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Portada

Schizophyllum commune Fr. Schizophyllaceae. “Nanacate”. Hongo con sombrero en forma de
abanico o concha, cubierto de pelos erectos, de 2 a 4 cm de diametro, en estado seco presenta un
color blanquecino que cambia a gris pardusco con la humedad, es duro y coridceo. Himenio com-
puesto por una especie de pliegues, pseudo laminas, divididas en dos aristas mas claras y dispuestas
en abanico desde el pie. Tienen la caracteristica de que en tiempo seco se retraen y cierran para
proteger el himenio, abriéndose, en tiempo himedo. Su color es rosa, rosa-canela, que evoluciona
oscureciéndose. Pie lateral y practicamente inexistente. Es una especie lignicola que parasita o
saprofita arboles, fundamentalmente caducifolios. Es muy comun y aguanta en el sustrato todo
el afio. Se desarrolla en diversos substratos vegetales muertos o vivos y en ambientes con clima
caliente a templado, ocasionalmente en clima frio en zonas con vegetacion silvestre casi siempre
alterada, desde el nivel del mar hasta cerca de los 3,000 m de altitud. Con distribucion cosmopolita,
son patogenos en humanos.

Schizophyllum commune F7. Schizophyllaceae. “Nanacate”. Mushroom with a fan- or shell-shaped
cap, covered in erect hairs, ranging from 2 to 4 cm in diameter. When dry, it displays a whitish color
that changes to brownish-gray when exposed to moisture, and it is hard and leathery. The hymenium
is composed of folds, pseudo-gills, divided into two lighter edges and arranged in a fan-like pattern
from the stem. One distinctive feature is that in dry conditions, they retract and close to protect the
hymenium, opening up when it is moist. Their color is pink, pink-cinnamon, evolving to darken over
time. The stem is lateral and practically nonexistent. It is a lignicolous species that parasitizes or
acts as a saprophyte on primarily deciduous trees. It is very common and persists in the substrate
throughout the year. It thrives in various dead or living plant substrates and in environments with
a warm to temperate climate, occasionally in cold climates in areas with mostly disturbed wild
vegetation, ranging from sea level to nearly 3,000 m in altitude. With a cosmopolitan distribution,
they are pathogens in humans.

por/by Rafael Fernandez Nava
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RESUMEN: Tillandsia takizawae Ehlers & H. Luther es una bromelia epifita
microendémica de México de inflorescencias vistosas con bracteas de color rosa que
contrastan con las flores de color verde. Estos atributos le otorgan potencial como
planta ornamental. La conservacion de la especie y aprovechamiento comercial requiere
de sistemas de propagacion eficientes que eviten la extraccion de plantas de su habitat
natural. Los objetivos de esta contribucion fueron establecer las condiciones Optimas
para la germinacion in vitro de semillas y la regeneracion de plantas por organogénesis.
Semillas se sembraron en medio de Murashige y Skoog (MS) con la mitad de
concentracion de sales adicionado con bencil adenina (BA) y acido naftalenacético
(ANA). Para el alargamiento y enraizamiento de brotes se avaluo el acido giberélico
(AGs3) y el acido indolbutirico (AIB), respectivamente. En todos los tratamientos se
obtuvo una germinaciéon promedio de 97%. La combinacion de BA y ANA
favorecieron la induccion de brotes en las plantulas recién germinadas. La mayor
cantidad de brotes por explante fue de 41.4 con 1 mg L' de BA y 0.25 mg L' de ANA
a las 12 semanas de cultivo. El alargamiento de los brotes se logro en el medio MS
completo con 1 mg L' de AGs después de ocho semanas. La mejor respuesta de
enraizamiento fue con 1 mg L' de AIB que indujo la formacion promedio de 7.7 raices
en todos los brotes a las cuatro semanas. En la aclimatacion de plantas la supervivencia
fue de 95 % después de cuatro semanas.

