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Resumen

El Cultive de Tejidos Vegetales es uno de los instrumentos de la Biotecnologia
Vegetal, a través del cual es posible obtener un incremiento en el ndmero de individuos
a partir de un explante en condiciones asépticas, medios nutritivos, luz y temperatura

controladas.

lista téenica permite el conocimiento, aprovechamiento y conservacion de las especies
vegetales; gran cantidad de plantas omamentales, medicinales y alimenticias se han

propagada de esta manera,

En este trabajo se presenta la micropropagacion de la especie Piqueria trinervia Cav,

planta perteneciente a la familia Asteraceac (Compositae) y con importancia
etnobotdnica y fitoquiinica por los compuestos que se le hian extraido y que presentan
actividad alelopitica y molusquicida, aunque el espectro de accion de los compuestos

extraidos sigue en investigacion.

Para la propagacién de esta especic se establecicron las condiciones optimas de
germinacion en medio con agar al 1.6% en condiciones de luz/obscuridad,

temperaturas de 17, 22 y 25°C y tiempos de estratificacion a baja termperatura (4°C) .

La seleccién de los explantes fue a partir de secciones de tallo con hojas y tallo
respectivamente, provenientes de plantulas germinadas in vitro. Un tercer explante se
disectd de los brotes generados in vitro a partir del explante de talle con hojas en

medio MS con 1.0 g/l de kinetina,

Para la induccidn de brotacion miltiple se utilizé como medio basal medio MS
(Murashige y Skoog, 1962) adicionado con 1.0, 2.0 y 3.0 mp/l de kinetina en medio
solido, cuantificando la respuesta tanto por peso seco como por peso fresco. El

tratamiento de medio MS adicionado con 2.0 mg/! de kinetina did la mejor respuesta,



El enraizamiento se probd con las auxinas AIA, ANA e IBA en concentraciones de 0.5
mg/l, teniendo el mejor efecto et IBA, con el que se probaron concentraciones de 0.25
y 0.1 mg/l. Los substratos utilizados fueron agar y vermticulita, no habiendo diferencia
en la respuesta. Después de 17 dias de enraizamients las plantas se transplantaron a
suelo, previamente analizado, para igualar las condiciones fisicas y quimicas de
fertilidad de uno de los suelos donde crece la planta naturalmente, Se colectaron tres
pozos en el knr. 12 de la carretera México-Ajusco. De cada uno de ellos se obtuvieron
tres muestras cada 20 cm hasta una profundidad de 60 cm. E! suelo de la colecta se

conoce como Andosol, suclo derivado de cenizas volcdnicas.

La aclimatizacion consistié en mantener las plantas en el suclo analizado, cubiertas con
umd bolsa de plastico y reduciendo gradualmente la humedad relativa a través de
perforaciones en las bolsas, la sobrevivencia se cuantificd por la presencia o ausencia

de la planta después de 10 sermanas en condiciones de invernadero, Esta fue de 87%.



Introduccion

De la variedad de plantas existentes en la naturaleza, el hombre aprovecha sélo una
minima parte. Destacan por su uso las alimenticias, medicinales y forrajeras; sin

embargo, de la mayoria de las plantas se desconoce el potencial de aprovechantiento,

Una alternativa al cultivo tradicional, que ha venido desarrollandose desde hace varias
décadus y que permite ¢l conocimiento y aprovechamiento de los recursos bidticos, ¢s
la biotecnologia vegetal. En esta disciplina se emplean técnicas comio ¢l cultivo de
tejidos vegetales para obtener plantas libres de virus, o para la micropropagacion de
especies forestales y almacenamienta de germoplasma (Lozoya, 1985), Asimismo, se
abtienren compuestos como terpenoides, alcaloides, fenoles, flavonoides y esteroides
para la obtencién de productos como medicamentos, insccticidas, colorantes y

aromalizantes a través del cultivo de células (Crocomo et al., 1981).

Ei beneficio de estas técnicas en cuanto a ia obtencién de metabolitos secundarios es,
en algunos casos, ¢l aumento ¢n la produccion de la sustancia de interés en
comparacién con lo abtenido por extraccién tradicional. El aprovechamiento irracional
de muchas especies podrfa Hevar a la disminucion de sus poblaciones y por
consiguiente a la pérdida del recurso, por ellg, se plantea la nicropropngacion de la
planta Piqueria {rincrvia Cav., ya que es una especie con potencial por las sustancias

fitoquimicas que se le han extraldo y determinado y que presentan actividad alelopdtica

y molusquicida ya comprobada.
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Justificacion

‘La creciente explotacion de los recursos vegetales de nuestro pais, ha generado
también estudios para su conservacion y posible aprovechamiento de manera

interdisciplinaria,

Numerosas plantas estdn sicndo estudiadas por las propiedades que se han encontrado
en ellas; y de la mayoria se desconoce el potencial. Esto ha motivado el uso de nuevas
metodologias dentro del CTV y su relacion con otras disciplinas como I fitoquinica y

la biologia molecular, para el mejoramiento de las especies,

Muchas de las especies que estan en peligro de extincion, amenazadas o presentan
potencial, estin siendo propagadas jn vitro. Para ello se emplean compuestos que
necesita, de manera natural ¢ interna, la planta; asi como condiciones ambientales gue

repercuten en su fisiologia,

Debido a los problemas gue se presentan durante el establecimicnto de las plantas
generadas in vitro a condiciones in vivo, se proponen una serie de estrategias basadas

en investigaciones anteriores y en patrones de respuesta de algunos grupos de plantas

que dan la pauta para Ia siguiente investigacion,

Cabe schalar que Ja produccion de los compuestos o metabolitos secundarios que
producen algunas plantas que se han desarrollado por cultivo de tejidos, supera a las
cantidades provenicntes de las plantas de medios naturales. En el caso particular de la
especie Piqueria trinervia Cav. ln propagacion in vitro es de importancia inmediata,
pucs ¢l cfecto descrito de sus conpuestos estd comprobado. De esta forma se puede
proporcionar material vegetal y conservar las poblaciones silvestres, ademds de

hacerlas aprovechables por rutas biotecnoldgicas.



Antecedentes

Ubicacién taxonémica de Piqueria trinervia Cav.

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Asteridae

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae (Compositae)
Tribu: Eupatorieae

Subtribu: Ageratinae

Género: Piqueria

Especie: Piqueria tcinervia Cav.

Cronquist A, [981 y King R. M. y Robinson H. 1987.

Caracteristicas de Piqueria trinervia Cav.

Hierba anual o perenne, crgu’ida, hasta de 70 cm de altura; tallo ramificado, cilindrico,
de 2 a 4 mm de didmetro, verde-amarillento y frecuentemente rojizo, glabro o
puberulento salamente a lo largo de dos hileras longitudinales disticas; hojas opuestas,
peciolo de 2 a 3 mn de largo, cast glabro, Jimina lanceolada o angostamente ovada,
dpice agudo, borde aserrado, base cuneada, glabras, tri a pentanervadas desde ln base;
capitulos de 3 a 4 mm de largo, dispucstos en inflorescencias cimoso-corimbosas;
brdcteas involucrales 4, elipticas, anchas, de dpic= redondeado y mucronado, eroso-
marginadas, verdes, glabras; flores 4; Corola de 1.5 mm de largo, tubo cortisimo,

blanco con tinte rojizo, densamente pubescente, 1gbulos blancas, glabros; aquenio de



aproximadamente 1.5 mm de largo, glabro, con 4 costillas, vilano ausente. Namero

cromosomico 2n=20, 22, 24 (Rzedowski, 1985).

De acuerdo con Robinson (1906), ¢f pénero Pigueria cuenta en total con unas 8
especies, de las cuales aproximadamente 7 con 2 variedades estdn presentes en
Meéxico. Datos mds recientes aportados por Rzedowski (1985), establecen que el

género agrupa cerca de 20 especies distribuidas en América tropical,

Nombres comunes

Segun ¢l reporte de Martinez (1959), a Piqueria tonervia Cav., se le conoce
continmente con lus nombres de Hierba de San Nicolds, Xoloxiltic, Xoxonitztac,
Xonitlzal, Cuapopolchi en Gro. y Alta Reina en Taxco, Gro. Se le atribuyen
propicdades contra la ficbre (antipirético) especialmente en casos de tifo, también

contra los calculos biliares y contra el reumatisno en infusion en alcohol.

Gonzalez de s Parra et al,, 1981, describen a P, trinervia Cav. comio una planta

utilizada y cultivada como omamental y conocida erroneanmente como Stevia serrata

Cav.

Locallzacién

Su distribucion de acuerdo a McVaugh (1984), abarca la parte central de México, de
Zacatecas y Tamaulipas a Guanajuato, Jalisco, Michoacdn, Guerrero, Morelos, D. I,
Oaxaca, Hidalgo, San Luis Potosf y Chiapas. Se localiza en bosques himedos de pino

o pino-encino.

Rzedowski (1985) report6 su colecta desde Huehuetoca a Tlalpan y Xochimilco, y de
Pachuca a Amecameca, entre 2,300 y 3,000 m de altitud. Esta especic se encuentra

ampliamente distribuida en México, Centro América y Haiti.

Importancia fitoquimica

Piqueria trinervia Cav. ha sido frecuentemente investigada por los compuestos

quimicos que se le han extraido. En 1953 Paray reporta el uso de P, trinervia Cav.




como antipirético, antimalirico y antirreuatico. Romo et al., (1970) aislaron de tres
colectas de la planta varios compuestos: ef Acetato de Carquejilo y dos constituyentes
que Hamaron Piquerol A y Piquerol B, determinados como monoterpenos
diasteroisomeros. Bohlman y Suwita (1978), obtuvieron un terpeno Hamado H-NMR

muy parecido a la estructura del Carquejol.

De acuerdo con Evenari (1949), algunos de los monoterpenos presentan actividad
alelopatica, esto motivo la investigaeion de Gonzilez de la Parra et al ,(1981) quienes
determinaron el potencial alelopatico de P. trinervia Cav. utilizando Piquerol A y B,
concluyeron que el extracto de las hojas presenta mayor contenido del compuesto y
que ¢ste a mayor concentracion aumenta el efecto de alelopatiz en todas las especies
con las que se probd. Asimisino, comprobaron que con 50, 25 y § ppin de Piquero! en
8 especies de plantas, el Piquerol A inhibe la formacién de raices y ¢l B inhibe el
desarrollo de tallos més que de raiz, enfatizando la diferente actividad biologica entre

compuestos estereoisdmeras,

Jimenez y Gonzédlez de fa Parra (1982), aislaron y determinaron la estructura de un
nuevo alcohol diterpénico al que Hamaron trinervinol. Posteriormente, Rubio et al.,
(1985), dilucidaron la estructura electronica del Piquerol A y B. Cruz-Reyes et al.,
(1989), utilizaron el Piquerol en soluciones para comprobar la actividad del compuesto
en diferentes especies de caracoles pulmonados vectores de algunos de fos estadios de
Fasciola. Con este trabajo y de acuerdo con la Guia de Evaluacion para Molusquicidas
de Origen Vegetal de la Organizacion Mundial de fa Salud (WHO, 1983), el Piquerol
A puede ser considerado como un molusquicida natural de uso prictico y
potencialmente de uso a gran escala, ya que a concentraciones menores de 100 ppm

mata al 90% de los caracoles utilizados.

Los primeros estudios de Piqueria trinervia Cav. en cultivo de tejidos se propusieron
para investigar si es posible obtener el Piquerol en mayores concentraciones bajo este

sistema, ya que de acuerdo con Rubluo et al,, (1995) se obtienen 9.5 x 10 * mg/myg de
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Piquerol por peso seco de hojas y tallos de la planta silvestre, lo que pondria en peligro

a la especie si se extrajera el compuesto de las poblaciones silvestres.

El cultivo de tejidos vegetales como opcién biotecnoldgica

La biotecniologia vegetal sc presenta como una alternativa para el estudio a nivel
fisiologico, morfoldgico, fitoquimico y genético de especics vegetales potenciales, El
cultivo in vitro de células, tejidos y organos de plantas es una de las ramas de fa
biotecnologfa de fa que México y otras paises del Tercer Mundo podrisu obtener

grandes beneficios a corto plazo (Robert y Loyola, 1985).

