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RESUMEN

El cultivo de Lilium constituye uno de los géneros de bulbos de flor mas importantes en el
mundo tanto para flor de corte como planta en maceta. El Estado de México constituye el
estado con el mayor volumen de produccion de flores ornamentales en el pais entre las que
destacan las rosas, gerbera, lilium y girasol. Sin embargo, los productores de Lilium para
establecer areas a este cultivo se abastecen de bulbos importados; y mantenidos en cadena
de frio hasta su siembra en campo. Lo cual favorece a la aparicion de enfermedades que
en muchos casos no son detectadas al momento de ser adquiridas por el productor. La
investigacion recogida en la presente tesis se logrd un protocolo para la propagacion in vitro
de Lilium en la variedad Concador. Se observo la mayor eficiencia en el establecimiento in
vitro de Lilium mediante la implantacion de las escamas internas del bulbo donante. Donde
se observaron los menores valores en contaminacién; mayor supervivencia y mayor
respuesta en la formacion de microbulbos. Las mejores condiciones para la multiplicacién
de microbulbos de Lilium se lograron en condiciones de oscuridad, pero con el uso de 0.2
mg. "1 de ANA y 80 g. L de sacarosa. La aclimatizacién de los microbulbos de Lilium en
sustrato de peat moss + termolita; y con la aplicacion de biofertilizantes mostré los mejores
resultados en la masa fresca y volumen del microbulbo con marcadas diferencias respecto

al resto de los tratamientos.

Palabras clave: propagacion in vitro, Liliaceas, ornamentales, aclimatizacion, biotecnologia

vegetal.
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1.0 INTRODUCCION

El cultivo de Lilium constituye uno de los géneros de bulbos de flor mas importantes en el
mundo tanto para flor de corte como planta en maceta. En los Ultimos afios ha adquirido
gran importancia en los mercados nacionales e internacionales. Dado a la diversidad de
cultivares y a la calidad de los bulbos que el mercado ofrece, a su belleza, al alto precio de
sus varas florales; y a la posibilidad de produccién durante todo el afio (Gémez, 2010;

SAGARPA, 2018).

México es un pais que posee un fuerte potencial de produccién de cultivos ornamentales.
En este sentido, el Estado de México concentra el 90% de la produccién floricola; y es el
Unico estado en el pais con capacidad de exportacion, en los cuales Estados unidos y
Canada constituyen sus principales mercados (SAGARPA, 2018). En relacién al 2020, el
Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) informaron el aumento en la
produccion de seis de las especies ornamentales mas populares en México en las que se
encontraron: rosa, gerbera, Lilium y girasol. En particular en el cultivo de Lilium se logré un
aumento de 3.6% (762 mil 155 gruesas). El 84.5% de la produccion se registré en el Estado
de México; y el 13.6% en el estado de Veracruz. Lo cual posicioné en el 2021 al Estado de
México como la entidad con el mayor volumen de produccién de flores ornamentales en el
pais, con una participacion del 75.7% del total nacional. Al sumar 20 millones 454 mil 780
gruesas con valor de cuatro mil 749 millones de pesos. Lo cual equivale al 74.3% nacional.
Los municipios de Villa Guerrero, Tenancingo, Amanalco y Valle de Bravo son los
municipios mexiguenses donde se produce la mayor parte de especies ornamentales
(SADER, 2022). Sin embargo, los productores de Lilium para establecer areas a este cultivo
se abastecen de bulbos importados; y mantenidos en cadena de frio hasta su siembra en
campo. Aspecto que favorece la aparicion de enfermedades fungosas y bacterianas, que
en muchos casos no son detectadas al momento de ser adquiridas por el productor (Streck
y Schuh, 2005). Por otra parte, este bulbo sembrado produce flores de calidad de

exportacion solo en la primera cosecha. Por tanto, el productor de Lilium debe comprar
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nuevamente bulbos para poder mantener sus programas de siembra durante todo el afio.
Aspectos que incrementan los costos de produccion y disminuye la rentabilidad del cultivo
(Orlando et al. 2009; Juéarez, 2010). Por lo que constituye una prioridad buscar alternativas
con el fin de darle solucién al problema existente. Por lo tanto, la aplicacion de la
Biotecnologia Vegetal en el campo de la propagacion de plantas resulta una herramienta
bésica y efectiva para obtener bulbos de mayor calidad (no contaminados) para plantar
durante todo el afio sin necesidad de importarlo. Las técnicas del cultivo in vitro han sido
utilizadas desde 1972 para la multiplicacion acelerada de diferentes cultivos de interés. Los
bulbos producidos in vitro tienen propiedades favorables y se consideran un propagulo
excelente. Entre sus atributos tenemos su facil manipulacion, transporte, almacenaje; y
libres de patdégenos siempre que se inician a partir de material sano (Thakur et al., 2002).
Varios autores han descrito diferentes métodos de propagacion in vitro utilizando las
técnicas de cultivo de tejidos vegetales en Lilium (Thakur et al., 2005; Kapoor et al., 2006;

Castro y Londofio, 2008; Pandey y Sharma, 2009).

Basado en los planteamientos anteriores, la investigacion recogida en el presente
documento de tesis estuvo encaminado a la comprobacion de la siguiente hipétesis: La
propagacion in vitro de Lilium puede ser utilizada para la obtencién de microbulbos como

material sano para la siembra a productores floricolas en el cultivo.
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1.1 JUSTIFICACION

El cultivo de Lilium en los ultimos afios ha adquirido gran importancia en los mercados
nacionales e internacionales. Sin embargo, en México los productores de Lilium para
establecer areas a este cultivo se abastecen de bulbos importados; y mantenidos en cadena
de frio hasta su siembra en campo. Este bulbo sembrado produce flores de calidad de
exportacion sélo en la primera cosecha. El bulbo que queda después del corte de la flor
produce flores de baja calidad; y por lo general se desecha. Por tanto, el productor de Lilium
debe comprar nuevamente bulbos para poder mantener sus programas de siembra durante
todo el afio. Aspecto que incrementa los costos de produccién, y disminuye la rentabilidad
del cultivo. Por estas razones, se hace necesario el desarrollo de técnicas in vitro que
permitan lograr con mayor rapidez y eficiencia la comercializaciéon de bulbos de Lilium en la

region, y en todo el pais.
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1.2 OBJETIVOS
1.2.1 OBJETIVO GENERAL

o Obtener un protocolo para la propagaciéon in vitro de Lilium sp. en la variedad

Concador.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
o Determinar las condiciones para el establecimiento in vitro de Lilium sp. en la
variedad Concador.
e Determinar las condiciones para la multiplicacién in vitro de Lilium a partir de
escamas en medio semi-solido.

e Lograr la aclimatizacion de microbulbos de Lilium.
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2.0 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Sistematica e importancia del género Lilium.

La flor de Lili (Lilium) conocida comunmente como flor de lis, azucena o lirio es un género
de herbaceas bulbosas perteneciente a la familia de las Liliaceas. La cual es originaria de
las zonas templadas de Eurasia y América (SAGARPA 2018). De acuerdo a Facchinetti y

Marinangeli (2008) el Lilium sp. pertenece a la siguiente clasificacion taxonémica:
Clase: Liliopsida

Subclase: Lilidae

Orden: Liliales

Familia: Liliaceae

Subfamilia: Lilioideae

Geénero: Lilium

Especie: Lilium

Existe alrededor de 100 especies, una gran parte de ellas se cultiva como flor de corte. Son
plantas herbaceas perennes, originarias del hemisferio norte. Las flores representan el
objeto técnico de seleccion e hibridacion de las distintas especies que han mejorado el
género de cultivos de azucenas, con una variacion de colores casi infinita (Facchinetti y
Marinangeli, 2008). El cultivo de Lilium es uno de los géneros de bulbos de flor de mayor
importancia en el mundo. Lo anterior se atribuye a su diversidad de colores logrado a través
de la hibridacién entre especies asiaticas y orientales; y la disponibilidad de la flor durante
todo el afio mediante los sistemas intensivos de produccion (Sanchez et al., 2008; Gémez,
2010). A nivel internacional, Holanda produce cada afio decenas de millones de bulbos de
tamafio adecuado. Actualmente, posee el monopolio de la produccién de bulbos de Lilium
para sus diferentes usos (flor cortada, planta en maceta o en jardineria). Las empresas
holandesas propietarias de los derechos de obtentor envian material de reproduccion a

Chile con el propésito de engordarlos para lograr bulbos de calibres comerciales (didmetro
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10 a 20 cm). Posterior a ello, desde Chile se exportan los bulbos a Estados Unidos y a

Holanda (Facchinetti y Marinangeli, 2008).
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2.2 Caracteristicas botanicas del cultivo.

