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EFECTO DE LA TEMPERATURA, TRATAMIENTOS DE ESCARIFICACION Y DEL ACIDO
GIBERELICO, EN LA GERMINACION DE LAS SEMILLAS DE Tillandsia xerographica
Rohw
EFFECT OF TEMPERATURE, SCARIFICATION TREATMENT AND GIBBERELLIC ACID, ON SEED
GERMINATION OF Tillandsia xerographica Rohw

RESUMEN

Guatemala exporta anualmente especimenes de flora silvestre al extranjero con fines
ornamentales. Entre las especies demandadas se encuentran los gallitos o plantas del aire,
las cuales pertenecen a la familia Bromeliaceae. Entre las especies de tillandsias se
encuentra Tillandsia xerographica Rohw, la cual es una especie epifita que se encuentra
distribuida en la zona del sur de México, en Guatemala y El Salvador, y su habitat natural es
semiarido. Segun el Consejo Nacional de Areas protegidas (CONAP) dicha especie se
encuentra reportada en la “lista roja de especies de flora”, esta categoria incluye las especies

que se encuentran en peligro de extincion.

Una limitante para la propagacion de la especie de Tillandsia xerographica Rohw es la
baja germinacion de su semilla, la cual presenta dormancia, los métodos de propagacién de
T. xerographica Rohw en la naturaleza son lentos y se vuelven dificiles de realizar por
encontrarse pocos individuos en su habitat natural, ya que para el éxito de la fecundacion el
ovulo de T. xerographica Rohw requiere de la polinizacion cruzada que es iniciada cuando la
planta tiene alrededor de 12 afios. La germinacion in vitro surge como una posibilidad para la
propagacion rapida, asi evitar la extraccidon y extincién en el habitat natural de la especie T.

xerographica Rohw.

El objetivo principal de la investigacion fue contribuir al desarrollo de una metodologia que
permitan la propagacion de Tillandsia xerographica Rohw, especie que se encuentra en

peligro de extincion



En la investigacidon se realizaron tres experimentos en la germinacion de las semillas de
T. xerographica Rohw. En el primer experimento se evaluaron dos tratamientos en los cuales
el factor variante fue la temperatura entre 25°C y 30°C, en un medio basal MS sdlido al 50%
de componentes inorganicos. En el experimento dos se evaluaron tratamientos de
escarificacion de semilla siendo estos: corte distal de la semilla, inmersién de semillas en
acido sulfurico al 40% de concentracion por cuatro horas, lavado en agua continua por 24
horas, inmersién de semillas por 24 horas en una solucién con 10 mg/l de acido giberélico e
inmersion de semillas por 24 horas en una solucion con 10 mg/l de acido giberélico mas
corte distal, finalmente en el experimento tres se evaluaron cuatro concentraciones de acido
giberélico (AG3) aplicado al medio de germinacion MS solido con 120% de componentes

inorganicos

Como resultado de los tres experimentos realizados en esta investigacion se tiene los
resultados siguientes: las semillas de Tillandsia xerographica Rohw incubadas a 30 °C se
deshidratan, mientras que incubadas a 25 °C no se deshidratan. De los tratamientos de
escarificacion el unico que incrementd la germinacion de esta especie fue el tratamiento de
corte distal de la semilla de Tillandsia xerographica Rohw seguido de inmersion por 24 horas
en una solucién de acido giberélico. EIl acido giberélico aplicado al medio de germinacion
tiene efecto en la germinacion de la semilla de Tillandsia xerographica Rohw a mayor
concentracion de acido giberélico aplicado al medio, en un rango de 0.1 a 1.5 mg/l acido

giberélico, se obtuvo un mayor numero de semillas germinadas.



1. INTRODUCCION

Guatemala exporta anualmente especimenes de flora silvestre al extranjero con fines
ornamentales. Entre el 2011 — 2012 las ventas de éstas fueron de alrededor de los US$30.0
millones (BANGUAT, 2012), exportando a diferentes paises principalmente Holanda, Estados
Unidos y Alemania (AGEXPORT, 2012).

Entre las especies demandadas se encuentran los gallitos o plantas del aire (Tillandsia
spp.). Las cuales pertenecen a la familia Bromeliaceae. Entre las especies de tillandsias se
encuentra Tillandsia xerographica Rohw la cual es una especie epifita que se distribuye en
toda la zona del sur de México, en Guatemala y El Salvador, y su habitat natural es
semiarido. En estas zonas aridas las noches frias hacen que las plantas amanezcan
cubiertas de rocio por las mananas. El resto del dia, las plantas soportan un clima

extremadamente seco. Su follaje gris permite a la planta reflejar la radiacion.

El uso principal de las tillandsias es ornamental. La mayoria de empresas continuan
colectandolas de su habitat natural para utilizarlas como pié de cria. Otro factor que también
amenaza y reduce las poblaciones naturales vulnerables en el pais es la destruccion del
habitat de estas especies. Tal es el caso de especie Tillandsia xerographica Rohw, la cual
actualmente se encuentran incluidas en los listados de especies en peligrd de extincion
(CONAP, 2006).

El objetivo principal de la investigacion fue contribuir al desarrollo de una metodologia que
permitan la propagacion de Tillandsia xerographica Rohw, especie que se encuentra en
peligro de extincidon. La investigacion consistié en evaluar diferentes tratamientos para
obtener la germinacién in vitro de las semillas de Tillandsia xerographica Rohw. Se evalud
el efecto de la temperatura, tratamientos de escarificacién y el acido giberélico en la

germinacién de la semilla.



2. PLANTEAMIENTO PROBLEMA

La situacion geografica de Guatemala y su diversidad climatica son factores que
propician la formacion de diversos ecosistemas en los que existe una alta diversidad de
especies en su flora. No obstante muchas especies corren el peligro de desaparecer en la

medida que son objeto del trafico ilegal o que su habitat son reducidos o destruidos.

Existen alrededor de 500 especies de tillandsias descritas. De éstas aproximadamente
65 se encuentran en Guatemala. Entre ellas se encuentra la especie Tillandsia xerographica
Rohw que desde hace poco se creia que su comercio era controlado y sostenible, sin
embargo es amenazada por la extraccion selectiva para su uso como ornamento y por el

cambio de uso del suelo, lo cual destruye su habitat.

Segun el Consejo Nacional de Areas protegidas (CONAP) dicha especie se encuentra
reportada en la “lista roja de especies de flora”, esta categoria incluye las especies que se
encuentran en peligro de extincién. Las especies en esta categoria pueden ser utilizadas
exclusivamente con fines cientificos y reproductivos. Se prohibe la libre exportacion y
comercializacion de estas especies extraidas de la naturaleza. Pueden comercializarse
aquellos especimenes, partes y derivados que se han reproducido por métodos

comprobados.

La especie de Tillandsia xerographica Rohw a causa de su depredacion y destruccion de
su habitat se encuentra como una especie en peligro de extincién. Entre 1993 y 1995,
Guatemala exporto 14.5 millones de plantas de tillandsias anualmente, se estima que por lo
menos el 75% de estas plantas fueron colectadas en su estado silvestre (segun Plan para la
Cosecha Sustentable de Bromelias realizado por Universidad Auténoma de Chiapas 2007),
Una limitante para la propagacion de la especie de Tillandsia xerographica Rohw es la baja

germinacién de su semilla, la cual presenta dormancia.



3. JUSTIFICACION DE INVESTIGACION

Existe una tendencia al incremento de la demanda internacional de especies
ornamentales, las tillandsias (gallitos), son demandadas en el mercado internacional, segun
la Asociacion Guatemalteca de Exportadores (AGEXPORT, 2010 listado de especies
exportadas). Aunque las tillandsias existen originalmente en la naturaleza y se extraen de
ésta, es importante desarrollar investigaciones con el objetivo de explorar métodos de

propagacion masiva, para su comercio y conservacion.

Los métodos de propagacion de Tillandsia xerographica Rohw en la naturaleza son lentos
y se vuelven dificiles de realizar por encontrarse pocos individuos en su habitad natural.
Segun Garcia Ordofiez la tasa de germinacién de la semilla de T. xerographica Rohw en la
naturaleza es desconocida, aunque se estima ser muy baja debido al largo ciclo de
reproduccion y la pérdida de la especie. Es necesario realizar investigacion para conocer los

factores que incrementan la germinacion.

La germinacion in vitro surge como una posibilidad para la rapida propagacioén, asi evitar
la extraccion y extincidn en el habitat natural de la especie Tillandsia xerographica Rohw. Es
importante conocer los factores que inciden en la germinacion de la semilla de esta especie,
y posteriormente incrementar su porcentaje de germinacion para asi obtener material vegetal

para inducir brotes adventicios.

La informacién obtenida en la presente investigacion contribuye en el desarrollo de

metodologias para la propagacion de la especie de Tillandsia xerographica Rohw in vitro.



4. MARCO TEORICO
4.1 Marco conceptual

4.1.1 Género Tillandsia

Las plantas del género Tillandsia son epifitas, en ocasiones terrestres o rupicolas,
caulescentes acaules. Hojas arrosetadas o fasciculadas, raramente distribuidas
uniformemente a lo largo del tallo, enteras. Inflorescencia simple o compuesta. Flores
bisexuales; sépalos asimétricos, estambres libres o junto a los pétalos; ovario supero. Fruto

en capsula; semillas con apéndices plumosos (Castafieda, 2003).