I3 cultivo de tejidos vegetales (CTV) aprovechi la propiedad de totipotencialidad de
las plantas para que 4 partir de cualquier segmento de la planta se genere otra que

puede ser genéticamente idéntica a la planta madre (George y Sherrington, 1984).

Estas técnicas se Hlevan a cabo en condiciones asépticas y en medios nutritivos que
proporcionan a fa planta los requerimientos csenciales para su crecimiento y
desarrollo. Actualmente se cuenta con una serie de técnicas, tales como Ia clonacion,
cultivo de células haploides, 1a formacién de embriones somiticos, ¢l cultivo y fusion
de protoplastos y la propagacién de plismidos para ingenieria genética cuya finalidad

es que la investigacidn bdsica trascienda af drea aplicativa (Sanchez, 1985).

La forma en que se ha aplicado tode este conocimiento es en la regeneracion de
plantas potencialmente utifes, propagacién masiva de plantas alimenticias,
recuperacion de especies en peligro de extincion y preservacion de permoplasma in
vitro (Rubluo, 1985), asi como estudios para fa biosintesis de metabolitos secundarios.
Por ello, las plantas seleccionadas deben ser aquellas que sean dificiles de cultivar en ef
campo, que den rendimientos bajos, que hagan incosteable su cultivo o que no
produzean suficiente materia prima para fas necesidades industriales (Robert y Loyola,
1985).

Para llevar a cabo la micropropagacion de alguna especie, Murashige (1974) define el

estado 0 y tres estados mds que han sido adoptados por laboratorios de investigacion y



laboratarios comerciales, Lstos estados san: el estado 0 que corresponde a la seleccidnt
y preparacion de la planta madre, ésta peneralmente ¢s escogida como una planta
tipica de la variedad y libre de enfermedades, el estado | donde se lleva a cabo ¢l
establecimiento del cultivo en condiciones asépticas, estado 2 cuya finalidad es la
produccion de propagulos y el estado 3 donde las plantas desarrolladas in vitro se

preparan para el crecimiento en el medio natural,
Explante

Una vez que se ha determinado la planta que se va a trabajar por medio de cultivo de
tejidos, se selecciona el explante. Generalmente son tejidos jovenes o poco
diferenciados, aunque se tienen repartes del uso de raices, anteras, polen, meristemos,

hajas jovenes o maduras segiin ¢l tipo de respuesta que se busque.

En cuanto al tamaiio del explante, los fragmentos grandes son fiiciles de disectar y
tienen mucho mayor sobrevivencia y desarrollo que los explantes menores a 0.5 cm
(Evans ct al., 1983).

Narayanuswamy (1977) analizé dos investigaciones de cultivo de tejidos y concluyd

las siguicntes consideraciones:

¢ que la superficic de cultiva del indeulo o explante es importante en la

determinacidn del potencial de regeneracidn,

o que la edad fisiolagica del explante es un factor importante y c¢jerce influencia en la
formacion de drganos, con clla se concluye que los tejidos jévenes tienen mayor

capacidad de diferenciacion que los tejidos viejos,

Cuvando ¢l explame proviene de plantas desarrolfadas en ambientes extemos,
invariablemnente estardn contaminados con bacterias y hongos (George y Sherrington,
1984). Por lo tante, las plantas pueden cstar libres de contaminantes y proveer
explantes cuando pravienen de semitlas esterilizadas y sembradas en medios asépticos,

Para ello, se requiere que las semillas o segmentos de 1a planta que sirven de indculo,



sean lavadas con detergente y posteriormente colocadas en aleohol etilico al 70%; el
efecto que causa ¢l alcohol en la superficie ¢s la eliminacién de las grasas, permitiendo
que ¢l desinfectante penetre y climine a los microorganismos. Los desinfectantes
pueden ser hipoclorito de calcio o sodio, aunque también puede ser empleado ¢l
perdxido de hidrdgeno, agua de bromo y nitrato de plata (Merino, 1985).
Posteriormente el material es emjuagado con agua destilada esterilizada en condiciones

asépticas y sembrado en los medios establecidos.

Condiciones de cultivo in vitro

La respuesta morfoldgica y fisiolégica que presenta un tejido o explante, va a estar
determinada por factores como el medio basal, el pli y fos reguladores de crecimiento
a los que estd expuesto, asf como factores fisicos como ¢l fotoperiodo, la intensidad de

Juz y la temperatura,

Medio basal

Segin George y Sherrington (1984), un medio es una solucién que contiene sales que
suplen en mayor o menor grado los elementos necesarios para el desarrollo de las
plantas; coto son los micronutrientes y macronutricntes, vitaminas como la timina y
piridoxina, aminoacidos y fuentes de carbono. La sacarosa es mis cominmente usadit
como fuente de carbono aunque ocasionalmente se emplea la glucosa, fructosa y

aimiddn en algunas especies (Merino, 1987).

Los medios de cultivo pueden wtilizarse en forma liguida o seinisdlida con la adicién
de algan gelificante como el agar, del cual se aprovecha la consistencia coloide para
servir de soporte y proveer de nutrientes a la planta. Otres compuestos ergdnicos que
suclen agregarse al medio son antioxidamtes como dcido citrico y ascorbico.
Generalinente los distintos medios de cultivas que se tienen registrados en 1a literatura
difieren en la cantidad de sales, vitaminas y reguladores de crecimiento. La férmula de
Murashige y Skoop. 1962 (ver apéndice 1) se considera como ¢l medio adecuado para
mna gran variedad de especies, asi como para diferentes partes de la planta. Esta

formula contiene prandes concentraciones de macronutrientes asf como nitrate de



amonio y nitrato de potasio (Merino, 1987). Estos dos illimos componentes estan

relacionados con la respucsta de organogénesis de los tejidos.

pH del medio

Aun cuando 1o se han hecho estudios acerca del efecto del pH optimo para diferentes
especies, generalmente la acidez de los medios de cultivo se ajusta entre 5.0 y 6.5
amtes de la esterilizacion  (Villdobos, 1985). Lstos rangos, cuarlo no son
correctamente calibrados, influyen en la solidificacion del medio y en fa disponibilidad
de nutrientes ya que es conocido que algunos elementos suclen precipitarse o no estar

disponibles para la planta a cierto pil.

Reguladores de crecimiento

Para inducir una respuesta en los tejidos cultivados in vitro, es necesaria la adicion de
compuestos orgdnicos llamados reguladores de crecimiento. Este término se le
confiere a los compuestos distintos de los nutricntes que en pequefias cantidades
estimulan, inhiben o wmodifican de algin modo cualquier proceso fisioldgico en las

plantas (Barba, 1987).

Algunas clases conocidas de reguladores del crecimiento son auxinas, citocininas,
giberelinas, ctileno y 4cido abscisico (George y Sherrington, 1984). Los dos primeros
compuestos se utilizan mas en la micropropagacion, ya que I actividad reconocida de
las auxinas cs la elongacion celufar y una menor actividad que comparte con las
citocininas, es la induccidn de la division celular. El balance que estos reguladores

tengan cn el medio influye en la respuesta morfogenética.

Estudios realizados por Murashige y Skoog (1962) reportan que a bajas
concentraciones de auxina y altas de citocininas la respuesta es hacia la diferenciacion
de tejido organizado o también llamado cultive de drganos, en tanto que a
concentraciones altas de auxinas y bajas o nulas de citocininas el tejido se

desdiferencia y da origen a una masa amorfa de células Hamada callo, o bien,

14



formacion de rafz. Estas respuestas pueden varjar de acuerdo con la maturaleza del

tejido o de la planta misma.

Factores fisicos

La temperatura, fotoperiodo e intensidad de luz son diferentes para lis especies,
generalmente en los cuartos de incubacion la temperatura promedio es de 2542°C,
aunque se sabe que los pretratamicntos con bajas temperaturas pueden influir en la

morfogénesis in vi

fotoperiodo, este influye en la sintesis y la acumulacion de almiddn y en las hormonas
enddgenas, afectando el desarrollo del explante, Dependiendo de la especie, se puede
requerir desde 12 horas diarias de huninosidad, hasta luz continua, y de 1,000 a4 10,000

luxes de intensidad (Lozoya, 1985).
Micropropagacion

La combinacién de los factores anteriormente sefizlados genera respuestas en algunos
casos bien conocidas. De acuerdo con George y Sherrington (1984), las diferentes
respuestas que presentan las auxinas es la rizogénesis y embriogénesis, esta Gltima

comunmente iniciada con la auxing 2,4-D.

El cultivo de drganos o multiplicacién de brotes, puede obtenerse de forma directa
(organopénesis directa) cuando a partir del explante y por induccién de citocininas se
forman brotes adventicios, o por via indirecta (organogénesis indirecta) que se obtiene

por la proliferacién de callo a partir del explante y la posterior aparicidn de brotes.

La produccion de embriones somdticos de células, tejidos u organos puede ocurrir, al
igual que la organogénesis, de forma directa o indirecta. El modo directo de I
embriogénesis somdtica, involucra la formicién de un embridn asexual de una sola
célula o grupos de células en una parte del explante sin la intervencion de la fase de
callo. El modo indirecto de la embriogénesis, consiste en el establecimiento del
explante en cultivo con la subsecuente proliferacion de callo y la iniciacion de pro-

entbriones en un niedio que contenga altas concentraciones de auxinas (Dixon, 1991).



Micropropagacion de especies de la familia Asteraceae (Compositae)

La propagacion de especies pertenecientes a la familia Asteraceae o Compositae ticne,
entre otras fnalidades, el incremento masivo de especies de interés comercial, asi
como cf uso de las técnicas de CTV para propagar especies silvestres y en muchos

otros casos inducir fa produceién de compuestos quimicos por estos métodos.

Algunas de las especics silvestres que se reportan en la literatura son Achillea nobilis y

A plarmica; Anthemis arvensis, Brachicome dichrosomatica, Chrysanthemu

hysterophotus; Pteothieca falconeri; Senccio jacobaea, S

S. sylvaticus, S. vernalis, §

viscosus, S. vulgaris; Taraxacum officinale y Xanthium pemsylvapicum. (George y
Sherrington, 1984).

Las respuestas que se han obtenido mediante el CTV varlan desde raices hasta
formacion directa de brotes y embriones, Los beneficios que proporciona a la
micropropagacion en este caso, son la disponibilidad o produccién de plantas todo e

afio asf como material de alta calidad fitosanitaria (Lozoya, 1984).

En el caso de la extraccién de compuestos quimicos los métodos usados en CTV son
el cultivo en suspensidn o cultivo de células y su posterior extraccidn ya sea del medio
de cultivo, en el caso de las células que excretan ¢} producto, o bien directamente de
las células. Los compuestos son metabolitos secundarios provenientes de una larga

cadena de adaptaciones ¢ interacciones entre ¢l organismo y ¢l medio (Thorpe, 1981).

Enraizamiento

Una vez que se han establecido las condiciones para la micropropagacion, el enraizado
es un procedimiento que puede Hlevarse a cabo in vitro o ex vitro al momento de la

aclimatizacion,

En algunas especies se necesita transferir los brotes a un medio libre de hormonas para

inducir la rafz, ya que ésta es frecuentemente inhibida por las citocininas usadas para
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inducir brotacion miltiple, asf que los brotes no forman raiz hasta que son cultivados
en un medio que contenga auxinas. (George y Sherrington, 1984). Las auxinas
comtinmente incorporadas al medio para inducir Ia raiz son, AIA (0.1-10 mg/l), ANA
0.05-1Img/1) e IBA (0.5-3.0 mp/1). Sin embargo, la respuesta de lns auxinas puede

variar, ya que algunas inducen mejor respuesta que otras.

