de éstos, genera determinados
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estimulos en la morfogénesis de las plantas que se cultiven, lo cual juega un rol
fundamental en este contexto, ya que ciertos elementos de la morfogénesis in vitro son
clave para lograr la efectividad de la aclimatacién ex vitro, como la produccién de raices

y el aumento en la altura de las plantas.

Los cinco grupos de fitohormonas o reguladores de crecimiento clasicos son las
auxinas, citocininas, giberelinas, acido abcisico y etileno (Suérez-Padrén, 2020), pero
existe ademas un sexto grupo que corresponde a los brasinoesteroides, el cual se
encuentra en minimas cantidades y en mayor concentracion en los tejidos jovenes en
crecimiento, y es de vital importancia para el desarrollo de las plantas (Seeta et al., 2002).
Se ha documentado que varios de los procesos realizados por el grupo de los
brasinoesteroides también son controlados por auxinas, lo que se sugiere que algunas
vias morfogenéticas estan reguladas por la interaccion de estos dos grupos de hormonas
(Halliday, 2004).

Pese a que ya se ha demostrado el potencial sinérgico de las auxinas y
brasinoesteroides, su uso combinado no habia sido reportado en el cultivo in vitro de
bromeliaceas; por lo que la presente investigacion pretende responder qué diferencias
generara la suplementacion de auxinas y brasinoesteroides en la morfogénesis in vitro
de T. imperialis utilizando los reguladores de crecimiento acido naftalenacético (ANA) y
brassinolide (BL), pertenecientes a ambos grupos respectivamente; y de manera mas
especifica, determinar la interaccion de ambas hormonas estableciendo la concentracion
Optima en cada proceso morfogenético, correspondiente a la produccion de brotes,
formacion y alargamiento de raices y crecimiento de la plantula, ademas de evaluar la

acumulacién de biomasa.



II. MARCO TEORICO

2.1. FAMILIA BROMELIACEAE

Las bromeliaceas o bromelias (Bromeliaceae) son plantas arrosetadas o
raramente filamentosas; pueden ser terrestres o epifitas y tienen una alta reproduccion
asexual por medio de brotes secundarios, agrupandose para formar colonias o macollos
como es el caso de la especie Tillandsia imperialis, que junto a la mayoria de bromelias
del género, soélo florece una vez al final de su ciclo de vida (Ramirez-Morillo, 2010;
Arredondo-Gémez et al., 2012).

Son en su mayor parte plantas herbaceas de tallos cortos con metabolismo CAM; sus
hojas son alternas, simples, rigidas, estrechas, paralelinervias, enteras 0 a menudo
espinoso aserradas, formando una roseta basal, con entrenudos cortos vy
progresivamente mas largos hacia la inflorescencia. La base de la hoja es envolvente en
el tallo y se abre arriba en una lamina lanceolada, acanalada, que termina en un apice

muy agudo (Cabral et al., 2010).

En diversas especies de algunos géneros, principalmente aquellas que habitan
donde la precipitacion sobrepasa los 1 000 mm, la sobreposicion de las vainas foliares
tiende a formar “depésitos o cisternas” que almacenan agua y materia organica que la
planta absorbe a través de raices adventicias nacidas de las bases foliares y de tricomas
especializados; y que ademas, forman refugios que acumulan nutrientes de los cuales
se benefician anfibios y reptiles, moluscos, platelmintos, anélidos, miriapodos, insectos,
aracnidos, crustaceos, protozoos, e incluso varios polinizadores completan su ciclo aqui
(Cabral et al., 2010; Cruz-Garcia et al., 2010; Ramirez-Morillo, 2010; Aranda-Coello et
al., 2012).

En otras especies, las hojas se inflan para formar camaras que las hormigas usan
para establecer sus hormigueros, constituyendo una relacién simbidtica mutualista
denominada “mirmecofilia” (myrme = hormiga; filia = afinidad), en la cual, las hormigas

proveen proteccién contra herbivoros a la planta (Ramirez-Morillo, 2010).

Sus flores son perfectas, dispuestas en inflorescencias terminales, pudiendo ser

espigas, racimos o0 paniculas, o ubicadas en las axilas de hojas. El perianto es
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claramente diferenciado en un céliz verdoso y una corola petaloidea vistosa, cada
verticilo con 3 piezas. En las bromelidceas Aechmea, Vriesia y Tillandsia, la
inflorescencia completa funciona como unidad morfolégica y ecoldgica de la polinizacién.
Los sépalos y las bracteas tienen la funcion de atraer (semafilos) y perduran mas que los
pétalos. Los frutos son en forma de baya o capsula, aunque en los géneros Ananas y
Pseudoananas la fruta se constituye de la fusion de los tejidos de los frutos individuales
y del eje de la inflorescencia. Las semillas de las epifitas como Tillandsia son muy
pequefias de testa lisa 0 carnosa; se dispersan por el viento para establecerse en la copa
de los arboles y tienen una baja tasa de germinacion, con una supervivencia ain menor
(Cabral et al., 2010; Jiménez-Romero, 2016).

En México se las puede hallar en diversos tipos de vegetacion. Las de vida epifita
habitan principalmente en bosques mesoéfilos de montafia y bosques de encino
(Quercus); y entre las de habito terrestre, las del género Hechtia se encuentran
preferentemente en matorrales xerofilos y bosques tropicales caducifolios, las del género
Greigia en bosques mesofilos de montafia, mientras que la especie Fosterella micrantha
habita bosques tropicales perennifolios y subcaducifolios y la especie Pitcairnia punicea

es acuatica (Espejo-Serna y Lopez-Ferrari, 2018).

2.2. Tillandsia imperialis

El género Tillandsia constituye en cuanto a plantas, uno de los mas representativos del
mundo (Jiménez-Romero, 2016). De acuerdo con Espejo-Serna y Lopez-Ferrari (2018),
comprende 705 especies en total, de las cuales 230 estan presentes en el territorio
mexicano. Las especies de Tillandsia son enteramente epifitas. Presentan una densa
cobertura de escamas peltadas cuya funcién principal es la absorcion de agua
proveniente del rocio de la noche y nutrientes de la atmosfera, y ademas, aumentar la
reflexion de radiacion solar de las hojas para disminuir la diferencia entre la temperatura
foliar y el aire. Presentan raices en el estado de plantula, que pasan a tener una funcién

fijadora en la madurez (Cabral et al., 2010).

La clasificacién taxonémica de la especie T. imperialis se desglosa en el Cuadro 1.



Cuadro 1. Clasificacion taxonomica de Tillandsia imperialis E. Morren ex Roezl (Royal Botanic
Gardens, Kew, 2023; World Flora Online, 2024)

Reino Plantae
Division Streptophyta
Clase Equisetopsida

Subclase Magnoliidae

Orden Poales

Familia Bromeliaceae
Género Tillandsia

Especie Tillandsia imperialis

Tillandsia imperialis crece en los bosques mesofilos de montafia y de pino-encino.
Junto a la inflorescencia alcanza entre 35 a 45 cm de altura (Arredondo-Gomez et al.,
2012). La disposicion arrosetada de sus hojas permite la acumulacion de agua, hojarasca
y nutrientes que favorecen el crecimiento y desarrollo de diversos organismos
interactuantes, formando microambientes que les proporcionan una temperatura estable,
humedad, alimento, habitat y proteccion contra depredadores. La fauna asociada se
compone de moluscos, protozoos, platelmintos, anélidos, artrépodos y pequefios

vertebrados como anfibios y reptiles (Cruz-Garcia et al., 2010).

2.3. EL RITUAL DEL NINO FLORERO Y AMENAZA A LAS
POBLACIONES DE Tillandsia imperialis EN LOS ALTOS DE CHIAPAS

El Nifio Florero es la representacion escultdrica de un Nifio Dios que reside en la ermita
del patron de los Floreros, en el barrio de Santa Elena, del municipio de Chiapa de Corzo.
Dicha tradicion pudo tener origen en la época prehispanica, ya que su distribucion se
limita tradicionalmente a los municipios de Chiapa de Corzo y Acala, poblados asentados
dentro del antiguo dominio de la etnia chiapaneca, en los cuales este culto posee mucha
importancia y antigledad; posteriormente se unieron a la celebracion otros pueblos
dentro de la region cultural chiapaneca como el municipio de Totolapa, las localidades

de Guerrero y Ricardo Flores Magon en el municipio de Venustiano Carranza, la localidad



de Nuevo San Sebastian la Candelaria en el municipio de Socoltenango, (Lee-Whiting,
2001) y los municipios de Chiapillay San Lucas (Palacios-Gama, 2017).

El ritual consiste en una serie de acciones religiosas celebradas del 14 al 25 de
diciembre, periodo durante el cual, un grupo de hombres denominados Floreros, realiza
una peregrinacion desde Chiapa de Corzo hasta los Altos de Chiapas, a una altura de
entre 2 000 y 3 000 msnm. El punto de reunion es la montafia Santa Cecilia, reconocida
por los chiapanecas como Montafia o Cerro de la Flor, al noroeste de la localidad de
Navenchauc, en el municipio de Zinacantan. El objetivo es la busqueda de la denominada
Flor de niluyarilo (que en lengua chiapaneca se traduce como Flor de Nifio),
correspondiente a inflorescencias pertenecientes a bromelias del género Tillandsia, las
cuales crecen sobre pinos y principalmente en encinos, donde se establecen con mayor
facilidad (Lee-Whiting, 2001).

Se reportan cuatro especies de Tillandsia recolectadas por los floreros: 1) T.
imperialis E. Morren ex Roezl, o “mazorca”; 2) T. guatemalensis L. B. Smith “Flor de
Nifio”, “pluma” o “indiyularilu”; 3) T. eizii L. B. Smith, o “nulirosa” y 4) T. usneoides Linneo
“heno”, o “pashte”, con flores verdosas poco conspicuas, utilizada ampliamente en los

nacimientos catoélicos (Beutelspacher-Baigts y Farrera-Sarmiento, 2007).

Las inflorescencias de Tillandsia, de color rojo, son cargadas en mecapal por
docenas, amarradas con cuerdas y adornadas con guirnaldas de tejocotes Ilamados
localmente “manzanillas”, que corresponden a la especie Crataegus nelsonii Eggl.
(Rosaceae) (Beutelspacher-Baigts y Farrera-Sarmiento, 2007). Estas decoraciones
sirven para cubrir los altares de cada Florero, en especial el altar mayor de la iglesia de
Santo Domingo en Chiapa de Corzo para la misa del 24 de diciembre, el cual contiene

un hueco simulando la cuna del Nifio Dios (Lee-Whiting, 2001).

El aumento en numero de los Floreros aumentd con el pasar de los afios en los
diferentes pueblos, considerando datos desde 1969, en el que se registraron entre 40 y
70 Floreros de Chiapa de Corzo; al afio 2000, que super6 los 300 participantes. A su vez,
la disponibilidad de plantas con inflorescencias que originalmente se encontraban en las
laderas del Cerro de la Flor, ya comenzaba a verse mermada debido al comienzo de la

deforestacién local, obligando a los Floreros a viajar hacia las partes mas altas del cerro
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(Lee-Whiting, 2001). Para el afio 2004 la cifra de participantes aumenté a 594 de acuerdo
con Palacios-Gama, 2015 (Cuadro 2), la cual no ha sido superada de acuerdo con

registros hechos hasta 2012 (son requeridos datos de los Ultimos afios).

Cuadro 2. Participacion de los Floreros de 1995 a 2012 (Palacios-Gama, 2015)

Afo Floreros Floreros Total
novicios
1995 170 38 208
1996 182 74 256
1997 216 77 293
1998 243 113 356
1999 298 116 414
2000 365 104 469
2001 478 77 555
2002 518 74 592
2003 516 38 554
2004 526 68 594
2005 507 22 529
2006 475 40 515
2007 466 53 519
2008 504 30 534
2009 499 46 545
2010 514 77 591
2011 491 23 514
2012 486 68 554

Para la recolecta de las inflorescencias, los Floreros han tenido que pasar de los
alrededores de Navenchauc hacia localidades mas retiradas como Mitzitdbn y sus
alrededores, llegando inclusive a los limites de los municipios de Teopisca y Huixtan

(Beutelspacher-Baigts y Farrera-Sarmiento, 2007).

Debido a que los arboles maduros son capaces de albergar una mayor cantidad
de bromelias, su antigiedad ha permitido por un largo tiempo la colonizacién de las
mismas. Es por eso que entre los factores que ocasionan la disminucion en las
poblaciones de dichas epifitas, esta la tala de los bosques con fines de uso maderero y
comercializacion de carbon; también cabe mencionar que las especies de Tillandsia se
comercializan en el municipio de San Cristdébal de Las Casas (Aranda-Coello et al., 2012;
Ballinas-Aquino, 2022).



El ciclo de vida de las bromeliaceas, desde su germinacién hasta la produccion de
inflorescencias, puede variar entre dos a 30 afios segun la especie. Para el caso de las
especies de Tillandsia empleadas en la tradicion del Nifio Florero, este ciclo tarda entre
siete y nueve afios. Es oportuno sefialar que las especies de bromelidceas recolectadas
para dicho ritual, a excepcion de T. eizii, producen hijuelos o rebrotes, mediante los
cuales las poblaciones podrian recuperarse parcialmente (Beutelspacher-Baigts y
Farrera-Sarmiento, 2007; Jiménez-Romero, 2016), aunque de manera lenta, por lo que

es necesario que se implementen medidas para su preservacion.

Tillandsia imperialis se encuentra bajo la categoria de Amenazada en la Norma
Oficial Mexicana-059 (SEMARNAT, 2010) junto con otras 15 especies del género. Se
determina que las especies amenazadas estan conformadas de poblaciones
hiperdispersas con una densidad de poblacion de un individuo cada cinco hectareas o
menor. Las especies amenazadas se hallan en riesgo de desaparecer a corto o mediano
plazo si contintan los factores que contribuyen de manera negativa a la modificacion de
Su respectivo habitat, causando asi su deterioro y la disminucién del tamafio poblacional

(Farrera-Sarmiento, 2013).

La lentitud con la que las poblaciones naturales pueden recuperarse, aunados a
la colecta para uso tradicional y comercializacion, mas la deforestacion de la zona, son
factores de alarma para tomar distintas medidas que eviten la disminucion de las
poblaciones de las especies citadas y que vuelvan sustentable su aprovechamiento al

mismo tiempo que se mantenga vigente la tradicion.

