r-u.—‘ @ A==

B
gt
> m U

WACIONAL AUTONOMA g

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

EVALUACION FISIOLOGICA DE BROTES
REGENERADOS in vitro DE Echinocactus grusonii
HILDMANN (CACTACEAE), ESPECIE AMENAZADA DE
EXTINCION

TESI1 S

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE

BI OL OG A

PRESENTA:

ALMA YADIRA MARTINEZ RENDON

TUTORA: DRA. ANA LAURA LOPEZ ESCAMILLA
CO-TUTORA: DRA. MARGARITA COLLAZO ORTEGA

2007




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



FACULTAD DE CIENCIAS

Division de Estudios Profesionales

ACT. MAURICIO AGUILAR GONZALEZ

Jefe de la Division de Estudios Profesionales
Facultad de Ciencias
Presente.

Por este medio hacemos de su conocimiento que hemos revisado el trabajo escrito titulado;

“Evaluacion fisioldgica de brotes regenerados in vitro de Echinocactus grusonii Hildmann
(Cactaceae), especie amenazada de extincion”

realizado por Martinez Rendon Alma Yadira, con nimero de cuenta 099214689 quien opta por titularse en
la opcién de Tesis en la licenciatura en Biologia. Dicho trabajo cuenta con nuestro voto aprobatorio.

Propietario  Dra. Guadalupe Judith Mérquez Guzmén /7

Propietario Dra. Rocio Cruz Ortega ;\7;.{.;{ q w,:)g,fh_p 2.
Tutor(a) \ .
Propietario Dra. Ana Laura Lopez Escamilla

Suplente Bi6l. .Laura Patricia Olguin SantosBc_Q_

Suplente Dra. Margarita Collazo Ortega W

Co-tutora

Atentamente
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Ciudad Univeritaria, D a 25 de junio del 2007

COORDINADOR DE LA NSENANZA DE BIOLOGIA
PACULTAD DE CYIOIIAS

Seiior sinodal: antes de firmar este documento, solicite al estudiante que 1 G Eersion digital de su

trabajo y verifique que la misma incluya todas las observaciones y cormccioﬂ!wmnlaobre el mismo.
m -



Evaluacion fisiologica de brotes regenerados in vitro de Echinocactus grusonii Hildmann
(Cactaceae), especie amenazada de extincion

El presente trabajo se realizé bajo la direccidon de la Dra. Ana Laura Lopez
Escamilla y Co-direccion de la Dra. Margarita Collazo Ortega en el
Laboratorio de Desarrollo en Plantas de la Facultad de Ciencias, UNAM,
dentro del taller titulado “Biologia del desarrollo y funcion de las estructuras

reproductoras en cactaceas”.

Alma Yadira Martinez Rendén (2007)



Evaluacion fisiologica de brotes regenerados in vitro de Echinocactus grusonii Hildmann
(Cactaceae), especie amenazada de extincion

AGRADECIMIENTOS

Institucionales

Al proyecto FOMIX-HGO-2005-C01-53 “El cultivo de tejidos vegetales como alternativa
de conservacion y produccién de cactaceas en peligro de extincién del estado de
Hidalgo” por la beca proporcionada para participar como asistente en el proyecto y
realizar el presente trabajo.

Al Laboratorio de Desarrollo en Plantas de la Facultad de Ciencias de la UNAM por
facilitar sus instalaciones y equipo necesario para la realizacion de este proyecto.

A la Dra. Guadalupe Judith Marquez Guzman, Dra. Sonia Vazquez Santana, M. en C.
Florencia Garcia Campusano y M. en C. Karina Jiménez Duran, profesoras del Taller
“Biologia del Desarrollo y Funcion de las estructuras Reproductoras en Cactaceas”, por
sus comentarios y sugerencias.

A la Biol. Laura Patricia Olguin Santos, técnico académico de la Unidad de Ambientes
Controlados, por la asesoria técnica y por facilitar el uso de las camaras y el
invernadero para el mantenimiento de los cultivos in vitro y ex vitro.

A la M. en C. Ma. Eugenia Mufiz Diaz de Ledn, técnico académico del Taller de
Biologia de Plantas | y I, por la asesoria técnica y por facilitar el uso de las
instalaciones y equipo necesario para las evaluaciones realizadas en este trabajo.

A la Bidl. Marisol Rodriguez Gonzalez y al Laboratorio de Morfofisiologia Vegetal del
Centro de Investigaciones Bioldgicas de la UAEH por proporcionar el material bioldgico
utilizado en esta investigacion.

A la Dra. Guadalupe Judith Marquez Guzman, Dra. Rocio Cruz Ortega y Biol. Laura
Patricia Olguin Santos, por sus sugerencias y correcciones al trabajo escrito.

A la Dra. Ana Laura Lopez Escamilla y Dra. Margarita Collazo Ortega por dirigir este
proyecto.

A la Dra. Rosa Rodés Garcia de la Universidad de la Habana, al M. en C. José Ricardo
Wong y Dra. Clara Ezquivel Huesca del Laboratorio de Desarrollo en Plantas por sus

sugerencias y aportaciones durante la realizacion de este trabajo.

Alma Yadira Martinez Rendén (2007)



Evaluacion fisiologica de brotes regenerados in vitro de Echinocactus grusonii Hildmann
(Cactaceae), especie amenazada de extincion

Personales

A toda la familia Renddn, que es numerosa, por su paciencia y apoyo incondicional, asi
como por la esperanza que siempre han tenido en ver destacar a la primera nieta de la
familia. En especial a Verdnica, Paulina, Mirna, Valeria y Tadeo, gracias por
considerarme su orgullo, ya que ustedes son también el mio.

A la Dra. Maria Sol Robledo y la M. en C. Ma. Eugenia Mufiiz por ser unas excelentes
profesoras y sembrar en mi el interés y la gran pasion que tengo hoy en dia por las
plantas.

A Berenice por ser mi inseparable companera de trabajo, mi amiga y mi confidente. Por
su gran corazén y por hacer esas largas horas de trabajo tan divertidas. A Ivonne por su
excepcional apoyo e incomparable amistad, por los jalones de orejas y por los buenos
consejos.

A Esmeralda, Mariana, Gaby, Dafne, Emma, Barbara, Miguel, Yadira, Anuar, Rodrigo,
Metzli, Claudia, Viridiana, Ivan, Lizbeth y Marcos. Por todos esos momentos de fiesta,
por compartir gustos y sentimientos, por las largas charlas y por el intercambio de
consejos, por ser una parte tan importante de mi vida.

A Benjamin, Fernanda, Isabel, Jesus y Memo, por ser tan buenos comparieros y por las
divertidas experiencias vividas tanto en el laboratorio como en el campo.

A Ana Laura y Mague por el apoyo, en todos los sentidos, que siempre recibi por parte

de ambas. Espero nunca haberlas defraudado.

...y a todos los que me faltaron, por que cada uno
es una parte esencial de mi formacion durante la carrera

y de mis experiencias de vida...muchas GRACIAS

Para mis padres Rita y Salvador,
éste es el resultado de todo su esfuerzo y sacrificio.

Alma Yadira Martinez Rendén (2007)



Evaluacion fisiologica de brotes regenerados in vitro de Echinocactus grusonii Hildmann
(Cactaceae), especie amenazada de extincion

iNDICE

Listado de ADBreviaturas. ... 8
RESUMEN. ... ettt e e et e et e e e e eaee e e e e e aaeeeeeeaneeeeeaannnaeanns 9
. INTRODUCCION..........oomieeeeeeeee e 10
Il ANTECEDENTES. ... .. et e e e e e e emeeeeeeeenneeeas 12
1. Familia Cactaceae: importancia y SituacCion..............oooiiuiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 12
2. Estrategias para la conservacion de Cactaceas.............ceeeveeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 12
3. Métodos de propagacion vegetal y su aplicacion en cactaceas...........cccoeoeeeveeennnnnnn. 14

A. Propagacion convencional en la familia Cactaceae..........ccccccceeviiiin. 15

B. Propagacion por cultivo de tejidos vegetales y sus efectos en aspectos

L1ET[] (oo 1= TP PPPPPPPPTR RPN 17

C. Efectos fisiologicos y morfolégicos de la propagaciéon por CTV en cactaceas.....21

4. Generalidades e importancia de la especie en estudio...........ccoooviiiiiiiiiiiiiiiciinee e, 27
A. GENEIrO ECNINOCACIUS. ...ttt 27

B. Echinocactus grusonii HIldmann.............cooooo oo 28

C. Propagacion por CTV de Echinocactus grusonii 'y estudios sobre aspectos

L1ET[] (oo oo 1= TP PPPPPPPPT RPN 30

NI JUSTIFICACION. ...t 31
IV. OBUJETIVOS . ...ttt e ettt e e e e e e ee e e e e e e e nneeeees 32
1. ODBJEtIVO GENEIAL.... ... e e e e a e 32
2. ODbjetivos PartiCUIAres. ....... ... 32
V. MATERIAL Y METODO...........coooiiiieeeeeeeee e, 32
1. Material BiolOGICO. ... ..o 32
A. Siembra ex VItro (SUEIO).......ceueeiiiiiiiiiiiiee e 32

B. SI€MDIA i VIEFO. ... oo 33

C. Mantenimiento de brotes regenerados y enraizados in Vitro................cccccooo. 33

2. Evaluaciones FiSIOIOQICaS. ... ...uuuuuuiiiiiiiiiiiieee et 34
A. Tasa de asimilacion de COg.........cooiiiiiiiiiiieee e 34

B. Determinacion de acido MAlICO.........ccccoiiiiiiiiiiiieiiie e 35

C. Extraccion y cuantificacion de pigmentos fotosintéticos.............uicciiiiieennnnnnnn. 36

D. AnAlisisS de reSUAdOS. ........uuuuiiiiiiiiiiiie e 37

Alma Yadira Martinez Rendén (2007)