Los Lilium presentan bulbos compuestos por bracteas escamosas constituido por hojas
modificadas que se agrupan en torno a un disco basal. Estas hojas modificadas son
escamas carnosas que protegen a un meristemo apical que da origen a un tallo folioso no
ramificado de crecimiento definido. El meristemo apical toma alimento de las escamas
carnosas, asi como de las raices que nacen del disco basal y raices adventicias ubicadas
inmediatamente en la porcién superior del bulbo. Estas uUltimas son importantes para la
absorcion del agua y los nutrientes (Herreros, 1983). En el extremo caulinar se desarrollan
las flores, solitarias 0 en inflorescencias racimosas. En la figura 1 se muestra la botanica

del cultivo segun Hertogh y Le Nard (1993) descrito con anterioridad.

%.—— Hoja con bulbillo
] 0

La‘évﬁ”— Ralces del tallo
p/

Tallo floral bulbo madre

Nivel del suelo — J
—= Y

Hojas subterrineas

Bulbillo

del tallo
Nuevas escamas bulbo hijo,

proxima temporada

Escamas viejas bulbo madre,
temporada pasada

Punto crecimiento bulbo hijo,
para la préxima temporada

T Plato basal

Ralces contractiles basales

Figura 1. Botanica del cultivo (Hertogh y Le Nard, 1993).

De manera tradicional, los Lilium se han clasificado en hibridos asiaticos, orientales y
Longiflorum. La hibridacién interespecifica ha permitido el desarrollo de nuevos grupos de
Lilium, los cuales exhiben caracteristicas mejoradas. La demanda del Lilium asiatico
disminuy6 a excepcion de algunos cultivares y este fue sustituido por los hibridos de LA

(Lilium longiflorum x Lilium asiatico). Los hibridos LA presentan flores mas grandes y se
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encuentran disponibles en una amplia variedad de colores; pero no tienen aroma. Mientras,
los hibridos asiaticos son conocidos por su amplia variedad de colores. Por lo general, su
floracion es intensa y presentan menor calibre del bulbo en comparacién con los hibridos
orientales. Por otra parte, las flores de los hibridos asidticos son mas pequefias y menos
exoticas en comparacion con los otros dos grupos y algunos de sus cultivares son mas
propensos a sufrir quemaduras en las hojas (AVB, 2016). Los hibridos orientales producen
flores grandes con formas exéticas, poseen un aroma mas intenso y necesitan menos luz.
Pero, tardan mas en reproducirse. Por otro lado, presentan menos variacion de color y son
susceptibles de sufrir varias enfermedades. Los hibridos OT (Lilium oriental x Lilium de
trompeta) producen flores grandes y brindan una amplia gama de variedades de colores
gque incluyen amarillo y salmén. Ademas, los hibridos OT son méas adecuados para un largo
almacenamiento; y son menos susceptibles a las enfermedades. Los hibridos Longiflorum
se distinguen por sus grandes flores con forma de caliz, y por lo general de color blanco.
Entre sus caracteristicas menos positivas es la limitada gama de colores y su alta
sensibilidad a los virus (AVB, 2016). Después de afios de actividades en el cultivo dirigidas
a cada uno de estos grupos resulta imposible realizar mayores mejoras en el cultivo. Sin
embargo, las nuevas técnicas de cultivo hacen posible cruzar hibridos de un grupo con
hibridos de otro grupo. Con el objetivo de combinar las caracteristicas positivas tipicas de
los diferentes grupos tales como: la resistencia a las enfermedades. El desarrollo en el
mejoramiento genético del cultivo ha permitido el desarrollo de nuevos grupos dentro de la
gama de Lilium. Cada uno con nuevas formas, colores y mejoras en varios aspectos. Su
evolucion fue necesaria para mantener el interés de los productores en el cultivo; y ain mas
importante, para que su demanda fuera en aumento (AVB, 2016). A continuacion, se
desglosan los grupos de hibridos que se consideran estandar dentro de la gama de Lilium;

y el afio en que se logré el éxito del primer hibrido:

1. Hibridos LA: cruce entre hibridos Longiflorum y asiaticos (1970)
2. Hibridos OT: cruce entre hibridos orientales y trompeta (1980)

3. Hibridos LO: cruce entre hibridos Longiflorum y orientales (1990)
4

Hibridos OA: cruce entre hibridos orientales y asiaticos (1995)
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2.3 Principales enfermedades que afectan en el cultivo Lilium.

En la actualidad, los productores de Lilium afrontan varios problemas fitosanitarios en el
cultivo donde el propagulo constituye la principal fuente de inéculo de los patégenos
causando enfermedades en el cultivo. Las cuales pueden influir en el crecimiento, el
rendimiento y el valor ornamental de los lirios (Conijn, 2014). Entre los principales
problemas fitosanitarios que afectan la produccion en el cultivo encontramos: virus,
bacterias y hongos. Seguido, se describen de manera breve su incidencia en el cultivo en

condiciones de campo:
Enfermedades por virus

Virus asintomatico del lirio (LSV): El virus es causado por afidos y trips dentro de un area

limitada, lo que se conoce como transmision no persistente. Los &fidos mas comunes son
el Aphis gossypii y Myzus nicotianae. Se localizan en el segmento apical de la planta y
pueden provocar deformaciones en las hojas y en los botones florales. Los trips son
insectos que se presentan por lo general en la inflorescencia, y de esta manera afecta de
forma directa la calidad de las flores. El principal es Frankliniella occidentalis que causa
picaduras y provocan manchas, deformaciones en los botones florales y acortamiento de

entrenudos en las plantas (Morales y Arbelaez, 2015; AVB, 2016).

Virus del mosaico del lirio (LMoV): Un patron moteado consiste en una luz ligeramente

contorneada, manchas y rayas de color verde oscuro en las hojas. Algunas variedades
pueden presentar curvatura y estrechamiento de las hojas. En el tallo pueden aparecer
manchas necradticas de color café. Por otra parte, durante una propagacion masiva del virus
se puede observar un rapido amarillamiento de las hojas en la parte media y superior de la
planta durante las primeras semanas. Esta coloraciéon puede cambiar a color purpura o
marrén. Este virus se transmite por &fidos dentro de un &rea limitada o mejor conocida como

transmision no persistente (AVB, 2016; Xu y Ming, 2022).

Virus del mosaico del pepino (CMV): Sus sintomas son similares a los del virus del mosaico

del lirio. Los cuales consisten en puntos bien definidos de color verde claro y rayas en toda

la hoja generalmente curvadas. Los primeros sintomas se desarrollan en la parte superior
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de la planta; y se extiende a las hojas subyacentes. Una planta infectada con este virus no
necesariamente presenta sintomas y con frecuencia puede ocurrir sin ningun signo de
sintomas. CMV se transmite por afidos por medio de la transmision no persistente (AVB,

2016).