La colecta de las bromelias para el Nifio Florero ha llamado la atencion de la
Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT), ante lo que los
lideres de la tradicion sostienen que solo se obtiene un maximo de cinco flores por cada
arbol. Ademas, ya se reconoce la preocupacion por mantener el recurso natural
disponible para conservar la tradicidn, por lo que se han recibido platicas sobre el ciclo
de vida y mejoras en el manejo de las especies de parte de Pronatura, con las que
también se pretende concientizar la importancia de cuidar la fauna asociada a estas
bromelias, cominmente sacrificada por considerarse venenosa, como salamandras del

género Bolitoglossa y lagartijas de la familia Anguidae, en especial Mesaspis moreletii y
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Abronia lythrochila. También cabe mencionar que en 2020, la recoleccion de flores fue
suspendida por primera vez debido a la pandemia de COVID-19 (Ballinas-Aquino, 2022).

Ademas de la generacidn de conciencia conservacionista entre los pobladores de
mediante talleres de educacion ambiental y la regulacion del nimero de plantas
recolectadas, se ha propuesto el establecimiento de areas protegidas o de “no
extraccion” en diferentes sitios del bosque. Otra alternativa potencial para la
conservacion de las poblaciones de Tillandsia, es el cultivo en laboratorio de dichas
especies y una subsecuente reintroduccion en las ramas de los bosques de la zona de

origen (Aranda-Coello et al., 2012; Beutelspacher-Baigts y Farrera-Sarmiento, 2007).

2.4. CULTIVO in vitro DE TEJIDOS VEGETALES

El cultivo in vitro de tejidos vegetales es un conjunto de técnicas que permiten cultivar
células, tejidos y 6rganos vegetales en medios sintéticos dentro de frascos de vidrio; esta
caracterizado por la asepsia y el control de factores fisicos y quimicos que afectan al
crecimiento. Los factores quimicos corresponden a la composicion del medio de cultivo
y el pH; y los factores fisicos son la temperatura, el fotoperiodo y la humedad (Castillo-
Salle, 2004; Morales-Rubio et al., 2016).

2.4.1. Asepsia

El medio de cultivo debe esterilizarse por medio de calor himedo en autoclave cuando
se trata de medios sdlidos; los medios liquidos, para cultivos de células en suspension,
son inestables a altas temperaturas y se esterilizan mediante ultrafiltracion. De igual
manera, la parte de la planta a utilizar (explante), debe desinfectarse superficialmente
con soluciones como: hipoclorito de sodio o de calcio, perdxido de hidrogeno, cloruro de
mercurio, etanol, plata coloidal, detergentes no ionicos, fungicidas, antibiéticos entre
otras. La siembra del explante o de la plantula en el medio de cultivo y los posteriores
subcultivos, se realizan usualmente bajo una campana de flujo laminar. El alcohol entre
otros quimicos, se utilizan para esterilizar el area e instrumentos de trabajo (Morales-
Rubio et al., 2016; Singh y Kumar, 2020).
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2.4.2. Factores quimicos

2.4.2.1. Composicion del medio de cultivo

Los medios de cultivo vegetales estdn compuestos principalmente de macronutrientes,
micronutrientes, vitaminas, aminoacidos, otros compuestos organicos, reguladores de
crecimiento, una fuente de carbono y un agente gelificante en el caso de los medios de
cultivo sdlidos (Figura 1). EI medio Murashige y Skoog (MS; 1962) es el mas usado para
la propagacion vegetativa in vitro de muchas especies de plantas (Morales-Rubio et al.,

2016)

Macronutrientes

Sales inorganicas
Micronutrientes

Carhohidratos

Compuestos Reguladores de

organicos crecimiento

Medio de cultivo

Otros (vitaminas,

aminoacidos,

quelatos)
Agar
Agentes
gelificantes Phytagel

Figura 1. Componentes del medio de cultivo

2.4.2.2. Macronutrientes

Los seis elementos mayores: nitrogeno (N), fésforo (P), potasio (K), calcio (Ca),
magnesio (Mg) y azufre (S) conforman los macronutrientes requeridos para el

crecimiento estructural adecuado de las plantas (Cuadro 3; Perea, 2009).
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Cuadro 3. Macronutrientes (Perea, 2009)

Elemento

-Constitutivo de las biomoléculas.

N -Generalmente se suministra en forma de nitrato (NO3.) o de amonio
(NHg,).
-Es importante regular la dosis, ya que en algunas especies su exceso
puede causar la vitrificacion de las plantulas.
-Indispensable en la fotosintesis y la respiracion celular.

P -Forma parte de la molécula de ATP (adenosintrifosfato).
-Estructural en muchas moléculas y células, como en los enlaces
diéster de los acidos nucleicos y en los fosfolipidos fundamentales de
las membranas.
-Abundante en las vacuolas.

K -Participa en la apertura y cierre estomatico.
-Interviene en la osmorregulacion.
-Activa sistemas enzimaticos (oxidorreductasas, deshidrogenasas,
transferasas, sintetasas y quinasas).
-Estimula el desarrollo de raices y hojas.

Ca -Forma compuestos de las paredes celulares.
-Activa e inhibe enzimas en el citosol de las células.
-Se encuentra principalmente en los cloroplastos y un 20% en las

Mg moléculas de clorofila.
-Participa en la activacion de moléculas como rubisco, fosfoenol-
piruvato carboxilasa y glutamato sintasa.
-Forma parte estructural de la cisteina, aminoacido indispensable en el

S metabolismo del S.

-Forma grupos sulfidrilo (SH), esenciales para la actividad catalitica de

varias enzimas.
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2.4.2.3. Micronutrientes

Se requieren en baja concentracion para el crecimiento de las plantas, los mas utilizados
son hierro (Fe), manganeso (Mn), zinc (Zn), cobre (Cu), boro (B) y molibdeno (Mo)
(cuadro 4) (Perea, 2009).

Cuadro 4. Micronutrientes (Perea, 2009)

Elemento Funcién

Fe -Forma parte de los grupos cataliticos de muchas enzimas redox.

-Se encuentra unido a grupos tiélicos de la cisteina en proteinas claves
de la fotosintesis.

-Se requiere en mayor cantidad.

Mn -Forma el complejo manganeso-proteina que transporta electrones al

fotosistema Il y activa enzimas respiratorias del ciclo de Krebs.

Zn -Se concentra en la raiz, algunas enzimas lo contienen e interviene en la

sintesis y la conservacion de auxinas.

Cu -Interviene en numerosos procesos de oxidacion-reduccion.

B -Facilita el transporte de los azUcares a través de la pared celular
-Esté involucrado en la division y crecimiento celular, la germinaciéon y

regulacion hormonal.

Mo -Forma parte de la enzima nitrato reductasa, que reduce nitratos a nitritos

para su asimilacion.

2.4.2.4. Carbohidratos

Los monosacéridos y disacéaridos son las fuentes de carbono mas importantes de los
cultivos in vitro. ElI azGcar mas utilizado es la sacarosa, la cual es hidrolizada

extracelularmente a glucosa por las plantas para transformarla en energia (Perea, 2009).
2.4.2.5. Reguladores de crecimiento

El primer cultivo in vitro de tejidos vegetales fue obra del botanico aleman Gottlieb
Haberlandt, quien establecié células aisladas de tejidos foliares de parénquima en

empalizada en medios de cultivo con glucosa. Aunque solo observé un aumento de
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volumen celular, reconoci6 la falta de requerimientos nutricionales para inducir la division
y multiplicacion de estas, ademas de que habia utilizado tejido altamente diferenciado, y
postulé a principios del siglo XX que las plantas son capaces de generar individuos
completos a partir de células aisladas, originando la hipétesis de la totipotencia celular.
Sin embargo, no tenia manera de probarlo, ya que no se habian descubierto la mayoria
de los componentes que integran los medios de cultivo actuales y que influyen en el
crecimiento y diferenciacion celular. Fue hasta la década de los cincuentas, con el
descubrimiento de las hormonas vegetales, cuando se reconocié la importancia del

balance hormonal en las plantas (Castillo-Salle, 2004; Suarez-Padrén, 2020).

Las hormonas vegetales o fitohormonas, son sustancias quimicas encargadas de
regular las fases del desarrollo vegetal, ya sea inhibiendo o promoviendo el crecimiento
y diferenciacion de las células vegetales en los diferentes 6rganos de la planta. Las
fitohormonas se sintetizan en determinadas partes de la planta y luego son transportadas
al érgano o sitio en el que ejerceran sus efectos reguladores (Lluna-Duval, 2006). Las
fitohormonas son reguladores de crecimiento, no obstante este ultimo término generaliza
tanto a las sustancias de origen natural (fitohormonas) como a las sintetizadas en

laboratorio (analogos), que determinan respuestas en la planta (Perea, 2009).

El tipo y concentracion de reguladores de crecimiento que se adicione a los
medios de cultivo dependera de la especie vegetal y del tejido u 6rgano a cultivar, asi
como de los objetivos de la investigacion. Altas concentraciones de auxinas
generalmente favorecen la formacion de raices, mientras que altas concentraciones de
citocininas promueven la regeneracion de brotes; por otra parte, el balance entre las
concentraciones de auxina y citocinina inducen el desarrollo de una masa

desdiferenciada de células llamada callo (Morales-Rubio et al., 2016).

2.4.2.5.1. Reguladores de crecimiento clasicos: Auxinas, citocininas, giberelinas,

acido abcisico y etileno

A continuaciéon se describen los cinco grupos de fitohormonas o reguladores de

crecimiento clasicos (Suarez-Padrén, 2020).

* Auxinas
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Estimulan la dominancia apical, el crecimiento y la division celular, el desarrollo
meristematico, la induccion de raices adventicias y la formacion de embriones somaticos.
De forma natural se produce el acido indolacético (AlA) y el acido indolbutirico (AIB), los
cuales se sintetizan en los apices foliares desde donde se desplazan a la zona radical.
Entre los compuestos analogos sintetizados en el laboratorio, estan el &cido
naftalenacético (ANA), el &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), y el picloram. El AIB y el
ANA son los mas utilizados en la micropropagacién de meristemos y organogénesis;
mientras que el 2,4-D y el picloram, de mayor efecto, se utilizan en la induccion de tejidos
embriogénicos; y el AlA se utiliza menos por su facilidad de degradacion enzimética.

» Citocininas

Interrumpen la dominancia apical, actian en la division celular, desarrollo de yemas
axilares y retardo de la senescencia de las hojas. Se sintetizan en los apices radicales
desde donde se transportan a las yemas apicales y axilares. Naturalmente, la zeatina y
el 2-isopentenil adenina (2iP) son sintetizadas por la planta, mientras que de manera
sintética se encuentran la 6-bencilaminopurina (BAP), la kinetina (KIN) y el thidiazuron
15 (TDZ), entre los cuales BAP es la mas utilizada para el cultivo in vitro, especialmente

en la multiplicacion de meristemos preexistentes y organogénesis.
* Giberelinas

Promueven el alargamiento de los entrenudos mediante division y elongacion celular. Se
sintetiza principalmente en hojas jovenes. La giberelina mas utilizada en el cultivo in vitro
es el acido giberélico (GAz) con el objetivo de promover la elongacién de tallos
micropropagados y la conversion de embriones somaticos en plantas. Sin embargo no
es conveniente para la multiplicacion de brotes y emisién de raices, ya que se ha
observado un efecto inhibitorio. Se recomienda que al utlizarse se emplee la

esterilizacion por filtracion, debido a que el calor altera su estructura.
« Acido abcisico

Controla la apertura y cierre de estomas, inhibe la elongacion y divisién celular, promueve
cierto grado de absicion foliar e induce la dormancia de las semillas. Se origina en las

raices y hojas adultas, desde donde se desplaza a sus sitios de accion. En el cultivo in
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vitro inhibe la formacion de callos e induce la maduracion de embriones soméaticos y la

formacion de 6rganos de almacenamiento y dormancia como cormos y microtubérculos.
* Etileno

Es un gas sintetizado a partir del aminoacido metionina y se produce en la mayoria de
los tejidos. Induce la senescencia y la absicion de hojas y flores, la formacion de raices
adventicias y elimina la dormancia de semillas y yemas. En condiciones in vitro es poco

favorable y debe evitarse su acumulacion.
2.4.2.5.2. Brasinoesteroides

Los brasinoesteroides son compuestos polihidroxifendlicos que se encuentran en
minimas cantidades (a nivel de nano gramos) en el polen, hojas, yemas, flores y semillas,
en proporciones y formas diferentes. Los tejidos jovenes en crecimiento contienen
niveles mas altos que los tejidos maduros, siendo el polen y las semillas inmaduras las
fuentes mas ricas con un rango de 1-100 ng/g en peso fresco, mientras que los brotes y
las hojas usualmente tienen menores cantidades, i.e. 0.01-0.1 ng/g de peso fresco. Son
considerados el sexto grupo de fitohormonas de acuerdo a su vital importancia para el
desarrollo de las plantas. Se han aislado y caracterizado decenas de compuestos con
diferentes grados de actividad estimuladora, como la catasterona (CS) y el brassinolide
(BL), siendo este ultimo el representante mas activo, y el primero en ser aislado a partir
del polen de Brassica napus en 1979. Actualmente se conocen alrededor de 60
estructuras (Seeta et al., 2002; Salgado-Garciglia et al., 2008; Perea, 2009).

Debido a la baja concentracion de brasinoesteroides disponible en las plantas,
para estudios biolégicos se han sintetizado analogos que ejercen efectos
cualitativamente similares a los naturales. Los brasinoesteroides y sus analogos han
demostrado su capacidad para estimular la expansién y division celular, induciendo
procesos de germinacion, rizogénesis, elongacion de tallos, floracion, crecimiento de
tubos polinicos y maduracion; tienen influencia en el doblamiento de hojas y epinastia,
inhibicién de raices, senescencia, abscision de las hojas, gravitropismo, induccion de
biosintesis de etileno, activacion de la bomba de protones, diferenciacién del xilema y

regulacion de expresion de genes. También conceden resistencia ante el estrés abiotico
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como la salinidad, sequia, cambios bruscos de temperatura y agentes quimicos como
plaguicidas y herbicidas; y al estrés biético producido por plagas (Salgado-Garciglia et
al., 2008).

Se ha probado que los brasinoesteroides controlan procesos que a su vez son
regulados por auxinas, lo que sugiere que algunas de estas vias se llevan a cabo bajo la
interaccion de estos dos grupos de hormonas (Halliday, 2004); también se ha
documentado que los brasinoesteroides interacttan en forma sinérgica con las
giberelinas, y se reporta que pueden funcionar como auxinas en un momento y como

giberelinas o citocininas en otro (Salgado-Garciglia et al., 2008).