Evaluacion fisiologica de brotes regenerados in vitro de Echinocactus grusonii Hildmann
(Cactaceae), especie amenazada de extincion

VI. RESULTADOS Y DISCUSION. ..ottt 39
1. Germinacion X VItro € N VILIO.............ieeiee e 39
2. Evaluaciones fiSiOIOQICaS. ........uuiiiiiiiiiiii et 41
A. Tasa de asimilacion de COag.......cooiiiiiiiiiieiice e e e e eeeeeeeennees 41
B. Concentracion de acidO MAIICO........ooiiiiiiiiiiiie e e e e e 48
C. Cuantificacion de pigmentos fotoSINtELICOS..........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiieeiee e 54
VII. CONCLUSIONES. ...t e e e e aae e e e e e e e ennnees 63
Anexo l. Descripcion botanica de Echinocactus grusonii Hildmann..................cc.......... 65

Anexo Il. Formulacion de los medios de cultivo MS y MS 50% (Murashige y Skoog,

Anexo lll. Tablas de probabilidad de analisis estadistico de las evaluaciones
L1E][] (oo o= = TP PP PP PPP P 67
Literatura Citada...............ooo oo 69

Alma Yadira Martinez Rendén (2007)



Evaluacion fisiologica de brotes regenerados in vitro de Echinocactus grusonii Hildmann

(Cactaceae), especie amenazada de extincion

Listado de Abreviaturas

AlA

ANA

BA 6 BAP

AlB

CAM

CITES

CTVv

IUCN

KIN

2iP

PEPC

ppm

RUBISCO

RuBP

Acido indol-acético

Acido naftalenacético

Benciladenina 6 Bencilaminopurina

Acido indol-butirico

Crassulacean Acid Metabolism (Metabolismo acido de las crasulaceas)
Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna
and Flora (Convencion para el Comercio Internacional de Especies
Amenazadas de Fauna y Flora Silvestre)

Cultivo de Tejidos Vegetales

International Union for Conservation of Nature (Union Internacional para la

Conservacion de la Naturaleza)

Kinetina (6-furfurilaminopurina)

N®-2-isopentil adenina

Fosfoenolpiruvato-carboxilasa

partes por millén (unidad de concentracion molecular)

Ribulosa Bifosfato Carboxilasa Oxigenasa

Ribulosa 1,5-bifosfato

Alma Yadira Martinez Rendén (2007)



Evaluacion fisiologica de brotes regenerados in vitro de Echinocactus grusonii Hildmann
(Cactaceae), especie amenazada de extincion

RESUMEN

Se evaluaron la tasa de asimilacion de CO,, la concentracién de acido malico y el
porcentaje de pigmentos fotosintéticos en brotes regenerados y enraizados in vitro de
Echinocactus grusonii para conocer el comportamiento metabodlico de los mismos durante su
aclimatizacion in vitro. Los brotes se obtuvieron a partir de la activacion areolar inducida con
KIN en concentraciones de 1, 2 y 3 mg Ly 2iP en las mismas concentraciones por separado,
dichos brotes se individualizaron y se transfirieron a MS con 100% y 50% de la concentracion
de sacarosa. Se emplearon de 2 a 3 brotes enraizados de cada tratamiento hormonal y de
ambas concentraciones de sacarosa en el medio para realizar las evaluaciones después de 7
meses de individualizacion en el caso de los brotes de KIN y de 12 meses para los brotes de
2iP. Los resultados fueron analizados con la prueba estadistica de ANOVA y la de comparacion
multiple de datos de Tukey. La tasa de asimilacion de CO, se vié mas influenciada por los
tratamientos hormonales previos que por la diferencia en la concentracion de sacarosa en el
medio, se registraron varios datos negativos lo que significa que hubo difusién de CO, del
interior del tejido hacia el exterior probablemente por respiracion a través de los estomas o a
través de la epidermis debido a la delgadez de las cuticulas. Los brotes procedentes de los
tratamientos de KIN reflejaron una alternancia entre CAM y C;, mientras que los brotes de 2iP
mostraron un metabolismo CAM mas definido. En cuanto a la concentraciéon de acido malico se
observé una mayor influencia de la concentracion de sacarosa en el medio que de los
tratamientos hormonales previos. La cantidad de acido almacenado en el tejido fue
significativamente mayor en los brotes enraizados en 100% de MS que en 50% de MS y las
fluctuaciones de acido malico a través de los periodos del dia fueron muy pequefas, lo que
puede interpretarse como un almacenaje de energia extra que sera utilizada al momento de la
transferencia de los brotes al ambiente ex vitro. Finalmente, el porcentaje de pigmentos fue
significativamente mayor en los brotes regenerados in vitro que en las plantulas del grupo
control, principalmente las clorofilas a y b. La aplicaciéon de citocininas al momento de la
induccion de los brotes tiene un efecto a largo plazo en el aumento de la sintesis de pigmentos
fotosintéticos aun durante la fase de aclimatizacién in vitro, donde la aplicacion de fitohormonas
ya es nula. En general, existe un efecto combinado de la concentraciéon de sacarosa en el
medio y los tratamientos hormonales previos que actuan de diferente forma en cada uno de los
parametros evaluados, lo que permite determinar que ciertas condiciones medioambientales
del cultivo in vitro de Echinocactus grusonii definen la plasticidad del metabolismo CAM o C; y

el nivel de sintesis de los pigmentos fotosintéticos.
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I. INTRODUCCION

Las cactaceas son plantas nativas y exclusivas del continente americano. Se
distribuyen desde Canada, a una latitud de 56° N, hasta el estrecho de Magallanes en
América del Sur a una latitud de 55° S. La gran mayoria, alrededor del 70%, habitan los
ecosistemas aridos y semiaridos aunque también podemos encontrar algunas especies
en ecosistemas templados humedos, so6lo los ambientes acuaticos no cuentan con la
presencia de estas fascinantes plantas (Bravo-Hollis y Sanchez Mejorada, 1991,
Becerra, 2000). La familia esta conformada aproximadamente por 100 géneros y casi
2000 especies. Actualmente casi todas las especies de la familia Cactaceae en nuestro
pais se ven severamente amenazadas debido a la destruccion de su habitat natural y al
saqueo inmoderado de ejemplares silvestres. La mayoria se utilizan para alimentacion
humana o son medicinales, algunas sirven como materia prima de la pequefa industria
rural y casi todas son ornamentales (Rubluo, 1990; Becerra, 2000; Scheinvar, 2004).
En México, existen alrededor de 52 géneros y 850 especies (cerca del 45% de toda la
familia), de las cuales, cerca del 80% (715 especies) son endémicas y el resto son
compartidas con el sur de Estados Unidos y con Centro y Sudamérica (Hernandez y
Godinez, 1994; Becerra, 2000; Benitez y Davila, 2002). Desafortunadamente, del total
de especies presentes en nuestro pais, 279 (39%) se encuentran bajo alguna categoria
de riesgo en la NOM-059-ECOL-2001 (SEMARNAT, 2002).

La propagacién de estas plantas es de vital importancia para evitar su completa
desaparicion en la naturaleza. En la actualidad existen dos medios por los que se lleva
a cabo la propagacion, tanto vegetativa como sexual, de la gran mayoria de especies
de cactaceas y de muchas otras especies pertenecientes a otras familias: la
propagacion tradicional o convencional y el cultivo de tejidos vegetales.

Desde la década de los 70 el Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV) representa una
alternativa de propagacién viable, ya que permite la produccion rapida y continua de
cientos de plantas libres de patdégenos, cultivadas en un medio estéril rico en nutrientes
basicos, promotores de crecimiento y una fuente de carbono artificial (Evans, 1990;
Rubluo, 1990; Buddendorf-Joosten y Woltering, 1994; Pérez-Molphe-Balch et al., 1998;
Malda et al., 1999a; Seelye et al., 2003; Razdan, 2003). Esta técnica se ha aplicado ya
en mas de 35 especies de cactaceas representantes de 20 géneros (Pérez-Molphe-
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Balch et al., 1998; Santos-Diaz et al., 2003). Por lo general, y con el fin de conservar la
variabilidad genética de las poblaciones, la micropropagacion de cactaceas se lleva a
cabo a partir de la germinacion de semillas in vitro, ya que se han observado
porcentajes de germinacion mas altos que los que se obtienen por propagacion
convencional (Fay y Gratton, 1992; Fay, 1994; Rojas-Aréchiga y Vazquez-Yanes,
2000).

Sin embargo, las condiciones ambientales en las que se mantiene a las plantas
mediante el CTV les provocan cambios importantes en sus caracteristicas morfologicas
y fisiolégicas que influyen en el establecimiento ex vitro de los brotes regenerados
después de un periodo de aclimatizacion (Pospisilova et al., 1999; Kadlecek et al.,
2001; Premkumar et al., 2001; Seelye et al., 2003; Hazarika, 2003). Particularmente, el
conocer aspectos fisiolégicos de plantas obtenidas por CTV proporciona elementos
importantes para el manejo de su cultivo con fines comerciales o de conservacion,
mejorando la capacidad fotosintética, reduciendo el tiempo de aclimatizacion y
aumentando la sobrevivencia de los brotes regenerados por esta técnica.