Virus del mosaico del plantago asiatico (PIAMV): Este virus puede producir sintomas graves

en los lirios. Una planta infectada presenta hojas onduladas, con venas de forma irregular
gue causa las hojas de diferente forma. Por otro lado, pueden evidenciar manchas grises.
Aunque esta coloracion puede cambiar a color marrén mas tarde. La expresién de los
sintomas depende de la variedad y de las condiciones del cultivo. PIAMV puede tener un
impacto importante en hibridos LA, a excepcién de unos pocos cultivares; y en mayor
medida en los hibridos orientales, especificamente en OT. Los sintomas se presentan
normalmente bajo fuertes fluctuaciones de temperatura o bajo condiciones de cultivo pobres
y si el bulbo esta infectado no sélo de PIAMV sino también de otros virus, serd mas

propenso a mostrar sintomas (AVB, 2016).
Enfermedades bacterianas

Erwinia spp.: La enfermedad conocida como pudricién blanda del bulbo y tallo es causada
por la bacteria Erwinia spp. (Magos-Garcia et al., 2010). La cual puede provocar pérdidas
del 50% de la produccién. Los primeros sintomas se observan en las escamas, en forma
de manchas traslucidas cuando comienza la infeccion y a medida que la enfermedad
avanza se extiende por todo el bulbo. Lo cual ocasiona la pudricién blanda. Se puede
detectar en las heridas de las escamas debido a la podredumbre y el olor fétido que
produce. Por otro lado, durante la produccién en campo los tallos infectados por esta
bacteria presentan poco desarrollo y baja formacion de botones florales (Smadja et al.,

2004; Vann Door et al., 2011; Trejo et al., 2014).
Enfermedades flingicas

Fusarium oxysporum: La pudricion de bulbos, escamas y manchado de tallo es causada

principalmente por Fusarium oxysporum. La cual se considera como una de las

enfermedades mas destructivas en los Ultimos afios en el cultivo. La enfermedad
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proveniente del material propagativo infestado. Los sintomas se manifiestan generalmente
cuando las plantas estan proximas a la floracién. Este hongo penetra en el bulbo por medio
de heridas; y se manifiesta en manchas de color café oscuro en las escamas y bulbos con
posterior pudricion de los tejidos. En los bulbos se produce un amarillamiento de las hojas
basales, en sentido ascendente con respecto al tallo, al cual quedan adheridas y finalmente
se pudren cuando la infeccién de las escamas alcanza la base de éste (Garcia, 2002; Streck

y Schuh, 2005; Van Door et al., 2011).

Botrytis elliptica: El moho gris causado por el hongo patdgeno necrotréfico Botrytis elliptica

provoca la muerte descendente de las ramas, necrosis total de las hojas banderas; y una
defoliacion total de la planta. Por otra parte, puede afectar en cualquier estado de desarrollo
incluso en post-cosecha. En las hojas los sintomas provocados por este hongo patégeno
son manchas marrones grisaceas y marrones oscuras. En ambos lados de las hojas se
pueden observar estas manchas descritas con anterioridad. Si las hojas estan gravemente
infestadas, el tejido puede marchitarse volverse amarillo, arrugarse y secarse. El tejido
necrético produce grandes cantidades de esporas que se dispersan con facilidad al menor
contacto o por las gotitas de agua y en las condiciones adecuadas, el hongo se extendera
rapidamente. En los tallos, Botrytis provoca que la capa exterior de los tallos se vuelva verde
grishceo o marron oscura. Los botones florales también pueden verse infestados. Los
botones infestados en una etapa temprana del desarrollo presentan manchas marrones en
los pétalos exteriores y a medida que se desarrollan, sufren malformaciones y se pudren.
Las flores que se han abierto se pueden ver con una apariencia grisacea, acuosa y con
manchas redondas. Dentro de los tipos de Lilium, los hibridos asiaticos y longiflorum son
mas vulnerables que los hibridos orientales. Dentro del grupo de los hibridos asiaticos, los
cultivares de colores blancos y rosados son los mas vulnerables (Leyva-Mir et al., 2009;

AVB, 2016).

Pythium: Este hongo provoca pudricion de raices, tanto en el bulbo como en el tallo de las
plantas bulbosas ornamentales. Por otro lado, puede producir manchas de tonalidad marrén
debido a la putrefaccion, amarillez y marchitez foliar. En general este patdégeno produce
desecacion del capullo floral, disminucion en el crecimiento de las plantas e incluso muerte
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prematura (Seemann y Andrade, 1999). Cuando las plantas estdn colonizadas por este
patdgeno, éste se encuentra disperso por todo el cultivo o por la zona del cultivo. Las hojas
inferiores se vuelven amarillas y las hojas superiores son méas estrechas y se marchitan
durante los periodos de fuerte transpiracion. Las plantas se desarrollan mal, son cortas. Por
lo tanto, las flores suelen ser pequenas. Ademas, las flores no pueden abrirse del todo y no
llegan a alcanzar los colores adecuados. Por lo general, estos hongos patogénicos se
desarrollan en ambientes huimedos y crecen mejor entre 20-30°C. EI patégeno
permanecera en el suelo, asi como en las raices del bulbo y en el interior del mismo (AVB,

2016).

Phytophthora: Es el agente causal del retraso en el crecimiento y marchitez repentina. La
base del tallo presenta pudricion humeda y un color verde oscuro o marrén oscuro. La
pudricion se extiende hacia las partes superficiales de la planta lo cual provoca que se
doblen o se caigan. Esta enfermedad es causada por hongos del género Phytophthora. El
mas comun es Phytophthora nicotianae. El hongo se extiende mediante zoosporas que se
distribuyen a través de particulas del suelo y salpicaduras de agua (Seemann y Andrade,

1999; AVB, 2016).

Penicillium: El patégeno se desarrolla durante el almacenamiento del bulbo, y causa
pudricion de color marrén en las escamas del bulbo. La pudricién se extiende durante el
periodo de almacenamiento, incluso a bajas temperaturas (-2°C). Después de un periodo
de tiempo, el hongo puede penetrar en la base y desde ahi penetrar en otras escamas y a
su vez, estas escamas se separaran de la base y dejaran de contribuir al crecimiento de la
planta. Aunque los bulbos sélo estan ligeramente infectados, la apariencia no es buena.
Los hongos Penicillium por lo general se encuentran en el medio ambiente y comienza
durante el almacenamiento cuando las esporas hieren el tejido del bulbo. Una temperatura
excesivamente alta y una humedad relativa demasiado baja durante el almacenamiento

favorecen este problema (Conijn, 2014; AVB, 2016).

Rhizoctonia solani: El dafio producido por Rhizoctonia solani se limitara a las hojas en el

suelo y a las hojas verdes mas bajas del nuevo brote. Las hojas presentaran manchas de
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color marrén palido. Las plantas pueden florecer normalmente, pero con puntas de hojas
dafiadas. En general, el desarrollo de la planta sera algo mas lento, pero continuara
creciendo. Si la infeccion es grave, las plantas creceran con retraso y tanto las hojas blancas
subterraneas como las hojas mas bajas de la superficie se pudrirdn o marchitaran. Se
detiene la aparicion de raices del tallo, el desarrollo se retrasa y la floracién es pobre o

inexistente (Morales y Arbélez, 2015; AVB, 2016).

