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Abreviaturas 

AIA 	ácido 3-indolacético 

A1B 	ácido indolbutírico 

ANA 	ácido nallalenacético 

13AP 	6-bencilaminopurina 

2,4-0 	2,4 diclorofenoxiacético 

K 	kinctina 6-furfurilaminopurina 

MS 	medio de cultivo Murashige y Skoog (1962) 

CTV 	cultivo de tejidos vegetales 
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Resumen 

El Cultivo de Tejidos Vegetales es uno de los instnunentos de la Biotecnologia 

Vegetal, a través del cual es posible obtener un incremento en el número de individuos 

a partir de un explante en condiciones asépticas, medios nutritivos, luz y temperatura 

controladas. 

Esta técnica permite el conocimiento, aprovechamiento y conservación de las especies 

vegetales; gran cantidad de plantas ornamentales, medicinales y alimenticias se han 

propagado de esta manera. 

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

planta perteneciente a la familia Asteraceae (Compositae) y con importancia 

etnobotánica y fitoquímica por los compuestos que se le han extraído y que presentan 

actividad alelopática y molusquicida, aunque el espectro de acción de los compuestos 

extraídos sigue en investigación. 

Para la propagación de esta especie se establecieron las condiciones óptimas de 

germinación en medio con agar al 1.6% en condiciones de luz/obscuridad, 

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

La selección de los explantes fue a partir de secciones de tallo con hojas y tallo 

respectivamente, provenientes de plántulas germinadas in vitro. Un tercer explante se 

disectó de los brotes generados in vitro a partir del explante de tallo con hojas en 

medio MS con 1.0 ►ng/I de kinetina. 

Para la inducción de brotación múltiple se utilizó corno medio basal medio MS 

(Murashige y Skoog, 1962) adicionado con 1.0, 2.0 y 3.0 ing/I de kinetina en medio 

sólido, cuantificando la respuesta tanto por peso seco como por peso fresco. El 

tratamiento de medio MS adicionado con 2.0 ing/Ide kinetina dió la mejor respuesta. 
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El enraizamiento se probó con las auxilias Al A, ANA e IBA en concentraciones de 0.5 

mg/I, teniendo el mejor efecto el II3A, con el que se probaron concentraciones de 0.25 

y 0.1 mg/I. Los substratos utilizados fueron agar y vermiculita, no habiendo diferencia 

en la respuesta, Después de 17 días de enraizamiento las plantas se transplantaron a 

suelo, previamente analizado, para igualar las condiciones físicas y químicas de 

fertilidad de uno de los suelos donde crece la planta naturalmente. Se colectaron tres 

pozos en el km. 12 de la carretera México-Ajusco. De cada uno de ellos se obtuvieron 

tres muestras cada 20 cm hasta una profimdidad de 60 cm. El suelo de la colecta se 

conoce corno Andosol, suelo derivado de cenizas volcánicas. 

La aclimatización consistió en mantener las plantas en el suelo analizado, cubiertas con 

una bolsa de plástico y reduciendo gradualmente la humedad relativa a través de 

perforaciones en las bolsas, la sobrevivencia se cuantificó por la presencia o ausencia 

de la planta después de 10 semanas en condiciones de invernadero. Ésta time de 87%. 
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Introducción 

De la variedad de plantas existentes en la naturaleza, el hombre aprovecha sólo una 

mínima parte. Destacan por su uso las alimenticias, medicinales y forrajeras; sin 

embargo, de la mayoría de las plantas se desconoce el potencial de aprovechamiento. 

Una alternativa al cultivo tradicional, que ha venido desarrollándose desde hace varias 

décadas y que permite el conocimiento y aprovechamiento de los recursos bióticos, es 

la biotecnología vegetal. En esta disciplina se emplean técnicas como el cultivo de 

tejidos vegetales para obtener plantas libres de virus, o para la micropropagación de 

especies forestales y almacenamiento de germoplasma (Lozoya, 1985). Asimismo, se 

obtienen compuestos como terpenoides, alcaloides, fenoles, fiavonoides y esteroides 

para la obtención de productos como medicamentos, insecticidas, colorantes y 

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

El beneficio de estas técnicas en cuanto a la obtención de metabolitos secundarios es, 

en algunos casos, el aumento en la producción de la sustancia de interés en 

comparación con lo obtenido por extracción tradicional. El aprovechamiento irracional 

de muchas especies podría llevar a la disminución de sus poblaciones y por 

consiguiente a la pérdida del recurso, por ello, se plantea la micropropagación de la 

planta Piqueria trinervia Cav., ya que es una especie con potencial por las sustancias 

fitoquímicas que se le han extraído y determinado y que presentan actividad alelopática 

y molusquicida ya comprobada. 
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Justificación 

'La creciente explotación de los recursos vegetales de nuestro país, ha generado 

también estudios para su conservación y posible aprovechamiento de manera 

interdisciplinaria. 

Numerosas plantas están siendo estudiadas por las propiedades que se han encontrado 

en ellas; y de la mayoría se desconoce el potencial. Esto ha motivado el uso de nuevas 

inetodologias dentro del CTV y su relación con otras disciplinas como la fitoquímica y 

la biología molecular, para el mejoramiento de las especies. 

Muchas de las especies que están en peligro de extinción, amenazadas o presentan 

potencial, están siendo propagadas in vitro. Para ello se emplean compuestos que 

necesita, de manera natural e interna, la planta; así corno condiciones ambientales que 

repercuten en su fisiología. 

Debido a los problemas que se presentan durante el establecimiento 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 la siguiente investigación. 

Cabe señalar que la producción de los compuestos o metabolitos secundarios que 

producen algunas plantas que se han desarrollado por cultivo de tejidos, supera a las 

cantidades provenientes de las plantas de medios naturales. En el caso particular de la 

especie Piqueria trinervia Cav. la propagación in vitro es de importancia inmediata, 

pues el efecto descrito de sus compuestos está comprobado. De esta forma se puede 

proporcionar material vegetal y conservar las poblaciones silvestres, además de 

hacerlas aprovechables por rutas biotecnológicas. 
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Antecedentes 

Ubicación taxonómica de Piqueria trinervia Cav. 

División: 	Magnoliophyta 

Clase: 	Magnoliopsida 

Subclase: 	Asteridae 

Orden: 	Asterales 

Familia: 	Asteraceae (Compositae) 

Tribu: 	Eupatorieae 

Subtribu: 	Ageratinae 

Género: 	Piqueria 

Especie: 	Piqueria trinervia Cav. 

Cronquist A, 1981 y King R. M. y Robinson H. 1987. 

Características de Piqueria trinervia Cav. 

Hierba anual o perenne, erguida, hasta de 70 cm de altura; tallo ramificado, cilíndrico, 

de 2 a 4 mm de diámetro, verde-amarillento y frecuentemente rojizo, glabro o 

puberulento solamente a lo largo de dos hileras longitudinales dísticas; hojas opuestas, 

peciolo de 2 a 3 mm de largo, casi glabro, lámina lanceolada o angostamente ovada, 

ápice agudo, borde aserrado, base cuneada, glabras, tri a pentanervadas desde la base; 

capítulos de 3 a 4 min de largo, dispuestos en inflorescencias cimoso-corimbosas; 

brácteas involucrales 4, elípticas, anchas, de ápice redondeado y mucronado, craso-

marginadas, verdes, glabras; flores 4; Corola de 1.5 mm de largo, tubo cortfsimo, 

blanco con tinte rojizo, densamente pubescente, lóbulos blancos, glabros; aquenio de 

8 



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

cromosómico 2n-,20, 22, 24 (Rzedowski, 1985). 

De acuerdo con Robinson (1906), el género Piqueria cuenta en total con unas 8 

especies, de las cuales aproximadamente 7 con 2 variedades están presentes en 

México. Datos más recientes aportados por Rzedowski (1985), establecen que el 

género agrupa cerca de 20 especies distribuidas en América tropical. 

Nombres comunes 

Según el reporte de Martínez (1959), a Plqueria trinervia Cav., se le conoce 

comúnmente con los nombres de Hierba de San Nicolás, Xoloxiltic, Xoxonitztac, 

Xonitlzal, Cuapopolchi en Gro. y Alta Reina en Taxco, Gro. Se le atribuyen 

propiedades contra la liebre (antipirético) especialmente en casos de tifo, también 

contra los cálculos biliares y contra el reumatismo en infusión en alcohol. 

González de la Parra et ªI., 1981, describen a P. trinervia Cav. como una planta 

utilizada y cultivada como ornamental y conocida erróneamente como Stevia serrata 

Cav. 

Localización 

Su distribución de acuerdo a McVaugh (1984), abarca la parte central de México, de 

Zacatecas y Tamaulipas a Guanajuato, Jalisco, Michoacán, Guerrero, Morelos, D. F., 

Oaxaca, Hidalgo, San Luís Potosí y Chiapas. Se localiza en bosques húmedos de pino 

o pino-encino. 

Rzedowski (1985) reportó su colecta desde Huehuetoca a Tlalpan y Xochimilco, y de 

Pachuca a Aniecameca, entre 2,300 y 3,000 m de altitud. Esta especie se encuentra 

ampliamente distribuida en México, Centro América y Haití. 

Importancia fitoquímica 

Piqueria trineivia Cav. ha sido frecuentemente investigada por los compuestos 

químicos que se le han extraído. En 1953 Paray reporta el uso de P, Irinervia Cav. 
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corno antipirético, antimalárico y antirreumático. Romo ea al., (1970) aislaron de tres 

colectas de la planta varios compuestos: el Acetato de Carquejilo y dos constituyentes 

que llamaron Piquero' A y Piquerol 13, determinados como monoterpenos 

diasteroisómeros. Bohlinan y Suwita (1978), obtuvieron un terpeno llamado H-NMR 

muy parecido a la estructura del Carquejol. 

De acuerdo con Evenari (1949), algunos de los monoterpenos presentan actividad 

alelopatica, esto motivó la investigación de González de la Parra et al.,(1981) quienes 

determinaron el potencial alelopático de p. trinervia CM'. utilizando Piquerol A y 13, 

concluyeron que el extracto de las hojas presenta mayor contenido del compuesto y 

que éste a mayor concentración aumenta el efecto de alelopatia en todas las especies 

con las que se probó. Asimismo, comprobaron que con 50, 25 y 5 ppm de Piquerol en 

8 especies de plantas, el Piquerol A inhibe la formación de ralees y el B inhibe el 

desarrollo de tallos más que de raíz, enfatizando la diferente actividad biológica entre 

compuestos estereoisómeros. 