Al incorporar el enraizador, algunos constituyentes del medio también son
modificados, generalmente se recomienda que las sales se reduzean a I mitad o menos
del contenido inicial. Hyndman et al., (1982) obtuvo raices reduciendo particularmente
la concentracidn de nitrégeno. Sin embargo, una vez que las plantas han desarrollado
raiz, estas pueden dafiarse al ser sacadas del medio y ser lavadas para quitar el agar.
Debergh y Maene (1981), establecieron que las plantas que fueron transferidas a suelo
y dos meses después analizadas, mostraron muerte de las raices desarrolladas in vitro

pero crecimiento de nuevas raices,

Algunos substratos utilizados para transferir las plantas cultivadas in vitro son perlita,
vermiculita o suclo (George y Sherrington, 1984). Aldrufen et al., (1983) y Noiton,
(1988) establecieron que las propiedades fisicas del substrato presentes durante ta
rizogénesis in vitro determinan la iniciacion, desarrollo y nﬁmer9 de raices del
explante. Offord et al,, (1992) proponen que el uso de substratos porosos como arena
permiten ¢l desarrollo normal y del cual las raices son facilmente removidas o

transferidas, pueden acelerar la aclimatizacion y también evita ¢l daio a las rafces.

Aclimatizacion

El término aclimatizacion indica la transicion de condiciones in vitro a condiciones in
vivo. Cominmente fas palabras aclimatacion y aclimatizacion se usan como sinonimos
pero acorde con la connotacién de horticultura, aclimatacién denota el proceso
durante el cual las plantas u otros organisinos, comienzan a ajustarse a un nuevo clima
o situacion que resulta de un proceso natural, y la aclimatizacién implica que el

hombre intercede y gufa el proceso de ajuste (Debergh, 1991).



En el caso de las plantas que se desarrollan en condiciones in vitro y se establecen en
invernadero, el proceso que asegura una mayor supervivencia de las plantas es ln
aclinatizacion, Este proceso es necesario por que las plantas no estan adaptadas a las
condiciones in vivo. Generalmente estas plantas presentan alteraciones en la anatomia
de Tas hojas, ya que a diferencia de las que nacen y se desarrollan en invemadero
presentan hojas delgadas y pequefias, asi como malformaciones en los cloroplastos

debido a variacion en la intensidad de luz (Lee ¢t al,, 1988).

Preece y Sutter (1991) y Shackel ¢t al, (1990) descubrieron alteraciones en la
estructura de In cuticula al igual que anormalidades en los estomas, factores que

intervien en Ia capacidad de regulacidn de la pérdida de agua por la planta,

A nivel fisioldgico, se han descrito trabajos que reportan la poca fijacion de CO,,
factores que afectan la fotosintesis como la intensidad de uz, asi como inecanismos
para estinwlar el autotrofismo de las plantas en el proceso de aclimatizacidn (Debergh
1991; Preece y Sutter 1991; Grout y Aston 1977; Donelly y Vidaver 1984; Kozai et
al.,1987; Navarro et al,, 1994 y SantaMaria y Davis, 1994).

La mayoria de las malformaciones o disfunciones de las plantas en condiciones in vitro
se pierden al generar nuevas estructuras cotno hojas, cera epicwticular y estomas
funcionales que parantizan su sobrevivencia durante el periodo de ajuste a las

condiciones in vivo.

Una vez que se logra la aclimatizacidn de las plantas, las rutas finales pueden ser los
mercados de distribucion o bien, en ¢l caso de las plantas que estdn amenazadas o en

peligro de extincidn, reintroducirlas a su hébitat,

Aunque Piqueria trnervia Cav. no se encuentra en alguno de estos casos, su uso
potencial como herbicida o molusquicida y la baja produccién del metabolito por
extraccion tradicional, la hacen susceptible a ser sobreexplotada. Estas caracleristicas,
aunadas a que todo programa de aprovechamiento debe estar fundamentado en uno de

conservacidn, permite el uso sostenible de Ios recursos.



El estudio interdisciplinario que se lleva a cabo para el futuro aprovechamiento de
Piqueria trincrvia Cav. establece también su conservacion; para ello, la
microprapagacién y su establecimicnto en suelos naturales permitird mantener a las

poblaciones presentes en sus habitats,

L} tipo de suelos que alberga a esta especie, entre muchos otios, pertenece al orden

Andisol, el cual se describird mis adelante,

Relacidn planta-suelo

La relacion que existe entre suelo y planta se atribuye al complejo sélido y dindinico de
nutrientes, gases, agua y microorganisnias gue van a interactuar con las plantas y que
van a influir finalmente en su fenotipo. Este sistema denominado suelo se encuentra

bajo la influencia del clima y el medio bioldgico,

De acuerda con Ortiz y Ontiz (1984), los suelos presentan variaciones que los
caracterizan y que se deben a causas que involucran al material parental, la vegetacidn,

el clima, la topografia y el tiempo.

Aunque la mayoria de los nutrientes esenciales y funcionales que necesitan las plantas
se derivan del material parental, el clima afecta la cobertura de vegetacion y por
consiguiente la evolucion del suelo. Los factores que regulan el clima y que van a

influir en las caracteristicas del suelo son la precipitacién y la temperatura.

En el caso de los organismos que también se ven involucrados en el proceso de génesis
del suelo, se encuentran protozoarios, microartrdpodos, bacterias, longos, algas,

anélidos, asi como animales de talla mayor comio roedores.

Los aspectos anteriormente seflalados se cjemplifican en el caso de suelos forestales.
En ellos, el clima que comtnmente se presenta s templado a semifrio. Estas
condiciones reducen la actividad de los microorganismos, de manera que se acumula
mayor .antidad de material orguico que en suelos de clima calido o tropical, por la

escasa depradacion que realizan,
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Cepeda (1985), menciona que la temperatura afecta la velocidad de las reacciones
quimicas ¢ influye en fa descomposicion de la materia orgdnica. De igual menera, los
cambios de temperatura provocan cl enfriamiento y calentamiento del material parental
provocando su fraccionamiento y con cllo el aporte de minerales que serviran de

nutrientes a las plantas.

De acuerdo con Ortiz y Ortiz (1984), Ja vegetacion forestal regresa menos sales
alcalino-térreas y metales alcalinos a la superficic con vegetacion cada afio. Esta
caracterfstica le da una naturaleza dcida al suelo, pues ol agua que entra es mds dcida
en suelos forestales que en suelos de praders. En los suclos forestales la accion
microbiana la llevan a cabo los hongos principalmente. Asimismo los restos vegetales
que conticnen ligning y resinas que son de dificil degradacion enzimitica, se van

acumulando y penmanecen como material de reserva.

Con base en la informacidn sobre Ia composicién, fas propiedades y las reacciones
quimicas que ocurren en el suelo, se pueden resolver problemas relacionados con su
fertilidad y con la nutricion vegetal. Los resultados de fos andlisis quiinicos permiten
clasificar a los suelos en sus distintos drdenes y sirven como base a la planificacion del

desarrollo agricola, ganadero y forestal (Cepeda, 1985).

Uno de los suelos donde crece Piqueria trinervia Cav. pertenece a suelos Andosoles,
derivados de cenizas volcdnicas. Segun datos de Ortiz (1987), el territorio nacional
presenta un relieve accidentado por la presencia de los diferentes cadenas montafiosas
como la Sierra Madre Oriental, Sierra Madre Occidental, Sierra Madre del Sur y Eje
Neovolcdnico Transversal, que mantienen al 4.3% de los suelos de este tipo, que son

utilizados como tierras de cultivo y que sosticnen una importante superficie boscosa.

De acuerdo con Hidalgo (1988) esta superficie abarca los bosques del Distrito Federal,
México, Puebla, Tlaxcala, Morelos y Michoacdn, lugares que a su vez presentan una

alta densidad de poblacién humana.
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Aguilera (1965;1989), establece que en nuestro pais, los suelos de Ando (Andosoles)
estin caracterizados tanto en zonas templadas como en zonas tropicales, asocidndose
a ellos una gran variedad de grupos de vegetacion: bosque de pino, eicino, oyamel,

ele,
Caracteristicas de /a zona de estudio

El drea de estudio corresponde a una seceion del Cerro del Ajusco, ubicada dentro de
la Delegacion de Tlalpan en México D. F. y pertencciente a la Sierra de Chichinautzin

donde se han localizado poblaciones de Ia planta Piqueria trinervia Cav.

Esta localidad se encuentra en cf ki, 12 de la carretera México-Ajusco, latitud 19°13
Ny 9918 de longitud Oeste. El clima de la region segin Gareia (1988) corresponde a
un Cbi(w.)(w)ig, semifiio o templado con verano fresco largo, con temperatura media
anual de entre 12°C y 18°C, el mes mds frio con temperaturas minimas de -3°C y

méxima de 18°C, el mes mds caliente es reportado con temperaturas de entre 6.5°C y
22°C.

La precipitacién registrada es de 700 a [,500 mm anuales. La vegetacion
predominante corresponde a bosque de pino, por lo que su uso de acuerdo con la
pendiente y tipo de suelo es forestal. La fauna estd representada por conejos, tuzas,

tejones, raton, rata de campo, vibora de cascabel, asi conio numerosos insectos,

De acuerdo al reporte del CETENAL (1976), el suelo corresponde a un Andosot

himiico de textura media. Su origen se deriva de roca {gnea extrusiva.

Segin datos det ICOMAN (1988) estos suclos se desarroflan en ejectas volcdnicas (tal

como cenizas volcanicas, pumita, anders y lava) y/o material volcanoclstico.

Se reconocen como componentes de los Andosoles el “material amorfo” como

alofano, imogolita y ferrihidrita y/o complejos de Al-humnus (Parfitt et al, 1991).

Algunas de las propiedades de estos suelos son la baja densidad aparente, alta

microporosidad con ripido drenaje y baja tension, suelos sensilivos con baja
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resistencia a disturbios mecdnicos, erosién potencial por viento y agua, y retencion
moderada a alta de fosfatos y sulfatos,

La zona de colecta presenta alteraciones por la actividad humana como los

asentamientos y los incendios provocados por pastares o visitantes.
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Objetivos

Objetivo general

Utilizar las técnicas de cultivo de tejidos vegetales para inducir la micropropagacion y
Ia posterior aclimatizacion de Piqueria trinervia Cav., en suclos derivados de cenizas
volcdnicas, asi como la determinacién de fertilidad del suelo para valorar el desarrollo

de la plauta.

Objetivos particulares

¢ Determinar las condiciones optimas de germinacion de Piqueria trinervia Cav.

« Evaluar tanto explantes como concentraciones de reguladores de crecimiento

necesarios para la obtencion de brotacién miltiple.

« Establecer el mejor substrato, el tipo de auxina y la concentracién para inducir Ia

rizogénesis en los brotes.

e Evaluar la adaptacién de los brotes aclimatizados en condiciones de invernadero y

en suelos derivados de cenizas volcdnicas,
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Materiaies y método

Estrategia general
de micropropagacion

colectade \

-~ Piqueria teinervia Cav, P
en el Ajusco
aclimatizacién en germinacidn = -
suclo del Ajusco invitro
e tallo (A)
-
I
mralza:nlemo tipos de
inyitre explante
obtencién de
brote en M$ tallo con hoja (8)
adicionado con
reguladores de
crecimiento
— lo con hoja,
= derivado del
ativo In vitre (C)
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Material biolégico

Para la realizacion de la presente investigacion se colectaron plantas de Pigqueria
trinervia Cav. en el Km. 12 de la carretera México-Ajusco, D. F. Dicha colecta se
realizd en noviembre de 1993 y septiembre de 1994, época en que la planta presentd

una inflorescencia avanzada y formacion de semillas.

Para la obtencion de semillas se secaron tatlos que portaban la inflorescencia; una vez

seca, se desprendieron las semillas por frotacidn y se guardaron en frascos tapados,

De acuerdo con Ortiz, (1995) dentro del fruto (aquenio) se encuentra una sola semilla

con embridn recto. En el caso de los experimentos para cuantificar la germinacién de

lecidié utilizar el término de “semilla” en todos los casos.
decidid util | término de “semilla” en todos los ¢

Suelo

Para el proceso de aclimatizacion de las plantas desarrolladas jn vitrg, se realizé una
colecta de suelo en el lugar donde sc abtuvo la planta, en el mes de noviembre de
1993, Se hicieron tres pozos y se tomaron muestras cada 20 cm, hasta una
profundidad de 60 cm. Las muestras, de aproximadamente 2 kg, se colocaron en

bolsas y se etiquetaron con los datos de campo.
Las muestras se secaron al aire y tamizaron con un tamiz del No. 10 (0.2 mm).