En relacién a la problematica de las enfermedades en el cultivo, Streck y Schuh (2005) y
Van Door et al., (2011) plantearon que se requiere de mayor atencién por parte de los
programas de sanidad vegetal en detectar estas infecciones en los bulbos almacenados
(propagulos); antes de llevar a campo para evitar pérdidas en las plantaciones en campo.
Por otra parte, se hace necesario el desarrollo de técnicas de propagacién que permitan la
obtencion de bulbos de mayor calidad (libre de patégenos) en menor tiempo y a mas bajos
costos. Lo cual permitiria una mayor rapidez y eficiencia; tanto en la reproduccion como en
la comercializacién de bulbos de Lilium en todo el pais. De esta manera se evitaria la
importacion de material vegetativo contaminado (Garcia y Companioni, 2018). Por otro lado,
la disponibilidad de este cultivo es durante todo el afio mediante los sistemas intensivos de
produccion (Alvarez et al., 2008). Sin embargo, para el control de los problemas
fitosanitarios se han implementado alternativas quimicas que no erradican por completo,
sélo logran reducir las tasas de crecimiento de estos patdgeno. Aunque, no se tienen en
cuenta las consecuencias del uso descontrolado de fertilizantes o plaguicidas de naturaleza
guimica que afectan directamente en el suelo, agua, aire; y en la salud tanto del productor
como del consumidor (Ortega et al., 2006). Por lo tanto, es importante la implementacion
de programas de control de patégenos mediante alternativas amigables con el medio
ambiente. Las cuales permiten reducir los costos de produccion ademas que son una
alternativa para evitar la induccion de resistencia en los patégenos (Bhromsiri y Bhromsiri,
2010; Keng et al.,, 2010;). Como es el caso del uso de extractos vegetales, aceites
esenciales, extractos organicos y enzimaticos que favorecen al biocontrol de patégenos en
la agricultura. Existen diferentes resultados cientificos que han demostrado efectividad

contra el crecimiento de bacterias, nematodos y hongos fitopatégenos en una amplia
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diversidad de cultivos; que facilita el aprovechamiento de los recursos naturales con una
reduccién en el uso de insumos no agricolas (Vinueza et al., 2006; Chavez y Aquino, 2012;
Rodriguez et al., 2012). Sin embargo, aun falta la difusion de esta informacion al floricultor
a través de la capacitacion e investigacion participativa entre técnicos y profesionales de
instituciones interesadas a favor de promover nuevas soluciones en el desarrollo del sector
productivo floricola en el cultivo de Lilium (Garcia y Companioni, 2018). Otra de las
problematicas que enfrentan los productores de Lilium en México es el incremento de los
costos de produccion y la rentabilidad en el cultivo por la carencia de material vegetal de
plantacion (propagulos). Los productores se abastecen de bulbos importados para poder
mantener sus programas de siembra durante todo el afio (Streck y Schuh, 2005). Entonces
es importante buscar alternativas con el fin de darle solucién a este problema. Por lo tanto,
la aplicacion de la Biotecnologia Vegetal en el campo de la propagacion de plantas resulta
una herramienta basica y efectiva que permite obtener en corto periodo de tiempo grandes

volimenes de plantas de alta calidad genética y fitosanitaria.

Los métodos de micropropagacion es una excelente alternativa para satisfacer la demanda
de plantacion de diferentes especies vegetales (Akin-ldowu et al., 2009; Hussain et al.,

2012).
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2.4 Propagacion sexual y asexual en el cultivo Lilium.

El Lilium se puede propagar mediante dos principales vias de propagacion: via sexual y
asexual. La propagacién por semillas es un método que se utiliza en el mejoramiento
genético en el cultivo. El método natural de propagacion vegetativa es a través de bulbos,
bulbillos de las hojas, bulbillos del tallo y escamas de bulbos de Lilium. La propagacion
tradicional consiste en la produccion de pequefios bulbos en el suelo, en la base del tallo.
Los cuales se forman durante el periodo de crecimiento. Por otro lado, produce raices
contractiles y pequefias hojas iniciales antes que el tallo original alcance la senescencia
(Salinger, 1991). El proceso suele ser tardado que parte de un bulbillo y depende del
didmetro o tamafio que se desee alcanzar en la variedad. Pero, por lo regular el proceso
dura entre afio y medio; y tres afios. La influencia del clima también es importante, si es en
condiciones naturales o protegidas entre otros factores. Por otro lado, a mayor tamafio de
bulbo se obtienen mayores flores por tallo. Los menores tamafios son de menor precio y de
menor calidad (Bafion et al., 1993). En la figura 2 se muestra un esquema comercial en el

cultivo de Lilium segun (Gross et al., 2002).
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Figura 2. Esquema comercial en el cultivo de Lilium (Gross et al., 2002).
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Por otra parte, el Lilium se puede multiplicar por tejidos o meristemos. Estas técnicas
propias de la biotecnologia vegetal ofrecen grandes ventajas respecto a los métodos
convencionales de propagacion en el cultivo de Lilium (Herreros, 1983; Salisbury y Jensen,
1988). Este ultimo método de propagacion representa el método méas ampliamente utilizado
en los paises comerciales de bulbos de Lilium (Thakur et al., 2006; Pandey et al., 2009).
Las técnicas de cultivo de tejidos se han utilizado para el mejoramiento genético; y la
propagacion de Lilium (Stimart y Ascher, 1978; Pelkonen, 2005). En general los tejidos de
Lilium tienen un alto potencial de regeneracion (George, 1996). En particular las escamas
de los bulbos tienen la mejor capacidad para inducir la formacion de bulbos adventicios

(Nhut, 1998; Castro et al., 2008; Saifullah et al., 2010; Mir et al., 2012).

Castro y Londofio (2008) desarrollaron un método eficiente para la propagacion de Lilium
sp. mediante escamas de bulbo como explantes del hibrido “Casablanca”. Para ello, las
escamas se desinfectaron con hipoclorito de sodio (0.5%) durante 15 minutos y peréxido
de hidrégeno (0.03%) durante dos minutos. Se establecieron en medio de cultivo
compuesto por las sales Murashige y Skoog (1962); y suplementado con benciladenina
(0.05 mg.LY). Para la induccién y diferenciacion de microbulbos, el acido naftalenacético
(ANA) (0.1 mg.L?) fue la concentracion que mostr6é los mejores resultados en cuanto al
porcentaje de explantes diferenciados; y el numero de microbulbos formados por explante.
Sin embrago, en la fase de proliferacion se utilizé la kinetina (1.0 mg.L™?) mas la adicién de
sacarosa (60 g.L) como fuente carbonada que presentd el mayor niimero de bulbos (3.9)
con un 75% de explantes diferenciados. Por ultimo, después de 45 dias en la etapa de
multiplicacién in vitro se formo el primer microbulbo. Mientras que lturbide et al. (2017)
establecieron una metodologia para la regeneracion de plantulas a partir del
establecimiento de apices meristematicos in vitro y la obtencién de microbulbos para su
multiplicacién in vitro. Para ello estudiaron diferentes concentraciones de hipoclorito de
sodio para la desinfeccion de los explantes (0.5%; 1%y 2,0% (v/v)) durante 15 minutos. En
la etapa del establecimiento in vitro utilizaron apices meristematicos que se incubaron en el
medio de cultivo compuesto por las sales de Murashige y Skoog (1962) y sacarosa (30 g.L

1) complementado con diferentes concentraciones de 6-BAP (0.1; 0.2; 0.3; 1.0 mg.L ™). Para
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el enraizamiento utilizaron el medio de cultivo anteriormente mencionado al 50% y 100%
de las sales. Ademas de la adicién de ANA (0.5 mg.L™?) como una variante del medio que
contenia el 50% del medio de cultivo descrito. Los resultados en la investigacion lograron
el establecimiento in vitro del cultivo, seguido de la obtencién de microbulbos. Los cuales
se realizaron la multiplicacion in vitro en el medio que contenia 1.0 mg.L* de BAP en donde
se obtuvieron los mejores resultados. El medio de cultivo constituido por el 50% de las sales
de MS y suplementado con ANA fue donde se obtuvieron los mejores resultados en el
namero de raices. En la metodologia descritas se logré6 un 98% de sobrevivencia en la

etapa de aclimatizacion.