4.1.1.1 Caracteristicas de las semillas del género Tillandsia

El desarrollo de las semillas en el género Tillandsia, es un 6vulo que se convierte en una
semilla al momento que el polen llega al estigma, luego el tubo polinico penetra el estigma,
pasa por el estilo y llega al ovario, en donde se realiza la fertilizacion del 6vulo. En
bromelias, este producto de la fusiéon se divide para producir un endospermo de textura
suave, que ocupa gran parte el interiorde la semilla y contiene la mayor parte de los
carbohidratos de reserva, proteinas, vitaminasy minerales. EI embridn crece
lentamente, alimentado por el endospermo, que es descompuesto por las enzimas

segregadas por los cotiledones (hojas de semillas) del embrién. (Benzing, 1980).

Una semilla de bromelia madura es un o6rgano que consta de la testa, con sus
apéndices de origen materno. El embrion ocupa sélo una porcion pequefia de la semilla, por
lo general no mas de un tercio del volumen total. Se coloca en el extremo opuesto al punto

de union a la pared del ovario (Benzing, 1980).

En la madurez un embrion de bromelias se compone de un cotiledon carnoso, situado al
abrigo del endospermo, un apice embrionario pequeio con varias hojas parcialmente

desarrolladas y una raiz primaria parcialmente desarrollada (Benzing, 1980).

Cada especie de tillandsia produce desde algunas docenas hasta miles de semillas en
la temporada reproductiva. Cada flor polinizada produce una capsula con tres camaras. El

numero de capsulas por planta varian ampliamente en el género tillandsia (Molina, 1999).



Todas las semillas de tillandsia producen apéndices, que son parte de la testa
protectora de la semilla. Estos apéndices, aunque estan muy comprimidos dentro del fruto
(capsula), ocupan la mayor parte de cavidad interior. Las semillas estan agrupadas en la
parte apical de la capsula (Molina, 1999).El tiempo que toma para que las semillas sean

liberadas varia desde tres meses hasta dos afos dependiendo de la especie. (Molina, 1999)

Gradualmente la capsula se seca y las paredes de las tres camaras hacen que la
capsula lentamente se contraiga, eventualmente alcanzando un punto en el que se separan.
La pared de cada camara se dobla hacia atras y provee de una gran abertura por donde las
semillas se dispersan, generalmente con la ayuda del viento. La estructura de los apéndices
sirve para dos propodsitos. La forma de paracaidas es eficiente para ser transportada a
grandes distancias por el viento siendo ligera y bien balanceada. Asi también la disposicidon
radial de los apéndices en las semillas, y la dispersién desde lo alto son ideales para
sujetarse a la corteza de los arboles, piedras u otros soportes (Molina, 1999). En la figura 1

se muestra la anotomia de la semilla del género Tillandsia sp.

“Tegumento

~Endosperma

Cotiledon

Hoja secundaria

Apice

Hipocotilo

Figura 1 Anatomia de la semilla del género Tillandsia
FUENTE: Benzing, 1980



4.1.1.2 Dormancia en semillas del género Tillandsia sp.

La dormancia es un mecanismo genético de la semilla y acontece durante el ciclo de
vida de la especie, durante la maduraciéon de la semilla, de modo que posterior a la
dispersion, la semilla aun no se encuentra apta para germinar. Esta dormancia, que se
produce en la fase de maduracién de la semilla, se conoce como dormancia primaria. No
obstante, en algunas especies, el bloqueo a la germinacion se establece luego de la
dispersion de la semilla, inducido por condiciones de estrés o por un ambiente desfavorable a
la germinacion, caracterizando otro tipo de dormancia, denominada dormancia secundaria
(Benzing, 1980).

Las semillas germinan en reposo después de la dispersidon si hay un entorno calido y
humedo, pero las semillas dormantes deben recibir pre-acondicionamiento adicional para
que puedan germinar. Semillas producidas por muchas plantas anuales perennes de clima
templado requieren estratificacion (tratamiento en frio) para romper la dormancia. Por lo
general seis semanas bajo condiciones de humedad a temperaturas cercanas a cero sera
suficiente. Semillas que requieren frio contienen hormonas que inhiben el crecimiento en el
momento en que fueron dispersadas. Estas desaparecen durante el proceso de
estratificacion, y otros que promueven la actividad metabdlica. Semillas de plantas tropicales
no es probable que respondan de un modo particular a un tratamiento de frio (Benzing,
1980).

La dormancia también puede ser por una testa impermeable. La germinacién ocurrira
solamente después que esa barrera es agrietada o decaida, haciéndola porosa a la humedad
y al oxigeno. Algunas semillas no pueden germinar inmediatamente después de la dispersion
porque el embrion es demasiado inmaduro. Durante un periodo después de madurar, la
planta joven continua su desarrollo dentro de la semilla dispersada. Eventualmente, se

alcanza una etapa donde la germinacion puede ocurrir (Benzing, 1980).

El género de bromelias mas lento para madurar, a excepcion del género Puya sp., son
las tillandsias atmosféricas adaptados a los habitat muy secos, estos especimenes crecen
rapidamente en presencia de abundante humedad y nutrientes, pero en todos los casos la
velocidad de crecimiento son determinados por los factores inherentes a la especie y no por

las condiciones de cultivo (Benzing, 1980).



4.1.2 Descripcion Tillandsia xerographica Rohw

Los individuos de la especie T. xerographica Rohw tienen el nombre de la especie
(epiteto especifico) xerographica, el que es una combinacion del adjetivo griego “xeros”, que
significa “seco” y el nombre “graphicos”, que significa pintura. El epiteto es una referencia a
la inflorescencia, la que parece hubiera sido coloreada con tiza de color pastel. En las zonas
desérticas de su distribucion, la planta obtiene humedad del rocio de la madrugada, que
humedece la planta en forma frecuente. En su habitat natural, estas plantas soportan cada

afio hasta nueve meses sin agua (CONAP, 2006).

4.1.2.1 Caracteristicas

La especie T. xerographica Rohw crece en los bosques de tipo Monte Espinoso,
Premontano Seco y Monte Espinoso Seco, a una altitud 10 a 500 metros sobre el nivel de
mar (Garcia y Orddfez, 2008). Es una planta epifita (crece sobre los arboles) y raramente
crece sobre el suelo alcanza de 10 a 100 centimetros de altura, es una planta solitaria, con
raices fuertes. Sus hojas se arreglan formando un pseudo tallo rosetado (en forma de rosa),
compuesto por 35 a 100 hojas, las laminas de las hojas son planas o encorvadas, mas o
menos erectas (rectas) raramente retorcidas, son de color gris palido o blanco plateado,
rosado o verde plateado, miden entre 26 a 75 centimetros de largo y de 2 a 5 centimetros de
ancho (Garcia y Ordofiez ,2008). Las bracteas (forma de hoja) que recubren la flor, son de
color naranja palido, amarillo o amarillo verdoso (Garcia y Ordénez, 2008). T. xerographica
Rohw es una especie de crecimiento muy lento, necesita de 12-18 anos para desarrollarse
de la semilla a la flor (Zizka, 2003).

En Guatemala T. xerographica Rohw se distribuye es en los departamentos de Baja
Verapaz, El Progreso y Zacapa. Se encuentra en peligro de extincidon por su excesiva
extraccion selectiva (Garcia y Orddéfez, 2008). En la figura 2 se muestra las caracteristicas

de morfoldgicas de la especie Tillandsia xerographica Rohw.



A estado Vegetativo

B: Inflorescencia

C: lamina foliar

D: espiga inflorescencia

Figura 2 Tillandsia xerographica Rohw
FUENTE: CITES, 2003

4.1.2.2 Clasificacion taxonémica

Reino: Plantae

Phylum: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida

Orden: Poales

Familia: Bromeliaceae

Género: Tillandsia

Especie: T. xerographica Rohw
Nombre comun: gallito, clavel del aire
(Gerrit y Knapp, 1994)



4.1.2.3 Arboles huéspedes Tillandsia xerographica Rohw

Los arboles huésped con mayor cantidad de T. xerographica Rohw en orden de

importancia son:

e Carano (Juliana sp),

e Guayacan (Guaiacum sanctum)

e Manzanote (Pereskia autumnalis)
e Roble(Bucida machrostachya)

¢ Cruz de mayo (Apocinaceae)

En general, arboles de diametros grandes presentan mas oportunidad de sostener un
mayor numero de especies epifitas. Se puede decir empiricamente que Tillandsia
xerographica Rohw se encuentra especialmente en las partes medias de las ramas. La
tendencia de la especie es a crecer en unidades y no en aglomerados. Respecto a
competencia, es tolerante a sobrevivir e incluso a crecer pegada a otra (Garcia y Ordénez,
2008).

4.1.2.4 Poblacion de Tillandsia xerographica Rohw

El tamanio estimado de la poblacion normal de Tillandsia xerographica Rowh segun
diferentes expertos es la siguiente:

e En el "Informe de un breve estudio de Tillandsia xerographica Rowh en Guatemala

", realizado por Chris Schirmann, Gouda y Eric Lieselote Hromadnik, en enero de

2004, se estima una poblacion de 125 plantas/Km?, por lo que la especie puede ser
considerada biolégicamente extinguida (Garcia y Ordérez, 2008).

e En el documento de Caracterizacion Ecoldgica de Tillandsia xerographica en el

valle del Motagua semiarido, preparado por Selvin Pérez de la Fundacién

Defensores de la Naturaleza en 2004, reporta la cifra de 140 plantas/ha en areas

naturales poco alteradas. (Garcia y Ordofez, 2008).
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4.1.2.5 Reproduccion

A Reproduccioén sexual

Para el éxito de la fecundacion el 6vulo de Tillandsia xerographica Rohw requiere de la
polinizacién cruzada. Se inicia cuando la planta tiene alrededor de 12 afios y es realizado
principalmente por pajaros e insectos como mariposas, polillas y ciertas especies de abejas
y abejorros. Es importante que las plantas estén situadas a una distancia corta una de la otra
(Garcia y Ordénez, 2008).