De acuerdo a diversos estudios, brasinoesteroides y auxinas participan
sinérgicamente en multiples procesos de desarrollo de las plantas, incluidos la
elongacion del hipocatilo, el desarrollo de haces vasculares y de raices, tropismos, entre
otros. Ademas, el sinergismo entre auxinas y brasinoesteroides involucran numerosos
procesos que comparten genes diana a nivel molecular. Algunos estudios fisiologicos
han demostrado que cuando los brasinoesteroides se usan en conjunto con auxinas,

potencian sus efectos (Tian et al., 2018; Pacholczak et al., 2021).
2.4.2.6. Vitaminas y aminoacidos

Las vitaminas cumplen funciones catalizadoras durante las reacciones enzimaticas. La
tiamina o vitamina B1 es la mas utilizada, puesto que forma parte de la coenzima tiamina
pirofosfato, que convierte el acido piravico en acetil coenzima A en el ciclo de Krebs. El
acido nicotinico es una vitamina importante de la coenzima nicotinamida adenina
dinucledtido y de la sintesis del ADN. La piridoxina o vitamina B6 convierte las moléculas
alimenticias en energia y participa en los procesos respiratorios. El acido pantoténico
forma parte de la coenzima A. La biotina transporta CO,. El acido félico transporta
unidades mono-carbonadas. El myo-inositol o meso-inositol suele unirse al grupo fosfato

de los fosfolipidos de las membranas celulares (Perea, 2009).
2.4.2.7. Quelatos

Los iones metalicos se encuentran en soluciones hidratadas, es decir, rodeados por

moléculas de agua, cuando estas moléculas de agua son reemplazadas por un agente
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guelante, se forma una estructura en anillo, a ésto se le llama quelatacién, y resulta en
un compuesto con propiedades quimicas distintas a las del metal original. La quelatacién
de elementos es empleada para la nutricion vegetal debido a que favorece la asimilacion
del elemento por la planta y evita que las dosis grandes de elementos sean fitotoxicas,
asi como su precipitacion en el medio extracelular. Los elementos Ca y Mg no requieren
de la quelatacion para su absorcidén, sin embargo, altas concentraciones de los
elementos Zn, Cu, Fe y Mn son menos fitotoxicas bajo la forma de quelatos que cuando
se encuentran como sales simples. Los agentes quelantes como los acidos gluconico,
citrico, tartarico y malico parecen ser los mas indicados para la nutricion vegetal debido
a su estabilidad (Walco, 1997).

2.4.2.8. Agentes gelificantes

Es necesario el uso de un compuesto que gelifique el medio para proveer soporte a la

planta; los mas conocidos son agar-agar y phytagel o gelrite (Perea, 2009).
2.4.2.9. pH

El pH influye tanto al crecimiento de las plantas como a la actividad de los reguladores
de crecimiento, por lo que debe regularse a valores entre 5.4 y 5.8 (Morales-Rubio et al.,
2016).

2.4.3. Factores fisicos

El material vegetal debe mantenerse en cuartos de incubacioén, los cuales mantienen un
control de temperatura, fotoperiodo, intensidad luminica y humedad. El nivel adecuado
de estos factores fisicos dependera de la especie y del objetivo de la investigacién. Por
lo regular, las plantas se mantienen en un ambiente con alta humedad relativa, baja
intensidad luminosa y temperatura constante, la cual es Optima entre los 25 y 28°C
(Perea, 2009).

2.5 MICROPROPAGACION

La micropropagacion o propagacion clonal, es una de las aplicaciones del cultivo in vitro,
la cual ofrece un método alternativo de propagacion vegetativa masiva en un periodo de

tiempo corto, mediante la produccién de clones que pueden almacenarse en espacios
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pequefios a partir de cantidades minimas de material vegetal o explantes de una planta
madre (Castillo-Salle, 2004; Aryal, 2022).

Esta técnica representa una alternativa para aquellas especies caracterizadas por
una limitada propagacion vegetativa y/o una viabilidad y nimero de semillas escaso,
permitiendo su regeneracion en un lapso menor al de su ciclo de vida silvestre y
posibilitando una posterior reintroduccion a su habitat, de tal manera que puede funcionar
como una de las etapas iniciales en el rescate de poblaciones en peligro de extincion.
De este modo, la importancia de la micropropagacion radica en la proteccion y el
aseguramiento de la subsistencia de especies comprometidas por la explotacion de sus
recursos (Jiménez-Romero, 2016; Morales-Rubio et al., 2016).

2.6 MORFOGENESIS VEGETAL

La morfogénesis vegetal se refiere alos cambios graduales y sucesivos que experimenta
una planta a nivel celular, tisular y organogénico, que mediante procesos de crecimiento
y diferenciacion, dan lugar a la formacion de los caracteres morfolégicos que estructuran

al organismo (Segura, 2013).

La diferenciacion comienza desde el nivel celular, e implica la expresion de genes
especificos controlada por sefales fisicas del ambiente como la luz y la gravedad, y
sefales quimicas como la interaccion de fitohormonas y/o nutrientes. Por su parte, las
fitohormonas se ligan a un receptor proteico presente en las células de un 6rgano
especifico, actuando sobre el promotor de una secuencia génica y provocando su

expresion (Montaldi, 1992).

La ruta organogénica produce la formacion de los 6rganos vegetales como raices,
tallos, brotes y hojas. La plasticidad de las células vegetales, también conocida como
totipotencia celular, les da la capacidad de desdiferenciarse y diferenciarse de nuevo,
por lo que la organogénesis puede ocurrir de manera indirecta en el cultivo in vitro; esto
es, si la respuesta al estimulo morfogenético implica la desdiferenciacion de las células
para formar una masa llamada callo de manera previa a la diferenciacion de los tejidos

meristematicos, que son los responsables del crecimiento (Gisbert-Doménech, 2010).
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lll. ANTECEDENTES

Pocos trabajos se han realizado sobre cultivo in vitro de especies de bromelias
empleando inductores de crecimiento como las auxinas, citocininas y giberelinas; por
otro lado, los brasinoesteroides sélo se han empleado de manera ex vitro en sustratos
de invernadero para algunos géneros de bromelias que no incluyen a Tillandsia, como

se detalla a continuacion.

Droste et al. (2005) germinaron semillas de Vriesea gigantea y V. philippocoburgii
en tres medios de Knudson (KND) adicionados con distintas concentraciones de
macronutrientes y composiciones vitaminicas durante 45 dias; posteriormente
transfirieron las plantulas a tratamientos para la induccion de brotes adventicios
empleando las mismas variantes de medio KND y adicionados uniformemente con 2.0
mg/L de 6-bencilaminopurina (BAP) + 0.5 mg/L de acido naftalenacético (ANA) durante
cuatro meses. Los medios empleados no generaron variaciones significativas en el
numero de brotes, pero si hubo diferencias estadisticas para los resultados obtenidos
entre ambas especies, donde V. gigantea y V. philippocoburgii, considerando los tres
tratamientos de KND, mostraron un promedio de 0.72 y 4.3 brotes por plantula
respectivamente. V. gigantea produjo un promedio entre 40 y 68% de brotes adventicios,
mientras que todas las plantulas de V. philippocoburgii los generaron, los cuales se
transfirieron a 0.2 mg/L de ANA por seis meses hasta su aclimatizacion, donde continué

su proliferacion y a los tres meses se produjeron raices y brotes apicales.

Pickens et al. (2006) indujeron yemas adventicias a partir de semillas y plantulas
de T. eizii cultivadas en medio KND modificado durante tres tiempos (cero, tres y 12
semanas). Primero se transfirieron a un medio de induccién de yemas (KND + 1.0 mg/L
de ANA y 0.5 mg/L de BAP) por 30 dias, sin embargo estos tiempos no produjeron
diferencias estadisticamente significativas, aunque los cultivos de 12 semanas
generaron la mayor cantidad de yemas por explante y desarrollaron brotes mas
frondosos en comparacion con la exposicion continua de los de tres semanas -que
formaron callos y yemas con brotes mas pequefios-, y los de cero semanas —que
limitaron su crecimiento, presentando clorosis y oscurecimiento-. Después se realizé una

induccion con 4 tratamientos de BAP y ANA, de entre los cuales, 2.0 mg/L BAP + 0.1
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mg/L ANA gener6 un porcentaje significativamente mayor (40%) de cultivos con yemas.
Los niveles mas altos de BAP y mas bajos de ANA generaron mas yemas.

Aragao-Catunda et al. (2008) evaluaron el efecto de la aplicacién de diferentes
concentraciones del anédlogo de brasinoesteroide BIOBRAS-16 (0.0, 0.1, 0.3, 0.5y 1.0
mg/L) y dos tipos de sustratos (Plantmax® y una mezcla de compostaje de bagazo de
cafa de azucar + torta de filtracidén) en la aclimatacién de plantulas micropropagadas de
Ananas comosus. Las plantas cultivadas en sustrato de bagazo de cafia de azUcar +
sustrato de torta de filtracién y asperjadas con 0.1 mg/L de BIOBRAS-16 mostraron un
mayor crecimiento en nimero de hojas, diametro de roseta, ancho de hoja y produccion

de materia fresca y seca a los 150 dias de la siembra.

Capote et al. (2009) evaluaron el efecto del analogo de brasinoesteroide MH5 en
la aclimatizacion de brotes de un hibrido de Vriesea utilizando cuatro tratamientos (0.0,
0.01, 0.05y 0.1 mg/L). Para ello, seleccionaron brotes de Vriesea previamente cultivados
en medio Murashige y Skoog (MS) modificado, y los colocaron sobre un sustrato con una
mezcla de zeolita mas fibra de coco en una proporcién (1:1, v:v) en bandejas dentro de
una camara de crecimiento con condiciones de humedad controladas; aplicaron polvo
enraizador con acido indolbutirico (AIB) a una concentracion de 492.12 pymol/mol. Los
tratamientos con MH5 mostraron la mayor supervivencia y estimularon la formacion de
raices, el nimero de hojas y masa fresca de los brotes, lo que sugiere un probable efecto
sinérgico entre brasinoesteroide y auxina, siendo este el Unico reporte encontrado sobre
la interaccion de ambos grupos de reguladores de crecimiento en una bromeliacea

adicionados de manera ex vitro.

Lopes-da-Silva et al. (2009) germinaron semillas de V. scalaris durante 10 dias;
posteriormente se indujo la formacion de brotes en medios MS adicionados con 0.0, 0.1,
0.2, 0.4y 1.0 mg/L de BAP o kinetina (KIN), mostrando BAP una regresion lineal positiva
y logrando una multiplicacion maxima de 8.0 brotes en promedio mediante 1.0 mg/L de
BAP a los 120 dias de cultivo, en contraste con KIN, que s6lo produjo un maximo de 2.0
brotes en promedio sin diferencias significativas entre las concentraciones empleadas;
también probaron el enraizamiento de los brotes en medio MS a la mitad de

concentracion con tratamientos de 0.0, 0.5, 1.0y 2.0 mg/L de AIB a los 45 dias de cultivo,
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los cuales mostraron una regresion cuadratica negativa, resultando el mejor
enraizamiento del 40% en ausencia de AlB; y por ultimo cultivaron explantes de hojas de
las plantulas obtenidas para induccion de brotes en medios con 0.01 mg/L de BAP + 1.0
mg/L de ANA, obteniendo al igual que con las plantulas germinadas, alrededor de 8.0

brotes en promedio por explante.

Dal-Vesco y Guerra (2010) realizaron un protocolo regenerativo basado en la
induccion y desarrollo de cultivos nodulares (CN) en V. reitzii para la propagacién de
microbrotes. La mayor eficiencia regenerativa de los CN a las 10 semanas de cultivo fue
de 12.4 g/g y se obtuvo en medio de cultivo liquido MS suplementado con 0.37 mg/L de
ANA + 0.4 mg/L de 2-isopentenil adenina (2-iP), dando como resultado un promedio de
708.7 microbrotes regenerados, un niumero estimado de 5,329 microbrotes/g de CN y
una masa fresca de 1.781 g. Después de 21 semanas en este medio, se observo una
intensa y sincronica proliferacion de microbrotes con longitud de 3 a 5 mm, los cuales se
subcultivaron en tratamientos de medio MS adicionados con 0.0, 1.73, 3.46 y 5.2 mg/L
de acido giberélico (AG3;), resultando el de 3.46 mg/L de AG; el mas efectivo para
aumentar el alargamiento sincronizado de los microbrotes a las 10 semanas de cultivo
con un promedio de 12 mm. Por el contrario, en cuanto a la eficiencia regenerativa de
brotes, los tratamientos de AG; mostraron una regresion cuadratica negativa, mientras

gue los medios sin AG; continuaron la proliferacion de estos.

Pinto et al. (2013) evaluaron el efecto de BAP solo o en combinacion con ANA en
el desarrollo de brotes de plantulas de T. gardneri establecidas en medio MS durante 24
semanas, obteniendo un maximo de 1.92 brotes en promedio con 2.0 mg/L de BAP;
mientras que esta misma concentracion adicionada con ANA, produjo oscurecimiento en
todas las plantulas bajo la cantidad de 0.5 mg/L, ademas de callos y mortalidad en el

50% de las plantulas con la dosis de 1.0 mg/L.

Freitas et al. (2014) evaluaron el efecto de dosis del brasinoesteroide
BIOBRAS16® (0.5, 0.7, 1.0 mg/L) sobre yemas axilares de secciones de tallo de pifia (A.
comosus), las cuales fueron sumergidas durante 5 min en las soluciones
correspondientes a los tratamientos de brasinoesteroides y posteriormente se sembraron

en maceteros con arena esterilizada; las dosis se aplicaron nuevamente a los 30 y 60
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dias mediante aspersores manuales. El tratamiento con la dosis més alta (1.0 mg/L)
obtuvo el mayor promedio de yemas brotadas por tramo, proporcionando un incremento
de 41.9% con relacion al control, asi como el mayor aumento en longitud, diametro,
namero de hojas, peso fresco y peso seco de las partes aéreas de los brotes emitidos a
los 120 dias.