Se seleccion6 como modelo a la especie Echinocactus grusonii, catalogada en la
categoria “en peligro de extincion” (P) por la NOM-059-ECOL-2001 (SEMARNAT,
2002) para obtener informacion de la influencia que tiene el CTV, particularmente el
tratamiento hormonal aplicado para la proliferacion de brotes, asi como la
concentracion de sacarosa en el medio durante la fase de individualizacion,
enraizamiento y aclimatizacion en el metabolismo fotosintético, por medio de la
determinacién de la concentracion de pigmentos, de acido malico y la tasa de

asimilacion de CO..
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Il. ANTECEDENTES

1. Familia Cactaceae: importancia y situacién

Las cactaceas son uno de los grupos mas amenazados del reino vegetal por
poseer ciertas caracteristicas ecoldgicas que las hacen, quiza, las mas vulnerables a
las perturbaciones de su ambiente como la restringida distribucion geografica de un
gran numero de especies, su prolongado ciclo de vida y las bajisimas tasas de
crecimiento de cada individuo; ademas de que algunas dependen de polinizadores
especializados y varios agentes dispersores de semillas para asegurar su éxito
reproductivo (Ortega-Baes y Godinez-Alvarez, 2006). Las poblaciones naturales de la
mayoria de las especies son afectadas por las diversas actividades humanas, como la
destruccion del habitat debido a la conversion de terrenos para usos agricolas,
pecuarios o incluso industriales, asi como la extraccion de plantas de su habitat, por su
particular belleza, para su venta ilegal la mayoria de las veces, como plantas de ornato
en mercados nacionales e internacionales, especialmente a Estados Unidos, Japon y
varios paises europeos. De esta forma han sido destruidas poblaciones completas de
estas extraordinarias plantas o el numero de individuos de algunas especies se ha
reducido drasticamente (Rubluo, 1990; Hernandez y Godinez, 1994; Becerra, 2000;
Rojas-Aréchiga y Vazquez-Yanes, 2000; Anderson, 2001; Mandujano et al., 2002;
Benitez y Davila, 2002).

2. Estrategias para la conservacion de cactaceas

Tomando en cuenta la situacion critica de la familia Cactaceae, algunos de los
paises con la mas alta diversidad de especies, como México, han implementado
acciones de conservacion como el decreto de areas naturales protegidas asi como la
inclusion de las especies con alto grado de amenaza o en peligro de extincién en
listados especiales con el fin de definir su estado de conservacion (Hernandez y
Godinez, 1994; Anderson, 2001; Arias et al., 2005). Tal es el caso de la Norma Oficial
Mexicana en su apartado de Proteccion Ambiental cuyo listado de especies
amenazadas estan definidas con base en un método de evaluacion de riesgo de
extincion (MER) y la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN)

que consideran dentro de sus categorias varias especies de cactaceas pertenecientes
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a los géneros Ariocarpus, Astrophytum, Coryphantha, Echinocactus, Echinocereus,
Epiphyllum, Escobaria, Lophophora, Mammillaria y Turbinicarpus (SEMARNAT, 2002).

Por otro lado, la Convencién para el Comercio Internacional de Especies
Amenazadas de Fauna y Flora Silvestre (CITES) se encarga de establecer un marco
legal internacional para la prevencion del comercio de especies amenazadas y su
regulacion, en algunos casos llega a prohibir su colecta y comercio nacional e
internacional (Arias et al., 2005). Aproximadamente 50 representantes de los géneros
Ariocarpus, Astrophytum, Aztekium, Coryphantha, Discocactus, Echinocereus,
Escobaria, Mammillaria, Melocactus, Obregonia, Pachycereus, Pediocactus,
Pelecyphora, Sclerocactus, Strombocactus, Turbinicarpus y Uebelmannia se ubican
dentro del Apéndice | de la convencién, lo que significa que se encuentran en grave
peligro de extincion y por lo mismo esta prohibida la colecta de individuos y semillas,
salvo en casos excepcionales como el intercambio cientifico o ejemplares propagados
artificialmente en viveros registrados ante la secretaria de la CITES con fines no
comerciales. Mientras que el resto de la familia fue incluida en el Apéndice |l donde se
especifica que las especies pueden llegar a estar amenazadas si no se regula su
comercio, el cual requiere de un permiso de exportacion emitido por la SEMARNAT
tanto para ejemplares silvestres como para plantas propagadas en viveros (CITES,
1995; Becerra, 2000; Scheinvar, 2004).

Especialmente en México, la proteccion oficial de las cactaceas como recurso
natural tiene cerca de 66 afos y en este tiempo instancias federales, estatales,
municipales, organizaciones no gubernamentales, académicos y amantes de las
cactaceas han colaborado para perfeccionar un marco teorico y practico para conservar
y aprovechar estos recursos. Algunos investigadores se han dado a la tarea de estudiar
la distribucion y biologia de las cactaceas, al mismo tiempo que se han creado centros
de propagacion y distribucion de estas plantas como una medida que ayude a disminuir
la presion sobre las poblaciones naturales (Becerra, 2000; Benitez y Davila, 2002;
Barcenas, 2006).
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3. Métodos de propagacioén vegetal y su aplicaciéon en cactaceas

Todos los estudios de propagacion constituyen una opcion muy importante que
se suma a las arduas labores de conservacion de esta familia, ya que garantizan la
posibilidad de obtener especies de gran valor a través de meétodos artificiales que
podrian disminuir considerablemente la alta demanda de especimenes silvestres
(Rojas-Aréchiga y Vazquez-Yanes, 2000).

En la naturaleza, la propagacién vegetal se lleva a cabo por dos vias, la asexual
0 vegetativa en la que solo se producen clones de la planta madre y la sexual que
involucra recombinacion y variabilidad genética a través de la produccion de semillas
(Razdan, 2003).

Ambas vias de propagacion, se pueden llevar a cabo en condiciones
ambientales controladas ya sea en invernadero o en un laboratorio, principalmente de
dos maneras, convencionalmente y por cultivo de tejidos vegetales. La gran diferencia
entre ambas técnicas es que la propagacion convencional se realiza bajo condiciones
sépticas, es decir al aire libre, mientras que la propagacion por cultivo de tejidos
vegetales ocurre estrictamente en condiciones asépticas.

La propagacion vegetativa es el método mas importante utilizado para la
produccion comercial de muchas especies ornamentales, frutales, forestales y
agricolas en general; la formacion de raices adventicias es el proceso que asegura el
exito de este tipo de propagacion. Por otro lado, la propagacion por semilla precisa del
conocimiento de los requerimientos de cada tipo de semilla, asi como de un manejo
cuidadoso de las condiciones de germinacion como el suministro de agua, la
temperatura adecuada y el control de luz hasta que las plantulas logren establecerse
(Hartmann et al., 1997). Segun Rojas-Aréchiga y Vazquez-Yanes (2000) se conoce
muy poco acerca de los requerimientos para la germinacion en cactaceas,
principalmente con respecto a la longevidad y viabilidad de las semillas, sin embargo,
los diversos estudios que se han realizado y que se vayan realizando sobre la
germinacién y establecimiento de plantulas sirven como una importante herramienta
para la comprension de las estrategias reproductivas en la naturaleza y para las
diferentes estrategias en la propagacion artificial.
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A. Propagacion convencional en la familia Cactaceae

Esta forma de propagacion representa una alternativa viable para los paises que
carecen de tecnologias y recursos economicos para el aprovechamiento comercial de
Sus recursos naturales como son las cactaceas y otras plantas suculentas. Debido a su
bajo costo, se ajusta a las necesidades de nuestro pais, en dénde no existen grandes
laboratorios que produzcan comercialmente estas plantas con potencial ornamental. En
las areas rurales de México estos métodos se han aplicado con fines de
aprovechamiento por los campesinos y de esta manera también se protege la
estabilidad de las poblaciones naturales de cactaceas al reducir significativamente la
colecta de ejemplares silvestres (Reyes et al., 20006).

La propagacion sexual es muy importante porque la mayoria de las cactaceas y
suculentas producen una gran cantidad de semillas y por lo tanto permite la obtencion
de plantas con variacion genética (Reyes et al., 2006). Se lleva a cabo colocando las
semillas en el sustrato saturado de humedad previamente desinfectadas con una
solucion de cloro en baja concentracidn (0.6%) y perfectamente enjuagadas. Ademas
se recomienda el uso de algun fungicida aplicado tanto a las semillas como al sustrato
para evitar la proliferacion de hongos. El recipiente se mantiene cerrado
herméticamente para que la humedad circule sin evaporarse creando un
microambiente adecuado para la germinacion y desarrollo temprano de las plantulas
(Bravo-Hollis y Scheinvar, 1995).

En cuanto a la propagacion vegetativa, ésta se efectua desprendiendo alguna
parte de la planta madre, la cual puede formar raices y establecerse como una planta
independiente. Una ventaja importante de este tipo de propagacion es la posibilidad de
producir individuos nuevos mas rapido que en la propagacion sexual (Arias et al.,
2001). Algunas técnicas comunes de este tipo de propagacién son:

* Esquejes: esta técnica se conoce también como estacado y consiste en la
produccion de nuevos individuos a partir de las ramificaciones de la propia
planta. Estas ramificaciones se separan de la planta madre, deben
cicatrizar en un lugar seco para que posteriormente formen raices y sean
plantados. Este método es util en nopales, 6rganos y epifitas (Bravo-Hollis
y Scheinvar, 1995; Arias et al., 2001).
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» Vastagos: son brotes que emergen de las aréolas de la planta madre que
son desprendidos y una vez cicatrizada la herida pueden formar raices y
plantarse individualmente. Para evitar la proliferacion de hongos vy
bacterias se esparce azufre en polvo sobre la herida antes de que los
brotes sean sembrados. Se utiliza comunmente en formas globosas que
forman clones como Mammillaria, Coryphantha o Notocactus, entre otras,
incluso, es el mecanismo de propagacion utilizado para el cultivo de
maguey con fines comerciales (Bravo-Hollis y Scheinvar, 1995; Arias et
al., 2001). La ventaja de este método es la rapida obtencion de plantas
adultas y la desventaja consiste en la carencia total de recombinaciones
genéticas, importante en la conservacion (Reyes et al., 2006).