Jimenez y González de la Parra (1982), aislaron y determinaron la estructura de un 

nuevo alcohol diterpénico al que llamaron trinervinol. Posteriormente, Rubio et al., 

(1985), dilucidaron la estructura electrónica del Piquerol A y B. Cruz-Reyes M 

(1989), utilizaron el Piquerol en soluciones para comprobar la actividad del compuesto 

en diferentes especies de caracoles pulmonados vectores de algunos de los estadios de 

Fasciola. Con este trabajo y de acuerdo con la Guía de Evaluación para Molusquicidas 

de Origen Vegetal de la Organización Mundial de la Salud (W110, 1983), el Piquerol 

A puede ser considerado como un molusquicida natural de uso práctico 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 aqueria 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 3  nig/mg de 
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Piquerol por peso seco de hojas y tallos de la planta silvestre, lo que pondría en peligro 

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

El cultivo de tejidos vegetales como opción biotecnológica 

La biotecnologia vegetal se presenta como una alternativa para el estudio a nivel 

fisiológico, morfológico, titoquimico y genético de especies vegetales potenciales. El 

cultivo in vitro de células, tejidos y órganos de plantas es una de las ramas de la 

biotecnología de la que México y otros paises del Tercer Mundo podrían obtener 

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

El cultivo (le tejidos vegetales (CTV) aprovecha la propiedad de totipotencialidad de 

las plantas para que a 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 llevan a cabo en condiciones asépticas y en medios nutritivos que 

proporcionan a la planta los requerimientos esenciales para su crecimiento y 

desarrollo. Actualmente se cuenta con una serie de técnicas, tales como la donación, 

cultivo de células haploides, la formación de embriones somáticos, el cultivo y fusión 

de protoplastos y la propagación de plástnidos para ingeniería genética cuya finalidad 

es que la investigación básica trascienda al área aplicativa (Sánchez, I985). 

La forma en que se ha aplicado todo este conocimiento es en la regeneración de 

plantas potencialmente útiles, propagación masiva de plantas alimenticias, 

recuperación de especies en peligro de extinción y preservación de germoplasma i►t 

vitro (Rubluo, 1985), así como estudios para la biosíntesis de metabolitos secundarios. 

Por ello, las plantas seleccionadas deben ser aquellas que sean difíciles de cultivar en el 

campo, que den rendimientos bajos, que hagan incosteable su cultivo o que no 

produzcan suficiente materia prima para las necesidades industriales (Robert y Loyola, 

1985). 

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

estado O y tres estados más que han sitio adoptados por laboratorios de investigación y 
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laboratorios comerciales. Estos estados son: el estado 0 que corresponde a la selección 

y preparación de la planta madre, ésta generalmente es escogida como una planta 

típica de la variedad y libre de enfermedades, el estado 1 donde se lleva a cabo el 

establecimiento del cultivo en condiciones asépticas, estado 2 cuya finalidad es la 

producción de propágulos 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 jóvenes o poco 

diferenciados, aunque se tienen reportes del uso de raíces, anteras, polen, meristemos, 

hojas jóvenes o maduras según el tipo de respuesta que se busque. 

En cuanto al tamaño del explante, los fragmentos grandes son fáciles de disectar y 

tienen mucho mayor sobrevivencia y desarrollo que los explantes menores a 0.5 cm 

(Evans et al., 1983). 

Narayanuswamy (1977) analizó dos investigaciones de cultivo de tejidos y concluyó 

las siguientes consideraciones: 

• que la superficie de cultivo del inóculo o explante es importante en la 

determinación del potencial de regeneración, 

• que la edad fisiológica del explante es un factor importante y ejerce influencia en la 

formación de órganos, con ello se concluye que los tejidos jóvenes tienen mayor 

capacidad de diferenciación que los tejidos viejos. 

Cuando el explante proviene de plantas desarrolladas en ambientes externos, 

invariablemente estarán contaminados con bacterias y hongos (George y Sherrington, 

1984). Por lo tanto, las plantas pueden estar libres de contaminantes y proveer 

explantes cuando provienen de semillas esterilizadas y sembradas en medios asépticos, 

Para ello, se requiere que las semillas o segmentos de la planta que sirven de inóculo, 
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sean lavadas con detergente y posteriormente colocadas en alcohol etílico al 70%; el 

efecto que causa el alcohol en la superficie es la eliminación de las grasas, permitiendo 

que el desinfectante penetre y elimine a los microorganismos. Los desinfectantes 

pueden ser hipoclorito de calcio o sodio, aunque también puede ser empleado el 

peróxido de hidrógeno, agua de bromo y nitrato de plata (Merino, 1985). 

Posteriormente el material es enjuagado con agua destilada esterilizada en condiciones 

asépticas y sembrado en los medios establecidos. 

Condiciones de cultivo in vitro 

La respuesta morfológica y fisiológica que presenta un tejido o explante, va a estar 

determinada por factores como el medio basa!, el p11 y los reguladores de crecimiento 

a los que está expuesto, así como fhctores fisicos como el fotoperiodo, la intensidad de 

luz y la temperatura. 

Medio basal 

Según George y Sherrington (1984), un medio es una solución que contiene sales que 

suplen en mayor o menor grado los elementos necesarios para el desarrollo de las 

plantas; como son los micronutrientes y macronutrientes, vitaminas como la timina y 

piridoxn►a, aminoacidos y fuentes de carbono. La sacarosa es más comúnmente usada 

como fuente de carbono aunque ocasionalmente se emplea la glucosa, fructosa y 

almidón en algunas especies (Merino, 1987). 

Los medios de cultivo pueden utilizarse en fonna líquida o semisólida con la adición 

de algún gelificante como el agar, del cual se aprovecha la consistencia coloide para 

servir de soporte y proveer de nutrientes a la planta. Otros compuestos orgánicos que 

suelen agregarse al medio son antioxidantes como ácido cítrico y ascórbico. 

Generalmente los distintos medios de cultivos que se tienen registrados en la literatura 

difieren en la cantidad de sales, vitaminas y reguladores de crecimiento. La fórmula de 

Murashige y Skoog. 1962 (ver apéndice 1) se considera como el medio adecuado para 

una gran variedad de especies, así como para diferentes partes de la planta. esta 

fórmula contiene grandes concentraciones de macronutrientes asi como nitrato de 
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amoldo y nitrato de potasio (Merino, 1987). Estos dos últimos componentes están 

relacionados con la respuesta de organogénesis de los tejidos. 

pH del medio 

Aún cuando no se han hecho estudios acerca del efecto del p11 óptimo para diferentes 

especies, generalmente la acidez de los medios de cultivo se ajusta entre 5.0 y 6.5 

antes de la esterilización (Villalobos, 1985). Estos rangos, cuando no son 

correctamente calibrados, influyen en la solidificación del medio y en la disponibilidad 

de nutrientes ya que es conocido que algunos elementos suelen precipitarse o no estar 

disponibles para la planta a cierto pl l.  

Reguladores de crecimiento 

Para inducir una respuesta en los tejidos cultivados in vitro, es necesaria la adición de 

compuestos orgánicos llamados reguladores de crecimiento. Este término se le 

confiere a los compuestos distintos de los nutrientes que en pequeñas cantidades 

estimulan, inhiben o modifican de algún modo cualquier proceso fisiológico en las 

plantas (Barba, 1987). 

Algunas clases conocidas de reguladores del crecimiento son auxilias, citocininas, 

giberelinas, etileno y ácido abscísico (George y Sherrington, 1984). Los dos primeros 

compuestos se utilizan más en la micropropagación, ya que la actividad reconocida de 

las auxinas es la elongación celular y una menor actividad que comparte con las 

citocininas, es la inducción de la división celular. El balance que estos reguladores 

tengan en el medio influye en la respuesta morfogenética. 

Estudios realizados por Murashige y Skoog (1962) reportan que a bajas 

concentraciones de auxilia y altas de citocininas la respuesta es hacia la diferenciación 

de tejido organizado o también llamado cultivo de órganos, 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 llamada callo, o bien, 
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formación de raíz. Estas respuestas pueden variar de acuerdo con la naturaleza del 

tejido o de la planta misma. 

Factores físicos 

La temperatura, fotoperiodo e intensidad de luz son diferentes para las especies, 

generalmente en los cuartos de incubación la temperatura promedio es de 25:12°C, 

aunque se sabe que los pretratamientos con bajas temperaturas pueden influir en la 

morfogenesis in vitro (Villalobos, 1985) al igual que la intensidad de luz. En cuanto al 

fotoperiodo, este influye en la síntesis y la acumulación de almidón y en las hormonas 

endógenas, afectando el desarrollo del explante. Dependiendo de la especie, se puede 

requerir desde 12 horas diarias de luminosidad, hasta luz contínua, y de 1,000 a l0,0011 

luxes de intensidad (Lozoya, 1985). 

Micropropag ación 

La combinación de los factores anteriormente señalados 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 última 

comunmente iniciada con la auxilia 2,4-D. 

El cultivo de órganos o multiplicación de brotes, puede obtenerse de forma directa 

(organogénesis directa) cuando a partir del explante y por inducción de citocininas se 

forman brotes adventicios, o por vía indirecta (organogénesis indirecta) que se obtiene 

por la proliferación de callo a partir del explante y la posterior aparición de brotes. 

La producción de embriones somáticos de células, tejidos u organos puede ocurrir, al 

igual que la organogénesis, de forma directa o indirecta. El modo directo de la 

embriogénesis somática, involucra la formación de un embrión asexual de una sola 

célula o grupos de células en una parte del explante sin la intervención de la fase de 

callo. El modo indirecto de la embriogénesis, consiste en el establecimiento del 

explante en cultivo con la subsecuente proliferación de callo y la iniciación de pro-

embriones en un medio que contenga altas concentraciones de auxinas (Dixon, 1991). 
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Micropropagación de especies de la familia Asteraceae (Compositae) 

La propagación de especies pertenecientes a la familia Asteraceae o Compositae tiene, 

entre otras finalidades, el incremento masivo de especies de interés comercial, así 

como el uso de las técnicas de CTV para propagar especies silvestres y en muchos 

otros casos inducir la producción de compuestos químicos por estos métodos. 

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

A. ptarmica; Anthemis arvensis; Brachicome dichrosomatica, Chrysanthemun 

leucanthemun, C. parthenium y C. snetum; Crepis eapillaris; llypochoeris radiculata; 

Leontoodon autumnalis; Matricaria onodora; Matriculada maritima; Parthenium 

hysterophonts; Pteotheca falconeri; Senecio jacobaca, S. sylvaticus, S. vernalis, S. 

viscosus, S. vulgaris; Taraxacum ollicinale y Xanthium pennsylvanieum. (George y 

Shcrrington, 1984). 

Las respuestas que se han obtenido mediante el CTV varían desde raíces hasta 

formación directa de brotes y embriones. Los beneficios que proporciona a la 

micropropagación en este caso, son la disponibilidad o producción de plantas todo el 

año así como material de alta calidad fitosanitaria (Lozoya, 1984). 

En el caso de la extracción de compuestos químicos los métodos usados en CTV son 

el cultivo en suspensión o cultivo de células y su posterior extracción ya sea del medio 

de cultivo, en el caso de las células que excretan el producto, o bien directamente de 

las células. Los compuestos son metabolitos secundarios provenientes de una larga 

cadena de adaptaciones e interacciones entre el organismo y el medio (Thorpe, 1981). 

Enraizamiento 

Una vez que se han establecido las condiciones para la micropropagación, el enraizado 

es un procedimiento que puede llevarse a cabo in vitro o ex vitro al momento de la 

aclimatización. 

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

inducir la raíz, ya que ésta es frecuentemente inhibida por las citocininas usadas para 
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inducir brotación múltiple, así que los brotes no forman raíz hasta que son cultivados 

en un medio que contenga auxinas. (George y Sherrington, 1984). Las auxinas 

comúnmente incorporadas al medio para inducir la raíz son, AIA (0.1-10 mg/l), ANA 

(0.05-1 mg/l) e IBA (0.5-3.0 mg/l). Sin embargo, la respuesta de las 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 reduzcan a la mitad o menos 

del contenido inicial. tlyndman et al., (1982) obtuvo raíces reduciendo particularmente 

la concentración de nitrógeno. Sin embargo, una vez que las plantas han desarrollado 

raiz, estas pueden dañarse al ser sacadas del medio y ser lavadas para quitar el altar. 