Ferrara-de-Resende et al. (2016) germinaron semillas de V. cacuminis, a partir de
las cuales obtuvieron explantes para su multiplicacién en medio MS suplementado con
0.0,1.1,2.2y 3.3mg/L de BAP00.0,1.7,3.3y5.2mg/L de AG; +0, 0.3,0.500.8 mg/L
de ANA por 90 dias. Los tratamientos de AG; + ANA mostraron el mayor niamero de
raices (2.3 en promedio) en 5.2 mg/L de AG; + 0.3 mg/L de ANA; mientras que los
tratamientos de BAP + ANA generaron el mayor nimero de brotes (9.3 en promedio)
mediante 3.3 mg/L de BAP + 0.8 mg/L de ANA. También probaron el enraizamiento en
medios MS que contenian BAP o AG; + 0.0, 0.02, 0.03, 0.05 y 0.07 mg/L de ANA o de
acido indol-3-acético (AlA), o 0, 0.02, 0.04, 0.06 y 0.08 mg/L de AIB por 90 dias, donde
ANA en combinacion de AGs; produjo el mayor numero de raices, de 2.0 a 2.3 en
promedio en las concentraciones de 0.02, 0.03 y 0.05 mg/L de AG5, en comparacion con
las otras auxinas, mientras que los explantes en AG; generaron las raices
estadisticamente mas largas de 0.14 a 0.15 mm en respuesta a 0.2, 0.4, 0.6 y 0.8 mg/L
de ANA, 0.02 mg/L de AlA 'y 0.08 de AIB.

Jiménez-Romero (2016) evaluo el efecto de BAP en medios MS para la induccién
de brotes in vitro de T. imperialis mediante la aplicacion de tres tratamientos (0.5, 1.0,
1.5 mg/L de BAP) durante 60 dias, tomando como variables de respuesta el nimero de
hojas, la longitud de las hojas, el nimero de brotes y la biomasa adquirida. La dosis de

0.5 mg/L produjo un mayor incremento sobre el total de las variables medidas.

Castafieda-Ramirez (2017) evalué medios de cultivo MS suplementados con
dosis de BAP y ANA para su efecto en explantes foliares (3.3 mg/L BAP y 5.0 mg/L BAP
+ 0.50 mg/L ANA), yemas axilares y meristemos apicales (1.8 mg/L ANAy 1.0 mg/L BAP)
de Neoregelia carolinae; analizando las variables de altura y numero de hojas para los
medios de meristemos apicales, ya que fueron los Unicos que produjeron respuesta, y

concluyendo que ambos medios evaluados fueron igual de efectivos sin presentar

23



diferencias significativas a los 28 dias del establecimiento de los meristemos apicales; y
llevaron a cabo la multiplicacion de estos en medio MS suplementado con 1.8 mg/L de
ANA + 2.0 mg/L de AIB + 2 mg/L de KIN durante 35 dias, obteniendo la formacion de un

brote en la mitad de los explantes.

Hernandez-Meneses et al. (2018) indujeron la formacién de brotes en explantes
de V. heliconioides suplementados con BAP (1.1, 2.2y 3.3 mg/L) y ANA (0.2 y 0.3 mg/L),
resultando la combinacibn mas Optima en cuanto a numero de brotes la del medio
adicionado con 2.2 mg/L de BAP y 0.2 mg/L de ANA, misma que establecieron para la
multiplicacion de los brotes y por ultimo, indujeron el alargamiento y enraizamiento de
plantas en medios MS completos y a la mitad de concentracién de sales, con y sin 0.3
mg/L de AGj;, obteniendo un mayor numero de raices en medios a la mitad de
concentracion, con o sin AG3;, mientras que los brotes que crecieron en el medio
completo adicionado con 0.3 mg/L de AG3; mostraron un alargamiento significativamente

mayor que el de los cultivados sin AGs;.

Marquez-Martinez (2019) evalud la morfogénesis in vitro de T. viridiflora mediante
el efecto de diversos estimulos hormonales en cada etapa: la germinacion in vitro de
semillas mediante el empleo de tratamientos con BAP (0.5, 1.0, 2.0 mg/L) y ANA (0.1,
0.2, 0.4 mg/L); la induccion de brotes mediante dosis de BAP (0.5, 0.7, 1.0, 1.2, 1.5, 2.0
mg/L) y una dosis de ANA (0.1 mg/L); la multiplicacion de brotes mediante dosis de BAP
(0.5,0.7,1.0,1.2,1.5mg/L) y una de ANA (0.1 mg/L); el alargamiento de brotes mediante
dosis de AG; (0.5, 1.0, 1.5y 2.0 mg/L); y el enraizamiento con las concentraciones de
0.2 y 0.4 mg/L tanto de ANA como de AIB. La mejor induccion de brotes se logré con 1.5
mg/L de BAP + 0.1 mg/L de ANA; la mayor multiplicacion se obtuvo con 1.0 mg/L de BAP
+ 0.1 mg/L de ANA; el mayor alargamiento con 2.0 mg/L de AG5 y el mayor niumero de

raices se consiguioé con 2.0 mg/L de ANA.

Ordogh (2022) evalué cambios morfoldgicos inducidos en V. splendens después
de tres meses en cultivos de medio MS, adicionados en tratamientos por separado con
las citocininas BAP, ribésido de 6-benciladenina (RBAP), KIN y meta-topolina (MT); y las
auxinas ANA y AIB; cada regulador en las concentraciones de 0.1, 0.2, 0.4 y 0.8 mg/L.

El mayor nimero de brotes, con un promedio de 25.75, se obtuvo con la concentracion
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de 0.8 mg/L de BAP, seguido de 0.4 mg/L de BAP con 21.78 en promedio; ademas, las
citocininas BAPR y MT, también mostraron un aumento en la produccion de brotes, en
contraste con KIN y las auxinas. Por su parte, ANA fue mas eficiente en el enraizamiento
y en el alargamiento de las raices; generando una produccion maxima de 7.58 raices en
promedio con 0.2 mg/L, y 26.88 mm en promedio con la concentracién de 0.8 mg/L. La
mayor eficiencia en elevar la altura de las plantas y el peso fresco también se alcanzé
con ANA, obteniendo un maximo de 35.56 mm en promedio a la concentracion de 0.2
mg/L, y de 1.13 g a 0.8 mg/L.

De acuerdo a los reportes anteriores, las auxinas han sido ampliamente utilizadas
en la morfogénesis in vitro de bromelias; no asi para los brasinoesteroides, que sélo se
han empleado para la aclimatacion; mientras que para la especie T. imperialis no se ha

reportado el uso de ambos reguladores por separado ni en conjunto.
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IVV. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Analizar los efectos de la suplementacion de brasinoesteroides y auxinas en la

morfogénesis in vitro de Tillandsia imperialis.

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES

» Describir los efectos de la interaccion de brassinolide (BL) y acido naftalenacético (ANA)

sobre la morfogénesis directa e indirecta in vitro de Tillandsia imperialis.

« Identificar la concentracién 6ptima de brassinolide (BL) y acido naftalenacético (ANA)

en cada etapa de la morfogénesis in vitro de Tillandsia imperialis.

V. HIPOTESIS

La adicion de un brasinoesteroide y una auxina en el medio de cultivo in vitro induciran
cambios y efectos sinérgicos en la morfogénesis directa e indirecta de plantulas de

Tillandsia imperialis.
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VI. METODO

7.5. DISENO EXPERIMENTAL

Se empled un arreglo factorial de 3 x 3, correspondiendo el Unico factor a los reguladores
de crecimiento: el brasinoesteroide brassinolide (BL) de la marca Brassinal® ((22R,23R)-
20a,30,22,23-Tetrahidroxi-7a-homo7-oxa-5a-campestan-6-ona 2,3,22,23- Tetrahidroxi--
homo-7-oxaergostan-6-ona) y la auxina acido naftalenacético (ANA); cada uno con tres
concentraciones, dando un total de nueve tratamientos experimentales incluyendo al de
control (Cuadro 5). Se realizaron 20 repeticiones por tratamiento, dando lugar a un total

de 180 unidades experimentales, referentes a una plantula por frasco.

Cuadro 5. Tratamientos (T) para evaluar la morfogénesis in vitro de Tillandsia imperialis

ANA (mg/L)
0.0 0.5 1.0
0.0 T1 T4 T7
BL (mg/L) 0.05 T2 5 T8
0.25 T3 T6 T9

7.1. MATERIAL BIOLOGICO

El material vegetal proviene de individuos de T. imperialis cultivados in vitro en el Jardin
Botanico Faustino Miranda, los cuales fueron donados al Laboratorio de Cultivo de
Tejidos Vegetales del Instituto de Ciencias Biologicas de la UNICACH, donde se
desarrollaron lineas clonales de cada ejemplar, subcultivadas de manera aleatoria en
medios Murashigue y Skoog (MS) (Figura 2). Para el experimento, se seleccionaron

plantulas sin raices de 15 a 20 mm de longitud.
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Figura 2. Ejemplares de Tillandsia imperialis cultivados in vitro

7.2. MEDIO DE CULTIVO

» Se preparé medio de cultivo Murashige y Skoog (1962) (MS) modificado de Garcia-
Ruiz (2011) (Cuadro 6) empleando 500 ml de agua destilada, 100 ml de macroelementos,
10 ml de microelementos, 10 ml de quelatos y se pesaron 30 g de azUcar comercial, lo

cual fue depositado en un matraz aforado de 1 000 ml.

» Se midi6 el pH con un potenciometro Hanna®, ajustandolo a 5.6 + 0.1 mediante una
solucion de hidroxido de sodio (NaOH) o de acido clorhidrico (HCI) a 1.0 N segun se
necesitara; enseguida se pesaron y se agregaron 2.5 g de Phytagel®, manteniendo una
agitacion constante en una parrilla de agitacion electromagnética Nuova® hasta un

minuto de iniciar el proceso de ebullicion.

» Posteriormente, se midieron 500 ml del medio de cultivo con ayuda de un matraz
aforado y se agregaron las diferentes concentraciones de BL y ANA hasta completar

ocho tratamientos experimentales y un testigo libre de reguladores (Cuadro 6).

» Enseguida, se colocaron 25 ml de medio de cultivo en frascos de cristal con capacidad

de 125 ml para cada unidad experimental, los cuales fueron tapados y sellados con
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pelicula plastica autoadherible Azt Ega Pack® y esterilizados a 103.421 kPa durante 15

minutos en un autoclave Ecoshel®.

» Una vez esterilizados, los frascos fueron colocados en un cuarto de incubacion a 25° C

durante 72 horas para prueba de esterilidad.

* Posteriormente, al azar se llevo a cabo el subcultivo de las plantulas en la campana de

flujo laminar, asegurando condiciones de asepsia.

Cuadro 6. Medio de cultivo Murashige y Skoog (MS; 1962) modificado de Garcia-Ruiz (2011)

Componentes Formula Nombre comdn Cantidad
NH4NO3 Nitrato de amonio 1659
KNO3 Nitrato de potasio 190g
Macroelementos CaCl, . 2H,0 Cloruro de calcio 449
(20 X) dihidratado
MgSO, . 7H,0 Sulfato de 3.79
magnesio
heptahidratado
KH,PO,4 Fosfato de potasio 1749
monobasico
Kl Yoduro de potasio 83 mg
H;BO; Acido bérico 620 mg
Microelementos MNSOQO, . 4H,0 Sulfato de 1690 mg
(100 X) manganeso
tetrahidratado
ZnS0, . 7TH,O Sulfato de zinc 860 mg
heptahidratado
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Na,MoO, . 2H,O0 | Molibdato de sodio 25 mg
dihidratado

CuSO, . 5H,0 Sulfato de cobre 2.5 mg
pentahidratado

CoCl, . 6H,0 Cloruro de cobalto 2.5 mg
hexahidratado

Quelatos (100 X) Na,EDTA . 2H,0 EDTA sal disédica 4.123 g
dihidratada
FeSO, . 7H,O Sulfato ferroso 2.780 g
heptahidratado

7.3. INCUBACION

Posterior al subcultivo de las plantulas dentro de los frascos de los tratamientos, se
mantuvieron en un cuarto de incubaciéon a 25 + 2° C, con una intensidad luminica de 1

800 lux y un fotoperiodo de 16/8 horas luz/obscuridad durante un periodo de 90 dias.

7.4. VARIABLES DE RESPUESTA

Una vez finalizada la etapa de cultivo in vitro se midieron las siguientes variables:

1. Ndmero de brotes: Cada nuevo conjunto de hojas emergido de la base del tallo,
los cuales fueron separados para su contabilizacion.

2. Numero de raices: Numero total de raices emergidas contabilizadas; principales
y/o adventicias y necrosadas y/o vivas.

3. Longitud de la raiz mas larga: Medida en milimetros (mm) de la raiz mas larga de
cada plantula, tomada con un vernier.

4. Longitud total de la plantula: Medida de la longitud total de la plantula en mm de
la base hasta la parte superior de las hojas, tomada con un vernier.

5. Biomasa: Peso fresco de cada plantula en gramos (g) tomado con ayuda de una

balanza analitica.
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7.6. ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 una prueba de normalidad de Shapiro Wilk (p< 0.05) para la totalidad de los
datos obtenidos, los cuales rechazaron el supuesto, por lo que fueron transformados
mediante la férmula V (X+1) para realizar una segunda prueba de normalidad. En funcién
de los resultados de la segunda prueba de normalidad, se procedi6 a realizar una prueba
no paramétrica (Kruskal-Wallis) y una prueba de Dunn’s post hoc en el caso de los datos
gue no superaron el supuesto de normalidad (correspondientes a las variables niamero
de brotes y numero de raices); mientras que para los datos de las variables que
superaron el supuesto se aplicé un andlisis de varianza (ANOVA) y Tukey’s pairwise con
un nivel de confianza del 95%, empleando el programa estadistico Past4.08. Por su
parte, las graficas de caja fueron realizadas mediante el programa estadistico Statplus7.8

para la comparacion de promedios y medianas de las mediciones reales.
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VIl. RESULTADOS

8.1. NUMERO DE BROTES

De acuerdo al andlisis de Kruskal-Wallis, se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre las medianas de los tratamientos (T) (p=2.681E-05) (Anexo 2),

alcanzandose el mayor promedio de 13.61 brotes por plantula en el T2, seguido del T1
(control) con 9.14 brotes, y del T3 con 9.05 brotes (Cuadro 7, Figura 4). La prueba de
Dunn’s post hoc mostré la similitud entre los tratamientos anteriores, diferencidndose

totalmente del T4, T5, T7 y T9 (Anexo 3).