2.5 Lilium: situacion actual en México.

El sector floricola posee una de las industrias mas fuertes en diversos paises desarrollados
y en vias de desarrollo. En el cual el cultivo de Lilium es uno de los géneros de bulbos de
flor de mayor relevancia en el mundo. Ocupa el décimo primer lugar en demanda; y el
segundo lugar en plantas bulbosas en México (Procolombia, 2015). Esto se atribuye a la
gran diversidad de colores que se logra a través de la hibridacién entre especies asiaticas
y orientales. Holanda es el principal productor y exportador mundial de bulbos de Lilium
para sus diferentes usos (flor cortada o planta en maceta). Los bulbos para produccion de
flor de corte y de plantas en maceta son importados casi exclusivamente de Holanda y en
menor medida de Chile (Facchinetti y Marinangeli, 2008; Gomez, 2010). En el caso de
México, constituye un pais que posee un fuerte potencial de produccion de cultivos
ornamentales. En este sentido, el Estado de México concentra el 90% de la produccién
floricola; y es el Unico estado en el pais con capacidad de exportacion, siendo Estados
unidos y Canada sus principales mercados (SAGARPA, 2018). En relacién al 2020, el
Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) informaron el aumento en la
produccion de seis de las especies ornamentales mas populares en México las cuales
fueron: rosa, gerbera, Lilium y girasol. No obstante, México escasea de bulbos para
siembra por ello, los productores se abastecen de bulbos importados; los cuales son

almacenados en cadena de frio hasta su siembra en campo. Por lo que esto favorece la
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aparicion de enfermedades por hongos y bacterias que en la mayoria de casos no son
detectadas al momento de adquirirlas por el productor. Por otra parte, los bulbos sembrados
producen flores de calidad s6lo en la primera cosecha, esto provoca que el productor debe
comprar nuevamente bulbos para mantener sus programas de siembra durante todo el afio,
todo esto incrementan los costos de produccién y disminuye la rentabilidad del cultivo
(Streck y Schuh, 2005). Por todo lo anterior, se visualiza que mediante la propagacion
masiva de bulbos de Lilium se pueden obtener bulbos de mayor calidad en menor periodo
de tiempo y a mas bajos costos, lo cual constituye uno de los propdésitos mas actuales en
la aplicacion de esta técnica con fines comerciales; y proveerles a los productores material
vegetal de bulbos de Lilium para lograr sus programas de siembra durante todo el afo, a
menor costo de produccion. Lo anterior seria un gran aporte a la Biotecnhologia Vegetal en

el campo de floricultura en México.
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3.0 MATERIALES Y METODOS

3.0.1 Generalidades de los experimentos.

La presente investigacion se desarrollé en el Laboratorio de Micropropagacion de Plantas,
del Instituto Mexicano del Maiz "Mario E. Castro Gil", en la Universidad Autbnoma Agraria

Antonio Narro, Saltillo, Coahuila, México.

Como material vegetal se utilizaron bulbos sanos de Lilium sp. Estos materiales se
almacenaron durante dos meses a 4 °C, con la finalidad de superar la dormancia del
material vegetal. El medio de cultivo basal fue compuesto por las sales Murashige y Skoog
(1962) (sales MS) suplementadas con tiamina (1.0 mg.L™?), mioinositol (100 mg.L™?), cisteina
(25.0 mg.L?) y sacarosa (20 g.L?). Para la gelificacion del medio de cultivo se utilizé Agar
Phytagel™ (Sigma-Aldrich) a razén de 3.5 g.L*. El pH del medio de cultivo se ajust6 a 5.7
+1.

Analisis estadistico: En el procesamiento estadistico de los datos se utilizé el utilitario
Statistical Package for Social Sciences (SPSS para Windows, versién 8, Copyright SPSS
Inc., 1989-1997).

3.1 Determinacion de las condiciones para el establecimiento in vitro de Lilium
sp. en la variedad Concador.

La investigacién se desarroll6 en el Laboratorio de Micropropagacion de Plantas, del
Instituto Mexicano del Maiz "Dr. Mario E. Castro Gil"; perteneciente a la Universidad

Auténoma Agraria Antonio Narro, Saltillo, Coahuila, México.

Material vegetal: Para la toma de explantes se utilizaron bulbos sanos de Lilium sp. de la
variedad 'Concador'. Estos materiales se almacenaron durante dos meses a 4 °C, con la

finalidad de superar la dormancia del material vegetal.

Condiciones de cultivo: Las condiciones de cultivo en toda la experimentacion fueron en

una camara de cultivo en condiciones de oscuridad, con una temperatura de 22 + 2 °C.
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3.1.1 Efecto de la variedad y el tipo de explante en el porcentaje de
contaminacién e induccién de microbulbos de Lilium in vitro.

Las escamas para su desinfeccion previamente se clasificaron en escamas externas,
medias e internas del bulbo madre. Estas fueron lavadas con abundante agua corriente
para eliminar los restos de suelo. Posterior a ello se lavaron con agua y detergente. Seguido
se enjuagaron para eliminar el detergente; y una vez en la cabina de flujo laminar se
procedio de la siguiente manera: se introdujeron 5 minutos en alcohol al 70%; y después 7
minutos en una solucion de bicloruro de mercurio al 0.1%. Se realizaron tres lavados de 5
minutos cada uno en agua destilada estéril para eliminar los restos del desinfectante; y las
escamas se colocaron en una placa de petri con papel de filtro estéril bajo el aire del flujo
laminar para eliminar la humedad antes de realizar los cortes y proceder a su introduccion
in vitro. Para el establecimiento in vitro, todas las escamas se les realizaron cortes en la
zona distal y proximal; y algunas punteaduras en la zona media. Las escamas externas por
su tamafio se seccionaron en dos o tres segmentos de 1 cm aproximadamente. Las
escamas y los segmentos se colocaron en el medio de cultivo en posicion adaxial. EI medio
de cultivo que se utilizé fue el Murashige y Skoog (1962) (MS) suplementado con 1.0 mg.L
! de 6-bencilaminopurina (6-BAP) + 0.3 mg.L* de &cido naftalenacético (ANA); y 30 g.L* de

sacarosa como fuente carbonada.

Los explantes establecidos se incubaron en el cuarto de cultivo en condiciones de luz (25
umol. m2.st) durante 45 dias. Después de este tiempo se determinaron los niveles de
contaminacion por hongo y bacteria. Asi como el nivel de supervivencia a los 30 dias de
implantacién de los explantes en el medio de cultivo descrito. A los 42 dias los microbulbos
formados pasaron a la etapa de multiplicacién in vitro (MS + sacarosa 80g.L*+ 0.3 mg.L™*

ANA).

3.2 Determinacion de las condiciones para la multiplicacién in vitro de Lilium

a partir de escamas en el medio semi-sélido.

En este acapite se desarrollaron un conjunto de experimentos con el objetivo de optimizar
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la etapa de multiplicacion de microbulbos en medio semi-sélido. Para ello se selecciono la
variedad Concador. Donde las escamas internas de los bulbos una vez desinfectadas se le
realizan cortes en la zona proximal y distal. Asi como punteaduras en la porcion media de
la escama. Las mismas se colocan en posicion adaxial en el medio de cultivo MS + 1.0 mg.
L1de BAP + 0.3 mg. “1de ANA; y 30 g.L! de sacarosa, en condiciones de luz por 42 dias.
Los microbulbos formados se separaron de la escama y se colocaron en medio de
multiplicaciéon (MS + 0.2 mg.L* de ANA + 80 g.L de sacarosa) en condiciones de oscuridad
durante 42 dias del cultivo en la etapa de multiplicacion in vitro. Los microbulbos formados
se les eliminaron las raices; pero las escamas se individualizaron. Por otra parte, se les
realiz6 un corte en la zona distal y se colocaron en un medio de cultivo fresco de
multiplicacién in vitro para la formacién de nuevos microbulbos. Con el objetivo de lograr
microbulbos de mayor calidad se recomienda utilizar solo las escamas de mayor tamafo
de los microbulbos (aproximadamente 2-4 escamas). Las condiciones de cultivo fueron las
siguientes: frascos de cultivo Gerber de 90 ml de capacidad con 25 mL de medio de cultivo.
El medio de cultivo semisélido compuesto por las sales MS (Murashige y Skoog, 1962).
Para la gelificacién del medio de cultivo se utilizé6 Agar Phytagel™ (Sigma-Aldrich) a razén
de 3.5 g.L L. El pH del medio de cultivo se ajusté a 5.7 +1. En esta etapa todos los
experimentos se desarrollaron en condiciones de oscuridad. La duracion de la etapa de

multiplicacion in vitro en el cultivo fue de 42 dias.