Debergh y Maene (1981), establecieron que las plantas que fueron transIbridas a suelo 

y dos meses después analizadas, mostraron muerte de las raíces desarrolladas in vitro 

pero crecimiento de nuevas raíces. 

Algunos substratos utilizados para transferir las plantas cultivadas in vitro son perlita, 

vermiculita o suelo (George y Sherrington, 1984). Aldrufeu et al., (1983) y Nailon, 

(1988) establecieron que las propiedades físicas del substrato presentes durante la 

rizogénesis in vitro determinan la iniciación, desarrollo y número de raíces del 

explante. Offord 	(1992) proponen que el uso de substratos porosos como arena 

permiten el desarrollo normal y del cual las raíces son facilinente removidas o 

transferidas, pueden acelerar la aclimatización y también evita el dallo a las raíces. 

Aclimatización 

El término aclimatización indica la transición de condiciones in vitro a condiciones in 

vivo. Comúnmente las palabras aclimatación y aclimatización se usan como sinónimos 

pero acorde con la connotación de horticultura, aclimatación denota el proceso 

durante el cual las plantas u otros organismos, comienzan a ajustarse a un nuevo clima 

o situación que resulta de un proceso natural, y la aclimatización implica que el 

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

17 



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 la 

aclimatización. Este proceso es necesario por que las plantas no están adaptadas a las 

condiciones in vivo. Generalmente estas plantas presentan alteraciones en la anatomía 

de las hojas, ya que a diferencia de las que nacen y se desarrollan en invernadero 

presentan hojas delgadas y pequeñas, asi como malformaciones en los cloroplastos 

debido a variación en la intensidad de luz (Lee et al„, 1988). 

Preece y Sutter (1991) y Shackel et al., (1990) descubrieron alteraciones en la 

estructura de la cutícula al igual que anormalidades en los estomas, factores que 

intervien en la capacidad de regulación de la pérdida de agua por la planta. 

A nivel fisiológico, se han descrito trabajos que reportan la poca fijación de CO2, 

factores que afectan la fotosíntesis como la intensidad de luz, así como mecanismos 

para estimular el autotrofismo de las plantas en el proceso de aclimatización (Deber& 

1991; Preece y Sutter 1991; Grout y Aston 1977; Uonelly y Vidaver 1984; Kozai et 

al.,1987; Navarro et al., 1994 y SantaMaría y Davis,1994). 

La mayoría de las malformaciones o dislimciones de las plantas en condiciones in vitro 

se pierden al generar nuevas estructuras como hojas, cera epicuticular y estomas 

funcionales que garantizan su sobrevivencia durante el periodo de ajuste a las 

condiciones in vivo. 

Una vez que se logra la aclimatización de las plantas, las rutas finales pueden ser los 

mercados de distribución o bien, en el caso de las plantas que están amenazadas o en 

peligro de extinción, reintroducirlas a su hábitat. 

Aunque Piqueria trinervia Cav. no se encuentra en alguno de estos casos, su uso 

potencial como herbicida o molusquicida y la baja producción del metabolito por 

extracción tradicional, la hacen susceptible a ser sobreexplotada. Estas características, 

aunadas a que todo programa de aprovechamiento debe estar fundamentado en uno de 

conservación, permite el uso sostenible de los recursos. 

18 



El estudio interdisciplinario que se lleva a cabo para el futuro aprovechamiento de 

Piqueria frinervia Cav. establece también su conservación; para ello, la 

micropropagación y su establecimiento en suelos naturales permitirá mantener a las 

poblaciones presentes en sus hábitats. 

El tipo de suelos que alberga a esta especie, entre muchos otros, pertenece al orden 

Andisol, el cual se describirá más adelante. 

Relación planta-suelo 

La relación que existe entre suelo y planta se atribuye al complejo sólido y dinámico de 

nutricntes, gases, agua y microorganismos que 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 biológico. 

De acuerdo con Ortiz y Ortiz (1984), los suelos presentan variaciones que los 

caracterizan y que se deben a causas que involucran al material parental, la vegetación, 

el clima, la topografía y el tiempo. 

Aunque la mayoría de los nutrientes esenciales y funcionales que necesitan las plantas 

se derivan del material parental, el clima afecta la cobertura de vegetación y por 

consiguiente la evolución del suelo. Los factores que regulan el clima y que van a 

influir en las características del suelo son la precipitación y la temperatura. 

En el caso de los organismos que también se ven involucrados en el proceso de génesis 

del suelo, se encuentran protozoarios, microartrópodos, bacterias, hongos, algas, 

anélidos, así como animales de talla mayor como roedores. 

Los aspectos anteriormente señalados se ejemplifican en el caso de suelos forestales. 

En ellos, el clima que comúnmente se presenta es templado a semifrio. Estas 

condiciones reducen la actividad de los microorganismos, de manera que se acumula 

mayor ....antidad de material orgánico que en suelos de clima cálido o tropical, por la 

escasa degradación que realizan, 
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Cepeda (1985), menciona que la temperatura afecta la velocidad de las reacciones 

químicas e influye en la descomposición de la materia orgánica. De igual :muera, los 

cambios de temperatura provocan el enfriamiento y calentamiento del material parental 

provocando su fraccionamiento y con ello el aporte de minerales que serviran de 

nutrientes a las plantas. 

De acuerdo con Ortiz y Ortiz (1984), la vegetación forestal regresa menos sales 

alcalino-térreas y metales alcalinos a la superficie con vegetación cada año. Esta 

característica le da una naturaleza ácida al suelo, pues el agua que entra es más ácida 

en suelos forestales que en suelos de pradera. En los suelos forestales la acción 

microbiana la llevan a cabo los hongos principalmente. Asimismo los restos vegetales 

que contienen lignina y resinas que son de dificil degradación enzimática, se van 

acumulando y permanecen como material de reserva. 

Con base en la información sobre la composición, las propiedades y las reacciones 

químicas que ocurren en el suelo, se pueden resolver problemas relacionados con su 

fertilidad y con la nutrición vegetal. Los resultados de los análisis químicos permiten 

clasificar a los suelos en sus distintos órdenes y sirven como base a la planificación del 

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

Uno de los suelos donde crece Piqueria trinervia Cav. pertenece a suelos Andosoles, 

derivados de cenizas volcánicas. Según datos de Ortiz (1987), el territorio nacional 

presenta un relieve accidentado por la presencia de los diferentes cadenas montañosas 

como la Sierra Madre Oriental, Sierra Madre Occidental, Sierra Madre del Sur y Eje 

Neovolcánico Transversal, que mantienen al 4.3% de los suelos de este tipo, que son 

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

De acuerdo con Hidalgo (1988) esta superficie abarca los bosques del Distrito Federal, 

México, Puebla, Tlaxcala, Morelos y Michoacán, lugares que a su vez presentan una 

alta densidad de población humana. 
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Aguilera (1965;1989), establece que en nuestro país, los suelos de Ando (Andosoles) 

están caracterizados tanto en zonas templadas como en zonas tropicales, asociándose 

a ellos una gran variedad de gmpos de vegetación: bosque de pino, encino, oyamel, 

etc. 

Características de la zona de estudio 

El área de estudio corresponde a una sección del Cerro del Ajusco, ubicada dentro de 

la Delegación de Tlalpan en México D. F. y perteneciente a la Sierra de Chichinautzin 

donde se han localizado poblaciones de la planta Piquerin trinervia Cav. 

Esta localidad se encuentra en el km. 12 de la carretera México-Ajusco, latitud 19'13' 

N y 991 8' de longitud Oeste. El clima de la región según García (1988) corresponde a 

un Cb'(w2)(w)ig, semifrlo o templado con verano fresco largo, con temperatura media 

anual de entre 12°C y 18°C, el mes más frío con temperaturas mínimas de -3°C y 

máxima de 18°C, el mes más caliente es reportado con temperaturas de entre 6.5°C y 

22°C. 

La precipitación registrada es de 700 a 1,500 mm anuales. La vegetación 

predominante corresponde a bosque de pino, por lo que su uso de acuerdo con la 

pendiente y tipo de suelo es forestal. La fauna está representada por conejos, tizas, 

tejones, ratón, rata de campo, víbora de cascabel, ast como numerosos insectos. 

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

húmico de textura media. Su origen se deriva de roca Inca extrusiva. 

Según datos del ICOMAN (1988) estos suelos se desarrollan en ejectas volcánicas (tal 

como cenizas volcánicas, pumita, anders y lava) y/o material volcanoclástico. 

Se reconocen como componentes de los Andosoles el "material amorfo" como 

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

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

microporosidad con rápido drenaje y baja tensión, suelos sensitivos con baja 
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resistencia a disturbios mecánicos, erosión potencial por viento y agua, y retención 

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 pastores o visitantes. 
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Objetivos 

Objetivo general 

Utilizar las técnicas de cultivo de tejidos vegetales para inducir la micropropagación y 

la posterior aclimatización de Piqueria trinervia Cav., en suelos derivados de cenizas 

volcánicas, así como la determinación de fertilidad (Id suelo para valorar el desarrollo 

de la planta. 

Objetivos particulares 

• Determinar las condiciones óptimas de germinación de l'iguala trinervia Cav. 

• Evaluar tanto explantes como concentraciones de reguladores de crecimiento 

necesarios para la obtención de brotación múltiple. 

• Establecer el mejor substrato, el tipo de auxina y la concentración para inducir la 

rizogénesis en los brotes. 

• Evaluar la adaptación de los brotes aclimatizados en condiciones de invernadero y 

en suelos derivados de cenizas volcánicas. 
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Material biológico 

Para la realización de la presente investigación se colectaron plantas de Piqueria 

trinervia Cav. en el Km. 12 de la carretera México-Ajusto, D. F. Dicha colecta se 

realizó en noviembre de 1993 y septiembre de 1994, época en que la planta presentó 

una inflorescencia avanzada y formación de semillas. 

Para la obtención (le semillas se secaron tallos que portaban la inflorescencia; una vez 

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

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

con embrión recto. En el caso de los experimentos para cuantificar la germinación de 

Piqueria trinervia Cav. se sembró el aquenio que contenía la semilla, por lo que se 

decidió utilizar el término de "semilla" en todos los casos. 

Suelo 

Para el proceso de aclimatización de las plantas desarrolladas in vitro, se realizó una 

colecta de suelo en el lugar donde se obtuvo 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 análisis físico y químico se realizaron en el Laboratorio de Investigación de 

Edafologfa de la Facultad de Ciencias, UNAM, donde se hicieron las siguientes 

determinaciones: 

Análisis físico 

• Color en seco y húmedo, por el método de Munsell (1975). 

• Densidad aparente, por el método de la probeta (Baver, 1956). 
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• Densidad real por el método del picnómetro (Baver, 1956). 

• Textura por el método del hidrómetro de Bouyoucos (1951). 

• Determinación del porcentaje de porosidad. 

Análisis químico 

• Potencial de hidrógeno (p11), por el método del potenciómetro con agua destilada 

y solución salina (KC1 I N, pl 17) en relación 1:2.5. 

• Materia orgánica, por el método de Walkey y Black (1977), citado por Jackson, 

(1982). 