En la especie de Tillandsia es capaz de producir desde algunas docenas hasta miles
de semillas en la temporada reproductiva. Cada flor polinizada produce una capsula con tres

camaras. (Garcia y Ordonez, 2008).

Todas las semillas de Tillandsia producen apéndices, que son parte de la testa
protectora de la semilla. Estos apéndices, estan comprimidos dentro de la capsula, ocupan la
mayor parte de cavidad interna de la capsula.

Las semillas estan agrupadas en la parte apical de la capsula. El tiempo que toma
para que las semillas sean liberadas varia desde tres meses hasta dos afios dependiendo de

la especie. (Garcia y Ordofiez, 2008).
B Reproduccion asexual natural

En la naturaleza la reproduccion asexual ocurre después de que cae la flor y las semillas
maduran, consiste en la produccion de brotes que se desarrollan en la parte axial de hojas.
El periodo del desarrollo de brotes en la naturaleza es por lo menos de un afio antes de que
la planta produzca otro brote. Una planta adulta puede producir naturalmente un maximo de
tres brotes antes de deteriorarse y morir. Esto significa que después de florecer una planta

madre se deteriora y muere en aproximadamente cuatro afios (Garcia y Orddéiez, 2008).

C Reproduccion asexual en viveros

La produccién de brotes axilares, puede inducirse por medio del uso de reguladores de
crecimiento. El desarrollo de un brote nuevo puede ser inducido cortando el primer brote
cuando alcanza cierto tamafo. En viveros, se han obtenido hasta 6-8 brotes a partir de una

planta madre antes de que muera. De esta manera la planta madre puede obtener un mayor
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numero de brotes durante los afnos de supervivencia. Es proceso puede incluso aumentar la
esperanza de vida de la planta madre hasta seis afos después de florecer (Garcia y
Ordoiez, 2008).

La germinacion de semillas en lo natural, se estima que es muy baja, esta es una de las
causas que influye en la reproduccion de la especie en su medio natural. Sin embargo, la
planta asegura su supervivencia con la produccion de brotes, aunque la variabilidad genética

no esté garantizada (Garcia y Ordénez, 2008).

4.1.2.6 Tillandsia xerographica Rohw en el ecosistema

En la naturaleza, Tillandsia xerographica Rohw se nutre de materia organica, depositada
en las axilas de sus hojas; tal proceso es importante para la obtencién de proteinas y
nitrogeno. La especie también acumula agua en las axilas de las hojas, que es utilizado por

varios animales como: aves y larvas de insectos.
Los insectos comunmente encontrados son:

e Formicidae - hormigas 92.2%

e Blattidae — cucarachas 3%,

e Blaberidae — cucarachas gigantes 2,2%

e Reduviidae — chinche 2.5%

e Gryllidae — grillos 0.1%

¢ Acrididae — saltamontes 0.1%.(Garcia y Ordoriez, 2008).

Las raices de las plantas estan cubiertas por un tejido especial que condensa la humedad
del medio ambiente. Las flores producen néctar para alimentar a varias especies nectariferas

que a su vez polinizan las plantas (Garcia y Ordofez, 2008).

Su alta capacidad fotosintética por medio del Ciclo C-4, le permite a la especie absorber
grandes cantidades de CO?, sobre todo considerando que el ciclo se produce bajo estrés
hidrico y las altas tasas de intensidad de la luz. Este ciclo se ha desarrollado principalmente
en las plantas tropicales que ocurren en habitat seco con ambiente de alta temperatura,

como T. xerographica Rohw (Garcia y Ordoinez, 2008).
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4.1.3 Propagacion de Tillandsia in vitro

Los documentos encontrados sobre el cultivo de tejidos vegetales del género Tillandsia
son: “Propagacion en vivo e in vitro de cinco especies del género Tillandsia en vias de
extincion y su potencial uso sustentable” (Orozco, 2011). En la investigacion las especies
estudiadas fueron: T. caput-medusae, T. pruinosa, T. magnusiana, T. streptophylla y T.
plagiotropica. EI medio utilizado para la germinacion de las semillas fue el medio basal
Murashige y Skoog (MS) a un cuarto de su concentracion original, en la germinacion semillas
de las especies de tillandsias no se reporta dormancia en las semillas, en la publicacion no

se reporta el tiempo en que germinaron las semillas.

La tesis “Propagacion in vivo e in vitro de especies del género Tillandsia (bromeliaceae)
en el Vivero Clavela Del Aire, S.A. Aldea Sajcavilla, San Juan Sacatepéquez, Guatemala”
(Mansilla, 2007) en la investigacion la especie estudiada fue Tillandsia caput-medusae, se
utilizé el medio basal Murashige y Skoog (MS) a la mitad de su concentracién para la
germinacion de las semillas. En la etapa de germinacion de las semillas no se reporta
dormancia para dicha especie y el tiempo de germinacion de las especie Tillandsia caput-

medusae, fue de 55 dias.

En lo que respecta a la germinacién de semillas de tillandsia, la fisiologia de estas
semillas no ha sido estudiada, lo cual representa un obstaculo para la investigacion, no
obstante esto es una oportunidad para empezar a contribuir al estudio de las semillas de

tillandsias.

4.1.4 Aspectos generales que influyen en el cultivo in vitro

4.1.4.1 Cultivo tejidos

El cultivo de tejidos in vitro, consiste en el aislamiento de un explante (parte separada de
un vegetal) que se cultiva asépticamente en un medio de composicion quimica definida y se
incuba en condiciones ambientales controladas. La interaccion de los distintos factores que
intervienen en el cultivo de tejidos determinara la respuesta que se obtenga in vitro (CIAT,
1993).
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4.1.4.2 Factores fisicos

Los factores fisicos juegan un papel determinante; la luz y la temperatura han sido los
factores fisicos mas estudiados. La temperatura de incubacion para la propagacion de la

mayoria de las familias fluctua entre 24 y 28 °C (Mansilla, 2007).

Para propositos generales se usa en el establecimiento de cultivos tejidos una fuente
luminosa compuesta de lamparas fluorescentes y lamparas incandescentes que brinden
entre 1000 y 4000 lux de iluminacion (CIAT, 1993).

4.1.4.3 Medio cultivo

La composicion del medio cultivo es un factor determinante para la organogénesis. Los
compuestos esenciales son clasificados en:

e Fuentes de carbono

e Nutrientes minerales

e Vitaminas

e Agentes gelificantes (en el caso de medios semisolidos)

e Sustancias reguladoras del crecimiento

A Fuentes carbono

Muy pocos cultivos in vitro son autétrofos. La sacarosa (2%-5%) es el azucar mas

utilizado como fuente de carbono (Mansilla, 2007).

Los niveles altos de sacarosa parecen tener un efecto comparable al producido por
acido abscisico. Las concentraciones altas de esta sustancia estimulan la formacion de los
callos embriogénicos (Lu et al., 1982) y reduce la frecuencia de anormalidades de desarrollo
tales como la formacién de embriones secundarios, la fascinacion y la formacion de

pilocotiledones; también inhiben la germinacion precoz (Molina, 1999).
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B Nutrientes minerales

Cualitativamente los medios de cultivo aportan los mismos elementos (macro y
micronutrientes) que se consideran esenciales para el crecimiento de las plantas. En los
medios de desarrollo (MS, B5, N6) se destacan las concentraciones relativamente altas de

nitrégeno y potasio.

Los medios de cultivo contienen fésforo, calcio, magnesio y azufre. La adicion de hierro
conjuntamente con un agente quelante (Na2EDTA) lo ha ce disponible en un amplio rango de
pH.

C Vitaminas

Son requeridas en pequenas cantidades actuando catabdlicamente en el metabolismo, la
que posee mayor importancia es la tiamina en concentraciones de 0.1 a 0.3 mg/L. Las
vitaminas tienen un papel importante dentro del sistema enzimatico actuando como
coenzimas en los diferentes procesos fisiolégicos de la planta. Solamente la tiamina es
considerada como esencial, mientras que otras como el acido nicotinico y la piridoxina son
agregadas para estimular procesos especificos; sin embargo se incluyen a manera de

prevencion (Villalobos, 1990).

D Agentes gelificantes

En los medios semisélidos comunmente se adicionan agar (0.6%-1.0%)- se debe
considerar la pureza del agar, ya que es frecuente la presencia de impurezas de naturaleza
variada; la marca comercial y las concentraciones del agar utilizado pueden alterar las

respuestas in vitro de los cultivos (Mansilla, 2007).