3.2.1 Efecto de la concentracién de sacarosa en la multiplicacion de
microbulbos de Lilium.

Las escamas de los microbulbos provenientes de la multiplicacion in vitro descrita en el
acapite anterior se separaron y se les realiz6 un corte en la porcién distal. Posterior a ello
se colocaron en el medio de cultivo en posicion adaxial. El medio de cultivo fue el MS
suplementado con 0.3 mg.L* ANA. Se ensayaron tres concentraciones de sacarosa: 60,
80 y 100 g.L. Se evaluaron los siguientes parametros: nimero de microbulbos por

escamas, nimero de escamas de cada microbulbo, y la masa fresca de las escamas.
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3.2.2 Efecto de los reguladores de crecimiento, la concentracion de sacarosa,
y el microambiente in vitro en la multiplicacién de microbulbos de Lilium.

En la formacion de microbulbos a partir del establecimiento in vitro de escamas
directamente de los bulbos ex vitro, la combinacién de 1.0 mg.L'* BAP y 0.3 mg.L ANA fue
efectiva. Sin embargo, en el experimento anterior quedd demostrado la efectividad de la
ausencia de este regulador en la multiplicacién de los microbulbos. Por ello, con el objetivo
de optimizar la fase de multiplicacion in vitro se disefid un experimento tri-factorial donde
interactuaron tres factores: reguladores del crecimiento (BAP y ANA), concentracién de
sacarosa (30 y 80 g.L?); y el ambiente fisico del cultivo (luz y oscuridad) en la multiplicacién
in vitro de microbulbos. Después de los 42 dias se evaludé el nimero de microbulbos por
escamas; y el niumero de escamas en cada microbulbo formado en la etapa de

multiplicacion in vitro.

3.3 Aclimatizacion de microbulbos de Lilium.

En esta etapa de la experimentacién se utilizaron microbulbos de Lilium provenientes de la
multiplicacién in vitro. Los microbulbos obtenidos contenian una masa fresca
aproximadamente entre 0.9 y 1.2 g; y el volumen del microbulbo entre 5.1 a 6.02 cm?®. La
profundidad de siembra fue de 4 — 5 cm. Se sembraron en charolas de 32 cavidades
(dimensiones 6 X 6 cm; y 8 cm de profundidad) que contenian sustrato (peat moss +
termolita (proporcion 1:1) (peat moss, Lambert, Canadian Sphagnum peat moss) (termolita,
Hortiperl). El sustrato fue previamente esterilizado a 121 °C durante 1 hora a 1.2 atmosfera.
Se procedié antes de la siembra a la aplicaciéon de los siguientes biofertilizantes de
fabricacion por el grupo empresarial LABIOFAN, Cuba. Los biofertilizantes fueron: ECOMIC
se afiadieron 10 g antes de colocar el microbulbo en el fondo; y Microorganismos Eficientes
se aplicé a una dosis de 100 ml/L encima del microbulbo antes de cubrir con el sustrato).
Después de la aplicacion de los biofertilizantes; y de la siembra los microbulbos se
colocaron en las siguientes condiciones controladas: temperatura a 25 °C X 6 semanas y
oscuridad; después golpe frio y oscuridad (5 °C X 2 semanas); y posteriormente a 25 °C

con 16 horas luz; y 8 horas oscuridad X 6 semanas. En ambos tratamientos el tiempo de la
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experimentacion fue de 14 semanas; y la humedad relativa se mantuvo entre 80 a 90%. A
las 14 semanas después de la siembra se procedi6 a realizar las siguientes evaluaciones:
masa fresca del microbulbo; didmetro longitudinal y ecuatorial del microbulbo; y el volumen
del microbulbo. El célculo de volumen del microbulbo: se basa en considerar al microbulbo
como un esferoide y no una esfera perfecta (Thakur et al. (2005); V=4  x (a/2)?x c¢/2 donde

el calibre del microbulbo (a/c): (diAmetro ecuatorial/di@metro longitudinal).
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4.0 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Determinacion de las condiciones para el establecimiento in vitro de Lilium

sp. en la variedad Concador.

4.1.1 Efecto de la variedad y el tipo de explante en el porcentaje de

contaminacion e induccién de microbulbos de Lilium in vitro.

En el cuadro 1 se muestran los resultados de los porcentajes de contaminacién por hongo
y bacterias, asi como la supervivencia de los explantes a los 30 dias del establecimiento in
vitro. En general los mayores porcentajes de contaminacion se alcanzaron en las escamas
externas con pérdidas que oscilaron entre un 54.1- 21% por hongos y 51.4-20,8 % por
bacterias. Las escamas medias también tuvieron altos porcentajes de contaminacién por
hongo que oscilaron entre un 50-12.5%, con excepcién de la variedad Concador amarillo
gue no tuvo pérdidas por hongo. Pero presentd un 55% de contaminacion por bacteria. En
todas las variedades, las escamas internas fueron las que menor contaminacion y mayor
porcentaje de supervivencia presentaron. Entre las variedades, la Concador amarillo fue las
de mayor contaminacién por hongo y bacteria en las escamas internas, por lo que para esta
variedad se requiere de una mejor preparacion de los bulbos previo al establecimiento o

ensayar un método de desinfeccion mas intenso.

Cuadro 1. Efecto de la variedad y el tipo de explante en el porcentaje de contaminacién por hongo
y bacteria, asi como la supervivencia. Letras diferentes dentro de una misma columna indican
significacion para valores de p < 0.05. Los datos se transformaron segun (2 arcosen (X/100)/2

Hongo Supervivencia
Variedad Tipo de Escama (%) Bacteria (%) (%)
Concador A. Externa 54,1 a 458 b 0,01
Media 0,0i 55.0 a 450 f
Interna 33,3e 26,6 e 40,0 gh
Santander B Externa 439d 39,3¢c 16,6 |
Media 50,0 bc 0,0i 12,50 e
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Interna 0,0i 0,0i 100,0 a
Sorbone R Externa 328e 20,8 f 40,2 gh
Media 14,29 14,3 h 71,4 e
Interna 6,66 h 0,0i 93,3¢c
Pavia A Externa 51,8 abc 14,8 33,31
Media 33,3 e 23,8e 42 8 f
Interna 6,89 h 1,72 h 91,4c
Rosa Oscuro  Externa 48,6 g 514a 0,01
Media 454d 15,9 gh 38,6
Interna 140e 12,5 73,4d
Naranja Externa 54,7 a 33,9d 11,3k
Media 125¢ 34,3d h3,1e
Interna 6,06 h 0,0i 939b
Rojo Externa 48,7 c 51,2a 0,0i
Media 21,8f 250e 53,1 de
Interna 1199 2,30 k 85,7d
Significaciéon * * *

Al analizar el efecto del tipo de escama (interna, media y externa) independientemente de
la variedad, se pudo observar que las escamas internas tuvieron un 80% de supervivencia
con niveles bajos de contaminacion por hongo (14%) y bacteria (8%) (Cuadro 1). A partir
de estos resultados es conveniente utilizar ese tipo de escama para el establecimiento in

vitro de variedades de Lilium, el empleo de otro tipo de explante seria menos efectivo.
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Figura 3. Porcentaje de pérdidas por hongo y bacteria, asi como la supervivencia por tipo de escama,
independientemente de la variedad, a los 42 dias del establecimiento in vitro. (ANOVA. Prueba
Tukey, Transformacion: 2. Arcosen (X/100)1/2. Letras diferentes indican significacion para valores
de p < 0.05 n=90).