Cuadro 7. Efecto de la interaccion del brasinoesteroide brassinolide (BL) y de la auxina acido

naftalenacético (ANA) en la morfogénesis in vitro de Tillandsia imperialis

Tratamientos

T1 (control)
T2
T3
T4
T5
T6
T7
T8
T9

BL/ANA
(mg/L)

0.0/0.0
0.05/0.0
0.25/0.0

0.0/0.5
0.05/0.5
0.25/0.5

0.0/1.0
0.05/1.0
0.25/1.0

Namero de
brotes

9.14 + 4,55
13.61 + 8.98
9.05 +5.26
4.33+5.04
20+ 1.77
6.4 +4.88
3.16 +2.71

5.14+5.30 12.62 +6.82

3.0+2.73

Namero de
raices

1.5+0.75
1.72+0.78
1.72 +£0.90
7.17 + 3.37
8.35+3.72
7.61+4.18
11.0 £ 5.67

13.2 +4.92

Longitud

de laraiz

mas larga
(mm)

4.98 + 3.02
9.28 £ 5.59
8.21 +5.07
10.66 + 4.54
11.58 + 3.56
8.94 + 3.68
13.05 + 4.63
9.85 + 4.00
14.85 +5.14

Longitud
total de la
plantula
(mm)
20.07 £ 1.94
22.33+3.44
25.77 £4.01
31.32+7.53
31.65 +8.01
30.24 + 7.30
29.91 + 6.89
30.89 +9.01
34.03 + 3.40

Biomasa

(@)

0.53+0.18
0.71+0.19
0.75+0.20
0.83+0.32
0.60 +0.18
0.70+£0.23
0.79+0.26
0.95 +0.53
1.25+0.24
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Figura 3. Numero de brotes en plantulas de Tillandsia imperialis por tratamiento

Algunos de los individuos presentaron necrosis en la parte basal y un crecimiento

escaso o nulo, en contraste con sus numerosos brotes (Figura 5).

Figura 4. a) Brotes creciendo por encima de la base necrosada en T2; b) Brotes separados de

plantula necrosada en T2
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También se observé la formacion inusual de microbrotes sobre hojas en dos
individuos de dos tratamientos: en el T3 se desarrollaron sobre hojas apicales (Figura 6

ayb);yen el T6 sobre una de las hojas (Figura 6c).

B 0 0 |
Sl it

| B

Figura 5. Microbrotes: a), b) T3. ¢c) T6

Individuos del T6, T7, T8 y T9 (Figura 7) generaron por tratamiento un total de dos,
ocho, seis y nueve brotes enraizados respectivamente, por lo que no fueron
contabilizados dentro de esta variable, debido a que la presencia de raices indica la

conversion de los brotes en nuevas plantulas independientes.
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Figura 6. Plantulas obtenidas: a) T6, b) T8, c) y d) T9

8.2. NUMERO DE RAICES

Las diferencias entre las medianas se hallaron estadisticamente significativas en funcién
del analisis de Kruskal-Wallis (p=2.306E-12) (Anexo 5), ubicandose el promedio mas
elevado en el T9 (13.2), seguido del T8 (12.62) y T7 (11) (Cuadro 7, Figura 8). La prueba
de Dunn’s post hoc indicé semejanza entre dichos tratamientos y mayor diferencia entre
el T9y el resto de tratamientos (Anexo 6).
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Figura 7. Numero de raices en plantulas de Tillandsia imperialis por tratamiento

8.3. LONGITUD DE LA RAIZ MAS LARGA

El analisis de ANOVA sefalé diferencias estadisticamente significativas entre las
medianas (p=3.591E-06) (Anexo 8), ubicando al promedio mas alto en el T9 (14.85 mm),
seguido del T7 (13.05 mm) y T5 (11.58 mm) (Cuadro 7, Figura 9). La prueba de Tukey’s
pairwise mostro las diferencias significativas entre el T9 respecto al control, el T2, T3,y

T6; mientras que T4, T5 y T7 mostraron diferencias solo respecto al control (Anexo 9).
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Figura 8. Longitud de la raiz mas larga (mm) en plantulas de Tillandsia imperialis por

tratamiento

La necrosis en la base de las plantulas, asi como el desprendimiento de las
mismas, fue frecuente en los individuos del T4 al T9 (Figura 10). Ademas se observo la
formacion de raices engrosadas recubiertas de tricomas, las cuales se situaron
inmediatamente arriba de las bases necrosadas desprendidas, algunas de las cuales
presentaron una coloracion amarillo-verdosa en sus partes terminales (Figura 11). EI T9
se destac6 en cuanto a la morfologia particular de sus raices adventicias y tricomas
(Figura 12).
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Figura 9. a) Base necrosada y desprendida en T4; b) individuo después de retirar la base

necrosada
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Figura 10. Plantulas con raices adventicias engrosadas y cubiertas de tricomas: a, b, c, d, e, f)
T4,9) T5,h, ) T7j,k) T81) T9
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Figura 11. Ramificaciones del T9

Las raices mas gruesas tendieron a presentar mayor ramificacion. Por otro
lado, las de menor grosor tendieron a una menor ramificacién y a un mayor nimero
de raices, en algunos casos formando cumulos casi indistinguibles debido a que

formaron un recubrimiento oscuro, y extremos de color verde (Figura 13).

Entre el T7 al T9 destacé la formacion de estructuras nodulares y laminares
de color verde entre las que también se podia notar un recubrimiento oscuro de
tricomas (Figura 14), de modo que es posible que se hayan formado
subsecuentemente al tipo de raices anteriormente descrito y que se observa en la

Figura 13.
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Figura 13. Estructuras nodulares y laminares: a, b, ¢, d, e, f) T7,g) T8, h, i) T9
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8.4. LONGITUD TOTAL DE LA PLANTULA

El andlisis de ANOVA mostro diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos (p=2.83E-12) (Anexo 11), obteniéndose el promedio mas alto en el T9
(34.03 mm), seguido del T5 (31.65 mm) y T4 (31.32 mm) (Cuadro 7, Figura 15). De
acuerdo con la prueba de Tukey’s pairwise, existen diferencias significativas del T4
hasta el T9 respecto al T1y T2; y el T9 ademas, presenta diferencias con el T3
(Anexo 12).
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Figura 14. Longitud total de las plantulas de Tillandsia imperialis (mm) por tratamiento

8.5. BIOMASA

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos de
acuerdo con el andlisis de ANOVA (p=8.984E-12) (Anexo 14), siendo el mayor
promedio para el T9 (1.25 g), seguido del T8 (0.95 g) y T4 (0.83 g) (Cuadro 7, Figura
16). En correspondencia a la prueba de-Tukey’s pairwise, se hallaron diferencias
significativas en el T9 respecto a todos los tratamientos, mientras que en el T8 las
diferencias estadisticas se encontraron para el T1y el T5, y el T4 sélo se diferencio

significativamente del T1 (Anexo 15).
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Figura 15. Biomasa (g) generada en las plantulas de Tillandsia imperialis por tratamiento

8.6. MORTALIDAD Y NECROSIS

Algunas plantulas del T2 (0.05 mg/L de BL) y del T3 (0.25 mg/L de BL) presentaron
necrosis en una parte de sus hojas basales o apicales principalmente (Anexo 18), y

tuvieron mayor crecimiento en brotes.

En las plantulas adicionadas con ANA (del T4 al T9) fue frecuente la necrosis
de las hojas basales y raices, pero sobre estas partes se formaron nuevas raices
adventicias distintas de las que se generaron inicialmente en las bases muertas
(Anexo 19).

Se presentd mortalidad en tres individuos del T5, T6 y T7; y la mayor
mortalidad fue para el T8, de 7 individuos. Generalmente los individuos que

presentaron mortalidad no mostraron cambios.

Los individuos del T5 y T9 presentaron mortalidad de brotes en varios casos.
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VIII. DISCUSION

9.1. NUMERO DE BROTES

De acuerdo a la prueba de Kruskal-Wallis (p=2.681E-05) (Anexo 2) aplicada al numero
de brotes de Tillandsia imperialis, las diferencias observadas entre los tratamientos
fueron estadisticamente significativas, destacando el T2 (0.05 mg/L de BL) con 13.61
brotes, seguido del T1 (control) con 9.14 brotes y del T3 (0.25 mg/L de BL) con 9.05
brotes (Cuadro 7, Figura 4), los cuales, de acuerdo con la prueba de Dunn’s post hoc

mostraron una semejanza estadistica (Anexo 3).

Debido a la importancia de las citocininas y las auxinas para inducir la formacion
de 6rganos durante el cultivo in vitro, se ha probado frecuentemente la combinacion de
ambos reguladores de crecimiento. Marquez-Martinez (2019) obtuvo la mayor cantidad
de brotes por explante de T. viridiflora (10.4) a las 12 semanas de induccidon en medio
MS (Murashige y Skoog) adicionado con 1.5 mg/L de 6-bencilaminopurina (BAP) + 0.1
mg/L de ANA; por su parte, Hernandez-Meneses et al. (2018) reportaron una mayor
cantidad de brotes (6.8) en Vriesea heliconioides por medio de la combinacion de 2.2
mg/L de BAP + 0.2 mg/L de ANA a las 12 semanas de cultivo; de manera similar, Ferrara-
de-Resende et al. (2016), reportaron que la alta concentracion de BAP promovio una alta
tasa de multiplicacion en el cultivo in vitro de V. cacuminis, resultando un promedio de
9.3 brotes por explante en medio MS adicionado con 3.37 mg/L de BAP + 0.8 mg/L de
ANA a los 90 dias de cultivo.

En los anteriores reportes se pueden observar cantidades mas elevadas de
citocinina, y en menor proporcidén de auxina para la generacion de brotes. Similarmente,
Pickens et al. (2006) notaron que la suplementacién de 2.0 mg/L de BAP + 0.1 mg/L de
ANA en el cultivo de plantulas de T. eizii en medio KND modificado durante cuatro
semanas generd un mayor numero de yemas adventicias, obteniendo un porcentaje
significativamente mayor de cultivos con yemas (40%). Tal observacion apunta a que la

citocinina es la encargada de favorecer la produccién de brotes.

Trabajos que han evaluado Unicamente la adicién de la citocinina BAP reafirman

lo dicho. Jiménez-Romero (2016) obtuvo un mayor numero de brotes por explante de T.
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imperialis en medios MS adicionados con 0.5 mg/L de BAP, siendo en promedio de cinco
a los 60 dias; mientras que los medios MS adicionados con BAP utilizados por Lopes-
da-Silva et al. (2009) (0.0,0.1,0.2,0.4y 1.0 mg/L) en V. scalaris, mostraron una regresion
lineal positiva, llegando a producir cerca de ocho brotes por explante en promedio
mediante la concentracion de 1.0 mg/L a los 120 dias de cultivo; y Ordgh (2022) alcanz6
el mayor numero de brotes de V. splendens después de tres meses en cultivos de medio
MS adicionados con 0.8 mg/L de BAP, con un promedio de 25.75 brotes por planta;
seguido en eficiencia por la concentracion de 0.4 mg/L de BAP con 21.78 de brotes en
promedio; ademas, las citocininas ribésido de 6-benciladenina (RBAP) y meta-topolina

(MT), también mostraron un aumento en la produccién de brotes.

Por su parte, Pinto et al. (2013) evaluaron el efecto de BAP solo o en combinacion
con ANA en medios MS durante 24 semanas de cultivo en T. gardneri, alcanzando el
promedio mas alto de 1.92 brotes por explante con 2.0 mg/L de BAP; mientras que los
tratamientos de 2.0 mg/L de BAP en combinacion con 0.5y 1.0 mg/L de ANA produjeron
oscurecimiento en todas las plantulas, y este ultimo produjo callos y mortalidad en el 50%
de las plantulas. Como se demuestra, la adicion de ANA no actué de manera sinérgica
en la producciéon de brotes. Lo anterior coincide con los resultados obtenidos en los
tratamientos de T. imperialis, en los que se manifiesta la mayor produccion de brotes en

ausencia de ANA.

También cabe mencionar que las respuestas dependen de la capacidad
morfogenética de cada especie, tal como lo reportan Droste et al. (2005), quienes
indujeron un promedio de 0.72 brotes por explante de V. gigantea y 4.3 brotes por
explante de V. philippocoburgii en medios Knudson (KND) adicionados con 2.0 mg/L de
BAP + 0.5 mg/L de ANA a los cuatro meses, sugiriendo que tales variaciones estan

asociadas al genotipo de cada especie, aun dentro de un mismo género.

En lo referente alos efectos de los brasinoesteroides sobre especies de bromelias,
el Unico trabajo encontrado fue el de Freitas et al. (2014), quienes obtuvieron el mayor
promedio de yemas brotadas por seccion de tallo de Ananas comosus (1.93) mediante
la dosis de 1.0 mg/L de BIOBRAS-16 a los 120 dias de siembra en maceteros con arena

esterilizada (aplicada previamente a la siembra por inmersion durante cinco minutos y
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después a los 30 y 60 dias mediante aspersores manuales), demostrando también una
correlacion positiva entre la dosis de brasinoesteroide y el nimero de brotes.

Por otro lado, no se han encontrado reportes del efecto de brasinoesteroides en
bromelias cultivadas in vitro; pero si en especies de otras familias de angiospermas. Por
ejemplo, Verma et al. (2012) emplearon explantes de nudo cotiledonar de plantulas de
10 a 12 dias de edad de dos genotipos de cacahuate o mani (Arachis hypogaea) (M-13
y PBS24030), cultivados en medio MS suplementados con 0.5, 1.0y 2.0 ml/L de Double
(una formulacién comercial de brasinoesteroide) solo y en combinacion con 3.0 mg/L de
BAP. El efecto del brasinoesteroide en la induccién de brotes para ambos genotipos
revel6 una mejora con las concentraciones crecientes del brasinoesteroide solo, mientras
gue la respuesta mas efectiva de acuerdo al potencial de multiplicacion se observo en el
medio con 1.0 ml/L de Double + BAP, que fue aproximadamente 11 veces mayor que el
control para el genotipo M-13 y 24 veces mayor del control para el genotipo PBS24030.

Mediante los resultados obtenidos y la informacion antes referida podemos
sefalar que los brasinoesteroides inducen la formacion de brotes similar a como lo haria
una citocinina, funcionando de manera mas efectiva en ausencia de auxina, por lo tanto,
no parece existir una sinergia entre ambas fitohormonas en este proceso. También cabe
destacar que T. imperialis posee una alta produccion de brotes, y aunque se presenta un
aumento inducido por la adicion de BL, no muestra diferencias significativas en ausencia
de reguladores de crecimiento, por lo que puede descartarse el empleo de los mismos
para reduccidon de costos si solamente se requiere generar brotes para el
almacenamiento in vitro de germoplasma vegetal. Por otra parte, debido a que la alta
produccion de brotes mostro estar ligada a un crecimiento nulo o escaso aunado con
necrosis de la plantula original, el subcultivo de brotes a medios que induzcan su

crecimiento es ideal para formar plantas de talla 6ptima para la aclimatacion ex vitro.