Los andlisis fisico y quimico se realizaron en el Laboratorio de Investigacion de
Edafologfa de la Facultad de Ciencias, UNAM, donde se hicieron las siguientes

determinaciones:

Andlisis fisico

e Color en seco y himedo, por el método de Munsel! (1975).

» Densidad aparente, por e} método de la probeta (Baver, 1956).
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*

Densidad real por el método del picnometro (Baver, 1956).
Textura por el método del hidrometro de Bouyouceos (1951).

Determinacion del porcentaje de porosidad.

Analisis quimico

Potenciat de hidrégeno (pH), por ¢l método del potenciémetra can agua destilada

y sohucion salina (KCI 1 N, pl1 7) en relacidn 1:2.5.

Materia orgdnica, por ¢l método de Watkey y Black (1977), citado por Jackson,
(1982).

Cupacidad de intercambio catidmico total, por el método de centrifugacion,
saturado con CaCly 21,0 (1 N, pll 7), lavado con alcoho! etilico al 96% y
cluyendo con NaCl (IN, pl1 7).

La determinacién volumétrica se realizé con Versenato (EDTA .02 N) y negro de

ericromo "T" (Jackson, 1982).

Calcio y magnesio intercambiables, por el método de extraccion con acetato de
amonio (1 N, pH 7) y valoracion por el método del Versenato (EDTA 0.02 N)
(Cheng y Bray, 1951).

Sodio y potasio intercarnbiables, por el método de extraccidn con acetato de

amonio (1 N, pH 7) y espectroflamometrfa (Jackson, 1982).

Determinacidn de nitrégeno total, por ¢l método de Kjeldahl, citado por Jackson,
(1982).

Determinacion de aléfano, por el método de Fieldes y Perrot (1966).
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Estudios in vitro
Medio basico

El medio de cultivo utilizado en la induccion de brote y enraizamiento fue el propuesto
por Murashige-Skoog (1962) (Ver apéudice 1). Se ajusto el pH del medio a 5.7 con
HClyKOH 0.5 N y se esterilizd en mitoclave durante 15 min a 120 °C.

Para los experimentos de germinacion se empleé un medio que contenfa unicamente
agar bacteriolégico 8 g/l, pH 5.7 ajustado con HCEy KOH 0.5 N y se esterilizo en

autoclave durante 15 min a 120 °C.

Germinacion

Para la siembra de semillas in vitro se procedid a desinfestarlas lavandolas con agua
corriente y dos gotas de TWEEN 80, durante 5 min en agitacion constante; sc
enjuagaron con agua corriente sobre una malla metalica y se colocaron en etanol al
70% durante 20 s. Se colocaron en una solucion de hipoclorito de sodio (NaClQ) al
1.65% en agitacién constante, durante 20 min. Finalmente, en condiciones aséplicas,
se enjnagaron tres veces con agua destilada estéril, dentro de una campana de flujo

laminar (VECO) y se sembraron en cajas de Petri.

Para determinar los factores que intervienen en la germinacién de las semillas se

diseflaron 3 experimentos:

1. Se probd la respuesta de germinacion en condiciones de luz y oscuridad.
2. Tiempo de estratificacién a baja temperatura (4°C) durante 4 y 6 meses.
3. Temperaturas de [7°, 20° y 25°C.

En todos los experimentos se utilizaron cajas de Petri con 25 ml de medio de

germinacion que contenian 30 semillas y se hicieron 4 repeticiones por tratamiento.
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Los experimentos 2 y 3 se mantuvieron en condiciones de fotoperiodo largo (16 his.
luz, 8 hrs. oscuridad) a 25°C y con una intensidad luminosa de 1,600 lux durante la

germinacion,

l.a respuesta de germinacion de las semillas se evalud después de 21 dias de haber sido
sembradas. Se comsideraron perminadas las semillas que presentaban hipocdtilo

emergido hacia ¢l medio,

Obtencién de brote

El material vegetal utilizado para la generacion de brates se obtuvo a partir de plantas
germinadas in vitro de dos meses de edad. Se utilizaron como expiantes  a) taltos con
nudo de 0.5 a 1.0 cm de fongitud, b) secciones de talios de 2.0 cm con mdo y un par
de hojas y c) secciones de tallos de 2.0 cm con nudo y un par de hojas obtenidos in

tres cxpcrimcnlos:

t. Un tratamiento preliminar con la combinacion de dos citocininas (K y BAP) con
dos auxinas (ANA y AlA) en diferentes concentraciones (ver tabla 1), utilizando

como explante tallo con mdo.

138

Se utilizé fa mejor respuesta del experimento anterior y se probo el efecto de tres
concentraciones de kinetina, tratamientos Mi(1 mg/l), M2 (2 mg/l) y M3 (3 mg/).

3. Para determinar el tipo de explante se utiliz6 el tratamiento de Ia mejor respuesta

del experimento anterior (M1) con los tres tipes de explantes antes mancionados.

En todos los casos sec emplearon frascos de vidrio con capacidad de 100 mi que
contenian 25 ml de inedio con tres explantes cada uno. S¢ pusicron ocho repeticiones
por tratamiento. Los frascos se mantuvieron en cAmaras de incubacion a 25°C con un
fotoperiodo de 16 h luz/8 h oscuridad y una intensidad luminosa de 1,600 lux. La
respuesta se evalud después de 30 dias de tratamiento por cuantificacion de brotes en

los tres experimentos y en el segundo, ademds, por cuantificacion de biomasa. Los
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datos fueron analizadas estadisticamente por anilisis de varianza seguida por fa prueba

de Tukey, con un nivel de significancia p= 0.05

Tabla 1. Experimento preliminar para la induccién de brote a parir de explante de tallo de
0.5 a 1 cm en medio Murashige-Skoog (1962) adicionado con K, BAP, ANA y AlA. pH: 5.7,
sacarosa: 30 g/l, 8 g/l de agar, 25+2°C, 16 h luz, 1,600 lux,

aux cit K BAP
| - | 1mg/ Smg/
0.0 1 9
ANA | 0.1 2 10
mg/l | 05 3 11
| 10 4 12
0.0 5 13
AlA 0.1 6 14
mg/l | 0.5 7 15
1.0 8 16

Enraizamiento

Los brotes empleados en esta etapa permanecieron dos meses en ¢l medio de

induccion. Para el enraizamiento se hicieron tres experimentos:

1 Seprobo la accidn de las auxinas ANA, AIA e IBA sobre el enraizamiento en los
siguientes tratamientos;
R1) MS mds 0.5 mg/l de ANA
R2) MS mis 0.5 mg/t de AIA
R3) MS mds 0.5 mg/l de IBA

2. Se probd ¢l regulador que di6 la mejor respuesta pero en concentraciones de 0.5,
0.25 y 0.1 mg/l y en medio MS ul 50% de sales.

3. Se evalud el efecto del soporte en la formacion de raiz, usando como substrato

vermiculita y agar en medio MS al 50% de sales.

En los experimentos uno y dos se utilizaron frascos de vidrio con capacidad de 150 ml
que contemfan 25 ml de medio y un brote por frascc. En el tercer experimento se

emplearon frascos de vidrio con capacidad para 500 ml a los cuales se les adicionaron
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40 ml de medio MS liquido en aproximadamente 15 g de vermiculita y posteriormente
fucron esterilizados, se colocd un brote por frasco cn condiciones asépticas, Los
brotes permanccicron en las condiciones antes descritas de iluminacion y temperatura.
La respuesta se evalud después de 17 dias de transplante por presencia o ausencia de

rafz.

Transplante a condiciones ex vitro

La aclimatizacion de las plantas desarrollas in vitro se llevé a cabo en vasos de unisel

que contenian el suelo colectado y colocados en condiciones de invernadero.

Las plantas se sacaron de los frascos que contenian vermiculita y se enjuagaron con
agua corriente, se colocaron ¢n wna solucién con fungicida (Agrimicin) al 2.0%
durante 20 min y se plantaron en los vasos que contenfan suclo no estéril. Los vasos
fueron tapados con bolsas de plastico para mantener la furmedad relativa alta y se
llevaron al invernadero, en el cual, a los catorce dias, se comenzé a perforar las bolsas
para reducir la humedad relativa de manera gradual. Cinco senanas después las bolsas
fueron retiradas y las plantas se transplantaron a macetas de cinco kilogramos. El riego

sc aplicd con agua corriente dos a tres veces por semana.

L.a evaluacion de sobrevivencia se considerd con la cuantificacién de las plantas hasta

las 10 semanas de haber sido sacadas de las condiciones in vitro.
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Resultados y discusidén

Germinacion

Para la micropropagacion se utilizan generalmente plantas germinadas in vitro, para
garantizar que ¢l material vepetal ¢s1é libre de contaminantes u organisinos patogenos,
asi como para determinar las condiciones optimas de germinacion de una especic en

particular.

De acuerdo con Mayer (1982), las semillas requicren ciertas condiciones de
temperatura, composicion de gases, iz y suficiente cantidad de agua para su

germinacion.

En el caso de la germinacion de las semillas de Piqueria tnnervia Cav., se cuantifico el
porcentaje de respuesta en condiciones de iz y obscuridad, estratificacion a bajas

temperaturas (4° C), y exposicidn a tres diferentes temperaturas 17, 20 y 25°C.

Rojas y Ramirez (1993) consideran que el proceso de germinacion se inicia cuando el
embridn empieza a sintetizar gibereling, lo cual no es aparente al ojo, y termina al
llegar la radicula al tamaiio de 0.5 cm, que es cuando por convencidn general se

considera que la semilla ba germinado.

En ¢l caso del experimento de germinacidn en luz y obscuridad, las scemnillas expuestas
a 16 horas de luz (1600 lux) tuvieron una respuesta de germinacion de 87 por ciento,
et tanto que en las semillas que no recibieron exposicion alguna la respuesta fue de 58
por ciento. De acuerdo con la prueba de "Tukey, hay diferencia significativa entre las
dos condiciones, pues se repistré un valor de significancia de P=0.0067,
determindndose la presencia de luz como necesaria para la germinacion. La respuesta
de las plédntulas a las condiciones de oscuridad provoca el eticlado de los tallos y
aparentemente la germinacidn estd inducida por la exposicion al agua y al periodo de

donnancia. Segin Daubenmire ([979), las semillas de la mayoria de las plantas se
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vuelven sensibles a la luz cuando estan mojadas. Sin embargo, hay otros factores que

interactian para activar ¢l metabolismo de la germinacion,

Smith (1975) menciona que en muchas semillas e} disparador de la germinacién es
cierto nimero de horas de frio para el embrién y que éstas pueden ser sustituidas por

periodos cortos de luz o bien, en algunos casos, por piberelinas.

La exposicion a bajas temperaturas también se cansidera como uma forma de
estratificacion. Los propositos de la estratificacidn a bajas temperaturas son obtener la
postmaduracién de los embriones latentes y modificar las cubiertas de las semillas

(Hartmann y Kester, 1962).

La tabla 2, da la respuesta de germinacién de las semillas expuestas a periodos de fifo
(estratificacion con fiio) durante 4 y 6 meses anteriores a la siembra ¢ indica que a los
6 meses se obtuvo ¢l mayor porcentaje de germinacion con 78.6 por ciento; a los 4
meses 44.6 por ciento y e testigo con 56.6 por ciento (6 meses a temperatura

ambiente), cuantificado a los 24 dias de haber sido sembradas tas semillas (gréfica 1),

De acuerdo con Rojas y Ramirez (1993) Ia induccidn de Ia genninacidn puede deberse
a ciertas condiciones de fuz o de temperanira, pues en muchas semillas estos factores
externos estan conectados con factores internos de inhibicién. Muchas de las plantas
que crecent en climas templados, tienen semillas que exigen atravesar por varias
semnanas de frio para poder germinar; se trata de un caso de adaptacion para evitar que
la semilla germine en el otofio y se vea sujeta la plantula a los rigores del inviermo de
es0s climas, quedando en el suelo y germinando en la primavera. En este caso, las
bajas temperaturas a que se somete al embrion sustituyen al paso del invierno,
estinukindolas con temperaturas mds altas, asi como con luminosidad, las semillas

salen del letargo.