Palabras clave: bromelia, endémica, epifita, germinacion, organogénesis

ABSTRACT: Tillandsia takizawae Ehlers & H. Luther is an epiphytic bromeliad
microendemic from Mexico with showy inflorescences with pink bracts that contrast
with the green flowers. These attributes give it potential as an ornamental plant. The
conservation of the species and commercial use requires efficient propagation systems
that avoid the extraction of plants from their natural habitat. The objectives of this
contribution were to establish the optimal conditions for in vitro seed germination and
plant regeneration by organogenesis. Seeds were stablished in Murashige and Skoog
medium (MS) with half the concentration of salts added with benciladenine (BA) and
naftalen acetic acid (NAA). In the elongation and rooting of shoots, the gibberellic acid
(GA3) and the indol butiric acid (IBA) were evaluated, respectively. In all treatments
an average germination of 97% was obtained. The combination of BA and NAA
promoted the induction of shoots in recently germinated seedlings. The highest number
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of shoots per explant was 41.4 with 1 mg L' of BA and 0.25 mg L' of NAA after 12 weeks of
culture. Shoots elongation was achieved in the complete MS medium with 1 mg L' of GA;
after eight weeks. The best rooting response was with 1 mg L' of IBA, which induced the
average formation of 7.7 roots in all shoots at four weeks. In the acclimatization of plants the
survival was 95 % after four weeks.

Key words: Bromeliad, endemic, epiphyte, seed germination, organogenesis

INTRODUCCION

Las bromelias son plantas monocotiledoneas originarias de las regiones tropicales,
subtropicales y templadas del continente americano, con excepcion de Pitcairnia feliciana que
se encuentra en Africa (Benzing, 2000). El listado mas actualizado de bromelias en el mundo
incluye 3,408 especies organizadas en 58 géneros y dos notogéneros (Luther, 2014). En México
se han reportado 422 especies agrupadas en 19 géneros, de las cuales cerca del 75% presentan
endemismo y 172 especies microendémicas (Espejo-Serna & Lopez-Ferrari, 2018). La riqueza
floristica de bromelias mexicanas representa 12.4% del total de especies de la familia y se
incrementa gradualmente conforme se describen nuevas especies (Hernandez-Cardenas et al.,
2020; Garcia-Martinez & Beutelspacher, 2022).

Dentro de la familia, los géneros con mayor diversidad son Tillandsia, Pitcairnia y Vriesea, en
conjunto agrupan a mas de un tercio (37%) de las especies (Luther, 2014). En México el género
Tillandsia es el mas diverso con 230 especies que representan el 54.5% del total de los registros
(Espejo-Serna & Lopez-Ferrari, 2018). La mayoria de las especies son epifitas que prosperan
sobre ramas y tallos de arboles de corteza gruesa o sobre rocas.

Las bromelias se pueden usar como forraje, alimento (Hornung-Leoni, 2011), medicamento
(Meza-Espinoza et al., 2017), en cercos vivos o artesanal; sin embargo, el uso mas destacado es
como planta ornamental. En este sentido se pueden usar para la decoracion de interiores,
jardines, paisajismo o festividades religiosas (Jiménez-Lopez et al., 2019). La belleza unica y
sorprendente de estas plantas se debe a la morfologia de rosetas (tanque), las formas y colores
de sus hojas, los colores intensos y formas de sus bracteas florales, asi como los colores
contrastantes de sus flores. El potencial ornamental de este grupo de plantas se complementa
con los periodos de floracion prolongados, la resistencia a problemas fitosanitarios y su
adaptabilidad a condiciones climaticas extremas. Todos estos atributos las convierten en un
recurso fitogenético floricola valioso para las comunidades rurales donde habitan y para la
industria ornamental.

Tillandsia takizawae Ehlers & H. Luther es una bromelia microendémica del Valle de
Tehuacéan, Puebla, México; posee hojas coriaceas de color verde grisaceo e inflorescencias
erectas vistosas con bracteas color rosa que contrastan con el verde de las flores (Ehlers, 2000).
Estos atributos horticolas le otorgan potencial ornamental como planta en maceta, aunque
normalmente crece como epifita sobre Stenocereus marginatus, Stenocactus weberi, Opuntia
streptacantha, Polaskia chichipe o Quercus sp.