E Reguladores de crecimiento

En algunos casos se obtiene en los cultivos in vitro las respuestas deseadas mediante el
empleo de medios basales sin reguladores de crecimiento. Sin embargo. En la mayoria de
los casos se hace necesario agregar al medio sustancias reguladoras del crecimiento,
generalmente del tipo auxina o citocininas. Lo mas importante es la proporcién y cantidad de

las mismas (Mansilla, 2007).
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i Giberelinas

Las giberelinas se descubrieron en Japon en la década de 1930 a partir de estudios con
plantas de arroz enferma que alcanzaban grandes alturas. A menudo esas plantas eran
incapaces de de sostenerse por si mismas y terminaban por morir debido a los dafios
causados por su propia debilidad y por los parasitos. Desde 1980, los japoneses llamaban a
esa enfermedad bakanae (“plantula tonta”), que es causas por el hongo Gibberella fujikuroi
(el estado asexual o imperfecto de Fusarium moniliforme). En 1926, especialistas en
patologia vegetal descubrieron que extractos del hongo aplicados al arroz causaban los
mismos sintomas que el hongo en si, lo cual demostraba que una sustancia quimica definida

era la responsable de la enfermedad (Weaver, 1976).

En la década de 1930, T. Yabutra y T. Hayashi aislaron un compuesto activo del hongo, al
que denominaron giberelina. Por tanto, la primera giberelina se descubrid, al igual que el llA,
y las auxinas sintéticas, la falta de comunicacion con los japoneses y, poco mas tarde, la
Segunda Guerra Mundial los cientificos no se interesaron los efectos de las giberelinas. En
1990 se conocian ya 84 giberelinas en varios hongos y plantas. De estas, 74 se encuentran
en plantas superiores, 25 en el hongo Gibberella y 14 en ambas. Las semillas de la
cucurbitacea Sechium edule contiene al menos 20 giberelinas, mientras que las semillas de
la judia comun (Phaseolus vulgaris) contiene al menos 16, aunque la mayoria de las

especies contienen una cantidad menor (Weaver, 1976).

Todas las giberelinas se derivan del esqueleto entgiberelano. Todas las giberelinas son
acidas y se denominan GA (de gibberelic acid), con subindice para distinguirlas. Todas
tienen de 19-20 atomos de carbono, agrupados en cuatro o cinco anillos. La primera
giberelina muy activa y desde hace mucho disponible comercialmente. (Purificada del medio
de cultivo del hongo G. fujikuroi), histéricamente se conoce como acido giberélico (Weaver,
1976)

Las giberelinas existen en las angiospermas, las gimnospermas, los helechos y quiza
también en musgos, algas y al menos en dos hongos. Recientemente se han hallado
giberelinas en dos especies de bacterias. Sin embargo, hay que tener en cuenta que es
probable que algunas de las 84 giberelinas conocidas sean tan solo precursores

fisiolégicamente inactivas de otras activas, y otras pueden ser productos inactivados
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hidroxilados. No parece probable que cualquier planta depende las giberelinas que contiene
(Weaver, 1976).

ii Efectos de la giberelinas sobre la germinacién de semillas latentes y el

crecimiento de yemas latentes

Las semillas de algunas especies silvestres también permanecen latentes cuando se
desprenden, y no germinan aunque existan niveles adecuados de humedad, temperatura y
oxigeno, la latencia de yemas y semillas con frecuencia es superada (rota) por periodos
largos de frio en invierno, permitiendo el crecimiento en primavera, cuando las condiciones
son favorables. En el caso de muchas semillas, la latencia se interrumpe exponiéndolas a luz

roja breves periodos cuando estan humedas (Weaver, 1976).

Las giberelinas rompen la latencia de semillas de muchas especies, actuando como
sustitutos de las bajas temperaturas, los dias largos o la luz roja. En las semillas uno de los
efectos de las giberelinas es estimular la elongacién celular de manera que la radicula pueda
empujar a través del endospermo, la cubierta de las semillas o la cubierta del fruto que

restringe su crecimiento (Weaver, 1976).

Las giberelinas tiene un efecto en la movilizacién de alimento y elementos minerales en
las células de almacenamiento de las semillas (Weaver, 1976).El acido giberélico puede
provocar cambios a nivel genético que estimula a su vez la sintesis enzimatica en las células,
asi también provoca la estimulacion de la sintesis de ARN en las capas de aleurona
(Weaver, 1976).

Una de las teorias sostiene que el acido giberélico tiene relacion con la sintesis del ARN
mensajero dirigido por ADN en el nucleo. En la actualidad se cree que el acido giberélico
modifica el ARN producido en los nucleos y asi puede este ejercer su control sobre la
expansion celular, asi como sobre otras actividades de crecimiento y desarrollo vegetal. El
acido giberélico puede provocar la expansion celular, mediante la induccién de enzimas que
debilitan las paredes celulares. Con frecuencia el acido giberélico incrementa el contenido de
Auxinas, transportandolas a su lugar de accion (CIAT, 1993). El acido giberélico (AG3)
estimula la germinacion en ciertas especies de semillas latentes, aumenta la velocidad de

germinacioén, estimula el crecimiento de las plantulas (Weaver, 1976).
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Tan pronto como la semilla germina, los sistemas radical y aéreos jovenes comienzan a
usar los nutrientes minerales, las grasas, el almidon y las proteinas presentes en las células
de almacenamiento de la semilla la plantula joven depende de estas reservas alimenticias
hasta que esta en condiciones de absorber sales minerales del suelo y desplegar su sistema
aéreo exponiéndolo a la luz. Las sales minerales se translocan con facilidad a través del
floema, por todo el sistema aéreo y las raices jovenes, siempre que esas sales sean moviles.
La plantula tiene un problema con las grasa, los polisacaridos y las proteinas, ya que estas

moléculas no se translocan (Weaver, 1976).

El proceso de germinacion se inicia en presencia de giberalinas ya que se conoce que esta
hormona se desplaza desde las células embrionarias, donde se sintetizan, a la capa de
aleurona (capa que rodea el endospermo) en las células de aleurona las giberalinas inducen
la produccién de alfa amilasa que es segregada al endospermo donde convierte el almidén

en azucar que se transloca a los puntos de crecimiento del embrion. (Santamirano, 2004)

Las giberalinas estimulan la germinacion mediante la induccion de enzimas hidroliticas que
debilitan los tejidos que se oponen a la emergencia radicular (ej. Endospermo y la cubierta
seminal) movilizan las sustancias de reserva de la semilla, y estimulan la expansién del
cotiledén ( Bewley y Black, 1994) Las giberalinas también parecen estimular las germinacion
favoreciendo la via de transicién del desarrollo embriogénico al vegetativo. Las giberalinas
intervienen en la desaparicion de la proteina de identidad embrionaria FUSCA 3, la cual
estimula positivamente la sintesis de ABA acido abscisico dependiente del embridén o del

endospermo en el establecimiento de la dormancia (Iglesias, 2012)
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4.2 Marco referencial

4.2.1 Localizacién del experimento

La investigacion se realizé en los Laboratorios de Biotecnologia y de Cultivo de Tejidos
Vegetales en la Facultad de Agronomia, Edificio T9, Universidad de San Carlos de

Guatemala, Campus Central de la Ciudad universitaria Zona 12.

Los laboratorios de cultivo de tejidos, cuentan con un cuarto de incubacion con una
fuente de luz proporcionada por lamparas fluorescentes de luz blanca de 1000 a 3000 lux de
intensidad y una temperatura de 25 °C. en este laboratorio se realizo el experimento uno y
dos. En el Laboratorio de Biotecnologia se realizo el experimento tres, este laboratorio no
cuenta con un cuarto de incubacion, por lo que se utilizé una camara de incubacién ubicada

en el Laboratorio de Fisiologia Vegetal, con lamparas fluorescentes de luz blanca.
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5. OBJETIVOS

5.1 General

e Contribuir al desarrollo de una metodologia que permita la propagaciéon de la

especie de Tillandsia xerographica Rohw.

5.2 Especificos

e Determinar si la temperatura tiene un efecto en la germinacién de semillas de la

especie Tillandsia xerographica Rohw en cultivo in vitro.

o Determinar el efecto de cinco tratamientos de escarificacién en la germinacion

de semilla de la especie Tillandsia xerographica Rohw en cultivo in vitro

e Determinar el efecto del acido giberélico en medio de cultivo sdlido, en la
germinacién de la semilla de la especie Tillandsia xerographica Rohw en cultivo

in vitro.
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6. HIPOTESIS

e La temperatura de incubacion de 30°C no tiene efecto en la germinacién de la semilla

de la especie Tillandsia xerographica Rohw.

¢ Al menos uno de los tratamientos de escarificacion aplicados a la semilla de la especie

Tillandsia xerographica Rohw incrementara significativamente la germinacion.

e El acido giberélico (AGsz) aplicado al medio de germinacion incrementara la

germinacion de las semilla de |la especie Tillandsia xerographica Rohw.



7. MATERIALES Y EQUIPO

7.1

7.2

Equipo

Agitador magnético
Autoclave

Balanza analitica
Camara flujo laminar

Camara fotografica

Materiales

Agua destilada
Alcohol
Algodoén
Beakers
Bisturi
Erlenmeyer
Espatulas
Guantes

Hipoclorito de sodio
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Destilador

Estereoscopio

Microondas

PH-metro

Termometro de maxima y minima

Timer (Regulador de fotoperiodo)

Mecheros

Micropipeta 100 — 1000 ul
Papel aluminio

Papel mayordomo

Pinzas

Pipetas de 1,5, 10 y 25 ml
Placas petri

Probetas

Tubos de ensayo
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8. METODOLOGIA

8.1 Obtencion de semillas

La semilla se obtuvo por medio de permiso obtenido en el Departamento de Vida
Silvestre del Consejo Nacional de Areas Protegidas (CONAP). Se realizé la solicitud de
semillas a los viveros autorizados. Las semillas de Tillandsia xerographica Rohw es dificil
obtenerlas en forma natural en las capsulas que las plantas producen por su largo ciclo de

reproduccion.