3



Tabla 2. Germinacidon de semillas de Piqueria lrinervia Cav. estratificadas con bajas
ternperaturas (4°C) durante 4 y 6 meses. Sembradas en agar 8 g/, pH: 5.7, 25¢2°C, 16 h
luz, 1,600 lux.

Tiempo| Temperatura Estratificacion Estratificacion
{dias) ambiental * con con
frio (4 meses) frio (6 meses)
respuesta % respuesta % lrespuesta %
0 0150 00 0/150 0.0 0/150 0.0
3 21150 13 11150 06 | 10/150 6.6
6 16/150 10.0 12/150 8.0 | 21150 14.0

9 371150 246 30/150 20.0 | 76/150 50.6
12 66/150 44.0 50/150 333 | 104/150 69.3
15 71150 473 55/150 36.6 | 107/150 71.3
18 811150 54.0 63/150 42.0 | 1131160 753
21 83/160 553 66/150 440 | 115/150 76.6
24 85/150 56.6 67/150 446 | 118/150 78.6

* testigo

Grafica 1.

Germinacion in vitro de semillas de Pigueria
frinervia Cav, estralificadas con frio a 4°C
durante 4 y 6 meses
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El efecto de la temperatura en el momento de la germinacion de las semillas que se
mantuvieron almacenadas a 4°C durante 6 meses se muestra en la tabla 3 y en la

grifica 2. La exposicion a temperatura de 25°C alcanzd un 81.6 por ciento a los 24
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dias de siembra; a 20°C, 93.3 por ciento y a los 17°C el porcentaje fue de 96.9 en el

mismo periodo de tiempo. Aunque ki diferencia de germinacion no es muy grande

entre los 17°C y 20°C, esle parece ser un rango en ¢l que se obticnen porcentajes

satisfactorios de germinacidn. Las semillas expuestas a temperaturas menores a los

25°C alcanzaron una velocidad similar en cuanta al tiempo y mimero de semitlas

germinadas. A la temperatura de 17°C la respuesta fiie mas ripida, ya que a los 6 dias

de haber sido sembradas presentaron 60 por ciento de germinacion en comparacion

con el 32.5 por ciento registrado en semillas a 25°C.

Tabla 3. Gemninacién de semillas* de Piqueria trinervla Cav. a temperaturas de 25, 20 y
17°C. Medio con 8 g/l de agar, pH: 5.7, 16 h luz, 1,600 lux.

Tiempo 25°C 20°C 17°C
(dias)
respuesta % {respuesta % [respuesta %
0 0120 00| 0M20 00| 0120 00
3 - - - -
6 391120 325 45/120 37.5| 72/120 60.0
9 55/120 45.8| 56/120 46.6] 86/120 71.0
12 70/120 58.3| 75/120 62.5; 105/120 87.5
16 77/120 64.2| 86/120 71.6] 106/120 88.3
18 831120 69.2| 99/120 82.5| 112/120 93.3
21 95/120 79.2 108/120 90.0f 112/120 93.3
24 98/120 81.6] 112/120 93.3| 116/120 96.9

*L.as semillas se almacenaron durante 6 meses a 4°C previos a la siembra.
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Grdfica 2.

Germinacién in vitro de semillas de Pigqueria
trinervia Cav. a 17, 20 y 25°C

Las semillas que se expusicron a diferentes temperaturas fueron previamente
estratificadas con frio durante 6 meses a temperatura de 4°C. Al parecer la diferencia
en la temperatura de almacenaje mantuvo en dormancia a las semillas y al ser
expuestas a iluminacion, temperaturas mis altas y suficiente cantidad de agua, se

desactiva el periodo de letargo y las semillas responden a los estimulos del medio.

De acuerdo a nuestros resultados los factores: luz, bajas temperaturas, humedad y un
perioda de dormancia son requeridos para inducir la germinacion de Piqueria trinervia
Cav. Con cllo, se lograron obtener plantulas vigorosas y con mayor desarrollo de la
parte aérea, lo cual facilité la manipulacion y mayor mimero de explantes producidos

por planta,

La talla que presentaron las plantas desarrolladas in vitro fue de 5 a 7 cm a la edad de

dos meses, disectandose de cada planta igual ndmero de explantes.
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Cultivo in vitro

Para determinar el tipo de explante asi como los reguladores de crecimiento necesarios
para indueir 1a brotacion miltiple en P, trinervia Cav. se utilizaron plantulas de dos

meses de edad que fueron germinadas in vitrg.

La edad del explante ¢s importante ya que se tiene bien docuinentado que la edad de la
planta stock, la cdad fisiologica del explante y ¢l estado de desarrolio pucden
determinar los siguientes sucesos del cultivo (Debergh and Read, 1991). Por lo general

los tejidos jovenes tienen mayor capacidad de diferenciarse que los tejidos maduros.

En la tabla 4 se observa la respuesta de brotacién de un experimento prelimimar, en el
cual se colocd como explante nudos eu medio basal MS (1962) y adicionando K (1.0

mg/l) con ANA y con AlA; asi como BAP (5.0 mg/1) combinado con la auxina ANA y
con AlA.

Tabla 4. Respuesta de explante de tallo de 0.5 a 1 cm en medio MS {1962), adicionado con
K, BAP, ANAy AlA. pid: 5.7, sacarosa: 30 gft, 8 g/l de agar, 25:2°C, 16 h luz, 1,600 jux.

tito- [3 BAP
¢inina 1 mgil S mgn

auxing Callo Brote Tepdo oxidada Calio Brote Tejido oxidado
l fespuesta tespuesta % frespuesta % Jeespuesta % liespuests % lTespuests %
Qo o220

¥ 195 1720 85 w20 0 420 20 16720 80

ANA L2l ¥20 10 s 1620 [V 1”320 ] o0 0 mo 3%

10 120 w0 0 0 50 120 &0 o0 0 a0 &0

00 /20 (2] 35 \Rz) &5 20 15 10720 £y k7] 35
AR 01 w20 ano 0 1620 80 mo 3% xR0 19 W2 55
mgh 08 ¥y 15 L2:]
19 1820 80 w0

»
0
5
mgh 0% a0 40 ne 0 W20 50 270 &0 @0 10 620 0
50
9
0

1320 65 %20 45 A0 20 o ]
Ly 0 520 25 o0 0 1820 %

c B

Las mejores respuestas de induccién de brote se tuvieran en ks concentracioues de 1
mg/l de kinetina en ausencia de AIA y con Smg/l de BAP en ausencia de AIA, con 35
y 50 por ciento de respuesta respectivamente, En fas concentraciones de 1 mg/l de
ANA mis | mgy/l de kinetina la respuesta morfopenética fue de formacién de callo con
un 50 per ciento, y con | mg/t de kinetina mas I mgA de AIA la respuesta de

formacidn de callo fue de 80 por ciento, respectivamente. Por otra parte, en casi todos
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los tratamientos en los que se utilizé BAP (5.0 mg/l) la respuesta fue morfogénesis
indirecta, con marcadas malformaciones de tallo y hojas principalmente. Este tipo de
respuesta es semecjante a la reportada por Francd et al, (1995) en la especic

Stryphnodendron  polyphythum  (Barbatimdo) ya que utilizando BAP  en

concentraciones de 0.04 pM, los explantes formaron callo en la base, con BAP
combinado con AIA aunque se formaron brotes, la presencia de callo en fa base redujo

el vigor de los brotes

Aunque se presentaron respuestas muy bajas en todas las combinaciones del
experimento preliminar, el uso de una sola citacinina en baja concentracion mostré el
mayar potencial organogenético. Esto se presentd también en la especie Camellia
unicamente por la accion de citocininas, sin embargo esto se incrementd por
presencia de ambas, auxinas y citocininas (Towves y Carlisi, 1989). Sin embargo,
dependiendo del tipo de citocinina y de la concentracién se pueden obtener diferentes
respuestas morfoldgicas. Tanto el tamafio del explante como las concentraciones de
los reguladores de crecimiento utilizadas en el experimento preliminar influyeron en la
baja respuesta. Esto se comobora con los resultados contrarios a los nuestros
obtenidos por Pereira et al,, (1995) en la especie Maytenus ilicifolia, pues el medio
mds efectivo en términos de ntmero de brotes formados fue MS suplementado con
altos niveles de BAP (13.3 pM) lo cual incrementd ef ndimero de brotes pero redujo la
longitud de los mismos, en nuestrto caso sc presentaron malformaciones en las plantas

y desarrollo de callo.

Cabe sefialar que la mayor parte de los tratamientos presentaron porcentajes altos de
oxidacion del tejido, entre 35 y 85 por ciento. De acuerdo can Debergh y Read (1991)
en los tejidos de las plantas, cuando son expuestos a dailo mecdnico (este es el caso
del aislanicnto de explante de la planta madre), es estimulado el metabolisino de
compuestos fendlicos, Estos compuestos son ficiles de oxidar y pueden ser fitotdxicos
o incrementar el procesa de oxidacidn en el tejido vegetal. Para contrarrestar el efecto

que se estaba presentando de oxidacion, se adicionaron a los medios 100 mg/l de 4cido
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ascorbico como agente antioxidante, con lo que se disminuyd casi totalmente el

problema de oxidacion.

Ll tamadio del explante utilizado (0.5 a 1.0 cin) influye en el tipo de respuesta, lo que
concuerda con lo establecido por Lozoya (1985): entre mds pequefio sea el explante,
menor probabilidad de comtaminacion hay, pero también menor probabilidad de

desarrollo y establecimiento del explante.

Por otra parte, en los tratamientos para induccion de brote en los cuales dnicamente se
utilizo Kinetina, el explante generé brotes y en los tratamientos con auxinas se genero
catlo de consistencia friable. Esto concucrda con los reportes de Murashige (1974) y
Gyulai et al,, (1995) en cultivo de tabaco, en ¢l cual la organogénesis esta determinada
por el medio nutritivo; una alta concentracion de auxinas favorece la iniciacion de rafz.
En contraste, altas concentraciones de citocininas inducen la iniciacién de brotes y

suprimen el enraizamicnto.

Con los resultados del experimento preliminar se procedid a determimar qué
concentraciones de citocinina (kinetina) estimulaban en mayor proporcion la brotacién

multiple, asf como el tipo de explante.

La tabla 5 muestra el porcentaje de brotes obtenidos a partir de tres explantes
diferentes, en medio MS con 1.0 mp/! de kinetina. De tallo con nudo de 0.5 a 1.0 cm,
la respuesta fue de 36 a 45 por ciento. Con tallo y un par de hojas de 2.0 cm, se
obtuvo entre 98 y 100 par ciento de respuesta. Posteriormente se utilizé un tercer

explante procedente de brotes inducidos in vitro, a partir de tallo con un par de hojas;

la respuesta fue de 96.6 por ciento. Los explantes A y B se obtuvieron de plantas

germinadas in vitro.
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Tabla 5. Induccion de brotacion muiltiple a partir de 3 tipos de explante de Piqueria irinervia
Cav. cultivados en medio MS (1962), adicionado con 1.0 mg/l de K, 8 g/l de agar, 2512°C,
pH: 5.7, sacarosa: 30 g/, 16 h luz, 1,600 lux.

Explante | Respuesta Porcentaje X

27160 45.0

A 24/60* 40.0 40.3
22/60* 36.0
59/60 98.3

B 60/60" 100.0 98.8
59/60" 98.3
56/60 93.3

Cc 58/60” 96.6 93.3
54/60* 90.0

p= 0.0 Altamente significativa. * repeliciones

A: tallo con nudo (0.5 a 1 cm).
B: tallo con nudo y un par de hojas (1 a 2 cm).
C: tallo con un par de hojas a parlir del explante B.

Grafica 3.

Brotaciéon multiple a partir de 3 tipos de
explante de Piqueria trinervia Cav.
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Tomando en consideracion el andlisis de Tukey, se presenta diferencia altamente
significativa del explante A con respecto al B y C, siendo éstos dos dltimos los que
preseman buena respuesta tanto en la generacion de brotes, como en talla y apariencia,
Considerando los mismos explantes pero por peso seco, con la prucba de Tukey

podemos determinar al explante B como el mas adecuado para inducir la brotacion

generada y ¢s importante por el contenido del metabolito que genere la planta. Las

medias registradas por explante son:

Para cl explante A cs 0.096 g de peso seco, explante 13 0.277 g de peso seco y para el
explante C 0.169 g de peso seco.