En nuestro pais, los ejemplares de esta especie que se comercializan se extraen de sus habitats
naturales, para su uso en festividades religiosas principalmente, y es una practica ilegal que
constituye una seria amenaza para las poblaciones silvestres. Es importante resaltar que muchas
de las especies son endémicas y la sobreexplotacion de sus poblaciones conduce a la extincion
de las especies. La atencion de esta problematica es apremiante y se requieren estrategias
viables que favorezcan su conservacion y aprovechamiento sustentable sin alterar dichas
poblaciones silvestres. El desarrollo de sistemas de propagacion eficientes es una de esas
estrategias. Las técnicas del cultivo de tejidos vegetales in vitro se han consolidado como
herramientas biotecnolédgicas ttiles para el rescate, conservacion y aprovechamiento de especies
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amenazadas o en peligro de extincion (Anis & Ahmad, 2016), ya sea via organogénesis o
embriogénesis somatica.

En T. takizawae, como en muchas otras especies de bromelias mexicanas, no existen reportes
sobre su propagacion y cultivo, ya sea de forma convencional o in vifro, que permitan su
conservacion y aprovechamiento de forma sustentable. A partir de estos antecedentes, los
objetivos de esta contribucion fueron definir las condiciones dptimas para la germinacion in
vitro de semillas de Tillandsia takizawae y establecer un sistema de regeneracion via
organogénesis a partir de las plantulas germinadas in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Desinfeccion de semillas

Las cépsulas maduras con semillas se colectaron de ejemplares silvestres (Figura 1a) ubicados
en las coordenadas 17° 42’ 52°° LN y 97° 39* 38’ LO en vegetacion de bosque tropical
caducifolio en el municipio de Huajuapan de Ledn, Oaxaca, México. Las semillas sanas y de
tamafio uniforme se lavaron con detergente comercial por 5 min seguido de enjuagues con agua
de la llave y agua destilada esterilizada. Enseguida se pasaron por una soluciéon de hipoclorito
de sodio comercial (Cloralex®; 30 % v/v) por 15 min en agitacion continua y cinco enjuagues
con agua destilada estéril. Finalmente, las semillas se lavaron con Captan (N-triclorometiltio-4-
ciclohexeno-1,2 dicarboximida, 1.0 g L") por 10 min y nuevamente se enjuagaron cinco veces
con agua destilada esterilizada.

Medio de cultivo y condiciones de incubacién

El medio de cultivo utilizado en la germinacion y la organogénesis fue el de Murashige y Skoog
(MS) (Murashige & Skoog, 1962) adicionado con sacarosa (30 g L), glicina (2 mg L"!), mio-
inositol (100 mg L), 4cido nicotinico (0.5 mg L), piridoxina (0.5 mg L!), tiamina (0.1 mg L)
y solidificado con agar-agar (Merck®, 9 g L!). El pH del medio se ajusté a 5.7 con NaOH o
HCI IN y se esterilizo en autoclave vertical (FELISA®, modelo FE-405) a 121 °C y 1.5 kg cm™
de presion por 20 min. Los cultivos se mantuvieron a 25 £+ 2 °C en fotoperiodo de 16 horas e
intensidad luminosa de 45 pmol m2 s\

Establecimiento in vitro

Las semillas desinfectadas se establecieron en medio de cultivo MS con 50% de la
concentracion de sales y concentraciones diferentes de 6-benciladenina (BA; 0, 0.25, 0.5y 1 mg
L"), sola 0 en combinacién con acido a-naftalenacético (ANA; 0, 0.1 y 0.25 mg L™!). Se usaron
frascos de vidrio de 45 mL de capacidad con 15 mL de medio de cultivo. Después de tres
semanas se contabilizo la germinacion (%). Para promover el crecimiento de los brotes se hizo
un subcultivo a las cuatro semanas a medio de cultivo MS completo sin reguladores de
crecimiento y a las 12 semanas se registrd la brotacion (porcentaje de plantulas que generaron
brotes) y nimero brotes por explante. El experimento se condujo en un disefio completamente
al azar en arreglo factorial 4x3; cada tratamiento estuvo representado por diez repeticiones y la
unidad experimental consistié de un frasco con 20 semillas.

Alargamiento de brotes

Para promover el crecimiento, los brotes de 1.5 cm de longitud se establecieron en el medio MS
adicionado con 4cido giberélico (AGs; 0, 0.25 y 0.5 mg L"). Después de ocho semanas se
cuantifico la altura de los brotes (cm). El disefio experimental fue completamente al azar con
diez repeticiones por tratamiento; la unidad experimental fueron cinco brotes por frasco.