* Injertos: esta técnica se emplea para acelerar el crecimiento de plantulas
y vastagos cuando han perdido su sistema radicular. Basicamente se
conectan directamente los sistemas vasculares de un injerto con el
portainjerto o patron para que éste proporcione los nutrientes necesarios
para el desarrollo y rapido crecimiento del primero (Hartmann et al.,
1997). En cactaceas esta técnica se aplica mas comunmente en especies
raras o0 en peligro de extincibn que poseen caracteristicas muy
particulares o que tienen dificultad para crecer directamente en el suelo,
ya sea con un fin ornamental o en el caso de plantas obtenidas con
alguno de los métodos arriba mencionados pero que no lograron
desarrollar raices. Las especies mas utilizadas como patrén o portainjerto
son Pereskiopsis diguetii, Myrtillocactus geometrizans e Hylocereus spp
(Bravo-Hollis y Scheinvar, 1995; Reyes et al., 2006). En Japon, estos
injertos son producidos en grandes cantidades y vendidos al por mayor a
viveros de otros paises (Hartmann et al., 1997).

Las plantas se mantienen en un ambiente semejante al de su habitat natural, con
riegos esporadicos para evitar la descomposicion del tejido por exceso de humedad y
una circulacién constante de aire seco en el caso de especies desérticas, o con un
riego constante en el caso de las especies epifitas. La temperatura en estas

condiciones artificiales, generalmente establecidas en invernaderos, oscila entre 25° a
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35°C y la intensidad luminosa es alta aunque también debe ser controlada para evitar
la fotoinhibicidn, los rayos UV les son favorables; es muy importante la orientacion del
invernadero ya que la luz que reciban estas plantas debe proceder del sureste, no del
norte. En cuanto al sustrato, generalmente se trata de una mezcla de sustrato humoso
y mineral (piedras de rio, grava, tezontle o tepojal) en una proporcion 1:1 6 1:2

respectivamente (Bravo-Hollis y Scheinvar, 1995).

B. Propagacion por cultivo de tejidos vegetales y sus efectos en aspectos

fisiolégicos.

El CTV propone una alternativa eficaz para la propagacién en un periodo mas
corto que el requerido en la naturaleza o por el método convencional, con la produccion
de un gran numero de plantas desde un solo individuo o un fragmento del mismo
(Rubluo, 1990). En un periodo de 6 meses es factible obtener mas de 1 millén de
propagulos e incluso plantas completas a partir de un solo explante (Phillips y
Hubstenberger, 1995). EI CTV se basa en el principio de la totipotencialidad celular y se
refiere primordialmente a la induccion de la regeneraciéon adventicia (a partir de
meristemos) o de novo (a partir de callo o cultivo de células) de cualquier estructura de
la planta para formar eventualmente plantas completas (Razdan, 2003). A pesar de que
este método de propagacion tiene varias ventajas con respecto a la propagacion
convencional, como la produccion masiva de plantas genéticamente estables y el
aumento de las tasas de germinacion y crecimiento, también existen ciertas
desventajas que deben considerarse cuando se planea crear un proyecto ya sea con
fines comerciales o de conservacion como son la reduccion de la variabilidad genética
por la alta produccion de clones y los altos costos de infraestructura (Collin y Edwards,
1998; Rojas-Aréchiga y Vazquez-Yanes, 2000).

La propagacion por CTV o micropropagacion se divide en 5 etapas (Evans,
1990; Phillips y Hubstenberger, 1995; Phillips et al., 1995; Collin y Edwards, 1998;
Razdan, 2003):

Etapa 0. Seleccion del material vegetal, mantenimiento de las plantas madre que
seran la fuente de explantes. De esta manera se asegura que la planta madre se
encuentra libre de patégenos.
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Etapa I. Inicio del cultivo aséptico. A partir de la planta madre se obtienen
explantes, los cuales se desinfectan y lavan superficialmente, posteriormente se
establecen en un medio de cultivo adecuado. En cactaceas generalmente se utilizan
plantulas provenientes de la germinacion de semillas in vitro. En todos los casos se
utilizan reguladores de crecimiento para la induccién y formacion de brotes o embriones
somaticos.

Etapa Il. Multiplicacion de los brotes o de los embriones somaticos utilizando un
medio de cultivo especifico.

Etapa Ill. Germinacion de los embriones somaticos o enraizamiento de los
brotes regenerados in vitro. En algunos casos los brotes se transfieren directamente a
un sustrato ex vitro para la formacion de raices y en otros los brotes son transferidos a
medio de cultivo sin hormonas, las raices se pueden formar espontaneamente o se
afiade una auxina para promover la rizogénesis.

Etapa IV. Transferencia de las plantulas a suelo esterilizado para la
aclimatizacién en un ambiente controlado (invernadero). Esta etapa es la mas critica
pues define el éxito o el fracaso de todo el método en cuanto a productividad.

La micropropagacion resulta exitosa so6lo cuando los brotes producidos in vitro
muestran un alto porcentaje de sobrevivencia al ser transferidos a un medio ex vitro, lo
cual no siempre ocurre. Esto se debe a que los brotes son expuestos al estrés
provocado por el fuerte cambio ambiental que existe de un medio a otro. En cultivo in
vitro, la humedad relativa y la concentracion de gases en el medio es mucho mayor que
en condiciones ex vitro, debido a que las plantas se mantienen en un ambiente
completamente cerrado dentro de los frascos de cultivo, o que impide el flujo de aire
entre el ambiente interno y el exterior. Ademas, las lamparas utilizadas en los cuartos
de incubacién proporcionan una intensidad de luz muy baja comparada con la alta
incidencia presente en un invernadero. Otro aspecto importante es el potencial hidrico
del sustrato, que es mas bajo en condiciones in vitro que ex vitro debido a la alta
concentracion de solutos (reguladores de crecimiento y sacarosa) agregados al medio
de cultivo (Tabla 1) (Buddendorf-Joosten y Woltering, 1994; Pospisilova et al., 1999;
Kadlecek et al., 2001; Premkumar et al., 2001; Seelye et al., 2003; Hazarika, 2003).
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Tabla 1. Condiciones ambientales y nutricionales que prevalecen en los cultivos in vitro y condiciones
ambientales y nutricionales ex vitro a las que son transferidos.

CONDICIONES In vitro - Ex vitro

AMBIENTALES Y (Condiciones (Condiciones Referencia
NUTRICIONALES asépticas) sépticas)

Humedad relativa Alta (90-100%) Baja (30-60%) Hazarika, 2003
- Baja (40-60 pmol Alta (200-1000 pmol Kadlecek et al., 2001;
Intensidad de luz m?s™) ) Premkumar et al., 2001

Baja (0.0035% de
CO,y0.5uLL"de
etileno)

Concentracion de A3 (0.1-1.2% de CO,
gases como CO,y A .
) y 1uL L™ de etileno)
etileno

Buddendorf-Joosten y
Woltering, 1994

Buddendorf-Joosten y

Flujo de gases Limitado o nulo Dinamico Woltering, 1994

Potencial hidrico del Bajo (0.7 a-1.5 MPa) Alto (-0.1 a -0.5 MPa) Pospisilova et al., 1999;

sustrato Seelye et al., 2003
Concentracion de Alta (30 g L de
sacarosa y sacarosa y de 0.1 Premkumar et al., 2001;
reguladores de hasta 10 mg L' de Nula Hazarika, 2003

crecimiento en el

fitohormonas)
sustrato

Diversas investigaciones han demostrado que las condiciones a las que estan
sometidas las plantas cultivadas in vitro les provocan grandes cambios en sus
caracteristicas morfologicas, anatomicas y fisiologicas, lo cual impacta mucho en el
indice de sobrevivencia que se alcance al momento de transferirlas al medio ex vitro
(Phillips et al., 1995; Yao-Hong et al., 2005).

La alta humedad relativa (90-100%) promueve una disfuncionalidad de los
estomas ya que no es necesario un control de la pérdida de agua, ademas, la
deficiente sintesis de ceras epicuticulares induce el desarrollo de cuticulas muy
delgadas, lo cual provoca una alta tasa de desecacion al transferir las plantas a
condiciones ex vitro. El mesdfilo de las hojas y en general el tejido fotosintético no esta
bien diferenciado, por lo que la fotosintesis no se lleva a cabo adecuadamente, ademas
la alta incidencia de luz en condiciones ex vitro puede provocar fotoinhibicién en las
plantulas (Pospisilova et al., 1999; Razdan, 2003).

Por otra parte, el limitado o nulo flujo de gases dentro de los frascos y el
restringido movimiento de solutos en el medio de cultivo produce una falta de oxigeno
en las raices a la cual las plantas responden produciendo una alta concentracion de
etileno, este gas desencadena una serie de reacciones que junto con la alta humedad
relativa provocan el fenomeno de hiperhidricidad, éste se manifiesta en un tejido muy
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turgente por el exceso de agua almacenada en el mismo, cuyas paredes celulares
carecen de los elementos esenciales para su formacion (celulosa y lignina) poco
sintetizados o degradados por algunas enzimas activadas por el etileno (Ziv, 1991; Fay,
1994; Pospisilova et al., 1999; Kadlecek et al., 2001; Premkumar et al., 2001; Seelye et
al., 2003). Este fenomeno ademas influye en la eficiencia fotosintética, pues se ha
observado que en plantas hiperhidratadas la estructura de los cloroplastos es
defectuosa y el contenido de clorofila es muy bajo, por lo tanto la tasa fotosintética es
menor (Kevers et al., 2004).

Los bajos niveles de actividad fotosintética también son consecuencia de la
adicion de sacarosa en el medio de cultivo ya que las plantas se hacen dependientes
de una fuente de carbono artificial y no llevan a cabo correctamente las vias
metabdlicas encargadas de realizar |la fotosintesis (Roberts et al., 1990).