9.2. NUMERO DE RAICES

De acuerdo a la prueba de Kruskal-Wallis (p=2.306E-12) aplicada al nUmero de raices
por plantula de T. imperialis (Anexo 5), las diferencias observadas entre los tratamientos
fueron estadisticamente significativas, destacando el T9 que contuvo la mayor

concentracion de reguladores de crecimiento (0.25 de BL + 1.0 mg/L de ANA) al
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presentar el promedio mas sobresaliente en esta variable de 13.2 raices; le siguieron en
rendimiento el T8 (0.05 mg/L de BL + 1.0 mg/L de ANA) con un promedio de 12.62 raices
y el T7 (1.0 mg/L de ANA) con promedio de 11 raices por plantula (Cuadro 7, Figura 8),
los tres exhibiendo similitud estadistica en base a la prueba de Dunn’s post hoc (Anexo
6).

En lo referente a la formacién de raices, Marquez-Martinez (2019) refiere la
obtencion de un mayor numero de raices por plantula en promedio (2.4) mediante el
empleo de 0.2 mg/L de ANA en T. viridiflora en medio MS tras seis semanas de cultivo.
Por su parte, Ferrara-de-Resende et al. (2016) reportaron un efecto positivo sobre el
enraizamiento de V. cacuminis en medios MS en combinacién de 5.2 mg/L de AG3 + 2.0
mg/L de ANA, induciendo la formacion de 2.3 raices por planta a los 90 dias de cultivo.
Ordogh (2022) por su parte, report6é una produccion maxima de 7.58 raices en promedio
de V. splendens después de tres meses en cultivos de medio MS adicionados con 0.2
mg/L de ANA.

Respecto al empleo de brasinoesteroides en bromelias, Capote et al. (2009), tras
probar el efecto del andlogo MH5 en sustratos con mezcla de zeolita mas fibra de coco
(1:1, viv) + polvo enraizador con acido indol-3-butirico (AIB) (492.12 umol/mol),
observaron un aumento estadisticamente significativo respecto al control en el nUmero
de raices emitidas en brotes de un hibrido de Vriesea en todas las concentraciones
empleadas del brasinoesteroide MH5 (0.01, 0.05y 0.1 mg/L), que sin mostrar diferencias
significativas entre si, generaron un promedio de 2.06 a 2.62 raices por brote a los 49

dias en una camara de crecimiento.

Aun faltan estudios en bromelidceas que reporten la combinacion de auxinas y
brasinoesteroides para inducir la formacion de raices; sin embargo, cabe destacar
estudios como el de Pacholczak et al. (2021) en el que se evalud el enraizamiento de
dos cultivares de esquejes de tallo de agracejo (Berberis thunbergii) en una mezcla de
turba y perlita (2:1 v/v) rociados con soluciones acuosas de 1.0 mL de alcohol etilico y
reguladores de crecimiento, empleando tratamientos con 200 mg/L de AIB, 0.05% de BL
y 0.05% de 24-epibrassinolide (24-EBL), por separado y en combinacion de la auxina

con cada brasinoesteroide. Las aplicaciones conjuntas de auxina y ambos
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brasinoesteroides alcanzaron un porcentaje de esquejes enraizados de 98.3% para el
cultivar 'Maria' y de 100% para 'Red Rocket’; y el grado de enraizamiento fue mayor en
combinacién de BL + AIB para 'Maria' (4.6), mientras que para 'Red Rocket' fue mayor
con la combinacion de 24-EBL + AIB (4.6), demostrando una sinergia entre

brasinoesteroides y auxinas en su capacidad de enraizamiento.

Los resultados obtenidos en T. imperialis prueban que las auxinas por si solas son
fundamentales en la estimulacion de la rizogénesis, puesto que los niveles de BL por si
solo presentaron una formacién de raices casi nula. Sin embargo, de manera similar a lo
observado por Pacholczak et al. (2021), se demuestra que los brasinoesteroides
proporcionan un efecto sinérgico a las auxinas sobre la rizogénesis, ya que la presencia
de BL aumento los efectos de ANA; soOlo que en este caso, la adicion de 1.0 mg/L de
ANA no muestra diferencias significativas en ausencia de BL, por lo tanto, si Unicamente
se tiene como objetivo la produccion de brotes in vitro en T. imperialis, puede realizarse

de manera efectiva con 1.0 mg/L de ANA.

9.3. LONGITUD DE LA RAIZ MAS LARGA

De acuerdo con el analisis de varianza (ANOVA) (p=3.591E-06) (Anexo 8), se constata
gue las diferencias observadas entre los distintos tratamientos tienen diferencias
estadisticas significativas en lo que respecta a la longitud de la raiz mas larga de T.
imperialis; especificamente, el T9 (0.25 mg/L de BL + 1.0 mg/L de ANA) con el promedio
mas alto de 14.85 mm, seguido del T7 (1.0 mg/L de ANA) con un promedio de 13.05 mm
y del T5 (0.05 mg/L de BL + 0.5 mg/L de ANA) con 11.58 mm de promedio (Cuadro 7,
Figura 9), los cuales comparten semejanza estadistica mostrada por la prueba de

Tukey’s pairwise (Anexo 9).

En referencia al alargamiento de raices en bromelias inducido por auxinas, se
encuentran estudios con V. cacuminis como el de Ferrara-de-Resende et al. (2016),
guienes reportan la obtencién de raices adventicias estadisticamente mas largas (de
0.14 a 0.15 mm) en medios MS suplementados con AG; + 0.2, 0.4, 0.6 y 0.8 mg/L de
ANA, 0.02 mg/L de AlA'y 0.08 mg/L de AIB a los 90 dias de cultivo. Otros estudios como
el de Marquez-Martinez (2019), sobre T. viridiflora, evidencian la mayor longitud de

raices de 15 mm en promedio bajo la induccién con AIB en dos concentraciones por
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separado de 0.2 mg/L y 0.4 mg/L en la etapa de enraizamiento en medio MS tras seis
semanas de cultivo. Ordégh (2022) por su parte, obtuvo un alargamiento maximo de
26.88 mm en promedio sobre las raices de V. splendens después de 3 meses en cultivos
de medio MS adicionados con de 0.8 mg/L de ANA.

En cuanto al uso de brasinoesteroides sobre el crecimiento de raices de
bromeliaceas no se encuentran reportes. Sin embargo, estudios en otras familias de
angiospermas confirman un efecto sinérgico de estos con las auxinas en el alargamiento
de raices, como el de Pacholczak et al. (2021) en dos cultivares de esquejes de B.
thunbergii, en el que las raices mas largas del cultivar 'Maria' resultaron de los esquejes
tratados con las combinaciones de BL + AIB y 24-EBL + AIB, alcanzando 48 mm en
promedio; mientras que para '‘Red Rocket' las raices mas largas se lograron con 24-EBL
+ AIB, con un promedio de 49 mm, seguidas del tratamiento con 24-EBL solo con 48
mm dentro del mismo grupo estadistico. De este modo se observa que si bien la
aplicacion de AIB y los brasinoesteroides por separado generaron un aumento
significativo en la longitud de las raices, la aplicacion conjunta de ambos grupos de

reguladores produjo la mayor elongacion de las mismas.

Los resultados obtenidos con T. imperialis también muestran que existe sinergia
entre ambos grupos de hormonas, donde ANA promovié el alargamiento de las raices
por si solo y lo demostré de manera 6ptima mediante la adicion de BL en el T9 (0.25
mg/L de BL + 1.0 mg/L de ANA); sin embargo, la adicién de 1.0 mg/L de ANA por si s6lo
no muestra diferencias significativas respecto a la adicion de BL, por lo tanto, es posible
emplear Unicamente esta concentracion de ANA en el cultivo in vitro de esta especie

para reducir costos si solamente se pretende estimular el alargamiento de las raices.

9.4. LONGITUD TOTAL DE LA PLANTULA

De acuerdo con el analisis de varianza (ANOVA) (p=2.83E-12) (Anexo 11), se evidencian
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos en relacion con la
longitud total de plantulas de T. imperialis. Es importante resaltar que el T9 (0.25 mg/L
de BL + 1.0 mg/L de ANA) exhibe el mejor promedio de 34.03 mm, seguido por el T5
(0.05 mg/L de BL + 0.5 mg/L de ANA) con un promedio de 31.65 mm y del T4 (0.5 mg/L

de ANA) con 31.32 mm de promedio (Cuadro 7, Figura 15), los cuales muestran
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homogeneidad estadistica entre si en correspondencia con la prueba de Tukey’s pairwise
(Anexo 12).

Hernandez-Meneses et al. (2018) obtuvieron el promedio mas alto de 8.3 mm en
longitud de brotes de V. heliconioides en medios MS combinados con 1.1 mg/L de BAP
+ 0.2 mg/L de ANA a las 12 semanas con diferencias significativas al resto de
concentraciones, y los tratamientos con 0.3 mg/L de AGz promovieron un mayor
alargamiento de los brotes de 76 mm a las 12 semanas de cultivo en contraste con los
medios MS sin AG3; mientras que Castafieda-Ramirez (2017) obtuvo un promedio de
9.5 mm de altura en el establecimiento in vitro de meristemos apicales de Neoregelia
carolinae en medios MS suplementados con 1.8 mg/L de ANA a los 35 dias, y de 8.1 mm
adicionados con 1.0 mg/L de BAP sin diferencias significativas; por su parte, Ordogh
(2022) alcanzé un maximo de 35.56 mm de altura en promedio en plantas de V.
splendens adicionadas con ANA a la concentracion de 0.2 mg/L después de tres meses
en cultivos de medio MS.

En cuanto al efecto inducido por brasinoesteroides, Capote et al. (2009) no
encontraron diferencias significativas de alargamiento de brotes a los 49 dias de
aclimatacion de un hibrido de Vriesea, mediante la adicion o no adicion del
brasinoesteroide MH5 utilizando tratamientos de 0.0, 0.01, 0.05 y 0.1 mg/L; por el
contrario, Freitas et al. (2014) obtuvieron el mayor promedio de longitud de brotes de 169
mm inducidos en secciones de tallo de A. comosus mediante la dosis de 1.0 mg/L de

BIOBRAS16 a los 120 dias después de la siembra en sustrato de arena esterilizado.

A falta de evidencia, es necesario que se realicen pruebas sobre la interaccién
sinérgica entre brasinoesteroides y auxinas en el alargamiento de plantulas de bromelias.
Por su parte, este efecto ya se ha comprobado en otras familias, como lo demostré
Tanaka et al. (2003) sobre el alargamiento del hipocétilo en Arabidopsis thaliana, tras la
incubacion de semillas en placas de Petri, donde el efecto de AIA en combinacion de BL
produjo un mayor alargamiento que al utilizar concentraciones de cada regulador por

separado, siendo el mejor resultado de 0.048 mg/L de BL + 0.0175 mg/L de AIA (7 mm).

Los resultados obtenidos de T. imperialis coinciden en demostrar el papel principal

de ANA en el crecimiento de las plantulas con un aumento adicionado por BL, obteniendo
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el resultado méas 6ptimo mediante la suplementacion con 0.25 mg/L de BL + 1.0 mg/L de
ANA (T9); sin embargo, la adicién de 0.5 mg/L de ANA por si solo no presenta diferencias
significativas con respecto a la adicién de las concentraciones de BL, de manera que la
suplementacion con ANA es suficiente para inducir el crecimiento en longitud de las

plantulas.

9.5. BIOMASA

Basandonos en los resultados derivados del andlisis de varianza (ANOVA) (p=8.984E-
12) (Anexo 14), se confirma que las diferencias entre los distintos tratamientos poseen
una significancia estadistica en términos de biomasa. De manera especifica el T9 (0.25
mg/L de BL + 1.0 mg/L de ANA) destaca al exhibir el promedio mas alto en este
parametro con 1.25 g. Le siguen en rendimiento el T8 con 0.95 g y el T4 con 0.83 g de
promedio (Cuadro 7, Figura 16); sin embargo, el T9 se encuentra separado
estadisticamente del resto de tratamientos debido a las diferencias significativas que

muestra la prueba de Tukey’s pairwise (anexo 15).

Ordogh (2022), obtuvo la mayor eficiencia en el aumento del peso fresco de V.
splendens después de tres meses en cultivos de medio MS adicionados con 0.8 mg/L de
ANA, alcanzando un promedio de 1.13 g. Una concentracion similar a los niveles de ANA

probados en T. imperialis con un efecto similar en el aumento de la biomasa.

En cuanto a brasinoesteroides se refiere, solo existen reportes bajo condiciones
de invernadero. Freitas et al. (2014) obtuvieron el mayor promedio de peso fresco de 32-
34 g en A. comosus mediante la dosis de 1.0 mg/L de BIOBRAS-16 a los 120 dias de
siembra en sustrato de arena esterilizado; mientras que Aragdo-Catunda et al. (2008)
registraron la mayor produccion de materia fresca para A. comosus mediante 0.1 mg/L
de BIOBRAS-16 en sustrato de bagazo de cafia de azucar + sustrato de torta de filtracion
a los 150 dias de la siembra, sobrepasando los 17 g.; y en la aclimatacion de brotes de
un hibrido de Vriesea, la concentracion mas alta del brasinoesteoide MH5 evaluado por
Capote et al. (2009) (0.1068 mg/L) indujo un aumento significativo en la masa fresca de
los brotes, obteniendo 0.50 g en promedio, comparada al resto de los tratamientos a los

49 dias, mientras que la menor masa fresca estadisticamente significativa se obtuvo
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tanto en la concentracion mas baja evaluada (0.0103 mg/L) (0.34 g) como en el control
sin MH5 (0.39 g).

Los resultados obtenidos en T. imperialis aunados con los reportes anteriores,
reafirman que existe un efecto sinérgico entre las auxinas y los brasinoesteroides, asi
como entre ANA y BL para el crecimiento de las plantas, reflejandose de manera
significativa en el aumento de la biomasa, siendo esta la suma de la masa generada a
consecuencia del crecimiento del resto de tejidos de la planta. De esta manera, la
suplementacion con ANA y BL muestra un efecto 6ptimo en el crecimiento general de
plantulas de T. imperialis cultivadas in vitro.