La buena respuesta del explante C pudo deberse al efecto del pretratamiento con
kinetina que se le aplic al brote del cual se obtuvo cl explante, sin embargo, el

explante C puede favorecer mas la explotacion de Piqueria trinervia Cav., ya que no se

requerirfa de nuevas colectas de campo, manteniendo stocks adecuados en el
laboratorio con lo que se puede promover la conservacion eventual de la especie, De
acuerdo con George y Sherrington (1984), en algunos reportes recientes se describe ¢l
efecto de citocininas en brotes adveaticios formados en plantas tratadas (u organos de

fa planta de la cnal ¢l explante puede ser derivado) en cultivo in vitro,

Al parecer, ¢l tamafio del explante, junto con el inedio nutritivo, son muy importantes
en la respuesta de organogénesis, a lo cual también hace referencia  George y
Sherrington (1984); ellos establecen que los explantes o ineulos largos, generahnente,
sobreviven mds frecuentemente y se desarrollan mds ripidamente que los que son mis
pequeilos. Esto es notorio en la respuesta del explante de tallo con nudo de 0.5 a 1.0

o, yn que en las tres repeticiones se registraron porcentajes bajos.

De acuerdo con Evans et gl., (1981), los explantes pequefios tienden a formar callo en
contraste con los explantes grandes, que poseen mayor potencial morfogenético. Por

eso requieren de un medio mds completo para su crecimiento.
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La respuesta de los explantes de talla mayor y en presencia de hojas se debe
precisamente a que en esos sitios se localizon los meristemos o masas celulares no
diferenciadas que posteriormente dardn origen a nuevas hojas, asi como a la sintesis de
citocininas que actiian in situ y que activan la division celular. il erecimiento también
esti dado por la accion de las auxinas en presencia de las citocininas pero en

concentraciones variables.

Con las concentraciones de kinetina utilizadas para induccion de brote se probaron los
tratamicnios Mi, M2 y M3 y se cuantificd Ia respuesta por peso fresco para
determinar la produccion de biomasa, utilizando como explante tallo con un par de

hojus.

Tabla 6. Respuesta de produccion de blomasa en tres tratamientos con kinetina utilizando
medio MS (1962), 8 g/l de agar, 30 g/l de sacarosa, pH : 5.7, 2542°C, 16 h luz, 1, 600 lux.

Tratamiento | Respuesta % peso fresco/explante
(9)
M1 22124 91 244
M2 24/24 100 3.70
M3 17124 80.9 2.80

P=0.3816 no hay diferencia significativa.

En ef tratamiento M1, 91 por ciento de los explantes generaron brotacién nuiltiple,
corl tratami¢nto M2 se registro 100 por ciento y en M3 fue 80.9 por ciento. La
diferencia entre las tres concentraciones por promedio de peso fresco, fue ligeramente
superior en el tratamiento M2 con 3.7 g por explante en comparacién con el M1 (con
2.4 plexplante), y con M3 (con 2.8 g/explante). Por lo tanto, los explantes que se
generaron en el tratamiento M2, con 2.0 my! de kinetina tuvieron mayor biomasa, lo
que se puede traducir en mayor contenido de Piquerol. Sin embargo, con la prucba de
Tukey no se encontré diferencia significativa entre los tratamientos por peso fresco. El

nivel de significancia fue de P=0.3816.

En cuanto al tamafio y tipo de explante se refiere, los que tuvieron una talla de 1.0 a

2.0 cm y presencia de hojas dieron los mejores resultados de formacidn de brotes
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adventicios. Los explantes de 0.5 a 1.0 cm de tallo con nudo quedan descartados para

la induccion de brote pero no para la formacion de callo,

La ventaja que representa la organogénesis directa es la estabilidad genética de los
clones obtenidos de cada planta madre, aspecto que no presentan los brotes

provenientes de callo expuestos a altas concentraciones de reguladores de crecimiento.

Cuando se manticne la organizacién parental, y los brotes apicales y laterales son
funcionales, usualmente no se presentan mutaciones, aungue esto depende de factores
tales como cl sistema de propagacion elegido, el tipo de reguladores usados, el tipo de
tejido (diferenciado o desdiferenciado), el genotipo, cantidad de subcultivos y los

niveles de ploidia de la planta (Pierik, 1988).

Por ltimo, los brotes obtenidos se dejaron desarrollar durante mes y medio antes de

inducir la raiz.

Enraizamiento

La formacion de raiz es la respuesta que se induce morfogéneticamente para el

completo establecimiento de las plantas cultivadas in vitro a condiciones ex vitro.

De acuerdo con George y Sherrington (1984), ia induccion de rizogénesis en los
brotes puede llevarse a cabo durante la propagacion, aunque muchas especies no

necesitan un estado especial de induccion de raiz.

Comunmente los brotes se mantienen en medios libres de reguladores de crecimiento,
et presencia de citocininas la formacidn de rafz es inhibida para continuar con la
multiplicacion del brote. Sin embargo, la formacion de raiz in vitro solo se lleva a cabo

en medio que contenga Gnicamente auxina (George y Sherrington, 1984).

Las tres auxinas empleadas cn brotes de P. trinervia Cav. generaron respuestas

diferentes (tabla 7).
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Tabla 7. Fermacion de raiz in vilro en broles de Piqueria trinervia Cav., en medio MS
(1962), adicionado con 3 auxinas (AA, ANA e I1BA). pH: 5.7, sacarosa: 30 g/!, 8 g/l de agar,
25£2°C, 16 hluz, 1,600 iux.

Tratamiento | Regulador Respuesta
de
crecimiento
(0.5 mgfi)
R1 AlA Frecuente formacion de callo en la base
del brote.

Raiz de 1.0 mm, consistencia compacta,
| Abundancia: +
R2 ANA Raiz principal de 3.0 mm, raices
adventicias de 1.0 mm. Consistencia
parenquimatosa. Malformacién en la
base del tallo.
Abundancia: ++
R3 IBA Raiz principal de 2.0 mm, gran
cantidad de raices adventicias de
aspecto vigoroso, compactas. No
hay formacién de callo en la base
del brote.
Abundancia:+++

De 1 a 15 raices: +
De 20 a 30 raices: ++
Més de 30 raices: +++

Utilizando ¢l tratamiento R1 se obtuvo una raiz compacta pero de escasa a nula
formacién de raiz. En el tratamiento R2 la formacién de rafz fue de regular a
abundante pero de consistencia parenquimatosa, generando callo en la base del brote.
La mejor respuesta se observé en cl tratamiento R3 que contenia 0.5 mp/l de 1BA, 1a
rafz formada fue abundante y de comsistencia compacta, con miltiples raices
adventicias y al igual que el tratamiento R1 la via fue orpganogénesis directa. Esta
respuesta s presenté también en la especie Telopea speciosissima R. Br. (Proteaceae)
en la cual ¢l mayor mimero de rafces se registré en medin MS a la mitad de su
concentracion con 50 tM de IBA (Offord y Campbell, 1992) y en el enraizamiento del

castafio, en cl cual, de acuerdo con Gongalves gt al. (1994), el IBA juega un papel
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importante en la génesis de las raices primordiales, lo que puede afectar al nimero de

raices diferenciadas pero ito a la morfologia del sistema radicular.

Las siguientes pruebas de enraizamiento utilizando IBA en diferentes concentraciones
y con medio MS al 50% de sales, generaron respuestas similares con 0.25 y 0.1 mg/l.
Las rafces fueron numcrosas y con maliiples raices adventicias que impidieron su
conteo pero presentaron buen aspecto en cuanto a prosor (entre 1.0 y 2.0 mm) y
vigor. Con base en la apariencia y abundancia de las ralces se optimizo el uso de IBA

con 0.1 mg/l en diferentes substratas,

De acuerdo con Hyndman et al., (1982) una de las variables que se pueden controlar
durante el enraizamiento in vitro es la concentracion de sales. Las modificaciones a

¢ inducir el autotrofisino alterando tambicn la intensidad de uz.

Substralo para el enraizamiento in vilro

La respuesta de enraizamiento utilizando como substrato agar y vermiculita se muestra
en la tabla 8. Los tres lotes (repeticiones) presentan porcentajes similares y sélo en el
lote 2 utilizando vermiculita se obtuvo 85% de respuesta a formacidn de raiz.
Comparando ambos substratos, el uso de vermiculita facilité cl mancjo de las plantas
para transplantarse a suelo. Esto redujo el dafio que frecuentemente se hace a las
plantas que generan raiz en agar, ya que tietien que ser lavadas para quitar cualquicr

fragmento que quede adherido a la rafz.

Tabla 8. Respuesta de 2 substratos, agar y vermiculita, en el enraizamiento in vilro de
brotes de Piqueria trinervia Cav., en medio MS (1962), al 50% de sales, suplementado con
0.1 mg/l de IBA, pH: 5.7, sacarosa: 30 g/, 8 g/l de agar, 25¢2°C, 16 h luz, 1,600 lux.
Substrato Lote 1 Lote 2 Lote 3
respuesta % |respuesla % |respuesta %

Vermiculita | 15/20 750 17/20 85.0| 1015 66.6
Agar 14120  700| 1520 750 12120 60.0

De acuerdo con Aldruleu et al.,(1983) y Noiton (1988) se ha observado que las

propicdades fisicas del substrato usado durante la rizogénesis in vitro determinan la
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iniciacion, desarrollo y nimero de raices de la planta. Sin embargo, Debergh (1991)
menciona que la ruta clasica de enraizamiento in vitro es proveer de agar al medio de
cultivo, lo que se propone como una alternativa para facilitar ¢l enraizamiento de las

plantas.

Los dos substratos utilizados para epraizar brotes de Piquera trinervia Cav.
proporcionan ¢l medio de sostén y retencion de nutrientes para que sean captados por
las plantas, aunque esta respuesta no sea homogénea siempre. Eso puede deberse al
tamafio u otras caracteristicas de las particulas que podrian retener los nutrientes. Sin
embargo, el agar pricticamente 1o genera problemas, por lo que smbos substratos,

agar y vermiculita pueden utilizarse para el enraizamiento In vitro.
Aclimatizacion

El periodo de aclimatizacion por el que pasan las plantas desarrolladas in vitro, es un
proceso que de acuerdo con Debergh (1991) estd determinado por la calidad de la
planta micropropagada. En general, los requerimientos de las plantas para su
aclimatizacién son; alta humedad relativa, reduccion de la intensidad de luz,

adaptacion a la temperatura y un sistema radicular bien desarrollado.

En el caso de los brotes enraizados de Piqueria trinervig Cav., la aclimatizacion se
llevé a cabo en contenedores cubiertos con plistico y en condiciones de invernadero,
utilizando como substrato el suelo original donde se localizan poblaciones de la planta

en estado silvestre,

Las plantas que se enraizaron in vitro, mostraron adaptacion tanto al tipo de suelo
como a las condiciones de humedad, que se lograron mantener altas, alrededor de
90%, por Ia presencia de cubiertas de plastico. Esta medida se tomé porque las
plantas, al pasar de condiciones in vitro a otras in vive, preseataron una rapida
deshidratacién que provocaba su debilitamiento. Esta caracteristica de las plantas se
debe probablemnente a fa ineficiencia del cierre de los estoms asi como a la falta de

autotrofismo. De acuerdo con Precce y Sutter (1991), lo anterior se debe a la
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alteracion de los estomas precisamente por el cambio de condiciones, de los niveles de

luz y de humedad relativa.

En ¢l invemadero, las plantas respondieron favorablemente a la reduccidn de la
humedad, o cual se llevé a cabo durante un mes y medio, esto se hizo con la finalidad
de inducir a que la planta se adapte a las nuevas condiciones, adenids de que un
decremento en la humadad relativa puede dar como resultado una mejor formacion de
cera cuticular y por lo tanto, menos transpiracion cutioular (Pierick, 1988).
Posteriormiente, se¢ les quitaron las cubiertas de plastico perforadas y las plantas se
pasaron a macetas de 5 kilogramos, aplicindoles riego 2 6 3 veces por semana, pues el

suelo utilizado presentd alto drenaje.