Se han encontrado bajas concentraciones de clorofila y escasa actividad de la
RUBISCO (ribulosa bifosfato carboxilasa oxigenasa) en tejido proveniente de plantas
cultivadas in vitro, lo que hace dificil la sobrevivencia de dichas plantas al momento de
transferirlas a suelo. Esta enzima, al ser la catalizadora de la carboxilacién del COz y el
principal almacén de proteina en el tejido, juega un papel muy importante en la
superacion de la etapa critica de la aclimatizacion: el cambio de conducta metabdlica
de mixotrofica a autotrofica (Premkumar et al., 2001).

Para tratar de controlar estos efectos morfoldgicos y fisiolégicos provocados por
el CTV, es necesario considerar un periodo de aclimatizacion entre las ultimas dos
etapas de la micropropagacién, en el que se van modificando gradualmente ciertas
condiciones en el medio in vitro con el fin de que las plantas se vean obligadas a
cambiar su condicion mixotréfica por una condicion autétrofa y se hagan mas
resistentes al cambio de ambiente tan drastico al que se ven sometidas.

Para comprender las diversas estrategias que se siguen para modificar
determinados factores del cultivo in vitro y mejorar las caracteristicas de las plantulas
que seran transferidas a suelo ex vitro, es necesario conocer mas acerca de las
cualidades morfolégicas y anatémicas de los brotes regenerados y mantenidos en

condiciones in vitro.
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C. Efectos fisiolégicos y morfolégicos de la propagacion por CTV en
cactaceas

Los cambios morfoldgicos vy fisioldgicos provocados por el CTV se han estudiado
mas frecuentemente en plantas que poseen un metabolismo fotosintético Cz o Cu,
mientras que las cactaceas poseen un metabolismo CAM y por lo tanto responden de
manera distinta en ciertos aspectos, principalmente fisiologicos (Malda et al., 1999a).
Aunque hay que considerar que las plantulas de la subfamilia Cactoideae poseen
metabolismo Cj3; durante las primeras semanas después de la germinacion,
posteriormente, entre 70 y 140 dias de edad cambian su metabolismo a CAM. Esta
particularidad les permite enraizar y crecer rapidamente para asegurar su
establecimiento e incrementar su sobrevivencia en el medio natural (Altesor et al.,
1992). Es muy posible, entonces, que los brotes enraizados obtenidos por medio de

CTV también presenten esta caracteristica metabdlica.

El metabolismo CAM le confiere a las plantas un mecanismo ahorrador de agua
por el eficiente control de la transpiracion debido a la regulacién del cierre y apertura de
los estomas y un mecanismo concentrador de CO; por la capacidad que tienen de
fijarlo durante la noche y almacenarlo en las vacuolas, principalmente en forma de
acido malico, el cual durante el dia se descarboxila y el CO, se incorpora al ciclo de
Calvin-Benson y es reducido a carbohidratos esenciales para el crecimiento (Lambers
et al., 1998; Taiz y Zeiger, 2006) (Figura 1).
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Figura 1. Metabolismo Acido de las Crasulaceas (CAM). Tomada y modificada de
Hopkins (2004).

Este tipo de metabolismo del carbono le confiere a la planta una estructura
suculenta por la alta eficiencia del uso del agua debido al control del cierre y apertura

de estomas con el fin de reducir al maximo la transpiracion (Hopkins, 2004) (Figura 2).
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Fijacidn
de COz Contenido de
acido milico
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Figura 2. Relacion del control cierre-apertura estomatico, la fijacion de CO, y el

contenido de acido malico en el metabolismo CAM. Tomada y modificada de

Hopkins (2004).
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Este metabolismo se encuentra sujeto a la creencia de que todas las especies
que lo exhiben fijan CO, atmosférico exclusivamente de noche mientras los estomas
permanecen abiertos. Aunque esto es cierto para algunas plantas, la flexibilidad del
CAM involucra un espectro de respuestas mucho mas amplio, que va desde extremos
en los que no se fija CO;, en 24 horas, hasta la asimilacién continua de CO» durante el
mismo periodo. Esta plasticidad esta intimamente ligada al medio ambiente, y puede
ser modificada o perturbada por la temperatura, la intensidad de luz, el estatus
nutricional, la humedad ambiental relativa y la disponibilidad de agua (Geydan y
Melgarejo, 2005; Taiz y Zeiger, 2006).

De acuerdo a los aspectos que definen el metabolismo CAM, tales como el
comportamiento estomatico, las fluctuaciones de acido malico, la acumulacién de
carbohidratos almacenados y la actividad de las enzimas PEPC (fosfoenolpiruvato-
carboxilasa) y Rubisco, se ha definido un patrén de cuatro fases, en las que se
describen sus principales atributos bioquimicos y fisiologicos (Cushman y Bohnert,
1997; Cushman, 2001; Geydan y Melgarejo, 2005) (Figura 3):

Fase I. Ocurre la asimilacion nocturna (de las 20 h hasta antes de las 8 h) de
CO, atmosférico y respiratorio por la accién de la PEPC para formar acido malico
acumulado en las vacuolas. Los estomas permanecen abiertos y no hay sintesis de
carbohidratos.

Fase Il. Al inicio del periodo de luz (8 a 12 h) las acciones combinadas de PEPC
y Rubisco resultan en una repentina asimilaciéon de CO..

Fase Ill. Removilizacion y descarboxilacion diurna (12 a 16 h) del acido malico
almacenado en la vacuola. El CO; es asimilado en el ciclo de Calvin-Benson a través
de la Rubisco, se induce el cierre estomatico.

Fase IV. Hacia el final del periodo de luz (16 a 20 h), la PEPC puede ser
cataliticamente activa, pero no tiene una contribucion significativa en la formacién de
malato, por lo que los estomas se abren para la toma directa de CO; hacia el ciclo de

Calvin cuando el acervo de acido malico en la vacuola se agota.
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Figura 3. Ciclo de la fotosintesis CAM. El ciclo dia-noche de la via CAM que se
lleva a cabo en las células del mesdfilo de una planta tipica con este tipo de
fotosintesis se divide en cuatro fases distintas. Tomada y modificada de
Cushman y Bohnert, 1997.

Garrido (1998) realiz6 el primer estudio in vitro relacionado con el metabolismo
CAM en Rhipsalidopsis rosea, Chamaecereus silvestrii y Epiphyllum crenatum
(Cactaceae) evaluando la acidez titulable, el intercambio de CO; y el nivel de estrés
hidrico a través de la concentracion de prolina, proteinas solubles y clorofila. El autor
encontré que la concentracion de acidez fue comparativamente mayor a la asimilacion
de CO; lo que indica un reciclamiento de éste. Contrario a todas las investigaciones
que demuestran que las condiciones del cultivo in vitro provocan una disminucion o
pérdida de la actividad fotosintética, este trabajo comprueba que las tres especies de
cactaceas se desarrollaron de manera autotrofica con una alta tasa fotosintética a
pesar de contar con el suministro de la fuente de carbono externa en el medio de
cultivo. Especificamente en Chamaecereus silvestrii observaron que las plantulas in
vitro se encontraban en condiciones estresantes (bajo potencial hidrico del medio y alta
humedad relativa fueron las condiciones consideradas en este trabajo) que les impedia

crecer rapidamente, pero que la via CAM se potencié en respuesta al cambio de
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ambiente durante la aclimatizacion en suelo, aumentando la tasa fotosintética (Garrido
y Montiel, 1999).

Por otra parte, Malda et al. (1999a) al propagar por cultivo de tejidos plantas de
Obregonia denegrii y Coryphantha minima, observaron que el metabolismo CAM tenia
una gran plasticidad al acoplarse a las condiciones del ambiente in vitro y a las
condiciones del ambiente ex vitro después de la aclimatizacion. Observaron una tasa
de crecimiento acelerado durante la propagacion de brotes in vitro debido
principalmente a la constante absorcion de CO; dentro de los frascos de cultivo, incluso
en C. minima hubo absorcion de CO, durante el dia, lo que indica una alternancia entre
el metabolismo C3 y CAM. Pero al momento de transferir las plantas a invernadero, la
tasa de asimilacion de CO; y la transpiracién disminuyeron notablemente, lo que a su
vez redujo la capacidad fotosintética pero aumento la probabilidad de sobrevivencia de
las plantulas (Malda et al., 1999b).

Anicua y Rivas (2000) también han contribuido evaluando el estatus metabdlico
in vitro de Mammillaria bocasana, M. carmenae y Echinocactus grusonii; aunque en
este ultimo lo efectuaron en tejido desorganizado o callo ya que fue la unica respuesta
morfogenética que obtuvieron. Estimaron la concentracion de proteinas solubles y de la
pared celular, la actividad de invertasas y peroxidasas, la concentracion de clorofilas, la
acidez titulable y la asimilacion de COy; los niveles de cada parametro fueron mas
elevados en tejido de plantas in vivo que en tejido de brotes regenerados in vitro, en los
que la actividad metabdlica fue principalmente de tipo C3 comparada con la actividad
CAM bien definida en plantas in vivo. Esta respuesta fue atribuida principalmente al
estrés hidrico, a la falta de iluminacidon y al efecto de las citocininas adicionadas al

medio.

Finalmente, Rosas (2002) evalud las tasas de intercambio de CO, y de vapor de
agua en plantulas de Polaskia chichipe y Echinocactus platyacanthus obtenidas a partir
de la germinacion in vitro y sometidas a condiciones de estrés hidrico en medio MS
50% liquido adicionado con manitol como agente osmoético causante del estrés.