• Capacidad de intercambio catiónico total, por el método de centrifugación, 

saturado con CaCl2  21120 (1 N, p11 7), lavado con alcohol etílico al 96% y 

eluyendo con NaCI (1 N, pH 7). 

• La determinación volumétrica se realizó con Versenato (EDTA 0,02 N) y negro de 

ericromo "T" (Jackson, 1982). 

• Calcio y magnesio intercambiables, por el método de extracción con acetato de 

amonio (1 N, pll 7) y valoración por el método del Versenato (EDTA 0.02 N) 

(Cheng y l3ray, 1951). 

• Sodio y potasio intercambiables, por el método de extracción con acetato de 

amonio (1 N, pll 7) y espectrofiamometría (Jackson, 1982). 

• Determinación de nitrógeno total, por el método de Kjeldahl, citado por Jackson, 

(1982). 

• Determinación de alófano, por el método de Fieldes y Perrot (1966). 
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Estudios in vitro 

Medio básico 

El medio de cultivo utilizado en la inducción de brote y enraizamiento fue el propuesto 

por Murashige-Skoog (1962) (Ver apéndice I). Se ajustó el p11 del medio a 5.7 con 

110 y K011 0.5 N y se esterilizó en autoclave durante 15 min a 120 °C. 

Para los experimentos de germinación se empleó un medio que contenta unicamente 

agar bacteriológico 8 g/1, p11 5.7 ajustado con HCI y K011 0,5 N y se esterilizó en 

autoclave durante 15 min a 120 °C. 

Germinación 

Para la siembra de semillas in vitro se procedió a desinfestarlas lavándolas con agua 

corriente y dos gotas de TWEEN 80, durante 5 min en agitación constante; se 

enjuagaron con agua corriente sobre tma malla metálica y se colocaron en etanol al 

70% durante 20 s. Se colocaron en una solución de hipoclorito de sodio (NaC10) al 

1.65% en agitación constante, durante 20 min. Finalmente, en condiciones asépticas, 

se enjuagaron 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 germinación de las semillas se 

diseñaron 3 experimentos: 

1. Se probó la respuesta de germinación en condiciones de luz y oscuridad. 

2. Tiempo de estratificación a baja temperatura (4°C) durante 4 y 6 meses. 

3. Temperaturas de 17°, 20° y 25°C. 

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

germinación que contenían 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 hrs. 

luz, 8 hrs. oscuridad) a 25°C y con una intensidad luminosa de 1,600 lux durante la 

germinación. 

La respuesta de germinación de las semillas se evaluó después de 21 días de haber sido 

sembradas. Se consideraron germinadas las semillas que presentaban hipocótilo 

emergido hacia el medio. 

Obtención de brote 

El material vegetal utilizado para la generación de brotes se obtuvo a partir de plantas 

germinadas in vitro de dos meses de edad. Se utilizaron como explantes : a) tallos con 

nudo de 0.5 a 1.0 cm de longitud, b) secciones de tallos de 2.0 cm con nudo y un par 

de hojas y c) secciones de tallos de 2.0 cm con nudo y un par de hojas obtenidos in 

vitro. Para determinar el regulador de crecimiento inductor de brotación, se diseñaron 

tres experimentos: 

1. Un tratamiento preliminar con la combinación de dos citocininas (K y BAP) con 

dos auxinas (ANA y AIA) en diferentes concentraciones (ver tabla I ), utilizando 

como explantc tallo con mido. 

2. Se utilizó la mejor respuesta del experimento anterior y se probó el efecto de tres 

concentraciones de kinetina, tratamientos M1(1 mg/l), M2 (2 mg/1) y M3 (3 mg/!). 

3. Para determinar el tipo de explante se utilizó el tratamiento de la mejor respuesta 

del experimento anterior (MI) con los tres tipos de explantes antes mancionados. 

En todos los casos se emplearon frascos de vidrio con capacidad de 100 ml que 

contenían 25 inl de medio con tres explantes cada uno. Se pusieron ocho repeticiones 

por tratamiento. Los frascos se mantuvieron en cámaras de incubación a 25°C con un 

fotoperiodo de 16 11 luz/8 h oscuridad y ►uta intensidad luminosa de 1,600 lux. La 

respuesta se evaluó después de 30 días de tratamiento por cuantificación de brotes en 

los tres experimentos y en el segundo, además, por cuantificación de biomasa. Los 
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datos fueron analizadas estadísticamente por análisis de varianza seguida por la prueba 

de Tukey, con un nivel de signilicancia p- 0.05 

Tabla 1. Experimento preliminar para la inducción de brote a partir de explante de tallo de 

0.5 a 1 cm en medio Murashige-Skoog (1962) adicionado con K, BAP, ANA y AIA. pH: 5.7, 

sacarosa: 30 gil, 8 gil de agar, 25±2°C, 16 h luz, 1,600 lux. 

aux 	cit 
1 	--> 

K 	BAP 
1 mg/I 	5 mg/l 

0.0 1 	9 
ANA 0.1 2 	10 
mg/l 0.5 3 	11 

1.0 4 	12 
0.0 5 	13 

AIA 0.1 6 	14 
mg/I 0.5 7 	15 

1.0 8 	16 

Enraizamiento 

Los brotes empleados en esta etapa permanecieron dos meses en el medio de 

inducción. Para el enraizamiento se hicieron tres experimentos: 

1. Se probó la acción de las auxilias ANA, AIA e IBA sobre el enraizamiento en los 

siguientes tratamientos: 

RI ) MS más 0.5 ingfl de ANA 

R2) MS más 0.5 mg/1de AIA 

R3) MS más 0.5 ing/I de IBA 

2. Se probó el regulador que dió la mejor respuesta pero en concentraciones de 0.5, 

0.25 y 0.1 mg/l y en medio MS al 50% de sales. 

3. Se evaluó el efecto del soporte en la formación de raíz, 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 contenían 25 ml de medio y un brote por frasco. 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 líquido en aproximadamente 15 g de vermiculita y posteriormente 

fueron esterilizados, se colocó un brote por fiasco en condiciones asépticas. Los 

brotes permanecieron en las condiciones antes descritas de iluminación y temperatura. 

La respuesta se evaluó después de 17 días de transplante por presencia o ausencia de 

raíz. 

Transplante a condiciones ex vitro 

La aclimatización de las plantas desarrollas in vitm se llevó a cabo en vasos de unisel 

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

Las plantas se sacaron de los frascos que contenían vermiculita y se enjuagaron con 

agua corriente, se colocaron en una solución con fungicida (Agrimicin) al 2.0% 

durante 20 min y se plantaron en los vasos que contenían suelo no estéril. Los vasos 

fueron tapados con bolsas de plástiCo para mantener la humedad relativa alta y se 

llevaron al invernadero, en el cual, a los catorce días, se comenzó a perforar las bolsas 

para reducir la humedad relativa de manera gradual. Cinco semanas después las bolsas 

fueron retiradas y las plantas se transplantaron a macetas de cinco kilogramos. El riego 

se aplicó con agua corriente dos a tres veces por semana. 

La evaluación de sobrevivencia se consideró con la cuantificación de las plantas hasta 

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

Germinación 

Para la mieropropagación se utilizan generalmente plantas germinadas in vitro, para 

garantizar que el material vegetal esté libre de contaminantes u organismos patógenos, 

así como para determinar las condiciones óptimas de germinación de una especie en 

particular. 

De acuerdo con Mayer (1982), las semillas requieren ciertas condiciones de 

temperatura, composición de gases, luz y suficiente cantidad de agua para su 

germinación. 

En el caso de la germinación de las semillas de Piqueria trinervia Cav., se cuantificó el 

porcentaje de respuesta en condiciones de luz y obscuridad, estratificación a bajas 

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

Rojas y Ramírez (1993) consideran que el proceso de germinación se inicia cuando el 

embrión empieza a sintetizar giberelina, lo cual no es aparente al ojo, y termina al 

llegar la radícula al tamaño de 0.5 cm, que es cuando por convención general se 

considera que la semilla ha germinado. 

En el caso del experimento de germinación en luz y obscuridad, las semillas expuestas 

a 16 horas de luz (1600 lux) tuvieron una respuesta de germinación de 87 por ciento, 

en tanto que en las semillas que no recibieron exposición alguna la respuesta fue de 58 

por ciento. De acuerdo con la prueba de Tukey, hay diferencia significativa entre las 

dos condiciones, pues 	se registró un valor de significancia de P=0.0067, 

determinándose la presencia de luz como necesaria para la germinación. La respuesta 

de las plántulas a las condiciones de oscuridad provoca el etiolado de los tallos y 

aparentemente la germinación está inducida por la exposición al agua y al periodo de 

dormancia. Según Daubeinnire (1979), las semillas de la mayoría de las plantas se 
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vuelven sensibles a la luz cuando están mojadas. Sin embargo, hay otros factores que 

interactúan para activar el metabolismo de la germinación. 

Smith (1975) menciona que en muchas semillas el disparador de la germinación es 

cierto número de horas de frío para el embrión y que éstas pueden ser sustituidas por 

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

La exposición a bajas temperaturas también se considera como una forma de 

estratificación. Los propósitos de la estratificación a bajas temperaturas son obtener la 

postmaduración de los embriones latentes y modificar las cubiertas de las semillas 

(1.1artmann y Kester, 1962). 

La tabla 2, da la respuesta de germinación de las semillas expuestas a periodos de frío 

(estratificación con frío) durante 4 y 6 meses anteriores a la siembra e indica que a los 

6 meses se obtuvo el mayor porcentaje de germinación con 78.6 por ciento; a los 4 

meses 44.6 por ciento y el testigo con 56,6 por ciento (6 meses a temperatura 

ambiente), cuantificado a los 24 días de haber sido sembradas las semillas (gráfica 1). 

De acuerdo con Rojas y Ramírez (1993) la inducción de la germinación puede deberse 

a ciertas condiciones de luz o de temperatura, pues en muchas semillas estos factores 

externos están conectados con factores internos de inhibición. Muchas de las plantas 

que crecen en climas templados, tienen semillas que exigen atravesar por varias 

semanas de frío para poder germinar; se trata de un caso de adaptación para evitar que 

la semilla germine en el otoño y se vea sujeta la plántula a los rigores del invierno de 

esos climas, quedando en el suelo y germinando en la primavera. En este caso, las 

bajas temperaturas a que se somete al embrión sustituyen al paso del invierno, 

estimulándolas con temperaturas más altas, así como con luminosidad, las semillas 

salen del letargo. 
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Germinación in vitro de semillas de Piqueria  
trinervia Cav. estratificadas con frío a 4°C 

durante 4 y 6 meses 

6 9  12 
das 

6 meses 
4 meses 

testigo 

60.0 
70.0 

600 
60.0 

ze 40.0 
30.0 
20.0 

10.0 
0.0 

o 
15 

16 21  24 

Tabla 2. Germinación de semillas de Piqueria trinervia Cav. estratificadas con bajas 

temperaturas (4°C) durante 4 y 6 meses. Sembradas en agar 8 g/!, pH: 5.7, 2512°C, 16 h 

luz, 1,600 lux. 