La semillas de Tillandsia xerographica Rohw se obtuvieron de la empresa
Ornamentales B&G ubicada en Teculutan Zacapa. En la figura 3 se muestran capsulas
abiertas en proceso de dispersion de semilla y en la figura 4 se muestran capsulas cerradas

de la especie de la tillandsia estudiada.

Figura 3 Capsulas abiertas de _ Figura 4 Capsulas cerradas de
semilla T. xerographica Rohw. semilla T. xerographica Rohw.
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8.2 Experimentos para incrementar la germinacién de T. xerographica Rohw

En la investigacidon se realizaron tres experimentos en la germinacién de las semillas
de Tillandsia xerographica Rohw. En el primer experimento se evaluaron dos tratamientos en
los cuales el factor que variaba era la temperatura, en el experimento dos se evaluaron
tratamientos de escarificacion de semilla y el experimento tres se evaluaron cuatro
concentraciones de acido giberélico (AG3) aplicado al medio de germinacién. A continuacion

se describe en forma general los experimentos realizados:

e Experimento 1: Evaluacion del efecto de la temperatura de incubacion (25°C y 30°C)
en la germinacién de semillas de Tillandsia xerographica Rohw en medio basal MS
solido al 50% de componentes inorganicos.

e Experimento 2: Evaluacion del efecto de cinco tratamientos de escarificacion en la
germinaciéon de semillas de Tillandsia xerographica Rohw en medio basal MS
semisolido al 100% de componentes inorganicos.

e Experimento 3: Evaluacién de cuatro concentraciones de acido giberélico (AG3) en la
germinacion de semillas de Tillandsia xerographica Rohw aplicado al medio basal MS

sélido con 120% de componentes inorganicos.

En los experimentos uno y tres se utilizaron capsulas cerradas de Tillandsia xerographica
Rohw para estos experimentos unicamente se desinfectd la capsula. En el experimento dos

se utilizaron capsulas abiertas por lo que las semillas fueron desinfectadas.

8.3 Procedimientos Generales
8.3.1 Medio de cultivo

El medio basal utilizado fue Murashige y Skoog (MS) a diferentes concentraciones de
sus componentes inorganicos (50%, 100% y 120%), suplementado con &cido nicotinico,
piridoxina y tiamina. Como fuente de carbono se utilizé sucrosa (3%) y Mioinositol. En los
medios solidos y semisdlidos se utilizé agar al 0.7% y 0.35% respectivamente. En el
experimento 2 a la mitad de las cajas petri de medio de cultivo, por cada tratamiento, se

agrego carbén activado para evitar la oxidacion de las semillas.
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8.3.2 Preparacion de los medios de cultivo para la induccion de germinacion

Para la preparacion de los medios en los cuales se colocaron las semillas para su
germinacién se procedio de la forma siguiente:

En un beacker de 1000 ml se agregd agua desmineralizada estéril, se introdujo al
recipiente una barra magnética y el beacker fue colocado sobre el agitador magnético, el cual
se mantuvo con movimiento constante de agitacion, posteriormente fueron agregados los
componentes del medio Murashige y Skoog, los cuales se muestran en el anexo 1. Los
componentes del medio MS se agregaron en el orden siguiente:

o Macronutrientes A: NH4ANO3, KNO3, MgS04 -7H20, KH2PO4.

o Macronutrientes B: CaCl2 . 2H20.

o Micronutrientes A: KI.

o Micronutrientes B: MnS0O4 - 4H20, ZnS0O4 - 7H20, H3BO3.

o Micronutrientes C: Hierro, Na2EDTA, FeS04-7H20.

o Vitaminas: 4cido nicotinico, piridoxina y tiamina.

o Mioinositol.

o Reguladores de crecimiento segun el experimento y tratamiento en la dosis a
evaluar de acido giberélico (AG3) a excepcion de los tratamientos testigos que no
se adiciono acido giberélico.

o Sucrosa 3%.

Se aford la solucion para completar al volumen deseado y se determiné el pH el cual
se ajusto a 5.7, para esto se utilizé6 segun los valores de pH presentados una solucion de
acido clorhidrico o hidroxido de sodio a una concentracion de 0.1 N segun el caso. Se agregd
el agente gelificante (agar) y se calenté en el horno microondas por periodos de 30 segundos

hasta disolver el agar.

El medio basal preparado se agrego en las cajas petri de vidrio agregando 15 ml de
medio/caja y frascos de vidrio agregando 10 ml medio/frasco. Cada caja petri o frasco de
vidrio fue identificada segun el tratamiento. Todas las cajas de petri y frascos de vidrio se
esterilizaron con vapor humedo en la autoclave durante 20 minutos a una presion de 15 psiy
una temperatura de 121 °C. Las cajas de petri y frascos de vidrio fueron almacenados en el

cuarto de incubacion hasta su utilizacion.



25

8.3.3 Procedimientos asépticos

Los procedimientos asépticos utilizados fueron los siguientes:

e Desinfeccién de cadmara de flujo laminar con etanol al 70%. Desinfecciéon de la parte
externa de la cristaleria a ingresar a la camara de flujo laminar.

e Los instrumentos metalicos fueron flameados con etanol al 70%.

e El material de vidrio para la diseccion de semillas (cajas petri) fue esterilizado.

e Los procedimientos de transferencia y diseccion se realizaron en la camara de flujo
laminar. Al efectuar el trabajo en la camara de flujo laminar se utilizaron guantes,

mascarilla y bata.

8.3.4 Desinfeccion de capsulas o semillas

Previo a la siembra en el medio para la germinacién, se desinfectaron las capsulas o
semillas, ya en que se utilizaron semillas que se encontraban encapsuladas y semillas fuera
de capsula. Todo el proceso de desinfeccién se realiz6 en condiciones asépticas en la
camara de flujo laminar, para ello se siguio el procedimiento siguiente: se humedecieron las
capsulas o semillas en agua destilada estéril posteriormente fueron colocadas en una
solucion de alcohol etilico al 70%, luego se colocaron en una solucion de hipoclorito de sodio
la cual varié en su concentracién de acuerdo al experimento en un rango del 1% al 10%.
Finalmente las capsulas o semillas fueron lavados dos veces con agua destilada estéril,

secadas con papel absorbente estéril y colocadas en una caja de petri estéril.
8.3.5 Siembra de semillas

8.3.5.1 Extraccion de semillas encapsuladas

En la camara de flujo laminar se procedioé abrir las capsulas para ello se utilizaron pinzas
y bisturi estériles. Se realizé un corte longitudinal en cada capsula seguido de un corte
trasversal, se retiraron los apéndices de las semillas, las que fueron extraidas y colocadas en

el medio para su germinacion.

8.3.5.2 Semillas fuera de la capsula

A diferencia de las semillas que se encontraban en la capsula cerrada. Las capsulas

abiertas en la etapa para la dispersion de las semillas, se realizé la desinfeccion de éstas y
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posteriormente en la camara de flujo laminar fueron colocadas en los medios para su

germinacion.
8.4 Procedimientos implementados en cada experimento

8.4.1 Experimento 1: Evaluacion del efecto de la temperatura de incubacién (25°C y
30°C) en la germinacion de semillas de Tillandsia xerographica Rohw en medio
basal MS solido al 50% de componentes inorganicos.

8.4.1.1 Metodologia

A Desinfeccion de capsulas y siembra de semillas

La desinfeccion de capsulas se realizé de acuerdo al procedimiento que se describe
en el numeral 8.3.4., el tiempo de inmersién en hipoclorito de sodio al 1% para el tratamiento
de 25 °C fue de cinco minutos, el tiempo de inmersion para el tratamiento de 30 °C fue de
cinco minutos en una concentracion de 5% de hipoclorito de sodio. Una vez desinfectadas,
lavadas con agua destilada estéril y secadas las capsulas, se procedié a extraer las semillas
las que fueron colocadas en los frascos con medio para la germinacion, en cada uno de los

frascos fueron colocadas cuatro semillas.

B Condiciones de incubacion

Los frascos conteniendo las semillas para cada uno de los tratamientos fueron
incubados de la forma siguiente: para el tratamiento de 25 °C en el cuarto de cultivo y para el
tratamiento de 30 °C en una camara de crecimiento. La radiacion fue proveida por lamparas
fluorescentes de luz blanca, con un fotoperiodo programado de 12 horas luz y 12 horas de

obscuridad.

C Tratamientos

Los tratamientos evaluados fueron temperaturas de incubacion de 25°C y 30 °C

D Diseno experimental, unidad experimental y variable respuesta

El disefio experimental utilizado para analisis fue el completamente al azar con 50
repeticiones por tratamiento. La unidad experimental estuvo constituida por un frasco de

vidrio de 120 ml de capacidad al cual se le agregaron 10 ml del medio para la germinacion y
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en el cual se sembraron 4 semillas. Las variables de respuesta fueron el numero de dias a

germinacion y numero de semillas germinadas.

E Toma de datos

A partir de la siembra, se realizo 3 lecturas a los 10,15 y 20 dias después de la

siembra para determinar el numero de semillas germinadas

8.4.2 Experimento 2: Evaluacion del efecto de cinco tratamientos de escarificacion en
la germinacién de semillas de Tillandsia xerographica Rohw en medio basal MS
semisolido al 100% de componentes inorganicos.

