=t ] e XTI encuentro
Participacif)n dela

v w v

AV, | .
Mujer
«k(Clencia

Comparacion de la tasa de propagacion in vitro y ex vitro de la especie endémica de
Michoacan, Echeveria purhepecha

C. Ayala-Gonzélez?, E. N. Obledo-Vazquez®,

aEstudiante de Posgrado, Doctorado en Ciencia y Tecnologia Programa Interinstitucional en
Ciencia y Tecnologia, Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de
Jalisco, cyntiaayala@hotmail.com

bUnidad de Biotecnologia Vegetal Centro de Investigacién y Asistencia en Tecnologia y Disefio del
Estado de Jalisco, A.C., nobledo@ciatej.mx

RESUMEN

Echeveria purhepecha es una especie vegetal endémica del estado de Michoacan, México. Fue
descrita en el afio 2011 y no se ha determinado, hasta la fecha, el estado de conservacién de sus
poblaciones silvestres. Por observaciones hechas en campo, se ha considerado como una especie
en posible situacion de vulnerabilidad ocasionada, principalmente, por el cambio de uso de suelo
en su habitat natural. Ante esta situacion, es apremiante buscar herramientas que faciliten su
conservacion. El cultivo in vitro de especies vegetales es una herramienta que se ha utilizado en la
conservacion de especies en alguna categoria de riesgo. Esto ocurre sobre todo en especies cuya
propagacién sexual se torna dificil o cuya tasa de propagacién vegetativa es baja. Por lo tanto, el
objetivo de este trabajo fue propagar in vitro y ex vitro la especie y comparar la cantidad de
individuos propagados. Para ello, se propag0 E. purhepecha in vitro y ex vitro a partir de tallos y de
hojas. Para el cultivo in vitro se utilizaron sales MS, vitaminas MS, 309/l de sacarosa, 4 mg/l de 6-
Bencilamino purina, 0.2 mg/l de Acido Indolacético y 8g/l de agar. Los cultivos se mantuvieron a
23°C con un fotoperiodo de 16 horas de luz. Para el cultivo ex vitro se utiliz6 como sustrato musgo
canadiense y tepojal 1:1. Los esquejes fueron tratados con el enraizador Clonex® y se
mantuvieron bajo condiciones de invernadero. La tasa de propagacién de las plantas bajo
condiciones de cultivo in vitro fue mayor respecto a las propagadas ex vitro. Por lo tanto, se
concluye que para la propagacion de E. purhepecha a partir de hoja y tallo, la herramienta de
cultivo in vitro es mas eficiente que la propagacion ex vitro.

1. INTRODUCCION

El cultivo in vitro de especies vegetales consiste en el establecimiento de material vegetal (tejido,
semillas, células, embriones, meristemos, etc.) en medios de cultivos sintéticos dentro de
contenedores estériles y aislados de elementos contaminantes creciendo bajo condiciones
ambientales controladas. Entre las ventajas de este tipo de cultivo, encontramos que los
ejemplares pueden permanecer libres de patdégenos y que en el medio de cultivo se pueden
incorporar reguladores de crecimiento que promueven la propagacion vegetativa los cuales pueden
acelerar la tasa de propagaciéon en comparacion con las condiciones bajo los cultivos tradicionales
ex vitro. Los objetivos del presente trabajo de investigacién fueron: desarrollar un protocolo de
propagacion vegetativa in vitro por organogenesis directa mediante el empleo de los reguladores
de crecimiento 6-Bencilamino purina y Acido Indolacético y determinar si la propagacion vegetativa
in vitro presenta ventajas sobre la propagacion vegetativa ex vitro.
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2. TEORIA

La familia Crassulaceae presenta una distribucion cosmopolita, presentando una mayor diversidad
de especies en Asia Central, Sudafrica, la regidon del Mediterraneo y México (Reyes-Santiago,
2009). A esta familia pertenecen plantas suculentas ampliamente cultivadas como ornamentales
debido a su arreglo foliar en forma de rosetas coloridas (Carrillo-Reyes et al., 2009). Esta
integrada por unos 30 géneros y cerca de 1,400 especies (Carrillo-Reyes et al., 2009; Reyes-
Santiago, 2009) las cuales distribuyen en condiciones de clima semiarido y presentan
adaptaciones a crecimiento en superficies rocosas (Byalt, 2011). Ademas de su uso ornamental,
algunas especies de la familia han sido empleadas en la medicina tradicional. Entre las
propiedades de las especies de esta familia se ha reportado que presentan propiedades antivirales
(Berezin et al., 2002), antihiperglicémicas (Kamgang et al., 2008) y espermicidas (Delgado et al.,
1999).