Tiempo 
(días) 

Temperatura 	Estratificación 
ambiental * 	con 

frío (4 meses] 

Estratificación 
con 

frío (6 meses) 
respuesta % respuesta % respuesta 	% 

0 0/150 0.0 0/150 0.0 0/150 0.0 
3 2/150 1.3 1/150 0.6 10/150 6.6 
6 15/150 10.0 12/150 8.0 21/150 14.0 
9 37/150 24.6 30/150 20.0 76/150 50.6 

12 66/150 44.0 50/150 33.3 104/150 69.3 
15 71/150 47.3 55/150 36.6 107/150 71.3 
18 81/150 54.0 63/150 42.0 113/150 75.3 
21 83/150 55.3 66/150 44.0 115/150 76.6 
24 85/150 56.6 67/150 44.6 118/150 78.6 

testigo 

Gráfica 1. 

El efecto de la temperatura en el momento de la germinación de las semillas que se 

mantuvieron almacenadas a 4°C durante 6 meses se muestra en la tabla 3 y en la 

grálica 2. La exposición a temperatura de 25°C alcanzó un 81.6 por cielito a los 24 
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días de siembra; a 20°C, 93.3 por cielito y a los 17°C el porcentaje fue de 96.9 en el 

mismo periodo de tiempo. Aunque la diferencia de germinación no es muy grande 

entre los I 7°C y 20°C, este parece ser un rango en el que se obtienen porcentajes 

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

25°C alcanzaron una velocidad similar en cuanto al tiempo y número de semillas 

germinadas. A la temperatura de 17°C la respuesta fue más rápida, ya que a los 6 días 

de haber sido sembradas presentaron 60 por cielito de germinación en comparación 

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

Tabla 3. Germinación de semillas* de Remeda trinervia  Cav. a temperaturas de 25, 20 y 

17°C. Medio con 8 gil de agar, pH: 5.7, 16 Ir luz, 1,600 lux. 

Tiempo 
(días) 

25°C 20°C 17°C 

respuesta % respuesta % respuesta % 
0 0/120 0,0 0/120 0.0 0/120 0.0 
3 - - - - - - 
6 39/120 32.5 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 
15 77/120 64.2 86/120 71.6 106/120 88.3 
18 83/120 69.2 99/120 82.5 112/120 93.3 
21 95/120 79.2 108/120 90.0 112/120 93.3 
24 98/120 81.6 112/120 93.3 116/120 96.9 

'Las semillas se almacenaron durante 6 meses a 4°C previos a la siembra. 
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Gráfica 2. 

Germinación in vitro de semillas de Piqueria  

trinervia Cav. a 17, 20 y 25°C 

Las semillas que se expusieron a diferentes temperaturas fueron previamente 

estratificadas con frío 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 iluminación, temperaturas más altas y suficiente cantidad de agua, se 

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

De acuerdo a nuestros resultados los factores: luz, bajas temperaturas, humedad y un 

periodo de dormancia son requeridos para inducir la germinación de Piqueria trinervia 

Cav. Con ello, se lograron obtener plántulas vigorosas y con mayor desarrollo de la 

parte aérea, lo cual facilitó la manipulación y mayor número 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, disectándose de cada planta igual número de explantes. 
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Cultivo in vitro 

Para determinar el tipo de explante asi como los reguladores de crecimiento necesarios 

para inducir la brotación múltiple en I. trineivia Cav, se utilizaron plántulas de dos 

meses de edad que fueron germinadas in vitro. 

La edad del explante es importante ya que se tiene bien documentado que la edad de la 

planta stock, la edad fisiológica del explante y el estado de desarrollo pueden 

determinar los siguientes sucesos del cultivo (Debergh and Read, 1991). Por lo general 

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

En la tabla 4 se observa la respuesta de brotación de un expelimento preliminar, en el 

cual se colocó como explante nudos en medio basal MS (1962) y adicionando K (1.0 

mg/1) con ANA y con AIA; asi como BAP (5,0 mg/l) combinado con la auxina ANA y 

con AIA. 

Tabla 4. Respuesta de explante de tallo de 0.5 a 1 cm en medio MS (1962), adicionado con 

K, I3AP, ANA y AIA. p11: 5.7, sacarosa: 30 gll, 8 gil de agar, 25±2°C, 16 11 luz, 1,600 lux. 
cito- 

elnla a 

. 

K 
1 ,1%/1 

KAP 
ann 

alillaa Callo flole regido oxidado Callo &ole Tejido oxidado 

4 mama % tospocala 1,. respoethi % 'aspaos** % lespueata % rsapueala % 

00 0/20 0 3/20 15 17/20 85 0/20 0 4/20 20 18/20 80 

MA 01 3/20 5 1/20 5 18720 80 11,20 85 020 O 7720 35 

mg1 0 5 8/20 40 2/20 10 10/20 50 12/20 GO 2120 10 670 30 

10 1070 50 0/20 0 10/20 50 12720 60 029 0 0/20 40 

00 0/20 0 7 /20 35 13/20 65 3/20 15 10/20 50 7720 35 

ALA 01 4220 O Un 20 16/20 80 7/20 35 2/20 10 11/20 55 

rool 05 6120 15 4/20 20 1 3/20 65 0/20 45 4/20 20 7/20 35 

lo 16/20 80 020 0 4/20 20 5/20 25 0/20 0 15,20 75 

Las mejores respuestas de inducción de brote se tuvieron en las concentraciones de 1 

mg/1 de kinetina en ausencia de AIA y con 5ing/1 de BAP en ausencia de AIA, con 35 

y 50 por ciento de respuesta respectivamente. En las concentraciones de 1 mg/1 de 

ANA más I nig/1 de kinetina la respuesta morfogenetica fue de formación de callo con 

un 50 pr.r ciento, y con 1 mg/1 de kinetina más 1 mg/1 de ALA la respuesta de 

formación de callo fue de 80 por ciento, respectivamente. Por otra parte, en casi todos 

37 



los tratamientos en los que se utilizó BAI' (5.0 mg/I) la respuesta fue morfogénesis 

indirecta, con marcadas malformaciones de tallo y hojas principalmente. Este tipo de 

respuesta es semejante a la reportada por Franeá et al, (1995) en la especie 

Suptinodendron  polyphythum (Barbatimáo) ya que utilizando BAP en 

concentraciones de 0.04 pM, los explantes formaron callo en la base, con BAP 

combinado con ALA aunque se formaron brotes, la presencia de callo en la 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 citocinina en baja concentración mostró el 

mayor potencial organogenético. Esto se presentó también en la especie Carnellia 

sasanqua en la cual se estableció que el número de brotes in vitro fue producido 

unicamente por la acción de citocininas, sin embargo esto se incrementó por la 

presencia de ambas, auxinas y citocininas (Torres y Carlisi, 1989). Sin embargo, 

dependiendo del tipo de citocinina y de la concentración se pueden obtener diferentes 

respuestas morfológicas. Tanto el tamaño del explante como las concentraciones de 

los reguladores de crecimiento utilizadas en el experimento preliminar influyeron en la 

baja respuesta. Esto se corrobora con los resultados contrarios a los nuestros 

obtenidos por Pereira et al., (1995) en la especie Maytenus  ilicifolia, pues el medio 

más efectivo en términos de número de brotes formados fue MS suplementado con 

altos niveles de 13AP (13.3 pM) lo cual incrementó el número de brotes pero redujo la 

longitud de los mismos, en nuestrto caso se presentaron malfort►aciones en las plantas 

y desarrollo de callo. 

Cabe señalar que la mayor parte de los tratamientos presentaron porcentajes altos de 

oxidación del tejido, entre 35 y 85 por ciento. De acuerdo con Debergh y Read (1991) 

en los tejidos de las plantas, cuando son expuestos a daño mecánico (este es el caso 

del aislamiento de explante de la planta madre), es estimulado el metabolismo de 

compuestos fenólicos. Estos compuestos son fáciles de oxidar y pueden ser titotóxicos 

o incrementar el proceso de oxidación en el tejido vegetal. Para contrarrestar el efecto 

que se estaba presentando de oxidación, se adicionaron a los medios 100 mg/1 de ácido 
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ascórbico como agente antioxidante, con lo que se disminuyó casi totalmente el 

problema de oxidación. 

El tamaño del explante utilizado (0.5 a 1.0 cm) influye en el tipo de respuesta, lo que 

concuerda con lo establecido por Lozoya (1985): entre más pequeño sea el explante, 

menor probabilidad de contaminación hay, pero también menor probabilidad de 

desarrollo y establecimiento del explante. 

Por otra palle, en los tratamientos para inducción de brote en los cuales únicamente se 

utilizó kinetina, el explante generó brotes y en los tratamientos con auxinas se generó 

callo de consistencia friable. Esto concuerda con los reportes de Murasbige (1974) y 

Gyulai et al, (1995) en cultivo de tabaco, en el cual la organogénesis está determinada 

por el medio nutritivo; una alta concentración de auxilias favorece la iniciación de raíz. 

En contraste, altas concentraciones de citocininas inducen la iniciación de brotes y 

suprimen el enraizamiento. 

Con los resultados del experimento preliminar se procedió a determinar qué 

concentraciones de citocinina (kinetina) estimulaban en mayor proporción la brotación 

múltiple, así 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 mg/1 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 por ciento de respuesta. Posteriormente se utilizó 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 13 se obtuvieron de plantas 

germinadas in vitro. 
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Brotación múltiple a partir de 3 tipos de 

explante de Plaueria trinervia Cav. 

1009 
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Explante 

A tata con nudo (05 a 1 an) 

tallo con nula y un par de holas11 a 2 en) 
C talo 01111un par de hola a parir del explanle a. 

Tabla 5. Inducción de brotación múltiple a partir de 3 tipos de explante de pi queda trinervia 

Cav. cultivados en medio MS (1962), adicionado con 1.0 mg/I de K, 8 gil de agar, 25±2°C, 

pH: 5.7, sacarosa: 30 gil, 16 h luz, 1,600 lux. 

Explante Respuesta 	Porcentaje 	x 
27/60 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 

C 58/60" 96.6 93.3 
54/60* 90.0 

p= 0.0 Altamente significativa. 	 ' repeticiones 

A: tallo con nudo (0.5 a 1 cm). 

B: tallo con nudo y un par de hojas (1 a 2 un). 

C: tallo con un par de hojas a partir del explante B. 

Gráfica 3. 
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Tomando en consideración el análisis de Tukey, se presenta dármela altamente 

significativa del explante A con respecto al 13 y C, siendo éstos dos últimos los que 

presentan buena respuesta tanto en la generación de brotes, como en talla y apariencia. 

Considerando los mismos explantes pero por peso seco, con la prueba de Tukey 

podemos determinar al explante 13 como el más adecuado para inducir la brotación 

múltiple en P, trinervia Cav. El peso seco determina la cantidad total de biomasa 

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

medias registradas por explante son: 

Para el explante A es 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 aplicó al brote del cual se obtuvo el explante, sin embargo, el 

explante C puede favorecer más la explotación de Piqueria trinervia Cav., ya que no se 

requeriría de nuevas colectas de campo, manteniendo stocks adecuados en el 

laboratorio con lo que se puede promover la conservación eventual de la especie. De 

acuerdo con George y Sherrington (1984), en algunos reportes recientes se describe el 

efecto de citocininas en brotes adventicios formados en plantas tratadas (u órganos de 

la planta de la cual el explante puede ser derivado) en cultivo in vitro. 

Al parecer, el tamaño del explante, junto con el medio nutritivo, son n►uy importantes 

en la respuesta de organogénesis, a lo cual también hace referencia George y 

Sherrington (1984); ellos establecen que los explantes o inóculos largos, generalmente, 

sobreviven más frecuentemente y se desarrollan más rápidamente que los que son más 

pequeños. Esto es notorio en la respuesta del explante de tallo con nudo de 0.5 a 1.0 

cm, ya que en las tres repeticiones se registraron porcentajes bajos. 