8.4.2.1 Metodologia

A Tratamientos de escarificacion

En este experimento se evaluaron cinco tratamientos de escarificacion, siendo estos:
corte distal de la semilla, inmersion de semillas en acido sulfurico al 40% por 4 horas, lavado
en agua continua por 24 horas, inmersién de semillas por 24 horas en una solucion con 10
mg/l de acido giberélico e inmersion de semillas por 24 horas en una solucion con 10 mg/l de
acido giberélico mas corte distal. La mitad de las cajas petri de medio de cultivo, por cada
tratamiento, se agrego carbon activado para evitar la oxidacion de las semillas.

Los tratamientos y la clave que correspondié a cada uno de ellos se muestran en el

cuadro 1.

Cuadro 1 Tratamiento de escarificacion aplicadoa a las semillas de Tillandsia xerogrophica Rohw

Tratamiento Descripcion

™ Corte distal

T2 Inmersion se semillas en acido sulfurico al 40% por 4
horas

T3 Lavado en agua continua por 24 horas

T4 Inmersion de semillas por 24 horas en una solucion
con 10 mg/l de acido giberélico

T5 Corte distal mas inmersién de semillas en solucién de
acido giberélico 10 mg/l por 24 horas
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B Descripcion de los tratamientos de escarificacion aplicados a semillas de T.
xerographica Rohw

i Corte distal

Antes de aplicar el corte distal a las semillas, las mismas fueron desinfectadas de
acuerdo al procedimiento que se describe en el numeral 8.4.2, el tiempo de inmersion en
hipoclorito de sodio al 5% fue de un minuto. Después de desinfectadas las semilla se les
realizo un corte de dos milimetros en el lado opuesto a la ubicacidon del embrion. Este corte
fue realizado con bisturi. En la figura 4 se muestra una semilla a la cual se aplico el

tratamiento de corte distal.

Figura 5 Semilla Tillandsia xerographica Rohw corte distal

ii  Inmersion de semillas en acido sulfarico al 40% por 4 horas

Las semillas de Tillandsia xerographica Rohw fueron colocadas en inmersion por un
periodo de cuatro horas en una solucién de acido sulfurico al 40% para ello fue utilizado un
beacker con capacidad de 150 ml. Antes de colocar las semillas en inmersion les fueron
cortados los apéndices. Después de haber colocado las semillas en acido sulfurico las
mismas fueron desinfectas siguiendo el procedimiento que se describe en el numeral 8.3.4.
Con un tiempo de inmersién en hipoclorito de sodio al 5% por un minuto. En la Figura 6 se

muestra las semillas inmersas en la solucién de acido sulftirico al 40%.
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Figura 6 Semilla Tillandsia xerographica Rohw
sumergidas en acido sulfurico 40%

iii Lavado en agua continua por 24 horas

Las semillas de Tillandsia xerographica Rohw fueron introducidas en una bolsa de
tela, esta fue colocada en una malla de plastico, posteriormente fue colocada por 24 horas
en una corriente de agua no estéril proveniente de un grifo. Pasadas las 24 horas fueron
retiradas las semillas para posteriormente realizar la desinfeccion de acuerdo al
procedimiento que se describe en el numeral 8.3.4. con un tiempo de inmersion en hipoclorito
de sodio al 5% por un minuto. En la Figura 7 se muestra el lavado continuo realizado a las

semillas.

Figura 7 Lavado de semilla Tillandsia xerographica Rohw con agua en forma continua por 24 horas
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iv Inmersion de semillas por 24 horas en una soluciéon con 10 mg/l de acido
giberélico
Antes de colocar las semillas en la solucion con 10 mg/l de acido giberélico estas
fueron desinfectadas de acuerdo al procedimiento que se describe en el numeral 8.3.4 con
un tiempo de inmersién en la solucién hipoclorito de sodio al 5% de un minuto. Una vez
desinfectadas las semillas de colocaron en un frasco con 375 ml de capacidad conteniendo
100 ml de una soluciéon con 10 mg/l de acido giberélico, en esta solucion permanecieron las
semillas por un periodo de 24 horas. En la Figura 8 se muestra las semillas sumergidas en la

solucién de acido giberélico.

Figura 8 Semilla Tillandsia xerographica Rohw sumergidas en AG3

v Corte distal mas inmersién de semillas en solucion de acido geberélico 10
mg/l por 24 horas

Semillas de Tillandsia xerographica Rohw fueron desinfectadas de acuerdo al
procedimiento que se describe en el numeral 8.3.4., con un tiempo de inmersion en la
solucién hipoclorito de sodio al 5% por un minuto. Posteriormente se les aplicé un corte distal
de dos milimetros en el lado opuesto a la ubicacién del embrién. Este corte fue realizado con
bisturi. Después de haber realizado el corte distal las semillas fueron colocadas en una
solucion estéril que contenia 10 mg/l de acido giberélico por un periodo de 24 horas. En la
Figura 9 se muestra las semillas de Tillandsia xerographica Rohw a la cuales se les aplico el

tratamiento de corte distal e inmersion en solucién de acido giberélico
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Figura 9 Semilla Tillandsia xerographica Rohw
con corte distal sumergidas en AG3

C Siembra de semillas en medio para germinacion

Las semillas provenientes de los tratamientos de escarificacion fueron colocadas en el
medio de germinacion el cual fue preparado siguiendo el procedimiento que se muestra en el
numeral 8.3.2. Fueron utilizados dos medios de germinacion uno con carbon activado y otro
sin carbdn activado. En cada uno de las cajas de petri conteniendo medio para la
germinacién fueron colocadas 10 semillas, este procedimiento fue realizado en la camara de

flujo laminar.

D Condiciones de incubacién

Las cajas de petri conteniendo las semillas para cada uno de los tratamientos fueron
incubados a 25 °C en el cuarto de cultivo. La radiacién fue proveida por lamparas
fluorescentes de luz blanca, con un fotoperiodo programado de 12 horas luz y 12 horas de

obscuridad.

E Diseno experimental, unidad experimental y variable respuesta

El disefio experimental utilizado para el analisis fue el completamente al azar con 6
repeticiones por tratamiento. 3 repeticiones con medio de cultivo MS con carbodn activado y 3
sin carbdn activado.
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La unidad experimental estuvo constituida por una caja de petri de 25 ml de capacidad
a la cual se le agregaron 15 ml del medio para la germinacién y se sembraron 10 semillas.
Las variables de respuesta fueron el numero de dias a germinacién y numero de semillas

germinadas.

F Toma de datos

A partir de la siembra, se realizo 3 lecturas a los 10,15 y 20 dias después de la

siembra para determinar el numero de semillas germinadas

8.4.3 Experimento 3: Evaluacion de cuatro concentraciones de acido giberélico (AG3)
en la germinacion de semillas de Tillandsia xerographica Rohw aplicado al
medio basal MS solido con 120% de componentes inorganicos.

A Tratamientos

Como medio basal del medio de germinacién se utilizé el MS con una concentracion
del 120% de sus componentes inorganicos, este medio fue preparado siguiendo el
procedimiento que se describe en el numeral 8.3.2. Al medio basal le fue agregado el acido

giberélico en concentraciones de acuerdo a cada uno de los tratamientos.

Los tratamientos fueron los siguientes: 0.1, 0.5, 1.0 y 1.5 mg/l de acido giberélico y el testigo.
En el cuadro dos se muestran los tratamientos y la clave utilizada para cada uno de ellos.

Cuadro 2 Tratamientos concentraciones AG3

Tratamiento Descripcion
T MS 120% + 0 mg/l &cido giberélico
T2 MS 120% + 0.1 mg/l &cido giberélico
T3 MS 120% + 0.5 mg/I acido giberélico
T4 MS 120% + 1.0 mg/I acido giberélico
T5 MS 120% + 1.5 mg/l acido giberélico
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B Desinfeccion de capsulas y siembra de semillas

La desinfeccion de capsulas se realizé de acuerdo al procedimiento que se describe
en el numeral 8.3.4. el tiempo de inmersidon en hipoclorito de sodio al 10% para los
tratamientos fue de dos minutos. Una vez desinfectadas, lavadas con agua destilada estéril y
secadas las capsulas, se procedidé a extraer las semillas las que fueron colocadas en los
frascos con medio para la germinacion, en cada uno de los frascos fueron colocadas cuatro

semillas.

C Condiciones de incubacion

Los frascos de vidrio conteniendo las semillas para cada uno de los tratamientos
fueron incubados a 25 °C en una camara de incubacion. La radiacién fue proveida por
lamparas fluorescentes de luz blanca, con un fotoperiodo programado de 16 horas luz y 8

horas de obscuridad.

D Diseio experimental, unidad experimental y variable respuesta

El disefio experimental utilizado para analisis fue el completamente al azar con 10
repeticiones por tratamiento. La unidad experimental estuvo constituida por un frasco de
vidrio de 120 ml de capacidad al cual se le agregaron 10 ml del medio para la germinacién y
en el cual se sembraron 4 semillas. Las variables de respuesta fueron el numero de dias a
germinacién y numero de semillas germinadas. En la Figura 10 se muestras las unidades

experimentales utilizadas en el experimento.

Figura 10 Experimento 3. Unidades
experimentales.
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E Toma de datos

A partir de la siembra, se realizo 4 lecturas a los 10,15, 20 y 60 dias después de la

siembra para determinar el numero de semillas germinadas.

8.5 Diseio experimental

En los diferentes experimentos de cultivo in vitro, el disefio experimental que se empleo

fue una distribucion completamente al azar.