La adaptacién de las plantas se cuantificé por la presencia y desarrollo tanto de raices
como de nuevos brotes en las condiciones de invernadero, determindndose el
porcentaje de sobrevivencia en 87%, sin alteracidn aparente en la morfologfa de las

plantas,

Las condiciones de iz, temperatura, humedad y fertilidad del suelo, permitieron el
crecimiento y desarrolto de las plantas, concluyendo con la formacién de
inflorescencias y la formacion de semillas de las plantas producidas in vitro pero ya

establecidas cn invernadero.

El periodo de floracion de P. trinervia Cav. que provenia de condiciones in vitro fue

similar al periodo que presentan las plantas en el campo, fendmeno que se registré a

finales del verano, cuando termina la época de Huvia en México.

Cabe mencionar que la talla que presentaron las plantas en el invernadero fue
aproximadamente de 1.60 cm, superior a las plantas que se localizan en ¢l campo. Esta
caracterfstica se atribuye precisamente a las condiciones a que estuvo expuesta, como
fueron ¢l riego, la temperatura y la proteccién de las condiciones climdticas
desfavorables, este hiecho abre la posibilidad de un inicic de domesticacién de la

especic dadas sus potencialidades.
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Caracteristicas de suelos derivados de cenizas volcanicas del Ajusco

El andlisis de fertilidad, de tres pozos colectados en la zona del Ajusco, mostré los

siguientes resultados:

Pozo 1

El color del suclo en seco ¢s gris olivo obscuro 5Y 32, y en lnimedo negro 5Y
2.5/1, en la profundidad de 0-20 cm. En las dos siguientes profundidades ¢l color en
seco es pardo prisdceo muy obscuro 2.5Y 3/2 y en himedo negro, 5Y 2.5/2 (ver
tabla 9).

Los valores de alofano en las tres profundidades son los mds altos (XXXX) de

acuerdo con la categorfa cualitativa de la reaccién con fenolfialeina.

La clase textural en la profundidad 0-20 cm y 40-6) cm es arena francoso, con

excepeion de Ja 20-40 cm, gue presenta Ia clase de arena,

La densidad aparente es superior en la mwestra 0-20 e con 1.40 g/ec y disminuye
con la profundidad hasta 1.27 g/cc. La densidad real (D.R.) se mantuvo constante
entre 2,74 y 2.79 gfcc. En cuanto a la porosidad, ésta se mantiene antre 49.65 y

53.64%, considerada dentro de un rango alto.

El pH es ligeramente dcido de 6.45 y vara hasta 7.2 con agua destilada en relacidn
1:2.5. En el caso del pH con KCl en la misma retacidn, cl valor en las dos primeras

profundidades es de 5.7 y en la profundidad 40-60 cm es de 5.8.

El porcentaje de M.O. es en la superficie, de 1.39%, y disminuye con la profundidad
hasta 0.42 y 0.62%, los porcentajes de carbono son de 0.80%, 0.24% y 0.36%.

Los cationes intercambiables, en el caso del Ca'™, muestran valores de 2,74 a 3.29
meq/100 g de suelo, valores que aumentan en razon de la profundidad. Para et Mg"
se registran valores de 3,72 meq/100 g de suclo en la superficie y 1.59 en lus dos

siguientes profundidades.
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El Na' presenta valores entre 0.74 y 0.86 meg/100 g de suelo, el valor mas alto
corresponde a la superficic, y disminuye a (.74 para aumentar nuevamente. En
relacién al K los meq/100 g de suelo se sittian atrededor de 0.15 en la profundidad
20-40 cm. Tanto en la superficie como en la capa mds profunda los valores son de

0.39 y 0.23, respectivamente.

Al parecer, el Ca™ es el cation que se encuentra en mayor cantidad, pero disminuye
cuando es alta la del Mg'". En comparacion con el Na' y ¢l K', sin embargo, los
valores son altos; el Na' se encuentra en niayor concentracion que el K, pero con la

profundidad no se muestra una clara relacion.

La capacidad de intercambio catidnico totat (CICT), es de 3.15 a 3.58 meq/100 g de
suclo para las profundidades de 0-20 ¢cm y 40-60 cm, siendo valores bajos en

general, pero mayores en la superficie en relacion con la profundidad.

La cantidad registrada de nitrdgeno total fue de 0.134, 0.086 y 0.084 por ciento, en

orden decreciente de profundidad.

Pozo 2

El color del suelo en seco a lo largo del pozo es 2.5Y 4/2, correspondiente al pardo
griséceo; en el caso de determinacién en himedo es 5Y 2.5/1 (negro) en la mayor

parte del pozo (ver tabla 10).

Al igual que en el pozo 1, la cantidad de alofano cuantificada cualitativamente es la
mds alta (XXXX).

La textura cs arena francoso a lo largo del perfil con porcentajes de 84.4 2 86.4% de

arena.

La densidad aparente registra un valor de 1.28 g/cc en la superficie y aumenta en las
dos siguientes prefundidades a 1.33 p/ce. La densidad real es pricticamente

constante, con 2.59 & 2.66 g/cc, ligeramente superior en razén de la profundidad,

49



El pH con agua varfa, de 6.3 en la superficie, a 6.6 en relacidn 1:2.5 en las dos
siguientes profundidades. La escala registrada con KCl en la misma relacion tuvo

valoresde 5.5a 5.4,

La materia orgdnica es mayor en a superticie con 4.11% y disminuye con la
profundidad a 3.62 y 3.55%. Los datos de porcentaje de carbono presentan el mismo

comportamicnto presentando valores de 2.38 a 2.06.

El Ca'' intercambiable varia de 6.04 2 5.49 meq/100 g de suelo, el Mg' varia de
1.06 2 0.53 meq/100 g de sucio. Ambos cationes mostraron los valores mas altos en

la profindidad 0-20 cin.

El Na' intercambiable se incrementa a partir de la superficie, de 0.86 2 0.92 meq/100
g de suelo, a diferencia del K', cuyos valores son mayores en la superficie con

0.58%, y disminuyen a 0.29 meq/100 g de suelo.
La CICT varia de 11.40, 13.41 a 11.34 meq/100 g. en razon de la profundidad.

El nitrégeno total fue de 0.18, 0.16 y 0.098%, disminuyendo considerablemente con

la profundidad, comportamiento que se asemeja al de la M. O.
Pozo 3

El color en seco ¢s de LOYR 6/4 (pardo amariflento claro) en la superficie, lOYR 6/6
(amarilio pardusco) en la profundidad 20-40 cm y 10YR 6/8 (amarillo pardusco) en
la profundidad 40-60 cm. En himedo se observa el mismo color pardo amaritlento
obscuro, 10YR 3/4 y lOYR 3/6 a lo largo del pozo (ver tabla I1).

El alofana cuantificado es mayor en la superficie, con XXX, En las siguientes dos
profundidades es de XX,

La textura predominante es franco arenoso a lo largo del pozo, con porcentajes de
20 a 28 de limo, de 3.6 a 6 de arcilla y de 66 a 74 de arena.
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La densidad aparente (D.A.) tiene valores mayores en la superficie, con 1.25 g/ecy
disminuye a 1.05 g/cc conforme la profundidad se incrementa, La densidad real
(D.R)) se presenta constante entre 2.41 y 2.46 p/ec. El espacio poroso presenta de

49.18 a 56.79 por ciento, aumentando con la profundidad.

El pll es ligeramente alcalino (6.9 a 7.0) con agua en relacion 1:2.5, y ligeramente

Acido con KCl, con valores de 5.5 5.7,

La materia orgdnica es mayor en la superficie y desciende con la profundidad
mostrando valores de 2.02, 1.18 y 0.90%, comportamicnto que se¢ asemeja a

proporcion de carbono, que es de 1,17 a 0.52 por ciento.

ElCa" presenta variaciones a lo largo del pozo. En la superficie es de 4.39 meq/100
g de suelo, anmenta a 6.04 meq/100 g de suelo y vuelve a disminuir a 2.47 meq/100
g de suelo. El Mg" se mantienc cast constante, con valores entre 2.19 y 2.74

meq/100 g de suclo.

El Na' es mayor en la superficie, con 0.97 meq/100 g de suelo y presenta el mismo
comportamiento que et Ca™, con (.80 y 0.86 meq/100 g de suclo. El K' presenta
0.93 meq/100 g de suclo y aumenta con la profundidad a 1.97 meq/100 g de suelo.

Al parecer se presenta antagonismo entre los diferentes cationes.

La CICT a lo largo del pozo muestra valores de 13.50, 16.43 y 15.88 meg/100 g de

suclo, aumenta conforme a la profundidad.

El porcentaje de nitrégeno ¢s de 0.095 en la muestra 0-20 cm y disminuye a 0.067

enlos 20-40 cm y 0.053 en la muestra 40-60 cm,
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Tabia S. Resultado de los anillsis fisico-quimicos del pozo 1.
Km. 12 Carretera México-Ajusco. Geologia: 2ona ubicada en fa sxenz de Chichinautzin, material parental de roca ignea extrusiva, suelo Andosel, derivado de cenizas volcanicas.

Anitud:1.400 msnm. Clima: Cb (w2)(w)ig Templado P 5n mediia anual entre 700 a 1500 mm. Tem sra media anual entre 12° y 16°C. Vegetacién® besque de pino.
COLOR._ i TEXTURA [ D.A. D.R. | POROSIDAD H 1:2.6 ALOFANO!M.O.. C l N | CcuC T. Ca++ Mg++ | Na+ | K+
cm | SECO HUMEDO | % ARENA | % LIMO ! % ARCILLA | gicc | g/cc % H20 KCI! L%l % % 'meqg/100g! meql100g meq/100g | meq/100g ! meq/100g
. [y & 1r] | 8Y 2511 882 122 16 t ) : [ |
0820 GRISOUVO | NEGRO ARENA FRANCOSO 14 1278 49.65 €45 57 XXXX 139/ 08 {0.1485] 358 274 372 | oss 0.35
{_ osscuro_ | | ; Cd {
] 2.5Y 32 T Y282 844 5.6 [ : | " .
2040PARDO GRISACED! NEGRO ARENA 1381278 5425 ; 7.4 57 XXXX 0.42 024[0085. 3.5 328 1.88 078 ; 0.5
| MUY OBSCURO | :
; 2.5Y3n | SY 2811 88 12 o )
40.60:PARDO GRISACEO, NEGRO ARENA FRANCOSO 1271274 53.64 72 5.8 XXXX 0.62;0.36 , 0.92 3.58 329 1.59 08 823
MUY OBSCURQ i ; ; ; s t




Tabla 10. Resultado de los anilisls fisico-quimicos del pozo 2.
Krn. 12 Camretera México-Ajusco. Geologia: zona ubicada en la sierma de Chichinautzin, material parental de roca ignea extrusiva, suelo Andosci, defivado de cenizas volcdnicas.
Altitud: 1,400 msnm. Clima: Cb ' (w2){w)ig Tempiado. Preciptacion media anual entre 700 a 1500 mm. Temperatura media anual entre 12° y 18°C. Vegetacién: besque de pino.

COLOR TEXTURA i D.A.i D.R.|POROSIDAD: pH 1:2.6 {ALOFANO!M.O.| C N | ClCT. Cass : Mgee Na+ K«
cm —_SECO HUMEDO| % ARENA | % LIMO| % ARCILLA | gfee | glcc % [ H20 KCl % | % % !meq/100g meq/100gi meq/100a! meq/100q|meq/100q|
2.5Y 42 | BY 2.5/1 864 12 16 ) ) ) ! ] !
0-20 :PARDO GRISACEOQ, NEGRO ARENA FRANCOSO 128 ! 2.58 5058 r 63 65 XXXX 4.11i238 0.473] 114 6.04 106 * 086 - 058
: i ; i
25Y 412 | SY2812 | B4A 12 36 1 ) . :
20-40. PARDO GRISACED| NEGRO ARENA FRANCOSO 133] 26 48.84 67 % 54 XXXX {362/209{0.155] 1341 1.06 0.86 0.33
i ! i i i '
25Y 412 BY 281 844 14 16 ) )
40-60 PARDO GRISACEO! NEGRO ARENA FRANCOSO 133268 50 6.7 54 XXXX 3.5, 2.06:0.098 1134 545 0.63 .82 0.28
; ) : :
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Km. 12 Carretera México-Ajusco.
Atitud: 1,400 manm. Clima: Cb’(w2)(wlig Templado. Precipitacidn media a

Tabis 11.

ia; Zons ubicada en Ia sietra de Chi

de fos Tish

del pozo 3.

de roca ignea extrusiva, sueio

de cenizas

R 1. ders .
anual entre 700 a2 1500 mm. Temperatura media anuai entre 12°  18°C. Vaehcnen bosgue de pino.
1.C.T.
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Los tres pozos presentan altos porcentajes de arena, lo cual hace suceptible el suelo a
erosiones eolica ¢ hidrica. La pendiente que se presenta en general en los suelos que
albergan grandes extensiones de bosque, permite definir al de los pozos como un suelo
de tipo forestal. Se recomienda su uso como tal y Ia explotacion racional de los

recursos bidticos, que no perturben demasiado la zona.