De acuerdo con Evans et. al., (1981), los explantes pequeños tienden a formar callo en 

contraste con los explantes grandes, que poseen mayor potencial ►norfogenético. Por 

eso requieren de un medio más 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 localizan los meristemos o masas celulares no 

diferenciadas que posteriormente darán origen a nuevas hojas, así como a la síntesis de 

citocininas que actúan in sito y que activan la división celular. El crecimiento también 

está dado por la acción de las auxilias en presencia de las citocininas pero en 

concentraciones variables. 

Con las concentraciones de kinetina utilizadas para inducción de brote se probaron los 

tratamientos MI, M2 y M3 y se cuantificó la respuesta por peso fresco para 

determinar la producción de biomasa, utilizando como explante tallo con un par de 

hojas. 

Tabla 6. Respuesta de producción de biomasa en tres tratamientos con kinetina utilizando 

medio MS (1962), 8 gil de altar, 30 g/I de sacarosa, pH 5.7, 2512°C, 16 h luz, 1, 600 lux. 

Tratamiento Respuesta 	% peso frescolexplante 

(9) 
M1 22/24 	91 2.44 
M2 24/24 	100 3.70 
M3 17/24 	80.9 2.80 

P=0.3816 no hay diferencia significativa. 

En el tratamiento MI, 91 por ciento de los explantes generaron brotación múltiple, 

con tratamiento M2 se registró 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 comparación con el MI (con 

2.4 g/explante), y con M3 (con 2.8 g/explante). Por lo tanto, los explantes que se 

generaron en el tratamiento M2, con 2.0 mg/1 de kinetina tuvieron mayor biomasa, lo 

que se puede traducir en mayor contenido de Piquero'. Sin embargo, con la prueba de 

Tukey no se encontró diferencia significativa entre los tratamientos por peso fresco. El 

nivel de significancia fue de P- 0.3816. 

En cuanto al la:natio 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 formación de brotes 
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adventicios. Los explímtes de 0.5 a 1.0 cm de tallo con nudo quedan descartados para 

la inducción de brote pero no para la formación 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 mantiene la organización parental, y los brotes apicales y laterales son 

funcionales, usualmente no se presentan mutaciones, aunque esto depende de factores 

tales como el sistema de propagación elegido, el tipo de reguladores usados, el tipo de 

tejido (diferenciado o desdiferenciado), el genotipo, cantidad de subcultivos y los 

niveles de ploidía de la planta (I'ierik, 1988). 

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

inducir la raíz. 

Enraizamiento 

La formación 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), la inducción de rizogénesis en los 

brotes puede llevarse a cabo durante la propagación, aunque muchas especies no 

necesitan un estado especial de inducción de raíz. 

Comúnmente los brotes se mantienen en medios libres de reguladores de crecimiento, 

en presencia de citocininas la formación de raiz es inhibida para continuar con la 

multiplicación del brote. Sin embargo, la formación de raíz in vitro sólo se lleva a cabo 

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

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

diferentes (tabla 7). 
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Tabla 7. Formación de raiz La vitro en brotes de Piqueria trineivia  Cav., en medio MS 
(1962), adicionado con 3 auxinas (AIA, ANA e IBA). pH: 5.7, sacarosa: 30 g/I, 8 gil de agar, 
2512°C, 16 h luz, 1,600 lux. 

Tratamiento Regulador 	 Respuesta 
do 

crecimiento 
(0,5 mg11) 

R1 

___ 

AIA Frecuente formación de callo en la base 
del brote. 

Raíz de 1.0 mm, consistencia compacta. 
Abundancia: + 

R2 ANA Raíz principal de 3.0 mm, raíces 
adventicias de 1.0 mm. Consistencia 
parenquimatosa. Malformación en la 

base del tallo. 
Abundancia: ++ 

R3 IBA Raíz principal de 2.0 mm, gran 
cantidad de raíces adventicias de 
aspecto vigoroso, compactas. No 
hay formación de callo en la base 

del brote. 
Abundancia:+++ 

De 1 a 15 raíces: + 

De 20 a 30 raíces: ++ 

Más de 30 raíces: +++ 

Utilizando el tratamiento R1 se obtuvo una raíz compacta pero de escasa a nula 

formación de raíz. En el tratamiento R2 la formación de raíz fue de regular a 

abundante pero de consistencia parenquimatosa, generando callo en la base del brote. 

La mejor respuesta se observó en el tratamiento R3 que contenía 0.5 mg/1 de IBA, la 

raíz formada fue abundante y de consistencia compacta, con múltiples raíces 

adventicias y al igual que el tratamiento R1 la vía fue organogéncsis directa. Esta 

respuesta se presentó también en la especie Telopea speciosissima  R. Br. (l'roteaceae) 

en la cual el mayor número de raíces se registró en medir) MS a la mitad de su 

concentración con 50 µM de IBA (01Tord y Campbell, 1992) y en el enraizamiento del 

castaño, en el cual, de acuerdo con Gonealves et al. (1994), el IBA juega un papel 
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importante en la génesis de las raíces primordiales, lo que puede afectar al número de 

raíces diferenciadas pero no a la morfología 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/1. 

Las raíces fueron numerosas y con múltiples raíces adventicias que impidieron su 

conteo pero presentaron buen aspecto en cuanto a grosor (entre 1.0 y 2.0 mm) y 

vigor. Con base en la apariencia y abundancia de las raíces se optimizó el uso de IBA 

con 0.1 mg/1 en diferentes substraeos. 

De acuerdo con Hyndman et al., (1982) una de las variables que se pueden controlar 

durante el enraizamiento in vitro es la concentración de sales. Las modificaciones a 

que son expuestas las plantas in vitro pretenden prepararlas para el transplante a suelo 

e inducir el autoerotismo alterando también la intensidad de luz. 

Substrato para el enraizamiento in vitro 

La respuesta de enraizamiento utilizando como substrato agar y vermiculita se muestra 

en la tabla 8. Los tres lotes (repeticiones) presentan porcentajes similares y sólo en el 

lote 2 utilizando vermiculita se obtuvo 85% de respuesta a formación de raíz. 

Comparando ambos substratos, el uso de vermiculita facilitó el manejo de las plantas 

para t'Implantarse a suelo. Esto redujo el daño que frecuentemente se hace a las 

plantas que generan raíz en agar, ya que tienen que ser lavadas para quitar cualquier 

fragmento que quede adherido a la raíz. 

Tabla 8. Respuesta de 2 substratos, agar y vermiculita, en el enraizarniento in vitro de 

brotes de Muerte trinervla Cav., en medio MS (1962), al 50% de sales, suplementado con 

0.1 mgll de IBA, pH: 5.7, sacarosa: 30 g/I, 8 gil de agur, 25±2°C, 16 h luz, 1,600 lux. 

Substrato Lote 1 	Lote 2 	Lote 3 

Vermiculita 
5jar 

respuesta 	% respuesta 	% 
17/20 	85.0 
15/20 	75.0 

respuesta 	% 
10115 	66.6 
12/20 	60.0 

15/20 	75.0 
14/20 	70.0 

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

propiedades fisicas del substrato usado durante la rizogenesis in vitro determinan la 
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iniciación, desarrollo y número de raíces de la planta. Sin embargo, Debergh (1991) 

menciona que la ruta clásica de enraizamiento in vitro es proveer de agar al medio de 

cultivo, lo que se propone como una alternativa para facilitar el enraizamiento de las 

plantas. 

Los dos substratos utilizados para enraizar brotes de Piqueria trinervia Cav. 

proporcionan el medio de sostén y retención de nutrientes para que sean captados por 

las plantas, aunque esta respuesta no sea homogénea siempre. Eso puede deberse al 

tamaño u otras características de las partículas que podrían retener los nutrientes. Sin 

embargo, el agar prácticamente no genera problemas, por lo que ambos substratos, 

agar y vermiculita pueden utilizarse para el enraizamiento in vitro. 

Aclimatización 

El periodo de aclimatización por el que pasan las plantas desarrolladas in vitro, es un 

proceso que de acuerdo con Debergh (1991) está determinado por la calidad de la 

planta tnicropropagada. En general, los requerimientos de las plantas para su 

aclimatización son: alta humedad relativa, reducción de la intensidad de luz, 

adaptación a la temperatura y un sistema radicular bien desarrollado. 

En el caso de los brotes enraizados de Piqueria trinervia Cav., la aclimatización se 

llevó a cabo en contenedores cubiertos con plástico 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 adaptación tanto al tipo de suelo 

como a las condiciones de humedad, que se lograron mantener altas, alrededor de 

90%, por la presencia de cubiertas de plástico. Esta medida se tomó porque las 

plantas, al pasar de condiciones in vitro a otras in vivo, presentaron una rápida 

deshidratación que provocaba su debilitamiento. Esta característica de las plantas se 

debe probablemente a la n'eficiencia del cierre de los estomas así como a la falta de 

autotrolismo. De acuerdo con Preece y Sutter (1991), lo anterior se debe a la 
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alteración de los estonias precisamente por el cambio de condiciones, de los niveles de 

luz y de humedad relativa. 

En el invernadero, las plantas respondieron favorablemente a la reducción de la 

humedad, lo cual se llevó a cabo durante un mes y medio, esto se hizo con la finalidad 

de inducir a que la ¡tuna se adapte a las nuevas condiciones, además de que un 

decremento en la humadad relativa puede dar como resultado una mejor formación de 

cera cuticular y por lo tanto, menos transpiración cuticular (Pierick, 1988). 

Posteriormente, se les quitaron las cubiertas de plástico perforadas y las plantas se 

pasaron a macetas de 5 kilogramos, aplicándoles riego 2 ó 3 veces por semana, pues el 

suelo utilizado presentó alto drenaje. 

La adaptación de las plantas se cuantificó por la presencia y desarrollo tanto de raíces 

como de nuevos brotes en las condiciones de invernadero, determinándose el 

porcentaje de sobrevivencia en 87%, sin alteración aparente en la morfología de las 

plantas. 

Las condiciones de luz, temperatura, humedad y fertilidad del suelo, permitieron el 

crecimiento y desarrollo de las plantas, concluyendo con la formación de 

inflorescencias y la formación de semillas de las plantas producidasin vitro pero ya 

establecidas en invernadero. 

El periodo de floración de P. trinervia Cav. que provenía de condiciones in vitro fue 

similar al periodo que presentan las plantas en el campo, fenómeno que se registró a 

finales del verano, cuando termina la época de lluvia 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 el campo. Esta 

característica se atribuye precisamente a las condiciones a que estuvo expuesta, como 

fueron el riego, la temperatura y la protección de las condiciones climáticas 

desfavorables, este hecho abre la posibilidad de un inicie de domesticación de la 

especie dadas sus potencialidades. 
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Características de suelos derivados de cenizas volcánicas del Ajusco 

El análisis de fertilidad, de tres pozos colectados en la zona del Ajusco, mostró los 

siguientes resultados: 

Pozo 1 

El color del suelo en seco es gris olivo obscuro SY 3/2, y en húmedo negro 5Y 

2.5/1, en la prolbndidad de 0-20 cm. En las dos siguientes profundidades el color en 

seco es pardo grisáceo muy obscuro 2.5Y 3/2 y en húmedo negro, 5Y 2.5/2 (ver 

tabla 9). 