Demostré6 que las plantulas presentaron una alternancia entre el metabolismo
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fotosintético C3 y CAM hasta los 100 dias de edad, ademas de que el estrés hidrico no
fue determinante para modificar significativamente las tasas de intercambio de CO, y
de vapor de agua. Sélo en las plantulas de P. chichipe observé una correlacion

significativa entre ambos parametros evaluados.

A pesar de que la suculencia y la gran plasticidad del metabolismo fotosintético
confieren una mayor posibilidad de sobrevivencia durante la aclimatizacion de
cactaceas cultivadas in vitro, existen casos en los que las plantulas no responden
favorablemente al cambio y establecimiento ex vitro. Por ejemplo, Tapia (2006)
propagd Cephalocereus senilis y a pesar de que produjo de 7 a 11 brotes por explante,
cuando las plantulas fueron transferidas a invernadero se deshidrataron rapidamente,
su tejido se hizo flacido y fueron susceptibles a dafos por insectos. Para lograr una
mayor sobrevivencia y mejorar el éxito de la micropropagacion de esta especie, aplico
una estrategia de aclimatizacion in vitro en la cual colocé los brotes en medio liquido a
la mitad de sus componentes (nutrientes y sacarosa) con puentes de papel filtro para
inducir la elongacion de los mismos y tratar de convertir su condicion mixotrofa a
autotrofa. Posteriormente uso tapas perforadas y cubiertas con cinta microporo para
reducir gradualmente la humedad relativa in vitro, asi la fisiologia estomatica y la
produccion de ceras epicuticulares probablemente se podrian activar y aumentar la
resistencia al momento de sacar las plantulas al medio ex vitro. De esta forma logro
obtener hasta el 56% de sobrevivencia ex vitro.

Existen otras estrategias de aclimatizacién que también han resultado exitosas
para el establecimiento ex vitro de plantas propagadas in vitro, como la aplicacién de
paclobutrazol, compuesto que retrasa el crecimiento y mejora la actividad estomatica,
incrementa la deposicion de ceras epicuticulares y la concentracion de clorofila por
unidad de area, optimiza la diferenciacion del mesdfilo y reduce el marchitamiento
durante el estrés hidrico (Hazarika, 2003). En cuanto a la hiperhidratacion, ésta se
puede controlar disminuyendo las concentraciones de amonio (NH4"), citocininas vy el
potencial hidrico del medio al utilizarlo con la mitad de sus componentes, la humedad
relativa y la produccion de etileno se controlan colocando tapas perforadas para
permitir el flujp de gases (Roberts et al, 1990). Suprimiendo gradualmente la
concentracion de sacarosa en el medio, se aumenta el nivel de CO; circundante (a 350
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ppm), con una alta intensidad de luz (200 pmol m? s™') se reduce la humedad relativa y
se promueve tanto el crecimiento como la actividad fotoautotrofica de las plantas, las
cuales, al ser transferidas al ambiente ex vitro pueden sobrevivir hasta en un 96%
(Hazarika, 2003; Razdan, 2003; Seelye et al., 2003).

4. Generalidades e importancia de la especie en estudio

A. Género Echinocactus

El género Echinocactus segun Barthlott y Hunt (1993) (citado en Scheinvar,
2004) es uno de los mas primitivos de la tribu Cacteae, la mas diversa de la subfamilia
Cactoideae que, a su vez, es la mas derivada de la familia Cactaceae. Las
caracteristicas morfologicas distintivas de este género son la forma globosa a cilindrica
de las plantas de gran tamafio cuyo apice esta provisto de una densa masa lanosa
(Scheinvar, 2004). Los representantes de este género se conocen comunmente como
‘cactus barril” o “asiento de suegra” y se consideran los mas representativos de los
desiertos Norteamericanos (Anderson, 2001).

Este género se encuentra en las tres principales zonas aridas de México: la
Queretano-Hidalguense, la Chihuahuense y la Sonorense (Scheinvar, 2004). Guzman
et al. (2003) definen la distribucion de las seis especies consideradas para el género,

las cuales también son descritas por Anderson (2001) (Tabla 2).

Tabla 2. Especies y distribucion en México del género Echinocactus.

NOMBRE CIENTIFICO NOMBRE COMUN DISTRIBUCION

Echinocactus grusonii

Hildm.

Barril dorado

Querétaro e Hidalgo

Echinocactus
horizonthalonius Lem.

Barril azul, cabeza de
diablo, biznaga
meloncillo

Aguascalientes, Chihuahua, Coahuila, Durango,
Guanajuato, Nuevo Ledn, San Luis Potosi,
Sonora, Tamaulipas y Zacatecas

Echinocactus parryi

Chihuahua

Engelm.
Echinocactus Barril gigante, biznaga Coahuila, Guanajuato, Hidalgo, Nuevo Ledn,
platyacanthus Link y de dulce, asiento de Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi,
Otto* suegra Tamaulipas y Zacatecas
Echinocactus : . .
Biznaga de chilitos, barril
polycepha_ilus Engelm.y de muchas cabezas Sonora
Bigelow

Echinocactus texensis
Hopffer

Cactus dulce, cabeza de
diablo, mancacaballo

Chihuahua, Coahuila, Nuevo Ledn y Tamaulipas

*Especie tipo
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B. Echinocactus grusonii Hildmann

Echinocactus grusonii, llamada comunmente “barril dorado” o “biznaga tonel
dorada”, es una especie endémica de los estados de Hidalgo y Querétaro. Se
distribuye en las localidades del Candn del Infiernillo, Barranca del Rio Moctezuma vy
Cadereyta en Querétaro, extendiéndose hasta el municipio de Zimapan en Hidalgo
(Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991; Guzman et al., 2003; Scheinvar, 2004)
(Figura 4).

, I
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Figura 4. Distribucion de Echinocactus grusonii, especie endémica de
México. Tomada y modificada de Scheinvar (2004).
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E. grusonii es una cactacea globosa
de color verde claro que con el tiempo
adquiere una forma cilindrica, llega a medir
hasta 130 cm de altura. Su apice es lanoso y
amarillento, posee espinas anuladas de
color amarillo oro y forma flores amarillas
que no abren ampliamente (Figura 5) (Anexo
[). Florece de junio a agosto, habita en
matorrales xerofilos microfilos, en cafadas y

pendientes muy marcadas sobre roca

volcanica, con un clima semidesértico y en

una altitud de 800 a 2000 msnm. Hasta el  Figura 5. Echinocactus grusonii, ejemplar
adulto en el Jardin Botanico de

ano 2002 se estim6 un total de <250 Cadereyta, estado de Querétaro.

individuos dentro de un area menor a los 10
km?, la edad estimada de cada generacion en la poblacién es de 30 afios (Fitz Maurice
y Fitz Maurice, 2002; Scheinvar, 2004).

Se ubica en la categoria “en peligro de extincién” (P) por la NOM-059-ECOL-
2001 (SEMARNAT, 2002), la IUCN la ubica en la categoria CR (Critically Endangered o
alto riesgo de extincion) y se encuentra dentro del Apéndice Il del CITES. A pesar de
ser una especie propagada exitosamente a partir de semilla en un gran numero de
colecciones particulares y jardines botanicos del mundo, su situacion ecoldgica es
bastante critica ya que por su inigualable belleza es objeto de saqueo ilegal para su
uso ornamental y ademas la Presa Hidroeléctrica Zimapan, construida en la década de
los 90, inundo la mayor parte de su habitat cambiando drasticamente las condiciones
climaticas (aumento de la humedad atmosférica), lo que impide el éptimo desarrollo de
las plantas nativas de la zona (Fitz Maurice y Fitz Maurice, 2002; Scheinvar, 2004).
Actualmente s6lo sobreviven unos cuantos individuos silvestres en las laderas mas
cercanas a la presa, y gracias a la ardua labor de rescate realizada por grupos
ambientalistas, investigadores y estudiantes de la Universidad Nacional Auténoma de
México fue posible salvar un numero importante de individuos de E. grusonii y de otras
especies antes de que el valle fuera inundado (Anderson, 2001). Los ejemplares se
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conservan actualmente en reservas y jardines botanicos cercanos a la localidad tipo
como son el Jardin Botanico de Cadereyta y la Reserva Ecoldgica Charco del Ingenio,
en el estado de Querétaro (Pulido, 2006). Es un hecho que la colecta ejerce una mayor
presion sobre la presencia de esta especie en condiciones silvestres, pues se trata de
una planta altamente codiciada como ornamental, por lo tanto es necesario el
desarrollo de planes especiales de propagacion para satisfacer la demanda comercial y

suprimir el saqueo ilegal de individuos silvestres muy longevos.

C. Propagacion por CTV de Echinocactus grusonii y estudios sobre

aspectos fisiolégicos

Esta especie ha sido propagada por cultivo de tejidos a partir de la germinacién
in vitro de sus semillas. Uno de los primeros antecedentes que se tienen de la
micropropagacion de E. grusonii es el de Frias (1989) en el que solo se desarrolla el
disefio experimental para la germinacion in vitro y la multiplicacion de brotes por
organogenesis directa, obteniendo de 2.5 a 4 brotes por explante con la aplicacion de
la combinacion hormonal KIN 4 mg L/ AIA 0.8 mg L™, pero no reporta resultados
acerca de la fase de aclimatizacion ni del establecimiento de plantas ex vitro.

Anicua y Rivas (2000) determinaron algunas condiciones para la propagacion in
vitro de E. grusonii a partir del aislamiento de meristemos o aréolas de plantas adultas.
Evaluaron el efecto independiente de diferentes concentraciones de las citocininas KIN
(0.5,1,5y 10 mg L") y BAP (0.5, 1, 5y 10 mg L") en la activacion areolar, pero en
todos los tratamientos solo se generd callo, con una respuesta mas rapida en las
concentraciones mas altas de ambas citocininas.