En México se han reportado entre 330 (Carrillo-Reyes et al, 2009) y 350 especies (Reyes-
Santiago, 2009) de crasulaceas, entre las que destacan los géneros Echeveria, Pachyphytum,
Graptopetalum y Sedum (Carrillo-Reyes, 2009; Reyes-Santiago, 2009). 18 especies de
crasulaceas presentes en México se encuentran en categoria de proteccion de acuerdo a la
legislacion ambiental mexicana en la NOM-059-SEMARNAT (SEMARNAT, 2011). De estas 18
especies, 12 son representantes del Género Echeveria del cual México es considerado como su
centro de diversificacion y endemismo. De las 140 especies del género Echeveria que se han
descrito a nivel mundial, 95% se encuentran en México (Vazquez-Garcia et al, 2013) y
constantemente se estdn describiendo nuevas especies cuyas poblaciones se encuentran en
riesgo aun cuando no han sido incorporadas a la legislacion ambiental mexicana. Ejemplo de ello
son las especies Echeveria cerrograndensis (Nieves-Hernandez, et al, 2014) Echeveria
yalmanantlanensis (Vazquez-Garcia et al., 2013), Echeveria novogaliciana (Reyes-Santiago et al.,
2011) y Echeveria purhepecha (Garcia-Ruiz, 2011).

Echeveria purhepecha (Crassulaceae) fue descubierta para la ciencia en el aio 2011 (Garcia-Ruiz,
2011) y colectada en el Parque Nacional Pico de Tancitaro al norte del poblado de Nuevo San
Juan Parangaricutiro a una altitud de 1900 msnm y dentro de un bosque de encino-pino, creciendo
sobre rocas de origen volcanico y ocasionalmente como epifita sobre individuos de Quercus spp.
(Garcia-Ruiz, 2011). Debido a que E. purhepecha es una especie recientemente descrita, se
desconoce la situacion de sus poblaciones silvestres, pero, por observaciones ehchas en campo
por su descriptor (Garcia-Ruiz, comunicacién personal), probablemente se encuentre en alguna
situacién de riesgo ya que su distribucion parece ser limitada.

La biotecnologia vegetal constituye una herramienta para complementar las acciones enfocadas a
la conservacién ex situ de especies vegetales, sobre todo de aquellas que estan en peligro de
extincién (Fay, 1992; Sarasan et al., 2006; Barnicoat et al., 2010). Estas técnicas resultan de mayor
importancia sobre todo cuando el material vegetal disponible bajo condiciones ambientales es
escaso o las tasas de propagacién vegetativa o sexual son bajas (Kitamura et al., 2002). Es por
esto, que en jardines botanicos se cuenta con laboratorios de biotecnologia vegetal para la
propagacién y conservaciéon de especies vegetales (Fay, 1992). En el laboratorio de la Unidad de
Biotecnologia Vegetal del Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado
de Jalisco, se ha trabajado en los ultimos afos con la especie Echeveria purhepecha realizando
estudios enfocados en la propagacién de esta especie. De estudios previos realizados, en este
laboratorio, con distintos reguladores de crecimiento, se logré determinar los tipos de reguladores
de crecimiento potenciales para la promocion de la organogénesis directa en la especie.
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Sin embargo, se requeria determinar si el establecimiento in vitro presentaba ventajas sobre el
establecimiento ex vitro.

Al ser Echeveria purhepecha una especie endémica descubierta recientemente y cuyo habitat
natural esta expuesto a amenazas por cambio de uso de suelo, su propagacion y conservacion es
apremiante desarrollar un método de propagacion vegetativa in vitro que promueva su propagacion
por organogénesis directa.

3. PARTE EXPERIMENTAL

Se utilizaron explantes de hoja y tallo de ejemplares adultos de E. purhepecha, procedentes de
semillas bajo condiciones de cultivo in vitro 'y ex vitro.