Al analizar el efecto del tipo de escama y la variedad en el porcentaje de explantes que
formaron microbulbos las escamas media e internas de la variedad Rojo fue la mejor con
un 82.3 y 80.5 % de respuesta respectivamente. En cuanto al nimero de microbulbos por
escama,; las escamas media de la variedad Concador y la media e interna de la variedad
Santander blanco formaron 6.25; 6.18 y 5.75 microbulbos/escamas respectivamente con

diferencias significativas del resto de las variedades. En general, en todas las variedades

las escamas internas tuvieron mayor formacion de microbulbos (Figura 3).
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Cuadro 2. Nivel de respuesta de las variedades y el tipo de escama a los 42 dias del establecimiento
in vitro de escamas de Lilium. Letras diferentes dentro de cada columna indican significacion para
valores de p< 0.05; ANOVA: Tukey. Porcentaje transformacion: 2arcosen(X/100)¥2. Nimero de
bulbos: Transformacion: (X+0.5)%2.

Porcentaje de explante
gue formaron NUmero
Variedades Tipo escama  microbulbos microbulbos/escama
Concador externa 0.0i 0.0f
media 44.4 f 6.25 a
interna 50.0 e 2.60b
Santander
Blanco externa 0.0h 0.0f
media 50.0 e 6.18 a
interna 73.3b 5.75a
Sorbone Rosa  externa 22.2¢ 1.25 bcde
media 44.4d 3.70 bcd
interna 775b 3.28 bc
Pavia amarillo externa 0.0h 0.0f
media 44.4d 1.25 ef
interna 77.3b 1.53 bcde
Rosa Oscuro externa 0.0h 0.0f
media 70.3c 2.0 bcde
interna 516e 3.04 bcde
Naranja externa 33.3¢g 4.0 cde
media 41.1f 3.71 cde
interna 41.9f1 4.53 bcde
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Rojo externa 0.0h 0.0f
media 82.3a 1.47 cde
interna 80.5a 1.75 bcde
Significacion Variedad * *
Tipo escama * *
Interaccion * *

El numero de microbulbos/escamas que se formaron estuvo marcadamente influenciado
por la variedad. Las variedades del grupo orientalis (Concador, Santander y Sorbone)
formaron entre 2.8 a 4.3 microbulbos mientras que en las asiaticas (Pavia A.; Rosa Oscuro;

Naranja; Rojo) la formacién de microbulbos fue comparativamente menor (Cuadro 2).

a
ab
b
C
cd
d
d I
T T T . T T T - 1

w >
w (02} B (6]
1 1 1

nimero de microbulbos/explante
N
™

2 -
1,5 4

1 -
0,5

0

Concador Santander B SorboneR Pavia A. Rosa Naranja Rojo
Oscuro
variedades

Figura 4. Nimero de microbulbos por explante que se formaron en cada una de las variedades
independientemente del tipo de escama a los 42 dias del establecimiento in vitro. Letras diferentes
indican significacion para valores de p< 0.05 (ANOVA: Prueba Tukey. Transformacion: (X+0.5)2.
(n=90). (Lilium orientalis: Concador, Santander B, Sorbone R; Lilium asiatico: Pavia A., Rosa Oscuro;
Naranja; Rojo).
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Figura 5. Formacion de microbulbos a partir de escamas de bulbos ex vitro en medio de cultivo MS
+ 1.0 BA + 0.3 ANA y 30 g.L! de sacarosa. Colocacion adaxial de las escamas después de
desinfectadas y con los respetivos cortes y punteaduras, iniciacién de los microbulbos entre los 15y
21 dias y crecimiento de los microbulbos. En la foto se muestra la variedad asiatica Rojo oscuro,
muy precoz en la iniciacion y crecimiento de los microbulbos. Ya en esta fase los microbulbos se
separan de la escama y pasan a la etapa de multiplicacion (altas concentraciones de sacarosa, ANA
y oscuridad).

4.2 Multiplicacion de microbulbos de Lilium a partir de escamas en
medio semi-solido.

4.2.1 Efecto de la concentracién de sacarosa en la multiplicacion de

microbulbos de Lilium.

Al evaluar el efecto de la concentracion de sacarosa en la multiplicacion a partir de escamas
se observé que en cuanto al numero de microbulbos/escama no se encontraron diferencias
significativas entre 60y 80 g.L, obteniéndose 2.4 y 2.8 microbulbos por escamas. Mientras
gue la concentracion de 80 g.L-1 aumentd significativamente el ndmero promedio de
escamas por microbulbo (4.0) y la masa fresca promedio de las escamas (0.085 g) (Figura
6).
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Figura 6. Efecto de la concentracion de sacarosa (60, 80 y 100 g/L) en el ndmero de
microbulbos/escama, el nUmero de escamas de cada microbulbo y la masa fresca promedio de las
escamas a los 42 dias de cultivo. Letras diferentes indican significacion para valores de p <0.05
(ANOVA, Tukey). Transformacion de las variables: numero de bulbos/escamas y nuamero de
escamas/bulbo: (X+0.5)¥2, Los datos representan la media de 60 repeticiones.
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A partir de estos resultados se confirmé la concentracion de 80 g.L™ de sacarosa como la
concentracion éptima para la multiplicacion de microbulbos de Lilium variedad Concador
por su efecto en el numero de microbulbos. Asi como en el numero de escamas por

microbulbo y la masa fresca promedio de las mismas.

4.2.2 Efecto de los reguladores de crecimiento, la concentracién de sacarosa,
y el microambiente in vitro en la multiplicacion de microbulbos de Lilium.

Al analizar el efecto de los tres factores antes sefialados se pudo comprobar que en la
formacion de microbulbos a partir de escamas procedentes de microbulbos in vitro, la
concentracion de ANA 0.3 mg.L?; 80 g.L* de sacarosa en condiciones de oscuridad se
logré incrementos significativos del numero de microbulbos por escamas (3.05) y el nimero
de escamas por microbulbo (4.5). En este dltimo parametro sin diferencias significativas

con la presencia de BAP con 30 g.L* sacarosa en condiciones de luz (Cuadro 3).

Cuadro 3. Efecto de los reguladores de crecimiento, la concentracion de sacarosa, y el
microambiente in vitro en la formacién de microbulbos y escamas por microbulbo de Lilium variedad
Concador a los 42 dias de cultivo. Los datos representan la media de 30 repeticiones. Los datos se
transformaron segun la siguiente expresion: (X+0.5)¥2. Las letras en una misma columna indican
diferencias significativas para valores de p < 0.05 (ANOVA, Tukey).

Regulador del  Concentracion
crecimiento sacarosa ) |
Numero Numero

(mg/L) (g/L) Ambiente microbulbos/escama escamas/microbulbo

1.0 BAP + 0.3

ANA 30 Luz 1.85b 4.16 ab
30 Oscuridad 1.95b 295b
80 Luz 2.10b 3.10b
80 Oscuridad 1.45b 256b

0.0 BAP + 0.3

ANA 30 Luz 1.35¢ 255D
30 Oscuridad 2.65b 3.61b
80 Luz 2.10b 3.57b

42




80 Oscuridad 3.05a 4.55 a
Significacion Regulador 0.101 NS 0.016 *
Sacarosa 0.272 NS 0.514 NS
Ambiente 0.136 NS 0.121 NS
Interaccion 0,023 * 0.002 **

Figura 7. Efecto del BAP, concentracion de sacarosa, luz y oscuridad en la formacion de
microbulbos. N6tese el papel de la sacarosa en el engrosamiento del microbulbo tanto a la luz como
en la oscuridad. Las concentraciones de 30 g.L! provocaron la formacion de hojas alargadas.
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Figura 8. Efecto del ANA, concentracion de sacarosa, luz y oscuridad en la formacion de
microbulbos. Notese el papel de la sacarosa en el engrosamiento del microbulbo tanto a la luz como
en la oscuridad. Las concentraciones de 30 g.L* a la luz provocan la formacion de hojas alargadas
mientras que en la oscuridad continda el microbulbo formado.