9.6. MORTALIDAD Y NECROSIS

Generalmente los individuos con mortalidad en los tratamientos de T. imperialis, a la vez
inhibieron su crecimiento y presentaron algun tipo de contaminacion. ElI T9 (0.25 mg/L
de BL + 1.0 mg/L de ANA), que corresponde a las concentraciones mas altas de la
interaccion de brasinoesteroide y auxina, presentd menor necrosis en las hojas a la par
de un notable crecimiento en la totalidad de individuos aun en medios contaminados por
hongos y bacterias; mientras que la mayor mortalidad, que fue de siete individuos fue
para el T8 (0.05 mg/L de BL + 1.0 mg/L de ANA), siendo la concentracion mas baja de
BL y la mas alta de ANA.

Esto podria deberse a las propiedades de resistencia al estrés reportadas por los
brasinoesteroides tanto a factores abidticos como la alta salinidad, la sequia, cambios
bruscos de temperatura y agentes quimicos como plaguicidas y herbicidas; asi como a

factores biéticos como plagas (Salgado-Garciglia et al., 2008).

La resistencia proporcionada por brasinoesteroides en bromelias fue observada
por Capote et al. (2009), quienes obtuvieron diferencias significativas en la supervivencia
de brotes de un hibrido de Vriesea adicionados con tratamientos del brasinoesteroide
MH5 con respecto al control sin MH5 en la fase de aclimatacion, donde el porcentaje
significativamente mas bajo de supervivencia en el dia 49, de 66%, se present6 en las
plantas sin aplicacion de MH5, mientras que los tratamientos de MH5 (0.01, 0.05y 0.1

mg/L) no presentaron diferencias significativas entre si. Similarmente se ha visto en otras
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familias, por ejemplo, en plantulas de banano FHIA-18 aclimatadas por Gonzéalez-
Olmedo et al. (2005), la aspersion de 0.1 mg/L del brasinoesteroide MH5 produjo una
supervivencia del 100% bajo condiciones de estrés térmico, ademas de reducir el
porcentaje de plantas con manchas en las hojas y los contenidos de prolina libre (cuya

acumulacién representa un mecanismo de resistencia frente al estrés).

Un andlisis estadistico evaluando factores bidticos y abibticos de estrés en las
plantas podria aplicarse a variables de necrosis y mortalidad en futuras investigaciones
para afirmar el efecto de los brasinoesteroides en T. imperialis.

9.7. RAICES ADVENTICIAS CON TRICOMAS Y GRAVITROPISMO
NEGATIVO

Se ha reportado que las auxinas pueden inducir la produccion de raices adventicias
(Suéarez-Padron, 2020). Adicionalmente, Altamura et al. (2023) recopilaron evidencia de
gue los brasinoesteroides, ademas de las auxinas, controlan la formacion y alargamiento
tanto de raices laterales como adventicias. Constatando lo anteriormente reportado, la
formacion de raices adventicias de T. imperialis en el presente trabajo se produjo en
todos los tratamientos adicionados con ANA solo o en combinacion con todas las
concentraciones de BL (T4-T9) (Cuadro 7). La mayor parte de las raices contabilizadas
de hecho, fueron raices adventicias, las cuales permitieron una separacion de las partes
necrosadas en la base de las plantas, a partir de las cuales crecieron estructuras en

estado saludable.

Cabe destacar que las raices adventicias generadas en T. imperialis presentaron
un considerable engrosamiento y formacién de tricomas, lo cual puede favorecer la
captacion de nutrientes, puesto que en diversas especies de bromeliaceas, el agua de la
lluvia acumulada entre las vainas foliares en combinacion de la materia organica,
proveen nutrientes que son absorbidos a través de raices adventicias nacidas de las

bases foliares y de tricomas especializados, como se describe por Cabral et al. (2010).

El &acido giberélico (AG) es la fitohormona principalmente involucrada en el
desarrollo de los tricomas, y a su vez se ha observado que la auxina AlA es capaz de

interactuar con el AG regulando la iniciacion de los tricomas y aumentando la densidad
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de éstos; y de manera mas reciente, se ha observado que los brasinoesteroides inducen
la iniciacion y el alargamiento de las fibras de algoddn (tricomas unicelulares) (Li et al.,
2021). Lo anterior sugiere que las concentraciones de ANA 'y BL estuvieron involucrados

en la formaciéon de los tricomas.

Ademas, el gravitropismo negativo presentado frecuentemente entre estos
tratamientos, también puede tener relacion a la captacion de nutrientes, o bien, como un
modo de anclaje estratégico para la supervivencia de las plantulas. Se ha sugerido que
Tillandsia puede producir raices con crecimiento hacia arriba para sujetarse a la parte
inferior de las ramas de los arboles, sitio en que la plantula obtiene refugio de la radiacién
solar hasta que crece y se vuelve lo suficientemente resistente para trepar a las partes
superiores de las ramas (Godman, 2017).

Asi mismo, el gravitropismo esta regulado por AlA y los estatolitos, los cuales son
organelos receptores de gravedad que se desplazan por el citoplasma en funcion del
estimulo gravitatorio, que en el caso de las angiospermas corresponden a los
amiloplastos, y las células que los contienen se denominan estatocitos, agrupados en el
caso de la raiz en la columela de la caliptra radicular. La respuesta gravitropica esta

asociada con la sedimentacion de los amiloplastos causando presion sobre el reticulo

endoplasmico de los estatocitos, el cual libera ca?* que a su vez conduce el transporte
de AIA desde las células de la columela hasta la zona de elongacion de la raiz,
provocando un gradiente de AIA que induce el curvamiento en direccion hacia la fuerza

de gravedad en consecuencia del alargamiento celular (Moysset y Simén, 2013).

Kim et al. (2000) complementaron la ya descrita actividad gravitropica del AIA en
las raices de las plantas demostrando la presencia y efecto sinérgico de los
brasinoesteroides en este proceso. Tras la incubaciéon durante dos horas de raices de
Zea mays en soluciones adicionadas con niveles de BL y AlA, se observé pasadas las
cinco horas, que BL aumentd la curvatura gravitropica de las raices primarias de Z. mays
en todas las concentraciones probadas (0.00048, 0.0048, 0.048, 0.48 y 4.8 mg/L),
obteniendo el grado mas alto con 0.048 mg/L; mientras que a partir de 0.48 mg/L se
inhibié el alargamiento, indicando que BL puede afectar el alargamiento y la curvatura de

la raiz por separado. Adicionalmente probaron el efecto o ausencia de BL mediante la
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concentracion optima (0.048 mg/L) en combinacion con AlA (0.00017, 0.0017, 0.017,
0.17 y 1.75 mg/L), resultando siempre un aumento en la curvatura de la raiz inducida por
AIA en presencia de BL, y de manera 6ptima mediante 0.017 mg/L de AIA + 0.05 mg/L
de BL.

De este modo, existe evidencia de que auxinas y brasinoesteroides realizan una

funcién sinérgica en el gravitropismo de las raices.

Por otro lado, la proteina de respuesta gravitrépica negativa de las raices (NGR),
expresada en la membrana plasméatica de las células de la columela y de la cofia radicular
lateral, descrita por Ge y Chen (2019), es esencial para la respuesta gravitropica positiva
de las raices, puesto que regula la localizacion de las proteinas PIN (transportadoras de
auxina a través de las membranas) preferentemente en la membrana plasmatica de la
parte inferior de las células de la columela y la direccion del flujo de auxinas hacia el
flanco inferior de las raices en respuesta a la gravedad. Lo anterior se ve invertido en
ausencia de NGR, donde el flujo de auxina se acumula mayoritariamente en el flanco
superior en la raiz, ocasionando un crecimiento gravitropico negativo de las raices. Este
proceso fue observado tras el aislamiento de un mutante NGR de Medicago truncatula y

la posterior generacion del triple mutante atNGR1,2,3 de A. thaliana.

Puesto a que el fendmeno del gravitropismo negativo en raices sélo se ha
reportado anteriormente en mutaciones de genes, habria que definir mediante estudios
adicionales si lo que se presentdé en T. imperialis se deba también a una mutacion
inducida por los niveles de reguladores de crecimiento, o si es un fendmeno natural que
favorece a la adaptacion de la especie como se ha descrito con anterioridad para este

geénero.

Por dltimo, no se encontré informacion que coincidiera con las estructuras
nodulares y laminares presentadas en algunas de las raices de T. imperialis del T7 hasta

el T9 (Figura 14), que contuvieron la concentracion mas alta de ANA (1.0 mg/L).
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IX. CONCLUSIONES

Los brasinoesteroides inducen la formacién de brotes en el cultivo in vitro de T.
imperialis en ausencia de auxina, resultando una produccion mas efectiva
mediante la adicion de 0.05 mg/L de BL; sin embargo, T. imperialis tiene una alta
produccion de brotes sin mostrar diferencias significativas en ausencia de
reguladores de crecimiento.

La adicion de un brasinoesteroide a las dosis de auxina proporciona un efecto
sinérgico con respecto a la produccion y alargamiento de raices, altura total de la
plantula y generacion de biomasa.

La interaccion de 0.25 mg/L de BL + 1.0 mg/L de ANA promueve Optimamente la
produccion de raices (principalmente adventicias) y el alargamiento de las
mismas, asi como el aumento de la longitud de las plantulas y en consecuencia,
de la biomasa. Sin embargo, la ausencia de BL en el tratamiento con la dosis
optima de ANA no muestra diferencias significativas para las variables anteriores
con excepcidn de la biomasa generada, siendo esta la suma acumulada de todas
las variables medidas.

La suplementacion con 0.5y 1.0 mg/L de ANA 'y con 0.05y 0.25 mg/L de BL solos
0 en combinacion, no indujeron la formacion de callos, por lo tanto, la
morfogénesis fue directa para todos los tratamientos.

Los niveles mas altos de la interaccion de ANA 'y BL correspondientes a 0.25
mg/L de BL + 1.0 mg/L de ANA mantuvieron plantulas sin necrosis ni mortalidad
aun en medios contaminados.

Se observo la presencia de raices adventicias con gravitropismo negativo
cubiertas de tricomas en los tratamientos que contenian todos los niveles de ANA
(T4-T9; 0.5y 1.0 mg/L) independientemente de su interaccion con BL. A su vez,
estructuras nodulares y laminares aparecieron en las raices adventicias de los
tratamientos que contuvieron dosis de 1.0 mg/L de ANA, independientemente de
la presencia de BL (T7-T9).
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X. RECOMENDACIONES

Se propone contar con los brotes enraizados como nueva variable si llegara a
presentarse una cantidad considerable.

Se sugiere que en futuras investigaciones se tomen en cuenta las variables de
raices adventicias, formacion de tricomas y gravitropismo negativo; asi como
analizar los tricomas por medio de microscopia y analizar la formacién y causas
de las estructuras nodulares y laminares en los tratamientos donde se presentan.
Se recomienda evaluar factores de estrés a variables de necrosis y mortalidad

para conocer el efecto de los brasinoesteroides.
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XIl. ANEXOS

Anexo 1. Test de distribucion normal para nimero de brotes.

B Tests for normal distribution

T T2 13 T4 T5 T6 7 T8
N 14 18 18 9 8 10 6 7
Shapiro-Wilk W 0.9674 0.8738 0.9258 0.7728 0.6991 0.9581 0.8057 0.8399
plnormal) 0.8404 0.8646 0.1637 0.009959 0.002193 0.7637 0.06604 0.09911
Anderson-Darling A 0.2462 0.2618 0.551 0.928 1.103 0.19 0.5585 0.5074
plnormal) 0.7041 0.6626 0.1333 0.01033 0.003062 0.8643 0.08339 0.1276
pMonte Carlo) 0.7243 0.6917 0.1395 0.0114 0.0023 0.8859 0.0841 01424
Lilliefors L 0.1658 0.1269 01776 03221 0.3503 0.1508 0.296 02323
pinormal) 0.3638 0.6129 0.134 0.008437 0.004709 0.7432 0.1001 0.3019
p(Monte Carlo) 03707 0.6086 0.1368 0.0089 0.0045 0.7458 0.1101 03186
Jarque-Bera JB 0.7418 0.2928 1.156 1.635 2841 04778 0.7966 0.8627
pinormal) 0.6901 0.8638 0.5611 04416 0.2298 0.7875 0.6715 0.6496
piMonte Carlo) 05211 0.8483 0.3262 0.0838 00271 0.7076 0.2206 0.2293

Anexo 2. Prueba de Kruskal-Wallis para nimero de brotes.

One-way ANOVA  Effects Tukey's pairwise  Residuals = Kruskal-Wallis  Mann-Whitney pairwise  Dunn's post hoc

Kruskal-Wallis test for equal medians

H (chR): 3442
He (tie corrected): 34.99
p (same): 2.681E-05

There is a significant difference between sample medians

Anexo 3. Prueba de Dunn’s post hoc para numero de brotes.

B Several-sample tests

One-way ANOVA  Effects Tukey's pairwise  Residuals  Kruskal-Wallis  Mann-Whitney pairwise  Dunn's post hoc

Raw p values, uncorrected significance v
T T2 3 T4 15 T6 7 T8

T 0.3501 0.9008 0.0242 0.001311 02198 0.01792 0.08065
T2 0.3501 02576 0.001501 3.544€-05 0.03299 0.001596 0.01038
3 0.9008 0.2576 0.02445 0.001165 0.2398 0.01847 0.08622
T4 0.0242 0.001501 0.02445 0.3425 0322 0.7155 0.7594
15 0.001311 3.544£-05 0.001165 03425 0.05341 0.6182 02343
T6 02198 0.03299 02398 0322 0.05341 02102 05418
7 0.01792 0.001596 0.01847 0.7155 0.6182 0.2102 05335
T8 0.08065 0.01038 0.08622 0.7594 0.2343 0.5418 0.5335

T 0.007496 0.0003016 0.007155 0.7035 0.5619 0.1673 0.9808 0.5078

0.8087
0.02565
0.7629
0.02923
0.0301

0.03257
0.0331
1.948
03775
0.0663

it
0.007496
0.0003016
0.007155
0.7035
0.5619
0.1673
0.9808
0.5078

65



Anexo 4. Test de distribucion normal para nimero de raices.