Yij = u + Ti +Bj+ Eij
Donde:

Yij = variable de respuesta asociada a la ij-ésima unidad experimental
M = media general de las variables de respuesta
Ti = efecto de la i-ésima tratamiento aplicado

Eij = error experimental asociado a la ij-ésima unidad experimental

8.6 Unidad experimental
La descripcion de las unidades experimentales en los diferentes experimentos se
presenta en la seccidn en la cual se detalla la metodologia de cada uno de los experimentos

(numeral 8.5.1.5, literal D; numeral 8.5.1.2, literal E; numeral 8.5.1.3, literal D).

8.7 Variable de respuesta
Las variable de respuesta fue el numero de semillas germinadas, para cada experimento
son descritas en la seccion en donde se detalla la metodologia de cada uno de ellos

(numeral 8.5.1.5, literal D; numeral 8.5.1.2, literal E; numeral 8.5.1.3, literal D).
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9. RESULTADOS

9.1 Experimento 1: Evaluacion del efecto de la temperatura de incubacién (25°C y
30°C) en la germinaciéon de semillas de Tillandsia xerographica Rohw en medio

basal MS solido al 50% de componentes inorganicos

9.1.1 Tratamiento 1: incubacion de 25°C

Posterior a los cinco dias de la siembra de las semillas de Tillandsia xerographica
Rohw no mostraron germinacion alguna. A los 20 dias posteriores a la siembra se observo
oxidacion en las semillas de Tillandsia xerographica Rohw en el medio de germinacion,
presentando éstas una coloraciéon café. En la figura 11 se muestra las unidades

experimentales del tratamiento uno que corresponde a la incubacién a 25°C.

F igura 11 Unidades experimentales incubadas a 25 °C

9.1.2 Tratamiento 2: incubacién de 30°C

Después de cinco dias de la siembra las semillas de Tillandsia xerographica Rohw no
mostraron germinacion. A los 15 dias posteriores a la siembra se observé oxidacion en el
medio de germinacion y la semilla presentd una coloracion café-rojiza, ademas las semillas
mostraron pérdida de turgencia, esto ultimo pudo deberse a la alta temperatura de

incubacion.
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9.2 Experimento 2: Evaluacion del efecto de cinco tratamientos de escarificacion en
la germinacién de semillas de Tillandsia xerographica Rohw en medio basal MS

semisolido al 100% de componentes inorganicos

De los tratamientos de escarificacion aplicados a las semillas de Tillandsia xerographica
Rohw se obtuvo germinacion unicamente cuando a las semillas se les aplico corte distal y
posteriormente estuvieron inmersas por 24 horas en una solucién con 10 mg/l de acido
giberélico. Las semillas germinaron a los 15 dias posterior a la siembra en un medio al cual
no se le aplicd carbon activado obteniéndose un porcentaje de germinacién del 21.66%; con
este mismo tratamiento no se obtuvo germinacién cuando las semillas fueron colocadas en el
mismo medio de germinacion con carbén activado. En la Figura 12 se muestra el numero de
semillas germinadas en el Unico tratamiento de escarificacion en el cual se obtuvo respuesta
a la germinacion, mencionado arriba y en la Figura 13 se presenta el porcentaje de semillas
germinadas en el tratamiento de inmersion de semillas por 24 horas en una solucion de

acido giberélico a 10mg/l mas corte distal.

Tratamientos de escarificacion nimero de semillas
T. xerographica Rohw germinadas

14
12
10

H No. semillas germinadas

o N B O

No. semillas germinadas

T1 T2 T3 T4 T5

Tratamiento

Figura 12 Experimento 2. Numero semillas germinadas, en tratamientos de escarificacion
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Porcentaje de semillas germinadas

M semillas germinadas

i semillas no germinadas

Figura 13 Porcentajes de semillas germinadas en el tratamiento de corte distal mas inmersion de
semillas por 24 horas en una solucion de acido giberélico a 10mg/l.

En las Figura 14 y 15 se muestra una unidad experimental con semillas germinadas
de Tillandsia xerographica Rohw correspondiente al tratamiento de escarificaciéon consistente
en corte distal e inmersion de semillas por 24 horas en una solucién con 10 mg/l de acido

giberélico

Figura 14 Semillas germinadas Tillandsia xerographica Rohw en el tratamiento de corte distal mas
inmersion de semillas por 24 horas en una solucion de acido giberélico a 10mg/I.
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Figura 15 Semillas germinadas Tillandsia xerographica Rohw en el tratamiento de corte distal mas
inmersion de semillas por 24 horas en una solucion de acido giberélico a 10mg/I.

En la Figura 16 se muestra las unidades experimentales de la evaluacién del efecto de
los cinco tratamientos de escarificacion en la germinacion de semillas de Tillandsia
xerographica Rohw. Las cajas de petri con medio que muestra color negro son aquellas a las
cuales se adiciond carbon activado y las cajas de petri con medio trasparente son aquellas a

las que no se adiciono6 carbon activado.

Figura 16 Experimento 2: tratamientos de escarificacion. Unidades experimentales
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9.3 Experimento 3: Evaluacion de cuatro concentraciones de acido giberélico (AG3)
en la germinacion de semillas de Tillandsia xerographica Rohw aplicado al medio
basal MS solido con 120% de componentes inorganicos.

Posterior de 60 dias en medios de germinacion el tratamiento con la mayor
concentracion de acido giberélico (1.5 mg/l) mostré el mayor porcentaje de germinacion,
siendo este del 18% el cual corresponde al tratamiento cinco. Los tratamiento cuatro y tres
de acido giberélico con una concentracién de 1.0 mg/l y 0.5 mg/l mostraron ambos el 8% de
germinacioén. Por otra parte el tratamiento dos de 0.1 mg/l acido giberélico y el testigo ambos
tuvieron el 3% de germinacion. En estos tratamientos no se observé oxidacion en el medio
de germinacion ni en la semilla, es por ello que la toma de datos se realizé a los 60 dias

después de la siembra.

En la Figura 17 se muestra el porcentaje de semillas germinadas de la especie
Tillandsia xerographica Rohw por cada uno de los tratamientos evaluados de las

concentraciones de acido giberélico.

Porcentaje de germinacion

HT1 (0 mg/l AG3)

MT2 (0.1 mg/l AG3)
ET3 (0.5 mg/l AG3)
HT4 (1.0 mg/l AG3)
MT5 (1.5 mg/l AG3)

Figura 17 Experimento 3. Porcentaje de germinacion de semillas Tillandsia xerpographica Rohw

En la Figura 18 se muestra una unidad experimental con cuatro semillas sembradas y
unicamente una semilla de la especie Tillandsia xerographica Rohw germinada. Y en la

Figura 19 se presenta una ampliacion de una semilla germinada



Figura 18 Semillas de Tillandsia xerographica Rohw en medio cultivo MS120% de componentes
inorganicos

Figura 19 Semilla germinada de Tillandsia xerographica Rohw
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10. DISCUSION DE RESULTADOS

Segun Roca y Mroginski (1993) una temperatura entre 25 °C y 28 °C son adecuadas
para el establecimiento de cultivo de tejidos, la temperatura de 25 °C no causo
deshidratacion en la semillas en comparacién a la temperatura de incubaciéon de 30 °C la
cual provocé deshidratacion de las semillas de T. xerographica Rohw. Se utilizé una
temperatura de 30 °C ya que la especie en T. xerographica Rohw en su habitat natural

soporta temperaturas arriba de los 25 °C.

La presencia de acido de giberélico, en el medio o en la solucién en la cual fueron
inmersas las semillas fue un factor que influyé en el incremento de la germinacién. En el
tratamiento en el cual se realiz6 el corte distal y las semillas fueron inmersas en una solucién
conteniendo 10 mg/l acido giberélico se obtuvo el 21.66% de germinacion, mientras que
cuando se utilizd el acido giberélico en diferentes concentraciones en el medio de
germinacion se obtuvo germinacion en todos los tratamientos, a mayor concentracién de

acido giberélico en el medio se obtuvo un mayor porcentaje de germinacion en las semillas.

La aplicacion de corte distal a las semillas de T. xerographica Rohw y la inmersion de
estas en una solucion conteniendo 10mg/l de acido giberélico promovio la germinacion. El
inductor de la germinacién fue el acido giberélico, lo anterior se afirma debido a que a las
semillas a las que se aplicod corte distal y no fueron inmersas en una solucién conteniendo

acido giberélico no germinaron.

Benzing, (1980) reporta dormancia en tillandsias que crecen en zonas aridas, en este
trabajo al utilizar acido giberélico ya sea en la solucién de la inmersion de las semillas a las
que les aplicd corte distal o en el medio de germinacion, se obtuvo germinacion, lo cual es
congruente con lo reportado por Benzing, ya que el acido giberélico es un regulador del
crecimiento que se emplea en semillas para interrumpir la dormancia. Weaver, (1985)
reporta que el acido giberélico puede provocar la expansion celular, mediante la induccién de
enzimas que debilitan las paredes celulares. Con frecuencia el acido giberélico incrementa el
contenido de Auxinas, transportandolas a su lugar de accion. El acido giberélico (AGs3)
estimula la germinacion en ciertas especies de semillas latentes, aumenta la velocidad de
germinacion, estimula el crecimiento de las plantulas y supera el enanismo de los epicatilos

latentes.
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De los tratamientos de escarificacion el mas adecuado es el corte distal con inmersion
de las semillas en una solucion conteniendo acido giberélico. El corte que se realiza en la
semilla permite el ingreso de agua, oxigeno y acido giberélico al interior de la semilla
factores que son importantes para la germinacion. La presencia de agua hidrata la semilla, se
facilita el metabolismo con la presencia del oxigeno y la presencia de acido giberélico induce
el metabolismo de las sustancias de reserva. En el tratamiento de escarificacion en el cual
no se realizé corte distal, sino solo se tuvo inmersa la semilla en una solucion conteniendo
acido giberélico a una concentracién de 10mg/l no se produjo germinacion, caso contrario

ocurrio al realizar corte distal.
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11. CONCLUSIONES

Las semillas de Tillandsia xerographica Rohw incubadas a 30 °C se deshidratan,

mientras que incubadas a 25 °C no se deshidratan.