Con el objetivo de lograr un menor numero de raices teniendo en cuenta que desde la fase
de establecimiento venia utilizando 0.3 mg.L-1 ANA se disefig el siguiente experimento. Se
tomaron escamas de los microbulbos provenientes de la etapa de multiplicacion. Se les
aplico un corte en la porcion distal y se colocaron en el medio de cultivo en posicion adaxial.
El medio de cultivo fue el MS suplementado con 80g.L* de sacarosa (mejor resultados del
experimento anterior). Se ensayaron cuatro concentraciones de ANA: 0.0, 1.0, 2.0y 3.0
mg.L™. A los 42 dias se determiné el nimero de microbulbos formados en cada escama, la
masa fresca de los microbulbos, el nimero de escamas por microbulbos. Asi como la masa

fresca de las raices por la imposibilidad de cuantificar el nimero de raices.
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Figura 9. Efecto de la concentracion de ANA (0, 0.1, 0.2 y 0.3 mg. L'1) en el nimero de microbulbos
por escama, la masa fresca de los microbulbos, el nimero de escamas de cada microbulbo, y la
masa fresca de las raices a los 42 dias de cultivo. Letras diferentes indican significacion para valores
de p <0.05 (ANOVA, Tukey). Transformacién de las variables: nimero de bulbos/escamas y nimero
de escamas/bulbo: (X+0.5)12, Los datos representan la media de 60 repeticiones.

Al evaluar el efecto de la concentracion de ANA en la formacioén de microbulbos por escama
no se encontraron diferencias significativas entre las concentraciones que se ensayaron.

Pero si con el tratamiento control. Es decir que la aplicacion de ANA en la etapa de
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multiplicacion in vitro constituye un factor importante en la formacion de microbulbos. No
existieron diferencias en la masa fresca de los microbulbos y el nimero de escamas por
microbulbo. Sin embargo, a medida que se incrementd la concentracion de ANA aumento
significativamente la cantidad de raices (Figura 9). A partir de este resultado se selecciona
la concentracion de 0.2 mg.L'* ANA como la adecuada para la etapa de multiplicacién de
microbulbos a partir de escamas. En la figura 10 se resume el protocolo para el
establecimiento y la multiplicaciéon de microbulbos de Lilium de la variedad Concador en
medio semi-soélido. A las escamas internas de los bulbos una vez desinfectadas se le
realizan cortes en la zona proximal y distal, asi como punteaduras en la porcién media de
la escama. Las mismas se colocan en posicion adaxial en el medio de cultivo MS + 1.0 BA
+ 0.3 ANA, 30 g.L* sacarosa a la luz por 42 dias. Los microbulbos formados se separan de
la escamay se colocan en medio de multiplicacién (MS + 0.2 mg.L* ANA +80 g.L* sacarosa
a la oscuridad) por 42 dias. A los microbulbos se les eliminan las raices y las escamas se
individualizan. Se les realiza un corte en la zona distal y se colocan en medio fresco de
multiplicacion para la formacién de nuevos microbulbos. Con el objetivo de lograr
microbulbos de mayor calidad se recomienda emplear solo las escamas de mayor tamafio
de los microbulbos (aproximadamente 2-4 escamas). Este proceso se realiza de forma
ciclica y permite incrementar el material de multiplicacién in vitro. Por este procedimiento
es posible obtener un promedio de 3 microbulbos por escama. Este protocolo se ha venido
implementando para la multiplicacion de microbulbos a partir de escamas para el resto de

las variedades que fueron establecidas in vitro.
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I ESTABLECIMIENTO IN VITRO I
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Oscuridad

Figura 10. Esquema que resume el protocolo para el establecimiento y la multiplicacion de
microbulbos de Lilium en medio semi-sélido.

4.3 Aclimatizacion de microbulbos de Lilium.

En la figura 11 se ilustra el crecimiento y enraizamiento alcanzado en el microbulbo tratado
con ECOMIC; con diferencias marcadas respecto a los restantes tratamientos. En las
plantas bulbosas la calidad de la floracion depende del almacenamiento de agua y
sustancias nutritivas de reservas del bulbo. Donde la cantidad de éstas es dependiente del
tamafio del bulbo; y para lograr estos elementos el cultivo requiere una buena formacion de
raices. Por otra parte, en la figura 12 se observa los mayores valores alcanzados de masa
fresca y volumen del microbulbo que se obtuvieron en el tratamiento con ECOMIC con
marcadas diferencias significativas con respecto al resto de los tratamientos. Lo cual nos
indica el efecto marcado del ECOMIC para la formacion de raices en el microbulbo,

elemento importante para la absorcion de nutriente y acumulacion de reservas para obtener
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flor con la calidad que demanda la norma comercial, lo que se hace necesaria la fertilizacion
adicional. En Lilium asi como en otras plantas de bulbo, se debe producir un proceso de
acumulacion de carbohidratos, lo cual se realiza mediante forzamiento en invernadero hasta
obtener una planta madura que tenga la capacidad de formacion de flores (Castro y
Londofio, 2008). Los bulbos poseen escamas carnosas, principales &organos
almacenadores de agua y sustancias nutritivas (Schiappacasse, 1999). El nitrégeno en los
bulbos es insuficiente para cubrir completamente el periodo de crecimiento y asegurar un
rendimiento maximo de 3 bulbos hijos (Ohyama et al., 1988). Por tanto, la fertilizacion
nitrogenada se considera determinante en la produccion de flores y bulbos (De Hertogh y
Le Nard, 1993; Pinochet, 1999). En particular, el momento de aplicacién es critico debido a
razones econémicas y ambientales (Gastal y Lemaire, 2002; Olfs et al., 2005); segun Matus
(1996) se debe definir con base en las tasas de crecimiento y absorcién de N del cultivo.
Para obtener un producto de calidad es necesario lograr una buena formacién de raices

(Betancourt et al., 2005).

| Microorganismos eficientes | CONTROL

Figura 11. Efecto de biofertilizantes en el desarrollo de microbulbos de Lilium provenientes de la
micropropagacioén en la etapa de aclimatizacién.
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Figura 12. Efecto de biofertilizantes en la masa fresca y en el volumen de microbulbos de Lilium
provenientes de la micropropagacion en la etapa de aclimatizacién. En cada figura, medias con letras
iguales indican que no existen diferencias estadisticamente significativas (Kruskal-Wallis, Student-
Newman-Keuls, p<0.05).
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5.0 CONCLUSIONES

=

Se logré un protocolo para la propagacion in vitro de Lilium en la variedad Concador.
Se observd la mayor eficiencia en el establecimiento in vitro de Lilium mediante la
implantacién de las escamas internas del bulbo donante. Donde se observaron los
menores valores en contaminacion; mayor supervivencia y mayor respuesta en la
formacion de microbulbos

Las mejores condiciones para la multiplicacién de microbulbos de Lilium se lograron
en condiciones de oscuridad, pero con el uso de 0.2 mg. “*de ANAy 80 g. L de
sacarosa.

La aclimatizacion de los microbulbos de Lilium en sustrato de peat moss + termolita;
y con la aplicacion de biofertilizantes mostré los mejores resultados en la masa
fresca y volumen del microbulbo con marcadas diferencias respecto al resto de los

tratamientos.
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