2B Tests for normal distribution

m T2 T3 T4 T5 T6 L T8
N a 1 1 17 17 18 17 16
Shapiro-Wilk W 07269 0.7995 0.734 0.9719 0.8731 0.9581 0.9397 0.8323
plnormal) 0.004523 0.009252 0.001287 0.851 0.02459 0.5651 0.3143 0.00755
Anderson-Darling A 1.063 0.9621 1.283 02993 07648 0.2984 0537 1159
plnormal) 0.003961 0.009511 0.001318 0.544 003736 0.5487 0.1438 0.003468
piMonte Carlo) 0.0038 0.0092 0.0018 0.5769 0.0367 0.5761 0.1485 0.0034
Lilliefors L 0375 02832 03382 0136 0.2204 01382 0.187 0.2459
plnormal) 0.0001 0.01462 0.0001 0.5422 0.02723 04731 01114 0.01103
piMonte Carlo) 0.0012 0.0133 0.0012 0.546 00251 04608 oz 0o
Jarque-Bera JB 1314 09748 149 02118 1.784 0.3636 04298 2521
plnormal) 0.5183 0.6142 04748 0.5995 0.40%9 0.8338 0.8066 0.2835
piMonte Carlo) 0.1156 0.3044 01259 0.8947 01327 0.8023 0.7652 0.0789

Anexo 5. Prueba de Kruskal-Wallis para nimero de raices.

One-way ANOVA  Effects Tukey's pairwise  Residuals  Kruskal-Wallis =~ Mann-Whitney pairwise  Dunn's post hoc

Kruskal-Wallis test for equal medians

H(chR): 71.21
H (tie corrected): 71.65
p (same): 2.306E-12

There is a significant difference between sample medians

Anexo 6. Prueba de Dunn’s post hoc para numero de raices.

& Several-sample tests
One-way ANOVA  Effects  Tukey's pairwise  Residuals  Kruskal-Wallis  Mann-Whitney pairwise  Dunn’s post hoc

Raw p values, uncorrected significance v

m T2 3 T4 15 T6 7 T8
m™ 0.8581 0.87 0.003747 0.0004738 0.002044 3.061€-05 7.313¢-06
T2 0.8581 0.9869 0.002725 0.0002542 0.001342 1.06E-05 2.079E-06
LE] 0.87 0.9869 0.002567 0.0002369 0.001259 9.752€-06 1.903€-06
T4 0.003747 0.002725 0.002567 0456 0.8417 0.1124 0.04478
5 0.0004738 0.0002542 0.0002369 0456 0578 0.3997 0.2032
T6 0.002044 0.001342 0.001259 0.8417 0578 0.1584 0.06611
7 3.061E-05 1.06€-05 9.752E-06 0.1124 0.3997 0.1584 0.6576
8 7.313e-06 2.079E-06 1.903¢-06 0.04478 0.2032 0.06611 0.6576
T 3.255€-07 4.468E-08 4.022€-08 0.006726 0.05299 0.01096 0.2895 0.5609

T

20
0.9142
0.07673
06941
0.05899
0.0575
01736
0.1121
0.1091
1.849
0.3967
0.1415

19
3.255E-07
4.468E-08
4.022€-08
0.006726
0.05299
0.01096
0.2895
0.5609
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Anexo 7. Test de distribucion normal para longitud de la raiz mas larga.

BB Tests for normal distribution

N

Shapiro-Wilk W
plnormal)

Anderson-Darlin:
pinormal)
p{Monte Carla)

Lilliefors L
pinormal)
plMonte Carlo)

Jarque-Bera JB
pinormal)
p(Meonte Carlo)

m
8
0.9345
0.5578
g A 0.2589
0.6054
0.6689
01588
0797
0.7919
0.7286
0.6047
04044

T2

0.8802
0.08823
0.582
0.1021
0.1039
0.2162
0.1209
0.1284
1.033
0.5965
0.2802

LE]

"
0.8926
0.1498
0.454
0.2167
0.223
0.1651
05412
0.5477
1.076
0.584
0.2501

T4

0.9587
0.6075
03395
0.4554
04749
0.1582
0.3028
0.3002
09111
0.6341

T5

0.9463
04
0.2903
0.5678
0.6029
0.1419
0473
04758
1.022
0.6
0.3774

T6

09737
0.8636
01774
0.9059
0.9232
0.123

0.6617
0.661

0.5878
0.7454
0.6632

0.9214
0.1561
0.4591
0.1923
0.1967
0.1629
0.2618
0.2582
1.07
0.5858
0.353

Anexo 8. Prueba de ANOVA para longitud de la raiz mas larga.

B Several-

sample tests

One-way ANOVA  Effects

Tukey's pairwise

Test for equal means

Between groups:
Within groups:
Total:

Sum of sqrs
21,0953
5843
79.5253

Residuals

df
8
126
134

Kruskal-Wallis

Mean square
263691
046373

Components of variance (only for random effects):

Var(group):

omega:

0.14596

0.2173

Var{error):

046373

Levene’s test for homogeneity of variance, from means
Levene’s test, from medians

Welch Ftest in the case of unequal variances: /=5.906, df=46.54, p=3.219E-05

Mann-Whitney pairwise

5.686

ICC:

p (same):
p (same):

p (same)
3.591E-06

- O

Dunn's post hoc

Permutation p (n=99999)

1E-05

0.239401

0.2221
04146

Anexo 9. Prueba Tukey’s pairwise para longitud de la raiz mas larga.

B Several-sample tests

One-way ANCOVA  Effects

Tukey's pairwise

Residuals

Tukey's Q below the diagonal, p(same) above the diagonal.

Significant c

m
T2
3
T4
5
T6

T8
T9

omparisons are pink.

m

3.217
2314
4.658
5.472
3.488
6.373
4.019
7.679

T2
0.3654

0.9423
1.402
2328
0.03658
3.353
0.7524
4776

3
0.7832
0.9991

2.383
3.285
1.063
4.283
1725
5.694

Kruskal-Wallis

T4

0.03377

0.9861
0.7547

1.018
1523
2,144
0.6897
3.684

Mann-Whitney pairwise

Copenhaver-Holland 1388

5
0.005304
0.7774
0.2368
0.9984

2555
1127
1.655
2.626

Dunn's post hoc

T6
0.2587

0.9979
0.9766
0.6778

3.697
0.7945
5.326

L
0.0004934
0.3003
0.07077
0.846
0.0968
01912

2746
1.454

T8

15
0.9322
0.2938
0.534
0.1428
0.1479
0.2161
0.05551
0.0563
1.278
0.5279
0.2377

*

8

0.1136
0.0998
0.9507
0.9999
0.9612
0.9997
0.5865

4.253

20
0.9423
0.2651
04133
0.3062
03137
0.1418
0.3543
0.347
0.9783
0.6131
04275

9
9.784E-06
0.02633
0.003045
0.1951
0.6444
0.007562
0.9324
0.07494
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Anexo 10. Test de distribucion normal para longitud total de la plantula.

BB Tests for normal distribution

m T2 T3 T4 T5 6 T T8
N 13 19 20 20 20 20 20 20
Shapiro-Wilk W 0.9547 0.9343 0.9387 0.9436 0.9181 0.9738 0.9698 0.95
plnormal) 0.5038 0.2081 0227 0.2807 0.09119 0.8318 0.751 0.3669
Anderson-Darling A 03629 04638 0.3406 0.3873 0.5664 0.2031 0.1676 0.3896
plnormal) 04023 0.2271 0.4559 0.3549 0.1235 0.8566 09252 0.3502
p(Monte Carlo) 0421 0.2306 0.4622 03715 0.1296 0.8648 0.8471 0.35611
Lilliefors L 0.1744 0.1468 0.1089 01327 0.1959 0.103 0.07328 0.1344
plnormal) 0.151 0338 0.7668 0.4504 0.04146 0.8345 2041 04399
p(Monte Carlo) 0.1522 0.3382 0.7631 0.4525 00424 0.8308 0.9952 04378
Jarque-Bera JB 03586 0.952 2748 1.042 1.964 0.9117 07173 1162
pinormal) 0.8359 0.6213 0.253 0.5939 0.3746 0.6339 0.6986 0.5594
p(Monte Carlo) 0.8109 04334 0.0772 0.402 0.1283 0.4668 0.5843 0.3439

Anexo 11. Prueba de ANOVA para longitud total de la plantula.

B Several-sample tests - a X

One-way ANOVA  Effects  Tukey's pairwise  Residuals  Kruskal-Wallis ~ Mann-Whitney pairwise  Dunn's post hoc

Test for equal means

Sum of sqrs  df Mean square F p (same)
Between groups: 28.6816 8 358521 10.87 2.83E-12
Within groups: 55.0883 167 032987 Permutation p (n=99999)
Total: 83.7699 175 1E-05

Components of variance (only for random effects):

Var(group): 0.166492 Var(error): 032987 ICC: 0335424
omega?: 0.3097

Levene’s test for homogeneity of variance, from means p (same): 1.299E-06
Levene’s test, from medians p (same): 4.948E-06

Welch Ftest in the case of unequal variances: /=37.06, df=69.06, p=4.507E-22

Anexo 12. Prueba Tukey’s pairwise para longitud total de la plantula.

B Several-sarnple tests

One-way ANOVA  Effects  Tukey's pairwise  Residuals  Kruskal-Wallis ~ Mann-Whitney pairwise  Dunn's post hoc

Tukey's Q below the diagonal, p(same) above the diagonal.

- - ! Copenhaver-Holland 1988 ~
Significant comparisons are pink.

m T2 3 T4 5 T6 L T8
m 0.9503 0.08126 1.975E-06 1.162E-06 2.309E-05 4.243E-05 8.452E-06
T2 1.73 0.6436 0.0004001 0.0002539 0.003135 0.005136 0.001366
T3 4.342 2.627 0.1588 01224 0.4382 0.5319 0.2017
T4 8.047 6.385 3.807 1 0.9998 0.9991 1
5 8.2 6.54 3.964 0.1567 0.9993 0.9972 1
T6 7312 5.639 3.052 0.7552 0.912 1 1
L 7122 5.447 2.856 0.9504 1107 0.1952 1
T8 7.619 5.95 3.366 0.4404 0.5972 0.3148 0.51
9 9.925 8.309 5.787 2.029 1.875 2775 2.968 2.464

™

19
0.9239
01337
0.653
0.07455
0.0783
0211
0.02535
0.025
1.32
0.5167
0.2654

9
1.927E-09
7.935E-07
0.002123
0.8826
0.9223
0.5718
04779
0.7193
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Anexo 13. Test de distribuciéon normal para biomasa.

BB Tests for normal distribution

m T2 T3 T4 T3 T6 T T8

N 20 20 20 20 19 20 20 20
Shapiro-Wilk W 0.9438 0.9663 0.9819 09258 0.9595 0.9685 09143 0.9371
plnormal) 0.2824 0.6759 0.9565 0.1283 0.5633 07236 007713 0.2113
Anderson-Darling A 03755 0.2574 0.1847 0.6598 0.2564 03203 0.5911 0.5009
plnormal) 0.379 0.6829 0.8952 0.07233 0.6841 0.5085 0.1087 0.1836
p(Monte Carlo) 0.3893 0.7074 0.9098 0.0751 0.7166 05227 0.1103 0.1885
Lilliefors L 0.1407 0.1288 0.1099 0.1669 0.1143 0.1417 01521 0.1304
plnormal) 0.3667 0.5009 0.7548 0147 0.7263 03562 0.254 04883
p(Monte Carlo) 0.3666 0.5166 0.7486 0.1459 0.7164 0.357 0.247 0.4873
Jarque-Bera JB 1598 0.8443 0.2619 2427 0.999 0.06326 2775 0.6922
pinormal) 0.4457 0.6556 0.8773 0.2971 0.6068 0.9689 0.2457 0.7074
p(Monte Carlo) 0.1504 0.5168 0.8675 0.0918 04034 09727 0.0809 0.6013

Anexo 14. Prueba de ANOVA para biomasa.

B Several-sample tests - ] X

One-way ANOVA  Effects  Tukey's painwise  Residuals  Kruskal-Wallis =~ Mann-Whitney pairwise ~ Dunn's post hoc

Test for equal means

Sum of sqrs  df Mean square F p (same)
Between groups:  0.928097 8 0.116012 10.36 8.984E-12
Within groups: 1.90277 170 0.0111928 Permutation g (n=99999)
Total: 2.83087 178 1E-05

Components of variance (only for random effects):

Var(group): 0.00527041 Var(error): 0.0111928 ICC: 0320133
omega: 0.2951

Levene’s test for homogeneity of variance, from means p (same): 2.745E-06
Levene’s test, from medians p (same): 1.856E-05

Welch Ftest in the case of unequal variances: /=17.04, df=70.65, p=8.394E-14

Anexo 15. Prueba Tukey’s pairwise para biomasa.

B Several-sarnple tests

One-way ANMCOVA  Effects  Tukey's pairwise  Residuals ~ Kruskal-Wallis =~ Mann-Whitney pairwise ~ Dunn's post hoc

Tukey's Q below the diagonal, p(same) above the diagonal.

N - : Copenhaver-Holland 1988 ~
Significant comparisons are pink.

T T2 T3 T4 5 T6 T T8
m 0.411 0.2108 0.02383 0.9956 0.5126 0.08036 0.0005034
T2 ER Y] 1 0.9572 0.9193 1 0.9975 0.3742
3 3.623 0.513 0.9958 0.7499 0.9999 1 0.6185
T4 4.796 1.686 1173 0.2338 0.9166 1 0.9783
5 1.182 1.888 2395 3.552 0.9585 0.4804 0.01373
T6 2.896 0.2142 0.7271 1.9 1.677 0.9915 0.2861
L 4198 1.088 0.5753 0.5876 2.963 1.302 0.8599
T8 6.302 3.192 2.679 1.506 5.039 3.406 2,104
9 11.18 2.07m 7.558 6.385 9.855 8.285 6.982 4.879

T

20
0.9671
0.6927
0.2835
0.5851
0.628
01331
0.4555
0.4517
0.065
0.968
0.9706

T
1.142E-11
1.78E-06
1.015E-05
0.0003962
2.424E-09
8411E-07
6.498E-05
0.01983
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Anexo 16. Individuo del T1.
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Anexo 17. Individuo del T2.
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Anexo 18. Individuo del T3.
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Anexo 19. Individuo del T4.

252823 ;i
§888S o8/

T4 i

71



TIT
i+ ¥ % AR
4 o |
4 . 4w
+
4
s
w. 1T
oss b 2358
: 411
-
e
i
1
T
i o
1
o
3 8
24 |
]
S f—
R38) 18588
> 2233
BSS N
-7+ -
= e
1
1
1 4 T
= o .
2 o8
v
T
+ e &
<o}
. -
- 3 -
ot &
=F = i
114 -4 + -
P - -4 L
13322 : :
=z 3 o L
e §

Anexo 20. Individuo del T5.
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Anexo 21. Individuo del T6.
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Anexo 22. Individuo del T7.
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duo del T8.
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