Lizalde-Viramontes et al. (2004) obtuvieron, a partir de explantes laterales
provenientes de plantulas germinadas in vitro, hasta 4 brotes por explante aplicando un
tratamiento de 2 mg L™ de BA. Posteriormente los brotes enraizados in vitro en medio
MS (Murashige y Skoog, 1962) con 0.5 mg L' de AIB, fueron transferidos a
condiciones ex vitro después de un tiempo de aclimatizacion en una camara de
incubacion por 2 o 3 semanas. De cada 20 brotes que fueron sacados a invernadero,
sobrevivieron el 80% después de 4 semanas de la transferencia.

El ultimo trabajo reportado es el de Rodriguez (2006) que utiliz6 también

explantes laterales de plantulas germinadas in vitro y realiz6é pruebas de induccion con
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tres diferentes citocininas (BA, 2iP y KIN) en tres distintas concentraciones (1, 2 y 3 mg
L™ cada una). El mayor nimero de brotes los obtuvo con los tratamientos de BA
(sintética), sin embargo, casi la mitad de los mismos presentaba anormalidades
morfolégicas. En cambio con 2iP (natural) en una concentracion de 3 mg L™ logré una
produccion de 3.11 brotes por explante con morfologia normal, considerando éste su
mejor tratamiento. Los brotes enraizados en medio MS basal fueron aclimatizados por
dos vias: previa in vitro y directa ex vitro, siendo la in vitro la mas efectiva para tener el
mayor porcentaje de sobrevivencia (100% de 280 brotes) en el tratamiento antes
sefialado.

Parte de los brotes regenerados in vitro por Rodriguez (2006) son los que se
evaluaron en este trabajo. Especificamente los obtenidos en los tratamientos de KIN
(sintética) y 2iP (1, 2y 3 mg L™).

En cuanto a estudios fisioldgicos con esta especie, el unico antecedente que se
tiene es el de Anicua y Rivas (2000), descrito previamente. Se espera que los
resultados obtenidos en el presente trabajo sean diferentes por tratarse de plantas

completas formadas por activacion areolar.

ll. JUSTIFICACION

Incrementar los conocimientos fisioldgicos de brotes regenerados in vitro de
Echinocactus grusonii durante la etapa de aclimatizacion, permitira aplicar métodos que
promuevan el exitoso establecimiento ex vitro en otras especies de la familia

Cactaceae.
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tres diferentes citocininas (BA, 2iP y KIN) en tres distintas concentraciones (1, 2y 3 mg
L™ cada una). El mayor nimero de brotes los obtuvo con los tratamientos de BA
(sintética), sin embargo, casi la mitad de los mismos presentaba anormalidades
morfolégicas. En cambio con 2iP (natural) en una concentraciéon de 3 mg L™ logré una
produccion de 3.11 brotes por explante con morfologia normal, considerando éste su
mejor tratamiento. Los brotes enraizados en medio MS basal fueron aclimatizados por
dos vias: previa in vitro y directa ex vitro, siendo la in vitro la mas efectiva para tener el
mayor porcentaje de sobrevivencia (100% de 280 brotes) en el tratamiento antes
sefalado.

Parte de los brotes regenerados in vitro por Rodriguez (2006) son los que se
evaluaron en este trabajo. Especificamente los obtenidos en los tratamientos de KIN
(sintética) y 2iP (1, 2y 3 mg L™).

En cuanto a estudios fisiolégicos con esta especie, el Unico antecedente que se
tiene es el de Anicua y Rivas (2000), descrito previamente. Se espera que los
resultados obtenidos en el presente trabajo sean diferentes por tratarse de plantas

completas formadas por activacién areolar.
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Incrementar los conocimientos fisiolégicos de brotes regenerados in vitro de
Echinocactus grusonii durante la etapa de aclimatizacion, permitira aplicar métodos que
promuevan el exitoso establecimiento ex vitro en otras especies de la familia

Cactaceae.
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IV. OBJETIVOS

1. Objetivo General
Conocer y evaluar algunas caracteristicas fisiologicas de brotes enraizados de
Echinocactus grusonii durante su aclimatizacion in vitro que puedan influir en su

establecimiento ex vitro.

2. Objetivos Particulares
Estimar la tasa de asimilacion de CO,, la concentracion de acido malico y de
pigmentos en:
a) Plantulas obtenidas de germinacion in vitro y ex vitro de Echinocactus grusonii
como control.

b) Brotes enraizados en fase de aclimatizacion in vitro de Echinocactus grusonii.

V. MATERIAL Y METODO

1. Material Bioldgico

Semillas de Echinocactus grusonii donadas por el Jardin Botanico del Instituto
de Biologia de la UNAM se almacenaron en bolsas de papel encerado a 4°C desde su
colecta en Noviembre de 2002 hasta su siembra el 8 de junio de 2005. Se realizo la
siembra tanto in vitro (25 de enero de 2006) como ex vitro (8 de junio de 2005) para

obtener plantas juveniles que fueron el grupo control.

A. Siembra ex vitro (suelo)

Las semillas se desinfectaron en 50 mL de hipoclorito de sodio (NaOCI, cloro
comercial) al 20% durante 15 minutos, se enjuagaron y se dejaron remojando durante
15 minutos en agua destilada a temperatura ambiente. Antes de la siembra se esterilizd
un sustrato compuesto por tepojal-tierra negra 1:1 y se saturé con agua hervida. Las
semillas fueron enjuagadas varias veces para posteriormente aplicarles Captan (1gL™).
Una vez sembradas en el sustrato se mantuvieron en condiciones de invernadero con

iluminacion difusa y una temperatura de entre 10° y 36 °C. El amplio rango de
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IV. OBJETIVOS

1. Objetivo General
Conocer y evaluar algunas caracteristicas fisiolégicas de brotes enraizados de
Echinocactus grusonii durante su aclimatizacién in vitro que puedan influir en su

establecimiento ex vitro.

2. Objetivos Particulares
Estimar la tasa de asimilacion de CO», la concentracién de acido malico y de
pigmentos en:
a) Plantulas obtenidas de germinacién in vitro y ex vitro de Echinocactus grusonii
como control.

b) Brotes enraizados en fase de aclimatizacion in vitro de Echinocactus grusonii.
V. MATERIAL Y METODO

1. Material Biologico

Semillas de Echinocactus grusonii donadas por el Jardin Botanico del Instituto
de Biologia de la UNAM se almacenaron en bolsas de papel encerado a 4°C desde su
colecta en Noviembre de 2002 hasta su siembra el 8 de junio de 2005. Se realiz6 la
siembra tanto in vitro (25 de enero de 2006) como ex vitro (8 de junio de 2005) para

obtener plantas juveniles que fueron el grupo control.

A. Siembra ex vitro (suelo)

Las semillas se desinfectaron en 50 mL de hipoclorito de sodio (NaOCI, cloro
comercial) al 20% durante 15 minutos, se enjuagaron y se dejaron remojando durante
15 minutos en agua destilada a temperatura ambiente. Antes de la siembra se esterilizo
un sustrato compuesto por tepojal-tierra negra 1:1 y se saturé con agua hervida. Las
semillas fueron enjuagadas varias veces para posteriormente aplicarles Captan (1gL™).
Una vez sembradas en el sustrato se mantuvieron en condiciones de invernadero con

iluminaciéon difusa y una temperatura de entre 10° y 36 °C. El amplio rango de
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temperatura se debe principalmente a las temporadas del afio y depende en gran parte

de las condiciones climaticas del ambiente externo al invernadero.

B. Siembra in vitro

Las semillas se escarificaron en H;SO4 concentrado durante 15 segundos,
posteriormente se lavaron en 50 mL de agua destilada adicionada con 3 gotas de
detergente liquido Dawn® durante 30 minutos, después se desinfectaron en 50 mL de
agua destilada con 3 gotas de plata coloidal estable 0.32% (Microdyn®) durante 25
minutos. El tren de desinfeccion continué en 50 mL de etanol al 70% durante 2 minutos
y 15 minutos en NaOCI al 20% adicionado con 3 gotas de Tween-80. Todo el proceso
se llevd a cabo en agitacion constante. Finalmente, en condiciones asépticas, las
semillas fueron enjuagadas 4 veces en agua destilada esterilizada para ser sembradas
en frascos con medio de cultivo MS al 50% de sus componentes (Anexo Il). Una vez
sembradas, se mantuvieron en una camara de ambiente controlado, con un fotoperiodo
de 16/8 h, una intensidad luminosa de 35 pmol m? s y una temperatura de 25+2°C. El
criterio considerado para la germinacion de las semillas fue la emergencia de la
radicula. Cuando se alcanzé el mayor porcentaje de germinacion, las plantulas fueron
transferidas a sustrato esterilizado (tepojal-tierra negra 1:1) permaneciendo en la
camara de ambiente controlado durante 8 a 15 dias. Posteriormente se transfirieron al

invernadero donde continuaron su desarrollo (Figura 9A-D).

C. Mantenimiento de brotes regenerados y enraizados in vitro.

Brotes de E. grusonii regenerados por activacion areolar inducidos con KIN y 2iP
1,2y 3 mg L (Rodriguez, 2006) (Figura 10A-B) se individualizaron y se transfirieron a
medio MS 100% y MS 50% (Anexo Il). La edad de los brotes quedd establecida a partir
de su individualizacion, de tal manera que los provenientes de KIN contaban con 7
meses de edad y los de 2iP con 12 meses de edad al momento de realizar las
evaluaciones fisiologicas (Figura 11A-B). Se mantuvieron en una camara de ambiente

controlado con las mismas especificaciones sefialadas anteriormente.
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2. Evaluaciones Fisiologicas

Se midio la tasa de asimilacién de COg, la concentracion de acido malico y la
concentracion de pigmentos fotosintéticos tanto a plantas juveniles obtenidas de la
germinacion in vitro y ex vitro (control) como a brotes enraizados procedentes de los
seis tratamientos hormonales antes mencionados.