Enraizamiento de brotes

Para inducir el enraizamiento, brotes de 3 cm de longitud se establecieron en medio MS con
50% de la concentracion de sales adicionado con é4cido indolbutirico (AIB; 0, 0.25, 0.5y 1 mg
L. Después de cuatro semanas se cuantificé el enraizamiento (%), niimero de raices y altura
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de la planta (cm). El disefio experimental fue completamente al azar con diez repeticiones por
tratamiento; la unidad experimental fueron tres plantas por frasco.

Figura 1. Germinacion in vitro de Tillandsia takizawae y regeneracion de plantas por organogénesis directa. a)
Inflorescencia; b) Germinacion después de una semana de cultivo; c¢) Plantas con las primeras hojas después de tres
semanas de iniciar el cultivo; d) Induccion de brotes a partir de plantulas con 1 mg L' de BA y 0.25 mg L' de ANA
a las seis semanas; €) Alargamiento de brotes inducidos con 1 mg L' de BA y 0.25 mg L' de ANA a las 12 semanas;
f) Crecimiento de plantas con 0.5 mg L' de AGs después de ocho semanas; g) Enraizamiento de los brotes en medio
MS a la mitad de sales con 1 mg L' de AIB a las dos semanas; h) Aclimatacion de plantas después de cuatro
semanas de cultivarse en la mezcla de sustratos.

Figure 1. In vitro germination of Tillandsia takizawae and plant regeneration through direct organogenesis. a)
Inflorescence; b) Germination after one week of cultivation; c) Plants with the first leaves after three weeks of
initiating cultivation; d) Shoot induction from seedlings with 1 mg L-1 BA and 0.25 mg L-1 NAA at six weeks; )
Elongation of induced shoots with 1 mg L-1 BA and 0.25 mg L-1 NAA at 12 weeks; f) Plant growth with 0.5 mg L-1
GA3 after eight weeks; g) Rooting of shoots in half-strength MS medium with 1 mg L-1 IBA at two weeks; h)
Acclimatization of plants after four weeks of being cultivated in the substrate mixture.

Aclimatacion de plantas

Plantas enraizadas de 4 a 6 cm de altura promedio se colocaron en una mezcla de sustratos a
base de turba (peat moss), perlita y corteza de pino (1:1:1). Se utilizaron charolas especiales
para la aclimatacion de plantas sin cavidades de 50 cm de largo por 30 cm de ancho provistas
de un domo protector transparente. Las plantas se mantuvieron en condiciones de invernadero a
26 °C y se regaron cada tercer dia con 50% de las sales del medio MS. A las dos semanas los
domos se fueron levantando gradualmente para favorecer el intercambio de humedad con el
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exterior hasta retirarlo por completo a las cuatro semanas y asi contabilizar el porcentaje de
supervivencia.

Anadlisis estadistico

Los datos obtenidos en los experimentos de establecimiento in vitro, alargamiento y
enraizamiento se sometieron a analisis de varianza con el paquete estadistico SAS (SAS
Institute Inc, 2003) y para la comparacion de medias se uso la prueba de Tukey (p<0.05). Los
valores de porcentajes se transformaron mediante la raiz cuadrada.

RESULTADOS Y DISCUSION

Establecimiento in vitro

Durante el establecimiento in vitro de las semillas las respuestas morfogénicas fueron afectadas
significativamente por la composicion del medio de cultivo. La germinacion se presentd en
todos los tratamientos evaluados y alcanzd porcentajes entre 95.5 y 99% después de tres
semanas. En cambio, los tratamientos con BA y ANA, ademas de permitir la germinacion,
favorecieron la organogénesis a partir de las plantulas. En este caso, la citocinina BA fue quien
tuvo mayor efecto sobre el porcentaje de formacion de brotes adventicios y sobre el nimero de
brotes por explante (Cuadro 1).