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

acuerdo con la categoría cualitativa de la reacción con fenolllaleina. 

La clase textura' en la profundidad 0-20 cm y 40-60 cm es arena francoso, con 

excepción de la 20-40 cm, que presenta la clase de arena. 

La densidad aparente es superior en la muestra 0-20 cm con 1.40 g/cc y disminuye 

con la profundidad hasta 1.27 g/cc. La densidad real (DI.) se mantuvo constante 

entre 2.74 y 2.79 g/cc. En cuanto a la porosidad, ésta se mantiene antre 49.65 y 

53.64%, considerada dentro de un rango alto. 

El pH es ligeramente ácido de 6.45 y varia hasta 7.2 con agua destilada en relación 

1:2.5. En el caso del p11 con KCI en la misma relación, el 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 razón de la profundidad. Para el Mg" 

se registran valores de 332 meq/100 g de suelo en la superficie y 1.59 en las dos 

siguientes profundidades. 
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NaEl 	i  presenta valores entre 0.74 y 0.86 meq/100 g de suelo, el valor más alto 

corresponde a la superficie, y disminuye a 0.74 para aumentar nuevamente. En 

relación al K' los meq/100 g de suelo se sitúan alrededor de 0.15 en la profundidad 

20-40 cm. Tanto en la superficie como en la capa más profunda los valores son de 

0.39 y 0.23, respectivamente. 

Al parecer, el Ca" es el catión que se encuentra en mayor cantidad, pero disminuye 

cuando es alta la del Mg". En comparación con el Na' y el K', sin embargo, los 

valores son altos; el Na' se encuentra en mayor concentración que el IC4 , pero con la 

profundidad no se muestra una clara relación. 

La capacidad de intercambio catiónico total (C1CT), es de 3.15 a 3.58 ineq/100 g de 

suelo para las profundidades de 0-20 cm y 40-60 cm, siendo valores bajos en 

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

1.,a cantidad registrada de nitrógeno total fue de 0.184, 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 

grisáceo; en el caso de determinación en húmedo es 5Y 2.5/1 (negro) en la mayor 

parte del pozo (ver tabla 10). 

Al igual que en el pozo I, la cantidad de alofano cuantificada cualitativamente es la 

más alta (XXXX). 

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

arena. 

La densidad aparente registra un valor de 1.28 g/cc en la superficie y aumenta en las 

dos siguientes profundidades a 1.33 g/cc. La densidad real es prácticamente 

constante, con 2.59 a 2.66 g/cc, ligeramente superior en razón de la profundidad. 
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El p11 con agua varia, de 6.3 en la superficie, a 6.6 en relación 1:2.5 en las dos 

siguientes profundidades. La escala registrada con KCI en la misma relación tuvo 

valores de 5.5 a 5.4. 

La materia orgánica es mayor en la superficie con 4.1 % y disminuye con la 

profimdidad a 3.62 y 3.55%. Los datos de porcentaje de carbono presentan el mismo 

comportamiento presentando valores de 2.38 a 2.06. 

El Cá" intercambiable varía de 6.04 a 5.49 meq/100 g de suelo, el Mg"-  varia (le 

1.06 a 0.53 meq/100 g de suelo. Ambos cationes mostraron los valores rmis altos en 

la profundidad 0-20 cm. 

El Na' intercambiable se incrementa a partir de la superficie, de 0.86 a 0.92 tneq/I 00 

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 ocr varía de 11.40, 13.41 a 11.34 meq/100 g. en razón de la profundidad. 

El nitrógeno 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 es de IOYR 6/4 (pardo amarillento claro) en la superficie, 10YR 6/6 

(amarillo pardusco) en la profundidad 20-40 cm y 10YR 6/8 (amarillo pardusco) en 

la profundidad 40-60 cm. En húmedo se observa el mismo color pardo amarillento 

obscuro, 10YR 3/4 y IOYR 3/6 a lo largo del pozo (ver tabla 11). 

El alofano 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/cc y 

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 g/cc. El espacio poroso presenta de 

49.18 a 56.79 por ciento, aumentando con la profundidad. 

El 111 es ligeramente alcalino (6.9 a 7.0) con agua en relación 1:2.5, y ligeramente 

ácido con KCI, con valores de 5.5 a 5.7. 

La materia orgánica es mayor en la superficie y desciende con la profundidad 

mostrando valores de 2.02, 1.18 y 0.90%, comportamiento que se asemeja a la 

proporción de carbono, que es de 1.17 a 0.52 por ciento. 

El Ca' presenta variaciones a lo largo del pozo. En la superficie es de 4.39 nieq/100 

g de suelo, aumenta a 6.04 meq/100 g de suelo y vuelve a disminuir a 2.47 meq/100 

g de suelo. El Mg" se mantiene casi constante, con valores entre 2.19 y 2.74 

meq/100 g de suelo. 

El Na' es mayor en la superficie, con 0,97 meq/100 g de suelo y presenta el mismo 

comportamiento que el Ca", con 0.80 y 0.86 meq/100 g de suelo. El le presenta 

0.93 meq/100 g de suelo y aumenta con la profundidad a 1.97 ineq/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 meq/100 g de 

suelo, aumenta conforme a la profundidad. 

El porcentaje de nitrógeno es de 0.095 en la muestra 0-20 cm y disminuye a 0.067 

en los 20-40 cm y 0.053 en la muestra 40-60 cm. 
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Tabla 9. Resultado de los análisis 1111co.quImiccis del pozo 1. 
Km_ 12 Carretera México-Ajusco. Geología: zona utiiii.rin en la sierra de Chichinauttin, material parental de roca ígnea extrusiia, suelo Andosol, derivado de cenizas volcánicas 

Altitud:1.4:0 msnm. 	Cb* 	Templado. Precipitación media anual entre 703 a 1500 mm. Temperatura media anual entre 12-  y 18°C. Vegetación- bosque de Pino. 
COLOR 	1 	TEXTURA 	1 DA. 

g/cc 
D.R. 
afcc 

pH 1:2.5 	i ALOFANOIM.O. 
1 % 

C 	1 	N 	1 
% 1 	% 	' 

C.I.C.T. : 	Ca++ 	: 	Mg++ 	¡ 	Na+ 	I 	K.i. 
men/100q ' meq/100q , nveq/100g 1 meq.1100q1rneq./100n.  CITI , 	SECO 	! HUMEDO i % ARENA1% UM01% ARCILLA! 

POROSIDAD1
!  % H2O KCI , 

6Y 312 	1 5Y 2.511 1  
0-20 1 	GRIS OLIVO 	1 NEGRO 

OBSCURO 	I 1 

811.2 	122 	1.6 
ARENA FRANCOSO 

! 
1.4 2.781 49.65 6.45 5.7 1 X.100( 1.39 

1 	1 
0.8 10.1851 

1 	I 	1 
3.58 	2.74 	, 	3.72 	0.86 	0.39 

I 	2.15Y 312 	l 6Y 2.5/2 1 
20.401PARDO GRISACE01  NEGRO 

1 MUY OBSCURO 1 

94.4 	5.6 	0 
ARENA 	 : 

I 
1.36 2.79 5125 7.1 5.7 	1 

. 
XXXX i 

, , 0.42 0.24 	0.0861 3.16 	1 329 	: 
i 

1.59 0.74 0.15 

2.5Y 312 	i SY 2.6/1 
40-60 PARIDO GRISACEO,,   NEGRO 

MUY OBSCURO 1 

88 	12 	0 

	

ARENA FRANCOSO 	! 1.27 2.74 53.64 7.2 5.6 	1  XXXX 0.62 
, 

0.361 0.08 3.58 3.29 1.59 1 	0.8 0.23 



Tabla 10. Resultado de tos análisis físico-químicos del pozo 2. 
Km. 12 Carretera MéJeco-Ajusco. Geologia: zona ubicada en la sierra de Chichinautzin, material parental de roca ignea extrusiva, suelo Andosci, derivado de cenes volcánicas. 
Altitud:1,400 msnm. Clima: Cla" 	vi Templado. Precipitaciónmedia anual entre 703 a 1503 mm. Temperatura media anual entre 12' y 18•C. V e:ación: bosque de orno. 
COLOR i 	TEXTURA i D.A. I D.R. 

g/cc 
POROSIDAD 

% 
pH 1:2.6 ; ALOFANOI M.0.1 

% 1  
C 	N 	1 
% 	% ! 

C.I.C.T. i 	Ca.* 	1 	Mg« 	Na* : 	KI- i 
meq/100g ! meg/100g i meq/100g meg/100gImegi100g M: 	SECO 	i HUMEDOI %ARENA I %LIMO l %ARCIL1A l g/cc I 	H2O I KCII 

25Y 4/2 	SY 2.511 
0-20 PARDO GRISACEO NEGRO 

86.4 	12 	1.6 
ARENA FRANCOSO 

1 
1 1.28 
f 

2.59 
i 

5038 6.3 5.5 XXXX 
i 

4.11 1  2.38 	0.1791 
1 

11.4 	J 6.04 1.06 0.86 039 

2.5Y 4/2 
20-40 PARDO GRISACE01 

SY 2312 
NEGRO 

844 	12 	3.6I 
ARENA FRANCOSO ¡ 1.33 

I 
6 48.84 6.7 I 6.4 I 

I 	i 
; XXXX 	1 3.62 

i 	, 
2.09 I 0.159 I 

! 
13.41 5.49 1.06 1 0-86 0.39 

25Y 4/2 	6Y 2.571 
40-60 PARDO GRISACEO NEGRO 

84.4 	14 	1.6  
ARENA FRA. 

	

i
NCOS° 	1.33 12.66 50 6.7 

i 
54 i XXXX 3.55 2 06 i 0.098 i 11.34 5.49 0.53 

I  
l 	0.92 
1 

0.29 



Tabla 11. Re_suttsdra de loa análisis tialeo-quIrMeos del poto 3. 
12 Carretera Nlexied-Ajareca. Geolcgia: cona idar=da en la sierra de CnialifYlVtrin. material parertaal de rece igned eruartra, suele Andosert. derivada de alteras valdánicas. 

intA: Cb'1w21(wlia Templado. Predi elan media anual entre 700 a 1900 mm. Temperatura media anual entre Ir y 18-c. v eUeitan: bosoae de PISO. 

COLOR 	 i TEXTURA ; DA 
9/cc ; 
D.R.1POROSIDAD 1 phi 1:25 ; Al-CFA:10151.0.1 	C 	1 	N 

I % I % ' 	% 
c.i.c.r. I 	Cara. 	1 	Mg*. 	i 	Re. 	; 	PC. 

meg/100a I meg/103~10021 meM100g!meq/1009 CR. . 	SECO 	 MULIEDO 	! % ARENA 	I % LIMO f % ARCII_LAI p/ct % 	1 M20IKCI I 
10Y16 494 	t 	107R 314 	I 

0•20 PARDO AMARILLENTO/AGIO AMAR11=1,4701 
CLARO 	' 	OBSCURO ; 

74 	 20 
FRANCO ARENOSO 

6 I 
I 1.25 
I 

246; 
. 