Una de las caracterfsticas mds notables de los suelos derivados de cenizas volcdnicas,
presente en los pozos analizados, es la textura. Los porcentajes de arema estan por
arriba del 80% en los dos primeros pozos y la textura predominante es arena francoso.
En ¢l caso del tercer pozo la relacion de arena es de 70%, con valores mis altos de
limo y arcilla que en los pozos | y 2, y la textura es franco arenosa. Esta caracteristica
resta plasticidad al suelo y reduce la retencion de agua debido al tamafio y propiedades

de las particulas presentes, lo que provoca una rapida infiltracin de agua.

Las densidades son refativamente bajas por la presencia de materiales piroclisticos de
consistencia porosa y de bajo peso, caracteristica que se comprucba con las
proporciones de 40 a 56% de porosidad, proporcionando buena aereacidn a suelo,

bucn desarrollo de las raices y de los organismos que en ¢l se encuentran.

El pH que se registré con agua en relacion 1:2,5 oscila entre 6 y 7 en los tres pozos, y
es de cardcter ligeramente mds dcido con KC, con valores de 5.4 a 5.8 en relacidn
1:2.5. No hay una clara diferencia de los datos registrados en cuanto a la profundidad
de las muestras, pero se sabe que esta figera acidez se debe a la pérdida de cationes
por lixiviacion o crosion del suelo, aunque la vegetacion presente aminora en gran

miedida la accién de estos agentes,

El color predominante en seco es pardo grisiceo y en himedo es negro para dos de los
tres pozos, esto se debe a la presencia de elementos ferromagnesianos y de origen

parental.

En general, los porcentajes de materia organica son bajos, presentan un rango de 0.90

como valor minimo y 4.11 como méximo. La cantidad repistrada en ta superficie fue
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sicmpre mayor que en la profundidad. Esto se atribuye a factores climiticos y al
depdsito y poca degradacion del material orgdnico, lo que permite su acumulacion y
posterior incorporacion como nutrientes disponibles para las plantas. Sin embargo, la
escasa materia orgdnica que se registré parcce ser el producto de factores como
perturbacion de Ia zoma por introduccidn de animales ast como por ¢l saqueo de la

cubierta vegetal y su comercializacion como tierra de hoja.

La CICT sc considera de cardcter bajo para el pozo 1, con valores de 3.15 a 3.58
meq/100 g de suclo. Para ¢l uimero 2 va de 11.34 a 13.41 meg/100 g de suclo. En ¢l
caso del pozo 3 los valores mostrados estin entre 13.50 y 16.43 meq/100 g de suclo,
determinindose como de cardcter medio. Estos valores concuerdan con los bajos
porcentajes de materia organica y de limos y arcillas, que tienen entre otras
propiedades el proporcionar y retener nutrientes necesarios para el crecimiento y

desarrollo vegetal.

Acerca de los cationes intercambiables, se tienen contenidos bajos de Ca’’, Mg", Na'
y K' para los tres pozos, con fluctuaciones en las cantidades registradas en
profundidad. E! Na' y ¢l K* mosiraron valores pequedlos con respecto al Ca™ y al

Mp"". Esla caracteristica sc presentd en los tres pozos nuestreados.

De acuerdo con Salisbury y Jensen (1988) la presencia de cationes en pequeiins
cantidades tiene efeclo sobre Ia fisiologia de las plantas, El Mg"™ forma parte de I
clorofila y activa numerosas enzimas. Iin cuanto al Ca"™, éste puede ser esencial para fa
sintesis y estabilidad de la limina media, manteniendo fa estructura y permeabilidad de
la membrana, s¢ considera que es necesario para el crecimiento de los meristemos.
El K" es esencial en todos los procesos matabdlicos celulares, y en forma aparente
tiene wn papel especifico influyendo en la absorcién de  algunos otros elementos
nunerales regularizando ¢l grado  de respiracion, afectando la relacion de
transpiracion y es posible que también influyendo en la accidn de las enzimas asf como
er la sintesis y traslocacién de los carbohidratos, de este modo incrementa el espesor

de las parcdes celulares y la resistencia del tallo (Millar et al 1978).
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Aunque no se determinaron todos los nutrientes que contiene ¢l suelo, el analisis de
fertilidad y el desarrollo de las plantas muestran la asimilacion de los nutrientes, por lo
que no se registraron sintomas de deficiencia en las plantas desarrolfadas en estos

suelos.

La cantidad de nitrégeno total registrada en la zona de estudio muestra valores bajos,
pero solo en relacién con la cantidad de materia organica cuantificada. Lo anterior,
aunado a la proporcidn de material coloidal y a las caracterfsticas que se derivan de la
abundante fraccion de arena, hacen a estos suclos aptos para ¢l desarrollo y
aprovechamiento de productos forestales, no asi para el cultivo en extenso de

productos agricolas.

La especie Piqueria trnervia Cav., al igual que muchas plantas que se desarrollan en
estos suelos y en condiciones climticas semejantes, y que presentan un uso potencial,
podria ser explotada bajo un programa de conocimiento de la poblacidn, su
permanencia en los hibitats naturales y los diferentes usos o provechos que puedan

generarse,



Conclusiones

Con base en el conocimiento de cultivo de tejidos vegetales se llevd a cabo la

micropropagacion y establecimiento en invernadero de la planta Piqueria trinervia

Cav.
Iin la germinacion se establecieron, como condiciones dptimas,

1) la presencia de luz, que penera 87% de respucsta, en comparacion con ¢l 58%
td

cn condiciones de obscuridad;

b) un periodo de dormancia, ya sca inducido por tiempo de almacenamiento o por
periodos de frfo. La condicion dptima de dormancia se determing en 6 meses a
4°C y generd una respuesta de 78.6% de germinacion a los 24 dias posteriores

a la sicmbra;

¢) Las semillas que se mantuvicron atmacenadas 6 meses a 4°C y posteriormente
germinaron en temperaturas de 17, 20 y 25°C, si bien la temperatura no es
determinante en {a cuantificacion de la respuesta, sf lo es en cuanto a velocidad
de germinacién, generando una respuesta de 96.6% a los 24 dias con 17°C, y

de 81.6% con 25°C en el mismo periodo.

E! tipo de explante que generé mayor biomasa en peso seco fue ¢l B, a partir de
tnllos con un par de hojas obtenidos de plantas germinadas in vitro. El mismo tipo
de explante, pero proveniente de brotes in vitro generé brotacion multiple con
93.3% de respuesta. El explantc A, de tallo de 0.5 a 1.0 cm di6 muy bajos
porcenajes de respuesta, tanto de biomasa por peso seco, como por peso fresco e
induccion de brotacién multiple. No hubo diferencia significativa en cuanto a peso
fresco con B y C. De acuerdo con lo anterior, se descarta el uso dei explante A

con fines de induccién de brotacién muktiple.
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El regulador de crecimiento que generd brotacion maltiple, via organogénesis
directa, fue la kinetina, en medio MS. Este tipo de respuestas genera material
estable en cuanto a su informacion genética ya que es conocido que ka fase de callo
anterior o la formacion de brote puede inducir variacion somaclonal. Las
concentraciones de 1.0, 2.0 y 3.0 mg/l de K, en base a la prueba de Tukey por
peso fiesco, no mostraron diferencia significativa, por lo que se contemplé el uso

de 1.0 mp/l de K como inductor de bratacién miltiple.

Se descartd el uso de concentraciones altas de BAP (5 mg/l) como inductor de
brotacién, asi como el AIA y ANA, pues la respuesta morfogenética fue hacia

induccion de callo, al menos ent las concentraciones reportadas en este trabajo.

La induecion de raiz se establecid en medio MS al 50% con IBA en
concentraciones de 0.5, 0.25 y 0.1 mp/l. Eluso de AIA generd callo en la basc del

tallo y con 0.5 mp/l de ANA se obtuvieron malformaciones de tallo yrafz.

Los substratos utilizados (agar y vermiculita) presentaron respuestas similares, con
un mixinio de 75% y 85% respectivamente de formacion de ralz, en medio MS al
50% de sales con 0.1 my/l de 1BA,

La aclimatizacién se logré manteniendo constante la humedad relativa de las
plantas en condiciones de invernadero para reducirla gradualmente mis tarde. El
establecimiento en vermiculita facilitd su transplante y evité ¢l dafio de las raices al
pasarlas a suelo. En la adaptacion de las plantas a las condiciones jn vive se obtuvo

un éxito del 87%.

E!l andlisis de fertilidad del suelo proporciond datos suficientes para garantizar ¢l

establecimiento de las plantas, de condiciones in vilro, a in vivo.

Las caracteristicas mis sobresalientes de los andlisis fisico y quimico de los suclos
derivados de cenizas volcanicas son la textura de clase franco arenoso y la alta
retencién de [osforo, aunado a la pendicnte y alta susceptibilidad a la erosion

hidrica. La porosidad registrada permite la aereacion nccesaria para ¢l desarrollo
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de las raices y microorganismos. Por otra parte, la ripida penetracion del agua
determina la elevada frecuencia de riego, aspecto que fimita en gran medida el uso

de estos suclos para cultivos en extenso.

Tomando en consideracion el tipo de suclo y las caracteristicas de la zona, se
determind que ¢l Ajusco es un lugar de caricter forestal en el que podrian
explotarse las especies nativas, en aquellas partes donde no haya pendientes
pronunciadas. Ello, sin provocar mis dafios en tal zona boscoss, ya que los
asentamientos humanos que sc ha visto se han ido incrementando con el tiempo,

poren en riesgo el frigi equilibrio de Ta zona

Se llevo a térmiino la wmicropropagacion de la planta hasta Ia formacion de
inflorescencias en condiciones de invernadero, completando el ciclo de vida de la

planta, con obtencion de semillas que faeron fértiles in vitro.

La presentc investigacion se propone como una base para la propagacion,
conservacion y uso sostenible con una eventual domesticacion de Ia planta Pigueria

trinervia Cav., ante cualquier propuesta de uso comercial que pueda generarse,

dada la importancia de sus compuestos quimicos. La metodologfa desarrollada
puede también servir para otras ecspecies que presenten fines similares de

explotacién o propiedades de interés para el iombre.
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Apéndice 1

Medio de cultivo Murasliige y Skoog (1962).

Macronutrientes
stock 1
200X 40 ml

Cloruro de calclo
stock 2

20X 200 ml

Micronutrientes

stock 3
20X 200ml

Stock 4
20X 200 ml

Vitaminas
stock S
20X 200ml

Stock 6
20X 200 mi

Stock 7
20 X200 ml

(NH N0y
KNO;
MyS047H,0
KHoPO,

CaCly 24,0

MnSO4Ho0
0504 THO
H3BO3

Kl
NasMa0y 2H0
CuS045H,0
CoCly 6H,0

FeS0,TH0
Na,EDTA

tiamina
ac. nicotinlco
plridoxina

Inositol

Glicina

1010
165
190
3.7
1.7

44

0.16801
0.086
0.062

00083
00025

0.00025
0.00025

0278
03713
0.001
0.006
000

10

002

201
330

380
74
35

88

0.33302
0172
0124

00166
0005

00005
0.0005

0.746
0.002
oD
o10)]

20

004

ol
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