La emergencia de la radicula, considerada como el inicio de la germinacion, ocurrié después de
una semana en todos los tratamientos (Figura 1b) mientras que las primeras hojas se observaron
después de la tercera semana (Figura 1c). En las bromelidceas silvestres las semillas constituyen
el método de propagacion mas efectivo en su hébitat natural comparado con la vegetativa por
medio de vastagos (hijuelos). Se ha reportado que normalmente las semillas no enfrentan
limitantes para la germinacion (Benzing, 2000), no obstante, la limitada cantidad de plantulas
que alcanza el estado adulto puede relacionarse con la distribucion diferencial de estas epifitas
dentro del dosel, ya que algunas no encuentran las condiciones apropiadas para su crecimiento
(Winkler et al., 2005).

Cuadro 1. Germinacion in vitro, formacion de brotes adventicios y nimero de brotes por explante de Tillandsia

takizawae con benciladenina (BA) y acido naftalenacético (ANA).

Table 1. In vitro germination, adventitious shoot formation, and number of shoots per explant of Tillandsia

takizawae with benzyladenine (BA) and naphthaleneacetic acid (NAA).

BA ANA 1 Germinacion 11 Formacion de brotes 11 Numero de brotes
(mg L) (mg L) (%) adventicios (%) por explante
0 0 96.5 a 0b 0.0h
0 0.1 97.0 a 0b 0.0h
0 0.25 98.0 a 0b 0.0h
0.5 0 99.0 a 100 a 38¢g
0.5 0.1 96.0 a 100 a 8.1 ef
0.5 0.25 97.0 a 100 a 122 ¢
1 0 98.0 a 100 a 10.9d
1 0.1 98.5a 100 a 25.6b
1 0.25 95.5a 100 a 414 a
2 0 95.5a 100 a 69f
2 0.1 98.0 a 100 a 87¢
2 0.25 99.0 a 100 a 129 ¢
DMSH 0.8 0 1.2
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1 Datos obtenidos a las tres semanas; 11 datos obtenidos a las 12 semanas. Medias con letras iguales dentro de cada
columna no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). DMSH = diferencia minima significativa honesta.

+ Data obtained at three weeks; 11 data obtained at 12 weeks. Means with the same letters within each column are
not statistically different (Tukey, 0.05). DMSH = honest significant difference.

En la germinacién in vitro de bromelias los mejores resultados se han obtenido con el medio
MS, ya sea con el 100% o con la mitad de la concentraciéon de sales (Guerra & Dal Vesco,
2010), aunque también se ha reportado el medio Knudson C y sus modificaciones (Pickens et
al., 2003). En Vriesea heliconioides el 98% de germinacion promedio se obtuvo en el medio
MS (Hernandez-Meneses et al., 2018). En cambio, las semillas de V. gigantea y V.
philippocoburgii germinaron en las sales completas del medio MS, pero las plantulas no
continuaron su crecimiento después de algunas semanas (Droste ef al., 2005).

El éxito en la germinacion in vitro promedio de 97% en T. takizawae podria estar relacionada
con la edad de las semillas, ya que se colectaron de capsulas que tenian entre 15 dias y un mes
de haber iniciado su dehiscencia. A reserva de mas estudios sobre la viabilidad de semillas
almacenadas en 7. fakizawae, en especies del género Tillandsia se ha reportado que la
germinacion se puede mantener por mas de un afio, pero €sta se reduce gradualmente. En 7.
caput-medusae 81.7% de las semillas germinaron después de un afio de almacenamiento a 25
°C, mientras que en 7. recurvata s6lo 8 % (Flores-Palacios et al., 2015). En cambio, en el caso
de Vriesea heliconioides se reportd 98% de germinacion después de un afio y 72% después de
dos afios (Hernandez-Meneses et al., 2018).

En la literatura no existen reportes sobre la germinacion de semillas de Tillandsia takizawae en
su habitat natural; pero por ser una epifita, el crecimiento de las plantulas esta condicionado a
que las semillas germinen sobre la corteza de tallos o ramas de arboles y que encuentren las
condiciones ambientes apropiadas para crecer; las semillas que se caen al suelo pueden
germinar pero no pueden continuar con su desarrollo. En condiciones naturales se ha reportado
que los bajos porcentajes de germinacion de bromelias epifitas se deben a factores como el
clima y sustrato, y ello puede limitar la capacidad de las especies para colonizar habitats
perturbados y la distribucion dentro del dosel (Hietz et al., 2012).