49.18 6.9 1 5.5 	XXX 
1 

z201211.17Í1.171 0.06 
I' 

135 	I  4.39 2t9 2.19 	I 
! 

067 0.93 

1 arR &S 	 IOYR 306 
2040' AMARILLO PARDUSCO'I PARDO AMARILLENTO! I  OBSCURO 	I 

724 	 24 
FRANCO ARENOSO 107 2.41 

I 
55.6 

2.6  
7.1 5.7 XX 1.191 0.6e ! 0.067 

I 	' 
16.41 

I 
 4.06 219 	i 

I 
ea  1.72 

10YR SR 	i 	10YR 14 	1 
.4060 	 PAMARILLO AROUSCOMAREO AMARILLENTO 
i 	 ! 	OBSCURO 	1 

66 	 26 
 FRANCO AP.ENOSO 

6 ' 
I 1.06 
I 

; 
2.43 , 56.79 7 L6 XX 

: 
as 1 0.52 	205 15.139 2.47 	! 

; 
274 	! 0.28 	' 

I 
1.97 



Los tres pozos presentan altos porcentajes de arena, lo cual hace suceptible el suelo a 

erosiones eólica e hídrica. 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 la explotación racional de los 

recursos bióticos, que no perturben demasiado la zona. 

Una de las características más notables de los suelos derivados de cenizas volcánicas, 

presente en los pozos analizados, es la textura. Los porcentajes de arena están por 

anta del 80% en los dos primeros pozos y la textura predominante es arena francoso. 

En el caso del tercer pozo la relación de arena es de 70%, con valores más altos de 

huno y arcilla que en los pozos 1 y 2, y la textura es franco arenosa. Esta característica 

resta plasticidad al suelo y reduce la retención de agua debido al tamaño y propiedades 

de las partículas presentes, lo que provoca ruta rápida infiltración de agua. 

Las densidades son relativamente bajas por la presencia de materiales piroclásticos de 

consistencia porosa y de bajo peso, característica que se comprueba con las 

proporciones de 40 a 56% de porosidad, proporcionando buena aereación al suelo, 

buen desarrollo de las raíces y de los organismos que en él se encuentran. 

El pll que se registró con agua en relación 1:2.5 oscila entre 6 y 7 en los tres pozos, y 

es de carácter ligeramente más ácido con KCI, con valores de 5.4 a 5.8 en relación 

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 ligera acidez se debe a la pérdida de cationes 

por lixiviación o erosión del suelo, aunque la vegetación presente aminora en gran 

medida la acción de estos agentes. 

El color predominante en seco es pardo grisáceo y en húmedo 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 orgánica son bajos, presentan un rango de 0.90 

como valor mínimo y 4.11 como máximo. La cantidad registrada en la superficie fue 
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siempre mayor que en la profundidad. Esto se atribuye a tlictores climáticos y al 

depósito y poca degradación del material orgánico, lo que permite su acumulación y 

posterior incorporación como nutrientes disponibles para las plantas. Sin embargo, la 

escasa materia orgánica que se registró parece ser el producto de factores como 

perturbación de la zona por introducción de animales así como por el saqueo de la 

cubierta vegetal y su comercialización como tierra de hoja. 

La CICT se considera de carácter bajo para el pozo I, con valores de 3.15 a 3.58 

meq/100 g de suelo. Para el número 2 va de 11.34 a 13.41 meq/100 g (le suelo. En el 

caso del pozo 3 los valores mostrados están entre 13.50 y 16.43 meq/100 g de suelo, 

determinándose como de carácter medio. Estos valores concuerdan con los bajos 

porcentajes de materia orgánica 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. El Na' y el le mostraron valores pequeños con respecto al Ca" y al 

Mg". Esta característica se presentó en los tres pozos muestreados. 

De acuerdo con Salisbury y Jensen (1988) la presencia de cationes en pequeñas 

cantidades tiene efecto sobre la fisiología de las plantas. El Mg" forma parte de la 

clorofila y activa numerosas enzimas. En cuanto al Ca", éste puede ser esencial para la 

síntesis y estabilidad de la lámina media, manteniendo la estructura y permeabilidad de 

la membrana, se considera que es necesario para el crecimiento de los ineristemos. 

El K4  es esencial en todos los procesos matabólicos celulares, y en forma aparente 

tiene un papel específico influyendo en la absorción de algunos otros elementos 

minerales regularizando el grado de respiración, afectando la relación de 

transpiración y es posible que también influyendo en la acción de las enzimas así como 

en la síntesis y traslocación de los carbohidratos, de este modo incrementa el espesor 

de las paredes celulares y la resistencia del tallo (Millar o al., 	1978). 
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Aunque no se determinaron todos los nutrientes que contiene el suelo, el análisis de 

fertilidad y el desarrollo de las plantas muestran la asimilación de los nutrientes, por lo 

que no se registraron síntomas de deficiencia en las plantas desarrolladas en estos 

suelos. 

La cantidad de nitrógeno total registrada en la zona de estudio muestra valores bajos, 

pero sólo en relación con la cantidad de materia orgánica cuantificada. Lo anterior, 

aunado a la proporción de material coloidal y a las características que se derivan de la 

abundante fracción de arena, hacen a estos suelos aptos para el desarrollo y 

aprovechamiento de productos forestales, no así para el cultivo en extenso de 

productos agrícolas. 

La especie Pique_ir a trinervia Cav., al igual que muchas plantas que se desarrollan en 

estos suelos y en condiciones climáticas semejantes, y que presentan un uso potencial, 

podría ser explotada bajo un programa de conocimiento de la población, su 

permanencia en los hábitats naturales y los diferentes usos o provechos que puedan 

generarse. 
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Conclusiones 

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

micropropagación y establecimiento en invernadero de la planta Piqueria trinervia 

Cav. 

• En la germinación se establecieron, como condiciones óptimas, 

a) la presencia de luz, que genera 87% de respuesta, en comparación con el 58% 

en condiciones de obscuridad; 

b) un periodo de dormancia, ya sea inducido por tiempo de almacenamiento o por 

periodos de frío. La condición óptima de dormancia se determinó en 6 meses a 

4°C y generó una respuesta de 78.6% de germinación a los 24 días posteriores 

a la siembra; 

c) Las semillas que se mantuvieron almacenadas 6 meses a 4°C y posteriormente 

germinaron en temperaturas de 17, 20 y 25°C, si bien la temperatura no es 

determinante en la cuantificación de la respuesta, si lo es en cuanto a velocidad 

de germinación, generando una respuesta de 96.6% a los 24 días con 17°C, y 

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

• El tipo de explante que generó mayor biomasa en peso seco fue el B, a partir de 

tallos con un par de hojas obtenidos de plantas germinadas in vitro. El mismo tipo 

de explante, pero proveniente de brotes in vitro generó brotación múltiple con 

93.3% de respuesta. El explante A, de tallo de 0.5 a 1.0 cm dió muy bajos 

porcentajes de respuesta, tanto de biomasa por peso seco, como por peso fresco e 

inducción de brotación múltiple. No hubo diferencia significativa en cuanto a peso 

fresco con 13 y C. De acuerdo con lo anterior, se descarta el uso del explante A 

con fines de inducción de brotación múltiple. 
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• El regulador de crecimiento que generó brotación múltiple, vía organogénesis 

directa, fue la kinetina, en medio MS. Este tipo de respuestas genera material 

estable en cuanto a su información genética ya que es conocido que la fase de callo 

anterior a la formación de brote puede inducir variación somaclonal. Las 

concentraciones de 1.0, 2.0 y 3.0 mg/I de K, en base a la prueba de 'l'ukey por 

peso fresco, no mostraron diferencia significativa, por lo que se contempló el uso 

de 1.0 mg/l de K como inductor de brotación múltiple. 

• Se descartó el uso de concentraciones altas de BAP (5 mg/l) como inductor de 

brotación, así como el AlA y ANA, pues la respuesta morfogenética fue hacia 

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

• La inducción de raíz se estableció en medio MS al 50% con IBA en 

concentraciones de 0.5, 0.25 y 0.1 mg/I. El uso de AIA generó callo en la base del 

tallo y con 0.5 mg/l de ANA se obtuvieron malformaciones de tallo y raíz. 

• Los substratos utilizados (altar y vermiculita) presentaron respuestas similares, con 

un máximo de 75% y 85% respectivamente de formación de raíz, en medio MS al 

50% de sales con 0.1 mWI de IBA. 

• La aclimatización se logró manteniendo constante la humedad relativa de las 

plantas en condiciones de invernadero para reducirla gradualmente más tarde. El 

establecimiento en vermiculita facilitó su transplante y evitó el daño de las raíces al 

pasarlas a suelo. En la adaptación de las plantas a las condiciones in vivo se obtuvo 

un éxito del 87%. 

• El análisis de fertilidad del suelo proporcionó datos suficientes para garantizar el 

establecimiento de las plantas, de condiciones 1n vitro, a in vivo. 

• Las características más sobresalientes de los análisis físico y químico de los suelos 

derivados de cenizas volcánicas son la textura de clase franco arenoso y la alta 

retención de fósforo, aunado a la pendiente y alta susceptibilidad a la erosión 

hídrica. La porosidad registrada permite la aereación necesaria para el desarrollo 
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de las raices y microorganismos. Por otra parte, la rápida penetración del agua 

determina la elevada frecuencia de riego, aspecto que limita en gran medida el uso 

de estos suelos para cultivos en extenso. 

• Tomando en consideración el tipo de suelo y las características de la zona, se 

determinó que el Ajusco es un lugar de carácter forestal en el que podrían 

explotarse las especies nativas, en aquellas partes donde no haya pendientes 

pronunciadas. Ello, sin provocar más daños en tal zona boscosa, ya que los 

asentamientos humanos que se ha visto se han ido incrementando con el tiempo, 

ponen en riesgo el frágil equilibrio de la zona 

• Se llevó a término la micropropagación de la planta hasta la formación de 

inflorescencias en condiciones de invernadero, completando el ciclo de vida de la 

planta, con obtención de semillas que fueron fértiles in vitro. 

• La presente investigación se propone como una base para la propagación, 

conservación y uso sostenible con una eventual domesticación de la planta Piqueria 

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

dada la importancia de sus compuestos químicos. La metodología desarrollada 

puede también servir para otras especies que presenten fines similares de 

explotación o propiedades de interés para el hombre. 
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Apéndice 1 

Medio de cultivo Murashige y Skoog (1962). 
001 g/201 

Macronutrientes (NH4)NO3  16.5 330 

stock 1 KNO3  19.0 38.0 

201X 403 ml MySO4  71120 3.7 7.4 

KH2PO4  1.7 3.5 

Cloruro de calcio 
stock 2 CaC12  21120 4.4 8.8 

20 X 203 ml 

MnSO4  H2O 0.16931 0.33802 

ZnSO4  7H20 0.096 0,172 

MIcronutrientes H3803  0.062 0.124 

stock 3 K1 00063 0.0166 
20 X 203 ml N a2Mo04  21120 0.0325 0.006 

CuSO4  51120 0.00025 0.0033 

CoC14  6H20 0.00025 0D005 

Stock 4 FeSO4  7112o 0.278 0.556 

20 X 203 ml Na2EDTA 0.373 0.746 

Vdaminas tiamina 0.031 0.032 
stock 5 ac. nIcollnIco 0.005 0.01 

20 X 200 ml plddoxina 0006 0.01 

Stock 6 Inositol 1.0 2.0 
20 X 2oo ml 

Stock 7 Glicina 0.02 0.04 
20 X 203 ml 
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