El establecimiento de hojas y tallos bajo condiciones in vitro se realizé6 mediante la desinfeccién del
material vegetal de acuerdo al método descrito por Verastegui (2009) y Ramirez-Portilla (2012). Se
utilizaron rosetas de E. purhepecha las cuales se lavaron con jabon liquido (AXION®) y se
enjuagaron con agua corriente. Posteriormente, en condiciones de asepsia, dentro de una
campana de flujo laminar, las rosetas fueron sumergidas (sin raices) en etanol al 80% durante 90
segundos en agitaciéon constante utilizando un agitador magnético, en seguida el material fue
enjuagado con agua estéril durante 5 minutos para retirar el exceso de alcohol y las rosetas fueron
sumergidas en una solucién de hipoclorito de sodio comercial al 25% (Cloralex®) con dos gotas de
Tween 20 por cada 100 ml de solucién y 8 gotas de Microdyn ® por cada litro de agua. Los
explantes se mantuvieron en agitacién constante durante 25 minutos, y posteriormente se
enjuagaron tres veces con agua destilada estéril (2 minutos por enjuague) para eliminar el
hipoclorito de sodio. Los explantes desinfectados se sembraron en medio de cultivo con sales MS
(SIGMA), vitaminas MS (SIGMA), 309/l de sacarosa, 4 mg/l de 6-Bencilamino purina, 0.2 mg/l de
Acido Indolacético y 8g/l de agar. Los cultivos se mantuvieron a 23°C con un fotoperiodo de 16
horas de luz. El tratamiento fue realizado presentando 8 réplicas.

El establecimiento ex vitro se realizé mediante el corte de esquejes de tallo con hojas de E.
purhepecha y hojas obtenidas de ejemplares adultos originalmente provenientes de semilla. Tanto
los tallos como las hojas fueron retirados de la planta adulta e inmediatamente después del corte,
la herida de los esquejes fue tratada con enraizador Clonex® y los esquejes fueron sembrados en
sustrato previamente esterilizado y constituido por musgo canadiense y tepojal (1:1), los esquejes
fueron mantenidos bajo condiciones de invernadero aplicando durante las dos primeras semanas
dos riegos semanales.

Tanto para el cultivo in vitro como para el cultivo ex vitro se hicieron mediciones semanales durante
30 dias después de haber realizado la siembra. Se registro la presencia de raiz, la longitud de la
raiz mas larga, la presencia de brotes y la cantidad de brotes.

Propagacién in vitro hojas

Se desarroll6 un protocolo de propagacion in vitro eficiente para la especie E. purhepecha. Los
explantes de hoja desarrollaron explantes a partir de los 27 dias de cultivo. Las hojas presentaron
zonas de crecimiento multiple en dénde varias yemas foliares pudieron ser observadas en cada
zona. El método de desinfeccidn resulté agresivo para los tejidos. Al respecto podemos mencionar
que las hojas soportan mejor la manipulacion a diferencia que los tallos, ya que en todos los tallos
se observo oxidacién de tejidos a diferencia de las hojas, ademés se observa un menor porcentaje



=t ] e XTI encuentro
' Participacif)n dela

v w v

AV, | .
Mujer
«k(Clencia

de contaminacion en las hojas in vitro (ver Tabla 1) en comparacién con los tallos. El método de
desinfeccién resultd agresivo para hojas pequefias y delgadas las cuales se oxidaron y no
sobrevivieron, en su mayoria, al tratamiento de desinfeccién. Para el caso especifico de esta
especie, y a diferencia de lo reportado para la especie Echeveria laui (Verastegui et al., 2009), las
mejores hojas resultaron las hojas mas grandes, las cuales cominmente pueden ser las hojas de
ubicacién mas basal en el tallo de la planta. En ninguno de los casos, se pudo apreciar el
desarrollo de callo. La ausencia de callo es una condicién considerada como favorable para la
conservacion de especies silvestres ya que se evita la variacién somaclonal. Al comparar los datos
con la propagacion ex vitro de hojas se observé que la propagacién in vitro es mas eficiente que la
ex vitro. La respuesta in vitro resultd mas rapida que la respuesta ex vitro ya que se observaron la
aparicion de yemas foliares a partir de los 17 dias en caso de los tallos y 27 en caso de las hojas
establecidas in vitro a diferencia de los 30 dias que se requirieron en los tallos ex vitro. Con base
al ANOVA, se encontré que el tratamiento in vitro en esquejes de hojas present6é una influencia
altamente significativa sobre los puntos multiples de crecimiento a diferencia del cultivo ex vitro.
Presentando un valor de P=0.000. La prueba de rangos mudltiples mostré que el tratamiento
esquejes de hoja in vitro fue distinto al ex vitro con una media de 2 puntos de crecimiento multiple a
diferencia de 0 puntos de crecimiento multiple en el cultivo ex vitro a los 17 dias de cultivo (ver Fig.