Organogénesis a partir de plantulas germinadas in vitro

Las concentraciones de 0.5, 1 y 2 mg L'! de BA combinadas con 0.1 y 0.25 mg L' de ANA
promovieron la organogénesis en 100% de las plantulas recién germinadas. Debido al
crecimiento lento de la especie, fue necesario hacer un subcultivo a medio MS libre de
reguladores de crecimiento a las cuatro semanas para después contabilizar el nimero de brotes a
las 12 semanas de la siembra in vitro. De este modo, la mejor respuesta, considerada como la
mayor cantidad de brotes, fue favorecida por la combinaciéon de 1 mg L' de BA y 0.25 mg L"!
de ANA que produjo 41.4 brotes por plantula (Cuadro 1), (Figura 1d-e). Esta respuesta superd
por mas del triple la mayor cantidad de brotes obtenidos con 0.5 y 2 mg L' de BA combinadas
con 0.25 mg L' de ANA, que fueron 12.2 y 12.9 brotes por explantes, respectivamente.

El efecto inductor de la BA y ANA en la organogénesis de 7. takizawae se ha reportado en la
propagacion in vitro de otras especies de bromelias mexicanas utilizando como explantes
plantulas germinadas in vifro. Si bien los reportes son escasos, en Tillandsia eizii, endémica de
México, la combinacién de 2 mg L' de BA y 0.1 mg L' de ANA en medio MS promovi6 la
formacion de yemas adventicias en 40% de plantulas de 12 semanas de edad empleadas como
explantes (Pickens et al., 2006). En la organogénesis de Tillandsia viridiflora se indujeron 10.4
brotes por explante con 1.5 mg L' de BA y 0.01 mg L' de ANA en medio MS después de 12
semanas de cultivo (Marquez-Martinez et al., 2020). En el caso de V. heliconioides, la
induccion de 6.8 brotes por explante fue posible con 2.25 mg L' de BA y 0.2 mg L' de ANA
en medio MS después de 12 semanas de cultivo (Hernandez-Meneses et al., 2018).
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En otras especies como V. gigantea el medio MS con 2.0 mg L' de BA y 0.5 mg L' de ANA
indujo 3.1 brotes por explante después de 16 semanas de cultivo a partir de plantulas in vitro;
mientras que en V. philippocoburgii en el mejor tratamiento se obtuvieron 5 brotes por explante
con estas mismas concentraciones de BA y ANA pero en el medio Knudson (Droste et al.,
2005). La variacion en las respuestas in vitro, entendida como la cantidad de brotes generados
por explante, entre las especies de bromelidceas reportadas, indica que el genotipo tiene una
fuerte influencia sobre la capacidad morfogénica. Por ello es muy importante desarrollar
protocolos de propagacion in vitro especificos para cada especie de bromelia.

Con los resultados obtenidos en la organogénesis de 7. takizawae se abre la posibilidad de
producir mayor cantidad de plantas y representa una ventaja sobre la germinacion. El
establecimiento in vitro de semillas en medio MS sin reguladores de crecimiento con la mitad
de concentracion de sales favorece la germinacion, pero solo se puede generar una plantula.

Alargamiento de los brotes

Los tres tratamientos evaluados favorecieron el alargamiento de los brotes, pero la respuesta fue
mejor con las concentraciones de 0.25 y 0.5 mg L' de AG3 en comparacion con el medio sin
reguladores de crecimiento. La mayor longitud promedio de brotes fue de 6.8 cm con 0.5 mg L~
'de AGs, seguido de 3.8 cm con 0.25 mg L' de AGs3; en el medio sin reguladores la altura fue
de 3.3 cm (Figura 1f). El crecimiento de las bromelias se caracteriza por ser perenne en su
ambiente natural, con raices cortas, y esta en funcién del suministro de agua, nutrientes y
calidad de luz (Laube & Zotz, 2003). En T. takizawae este crecimiento también se observd
durante el cultivo in vitro, aunque la fuente de carbono, los nutrientes y los reguladores de
crecimiento aportados por el medio de cultivo favorecieron el desarrollo. En esta especie no se
conoce con exactitud el tiempo estimado para que alcancen su floracion, pero es probable que
pueden tardar afios.