Los tratamientos de escarificacion siguientes: corte distal, inmersion en acido sulfurico
al 40% por cuatro horas, lavado en agua continua por 24 horas e inmersién en una
solucion de acido giberélico 10 mg/l por 24 horas no indujeron germinacion en las
semillas de Tillandsia xerographica Rohw.El tratamiento de corte distal de la semilla
de Tillandsia xerographica Rohw seguido de inmersion de la semilla por 24 horas en
una solucion de acido giberélico es un tratamiento de escarificacién que incrementa la

germinacion.

El &cido giberélico aplicado al medio de germinacion tiene efecto en la germinacion de
la semilla de Tillandsia xerographica Rohw. A mayor concentracidén de acido giberélico
aplicado al medio, en los rango de 0.1 a 1.5 mg/l, se obtuvo un mayor niumero de

semillas germinadas
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12. RECOMENDACIONES

e Evaluar el efecto en la germinacion de semillas de Tillandsia xerographica Rohw, del
tratamiento de escarificacion de corte distal de la semilla, colocada posteriormente en
medio de cultivo MS semisolido al cual se le agregue acido giberélico en un rango de
1.5a5mgll.

e Evaluar el efecto del acido giberélico en la germinaciéon de las semillas de Tillandsia
xerographica Rohw, en un rango de concentraciones entre 1.5 a 5 mg/l, aplicado al

medio de germinacion (MS semisélido).
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14. Anexos

Anexo 1. Componentes del medio MS

MS MS MS
# |NOMBRE DEL COMPUESTO FORMULA 50% 100% 120%
mg/I mg/I mgl/l
| MACRONUTRIENTES
1 nitrato de amonio NH4NO3 825 1650 1980
2 | nitrato de potasio KNOs3 950 1900 2280
3 ﬁ:g?;fﬂgfam%”es'o MgSOs. 7H20 185 | 370 | 444
4 | dihidrogeno fosfato de potasio KH2PO4 85 170 204
1l MICRONUTRIENTES “A”
1 acido boérico H3BO3 3.1 6.2 7.44
o |Sulfato de manganesio MNSO4.H20 1115 | 223 | 26.76
monohidratado
3 |sulfato de zinc heptahidratado ZnS04.7H20 4.3 8.6 10.32
4 | molibdato de sodio dihidratado Na2M0O4.2H20 0.125 0.25 0.3
1} MICRONUTRIENTES “B”
1 |sulfato de cobre pentahidratado | CuS04.5H20 0.0125 | 0.025 0.03
2 | cloruro de cobalto hexahidratado | CoCl2..6H20 0.0125| 0.025 0.03
v IODURO DE POTASIO
1 ioduro de potasio |KI 0.415 0.83 0.996
\") CLORURO DE CALCIO
1 | cloruro de calcio dihidratado | CaCl2.2H20 220 440 528
Vi Myo-INOSITOL
1 | Myo- inositol | CeH1206 50 100 120
Vil SOLUCION DE HIERRO
1 |cristales de sal disodio NazEDTA 18.65 | 37.3 | 44.76
dihydratada
2 |sulfato de hierro heptahidratado |FeS04.7H20 13.9 27.8 33.36
Vill VITAMINAS
1 acido nicotinico CsHsNO2 0.25 0.5 0.6
2 | pyridoxol hydrocloride CsH12CINO3 0.25 0.5 0.6
3 |tiamina monoclohidrica HCI C12H18CI2N4OS.H20 0.05 0.1 0.12
4 |glicina H2NCH2COOH 1 2 2.4
IX |agar 0.7% 3500 7000 8400
X | sucrosa 3% 15000 | 30000 36000
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Anexo 2. Preparacién Soluciones Concentradas

La preparacién de soluciones madres se realizaran en funcion de los componentes del
medio basal a utilizar Murashige y Skoog .la preparacion de las soluciones concentradas es
el primer paso para la preparacion de medios de cultivo.

Las soluciones concentradas se prepararan en funcién de los componentes del medio
Murashige y Skoog 1962 (MS). A continuacion se describe la forma en que se realizara la

preparacion de las soluciones patron para el medio Murashige y Skoog.

Soluciones concentradas de macronutrientes del medio nutritivo Murashige y
Skoog (MS)
Se prepararan 500 ml de cada solucion Ay B con una concentracién de 10X cada una, los

componentes de cada solucion se describen a continuacion:

Cuadro 3 Componentes macronutrientes A medio MS

Componente Peso (grs.)
NH4NO3 8.25
KNO3 9.5
MgSO4 -7H20 1.85
KH2PO4 0.85

Cuadro 4 Componentes macronutrientes B medio MS

Componente

Peso (grs.)

CaCl2 . 2H20

2.2
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o Cada solucién se prepara por separado.

o Se pesaran los componentes para cada solucion en la balanza analitica
vertiéndolos en el beacker de 250 ml con agua desmineralizada estéril.

o Se agitara hasta observar que todos los componentes se disuelvan, el
contenido se trasladara a una probeta de 1000 ml.

o se aforara con agua desmineralizada estéril hasta llegar al volumen de 500ml.

o se vuelve a agitar la solucion y cada solucion se guardara en frascos
esterilizados identificado y tapados adecuadamente, estos se guardaran hasta

Su uso en una refrigeradora a una temperatura de 4 °C.

Soluciones concentradas de micronutrientes del medio nutritivo Murashige y
Skoog (MS)

Se prepararan 100 ml de soluciones de micronutrientes A-B y 50ml de solucién

micronutriente C. todas las soluciones con una concentracion de 100X cada una, los

componentes de cada solucion se describen a continuacion.

Cuadro 5 Componentes micronutrientes A medio MS

Sustancia Peso (grs.)

Ki 0.0083

Cuadro 6 Componentes micronutrientes B medio MS

Sustancia Peso (grs.)
MnSO4 - 4H20 0.223
ZnS0O4 - 7TH20 0.086

H3BO3 0.062
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Cuadro 7 Componentes micronutrientes C medio MS

Sustancia Peso (grs.)
Na2MoO4.2H20 0.00125
CoCI2 - 6H20 0.00125
CuSO4 - 5H20 0.00125

o Cada solucién se preparara por separado.

o Para la solucion micronutrientes A y B se pesaran los componentes para cada
soluciéon en la balanza analitica vertiéndolos en el beacker de 100 ml con 50ml
agua desmineralizada estéril.

o Se agitara hasta observar que todos los componentes se disuelvan, el
contenido se trasladara a una probeta de 100 ml.

o se aforara con agua desmineralizada estéril hasta llegar al volumen de 100ml.

o Para la solucién micronutrientes C se pesaran los componentes para la
solucion en la balanza analitica vertiéndolos en un beacker de 100ml con 25 ml
de agua desmineralizada estéril.

o Se agitaran los componentes hasta que se disuelven, el contenido se trasladara
a una probeta de 100ml.

o Se aforara con agua desmineralizada estéril hasta llegar al volumen de 50ml.

o se vuelve a agitar la solucion y cada solucion se guardara en frascos
esterilizados identificado y tapados adecuadamente, estos se guardaran hasta

su uso en una refrigeradora a una temperatura de 4 °C.

Solucién concentrada de hierro

Se preparara una solucion de 100 ml con una concentracién de 100X

o Enun beacker se colocara 50 ml de agua desmineralizada estéril
o El beacker se colocara en la estufa

o Se agregara al agua caliente 0.373 gr de Na2EDTA
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o Disuelto Na2EDTA se segregara 0.278 gr. de FeSO4-7H20.

o Disueltos los elementos, la solucion se aforara en una probeta al volumen
deseado de 100ml

o Se dejara enfriar la solucién

o se vuelve a agitar la solucion y se guardara en un frasco esterilizado
identificado y tapado adecuadamente, este se guardara hasta su uso en una

refrigeradora a una temperatura de 4 °C.

Solucion concentrada de vitaminas

Se preparara una solucion de 50 ml con una concentraciéon de 1000X para lo cual se
pesara 0.005gr. de Tiamina (HCL). Luego se verteran en un beacker de 100 ml que contenga
25 ml de agua desmineralizada estéril se agitara. Disuelto el compuesto se aforara en una
probeta aforando al volumen deseado de 50ml, la solucién se trasladara a un envase de

vidrio, se identificara y guardara en una refrigeradora 4°C.

Solucion concentrada de Mioinositol

Se preparara una solucion Mioinositol de 100 ml con una concentracion de 1000X para lo
cual se pesara 10gr. Mioinositol. Luego se verteran en un beacker de 100 ml que contenga
25 ml de agua desmineralizada estéril se agitara. Disuelto el compuesto se aforara en una
probeta aforando al volumen deseado de 100ml, la solucién se trasladara a un envase de

vidrio, se identificara y guardara en una refrigeradora 4°C.