1).

Propagacién ex vitro hojas

Durante el periodo de observacion de 30 dias, las explantes de hoja ex vitro, no presentaron
ningun tipo de respuesta, no se logr6 observar desarrollo de hojas o raices a lo largo del
experimento (ver Fig. 1).

Propagacién in vitro tallos

Los tallos in vitro respondieron rapidamente al tratamiento presentando desarrollo de yemas a
partir de los 17 dias. Sin embargo, la totalidad de los tallos presentaron oxidacién y presentaron un
mayor porcentaje de contaminacion que los explantes de hojas in vitro (ver Tabla 1). En caso de
que los tallos sobrevivan al proceso de oxidacion seguramente produciran una mayor cantidad de
yemas foliares. Sin embargo, la manipulacion resulta mas complicada que la de hojas, ya que el
21% de los tallos presentaron contaminacion a diferencia de las hojas, al igual el 100% de los tallos
presentaron oxidacion a diferencia de un 18% de oxidacién en las hojas.

Al comparar la produccién de yemas foliares entre los tallos in vitro sobre los tallos ex vitro,
obtuvimos resultados similares a los encontrados en las hojas. Con base al ANOVA se encontrd
que el tratamiento in vitro en esquejes de tallo present6é una influencia altamente significativa sobre
los puntos multiples de crecimiento a diferencia del cultivo ex vitro; presentando un valor de
P=0.00. (P=0.0503) La prueba de rangos multiple mostré que el tratamiento esquejes de tallo in
vitro fue distinto al ex vitro con una media de 1.6 puntos de crecimiento multiple a diferencia de 0
puntos de crecimiento multiple para el tratamiento de esquejes de tallo ex vitro (ver Fig. 1).

Propagacién ex vitro tallo

Para el caso de los esquejes de tallo ex vitro se observé la aparicién de raices a partir de los 15
dias y se pudieron observar pequenas yemas foliares a partir de los 30 dias, a diferencia del cultivo
in vitro, cuyos brotes pudieron observarse a partir de los 17 dias en el caso de los tallos. Los
esquejes de tallo ex vitro, presentaron a los 30 dias zonas de crecimiento Unico en dénde se
observd una yema por zona de crecimiento.
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La velocidad de propagacion in vitro de E. purhepecha fue mayor que la reportada para otras
crasulaceas como Echeveria laui (Verastegui et al., 2009) y Graptopetalum amethystinum
(Ramirez-Portilla, 2012) y menor que la reportada para Kalanchoe tomentosa (Khan et al., 2006).

Tabla1. Porcentajes de contaminacién y oxidacién presentadas in vitro

Tipo de explante y | Porcentaje oxidacion Porcentaje
tratamiento contaminacion
Hojas in vitro 18% 8%
Tallos in vitro 100% 21%
MEDIAS
25
2
2
1.6
15
1
0.5
0 0
0
HIV HEX TIV TEX

Fig.1 Comparacion de las medias con respecto a las zonas de crecimiento mdultiple. HIV=Hojas in vitro, HEX =Hojas ex
vitro, TIV= Tallos in vitro, TEX= Tallos ex vitro

El método de propagacién in vitro desarrollado en el presente trabajo es idéneo para la
conservacion de la especie ya que no presenta la formacion de callo lo cual evita la variacion
somaclonal y es un requisito deseado en los proyectos de conservacion de especies silvestres.
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4. CONCLUSIONES
De este trabajo, se concluye que el cultivo in vitro para E. purhepecha es mas eficiente que el
cultivo ex vitro

A diferencia de otras especies del género, para esta especie es mejor emplear las hojas mas
grandes para su establecimiento in vitro ya que resisten mejor a la manipulacién por desinfeccion.
Los mejores explantes para el establecimiento in vitro resultaron las hojas. ;

El empleo de los reguladores de crecimiento: 6-Bencilaminopurina y Acido Indolacético
(concentraciones 4 mg/l y 0.2 mg/l respectivamente) indujo organogénesis directa de E.
purhepecha.
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