En bromelias se ha reportado que el AG3 promueve el alargamiento de las plantas; no obstante,
la efectividad de la giberelina dependera de la especie y la dosis empleada. El alargamiento de
los brotes de Vriesea friburgensis (Alves & Guerra, 2001) y Dyckia distachya (Pompelli &
Guerra, 2005) fue promovido con 1.7 mg L' de AGs;; mientras que en V. reitzii los brotes
crecieron mejor con 3.4 mg L' (Dal Vesco & Guerra, 2010).

Enraizamiento de brotes

El enraizamiento se presentd en todos los tratamientos evaluados y fue mejor en los medios con
AIB. El nimero mayor de raices y mayor altura de planta se indujeron con 1 mg L' de AIB con
promedio de 7.7 raices por planta y 6.2 cm, respectivamente (Cuadro 2).

Cuadro 2. Enraizamiento de los brotes de Tillandsia takizawae regenerados in vitro en presencia de acido

indolbutirico (AIB), después de cuatro semanas de cultivo.

Table 1. In vitro germination, adventitious shoot formation, and number of shoots per explant of Tillandsia

takizawae with benzyladenine (BA) and naphthaleneacetic acid.

AIB (mg L)  Enraizamiento (%) Nimero de raices Altura de planta (cm)
0 100 a 2.2 d 3.5 d
0.25 100 a 4.0 c 4.3
0.5 100 a 6.8 b 54 b
1 100 a 7.7 a 6.2 a
DMSH 0 0.7 0.7
Medias con letras iguales dentro de cada columna no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

DMSH = diferencia minima significativa honesta.
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El enraizamiento se observo a partir de la segunda semana de cultivo en todos los tratamientos
(Figura 1g); las raices fueron de color amarillo claro y después de la cuarta semana se tornaron
de color café. Generalmente, la fase de enraizamiento en el cultivo in vitro se induce al reducir
las concentraciones de citocininas y aumentar las de auxinas (Anis & Ahmad, 2016). El AIB es
una de las auxinas sintéticas usadas para inducir el enraizamiento de brotes regenerados in vitro
(Phillips & Garda, 2019) y en T. fakizawae resulto eficiente después de cuatro semanas de
cultivo.

En las bromelias epifitas la funcidn principal de las raices es brindar anclaje a la planta ya que
la absorcion de agua y nutrientes es llevada a cabo por los tricomas que se ubican en las hojas,
como sucede en las especies del género Tillandsia (Mondragén et al., 2011). Con respecto a la
altura de las plantas in vitro de bromelias se ha reportado que es uno de los factores limitantes
previo a la etapa de aclimatacion, ya que plantas menores de 3 cm comprometen la tasa de
supervivencia (Guerra & Dal Vesco, 2010).

Aclimatacion de plantas

La supervivencia de las plantas de 7. fakizawae cultivadas en la mezcla de turba, perlita y
corteza de pino fue de 95% (Figura 1h). En la aclimataciéon de bromelias se pueden emplear
diferentes sustratos con resultados 6ptimos como mezclas de corteza de pino (Pinus L.), cascara
de arroz carbonizada, vermiculita, turba, arena o fibra de coco (Dal Vesco y Guerra, 2010; De
Resende et al., 2016; Hernandez-Meneses et al., 2018). Después de esta fase se deben aplicar
practicas de manejo agrondmico, en condiciones de invernadero o bajo malla sombra, que
garantice el crecimiento de las plantas para que puedan sobrevivir a las condiciones definitivas
o para los fines a los que se destinen.

CONCLUSIONES

La germinacion in vitro de semillas de Tillandsia takizawae y la organogénesis a partir de
plantulas pueden solventar las restricciones de bajas tasas de germinacion y mortalidad de
plantas en condiciones naturales. Los resultados de este estudio abren la posibilidad de propagar
gran cantidad plantas como una estrategia mas que ayude a la proteccion de la especie, la
recuperacion de poblaciones silvestres y su eventual aprovechamiento sustentable con fines
comerciales. Este protocolo de propagacion in vitro a partir de semillas permite mantener la
variabilidad genética de la especie.
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