Se emplearon de 2 a 3 brotes enraizados procedentes de cada tratamiento
hormonal que permanecieron en medio MS 50% y MS 100% durante 7 y 12 meses
antes de ser evaluados fisiologicamente. Asi mismo, se tomaron 3 plantulas
germinadas tanto in vitro como ex vitro de 7 y 12 meses de edad respectivamente. Una
plantula o un brote representaron una unidad de muestra experimental, de tal manera
que el numero de plantulas o brotes utilizados por cada tratamiento equivalen al

numero de réplicas evaluadas.

A. Tasa de asimilacion de CO;

Se realiz6 la evaluacion de las plantulas y brotes provenientes de cada
tratamiento cada 4 horas durante 24 horas (4h, 8h, 12h, 16h, 20h, y 24h) con la
metodologia reportada por Rosas (2002) utilizando un analizador infrarrojo de gases
(IRGA, Qubit Systems, Ontario) de sistema abierto y diferencial que permite la medicién
de moléculas heteroatdmicas como el CO; (Figura 6).

Media hora antes de cada medicion se obtuvo una curva basal para conocer la
concentracion de CO; (ppm) presente en el aire circundante y poder calcular con base
a ésta la tasa de asimilacion de CO, de cada muestra.

Al introducir la muestra a la camara del IRGA se hace circular la corriente de aire
de concentracion de CO, conocida, la cual llega hasta el analizador infrarrojo y registra
las ppm de CO; presentes. La medicién por cada brote y cada plantula dur6 de 10 a 15
minutos y fue registrada en la computadora con el programa Logger Pro® version 1.2.

Por cada tratamiento en brotes enraizados in vitro, se realizaron de 2 a 3 réplicas
dependiendo de la cantidad de material disponible ya que el numero de brotes
obtenidos no fue el mismo en todos los tratamientos de induccion. Mientras que el
numero de réplicas evaluadas para el control, tanto en plantulas de 7 meses como en

plantulas de 12 meses fue de 3.
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Figura 6. Dispositivo IRGA para evaluar la tasa de asimilacion de CO,. Se hace pasar
un flujo de aire del ambiente por la camara sellada donde se encuentra la muestra. El
flujo circula hacia un contenedor que condensa la mayor parte de humedad del aire,
el cual llega hasta el analizador infrarrojo que cuantifica las ppm de CO; presentes en
el flujo.

B. Determinacion de acido malico
La cuantificacion de acido malico se realizé con el método reportado por Rodés y
Collazo (2006). De cada muestra se pesaron 2 g de tejido, aquellas plantas que

pesaron menos de 2 g se utilizaron completas, registrandose ese peso.
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Se tritur6 cada muestra en un
mortero con media cucharadita de arena
reactivo, a cada una se le anadié 10 mL
de metanol 100% como solvente organico
y 10 mL de agua destilada. Se filtraron los
extractos con la finalidad de eliminar la
arena y el material vegetal mas grueso, a
cada extracto se le afiadio lentamente con
una bureta, solucién de NaOH O0.01N
recién valorada agitando continuamente.
El pH de la solucion fue monitoreada con
un potencidémetro hasta alcanzar un pH de
Valoracion 9, que es el punto de equivalencia del pH

CoMeOn alcalino (Figura 7). Se registré el volumen

de NaOH consumido en cada caso.

Figura 7. Equipo necesario para la ] N o
determinacion de acido malico en plantulasy ~ Se calculd la concentracion de acido

brotes enraizados.

malico en miliequivalentes, con los

resultados obtenidos en la valoracion de cada muestra utilizando la siguiente formula:
meq acido g’ =Vm (N) / Pm

donde Vm es el volumen en mL de NaOH consumido por la muestra, N es la

concentracion de la solucion de NaOH (mol L") y Pm es el peso de la muestra en

gramos.

C. Extraccion y cuantificacion de pigmentos fotosintéticos

Se calcul6 el contenido de los pigmentos fotosintéticos (clorofila a, clorofila b 'y
carotenoides) en funcién del peso fresco expresado en gramos con base en el método
reportado por Rodés y Collazo (2006), realizando algunas modificaciones propuestas
por Lopez Escamilla y Lopez Herrera (comunicacién personal). El alto contenido de
agua y la baja concentracion de pigmentos en el tejido proveniente del cultivo in vitro
hizo dificil la lectura en el espectrofotdmetro con un extracto muy diluido en el solvente

organico que en este caso fue acetona al 80%. De tal manera que se planted no
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realizar las diluciones en 50 mL de solvente indicadas por Rodés y Collazo y medir los
extractos obtenidos directamente con un volumen de 10 mL de acetona.

Se pesO 1 g de cada muestra y se trituré6 completamente el tejido en morteros,
adicionando pequefios volumenes de acetona 80% sin exceder los 10 mL. Los
extractos se mantuvieron en la oscuridad cubriéndolos con papel aluminio para evitar la
fotolabilidad y en hielo para mantenerlos frios, enseguida se centrifugd la mezcla tejido-
solvente de cada muestra a 2000 rpm durante 5 minutos y se extrajo el sobrenadante
evitando resuspender el tejido. Posteriormente se ajusto el espectrofotometro a cero de
absorbancia utilizando acetona 80% como blanco y se midi6 la absorbancia de cada
muestra a 663, 645 y 440 nm, registrandose los valores obtenidos.

Para calcular el contenido de pigmentos tomando en cuenta el peso fresco se
utilizé la siguiente férmula (Rodés y Collazo, 2006):

% de pigmentos =C (Pm/V) Pm
donde Pm es el peso de la muestra en gramos, V es el volumen final del extracto (10
mL) y C es la concentracién de pigmentos expresada en mg L' obtenida a partir de las
siguientes ecuaciones:
Ca (mg L") = [12.7 (Ass3) - 2.69 (Asss)]
Cb (mg L") = [22.9 (Asss) - 4.68 (Ass3)]
C a+b (mg L") =[20.2 (Asss) + 8.02 (Acs3)]
Cc (mg L") = 4.695 (Asq0) - 0.268 (C a+b)

A. Andlisis de resultados

Los resultados fueron analizados con la prueba estadistica de ANOVA vy la de
comparacién mdltiple de datos de Tukey en el programa Statistica version 6.0°.
Mientras que las graficas fueron elaboradas con el programa SigmaPlot versién 9.0°.

En la Figura 8 se muestra el diagrama del método seguido en este trabajo.
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Figura 8. Diagrama de flujo del método seguido para la evaluacion fisiologica de brotes enraizados y
plantulas de Echinocactus grusonii.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Germinacién ex vitro e in vitro

Se obtuvo el 28% de germinacion al quinto dia posterior a la siembra ex vitro.
Durante el periodo de 14 a 23 dias se observo un rapido incremento de 30 a 64% de
germinacion, estabilizandose en el dia 38 al alcanzar el mayor porcentaje (72%) el cual
se mantuvo hasta los 71 dias posteriores a la siembra (Grafica 1).

A pesar de que se obtuvo un alto porcentaje de germinacion, el desarrollo de las
plantulas se vio afectado después de la emergencia de la radicula, ya que la testa de
las semillas permanecia muy rigida y no permitia su crecimiento por lo que ésta se tuvo
que retirar manualmente, de lo contrario las plantulas morian.

Las semillas sembradas in vitro presentaron 96% de germinacion, la cual inici¢ al
segundo dia posterior a la siembra con un porcentaje de 1.8%, pero en los tres dias
siguientes el porcentaje se incremento notablemente llegando a 78.8% al quinto dia. En
los siguientes nueve dias el porcentaje aumentd paulatinamente hasta obtener un
maximo de 96% en el dia 14 (Grafica 1). El desarrollo de las plantulas en este caso no
fue impedido por las testas ya que no permanecieron unidas a los cotiledones (Figura
9A).

Es evidente que existe una ventaja al sembrar las semillas in vitro ya que se
alcanza casi el 100% de germinacién en sélo dos semanas, mientras que para lograr
un porcentaje maximo en semillas sembradas ex vitro se requiere poco mas de un mes.
Por lo tanto el proceso de escarificacion y la composicion del medio de cultivo in vitro
juegan un papel muy importante para que la germinacion se efectue de una manera

mas rapida y facil.
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Grafica 1. Curva de germinacion de semillas de Echinocactus grusonii
tanto ex vitro como in vitro.

Rosas-Lépez y Collazo-Ortega (2004) y Rodriguez (2006) emplearon el mismo
tren de desinfeccion para la germinacion in vitro de semillas de Echinocactus
platyacanthus y E. grusonii, respectivamente. En el ultimo caso se utilizaron semillas de
la misma colecta que las empleadas en el presente trabajo y se obtuvo un porcentaje
de germinacién similar (94% en 19 dias), lo que significa que E. grusonii posee un
periodo de viabilidad considerablemente amplio ya que a pesar de permanecer
almacenadas por 5 afios éstas aun muestran una excelente respuesta de germinacion.
Por su parte Rosas-Lopez y Collazo-Ortega (2004), aplicaron el mismo tiempo de
escarificacion y obtuvieron el 88% de germinacion en 34 dias. Posiblemente las
semillas de E. platyacanthus poseen una testa mas gruesa que las de E. grusonii por
lo que el agua disponible en el medio no las penetra tan facilmente y demoran mas en
germinar.

Por otra parte, De la Rosa-lbarra y Garcia (1994) realizaron ensayos de
germinacioén ex vitro con diferentes especies de cactaceas (Astrophytum capricorne, A.
myriostigma, Leuchtenbergia principis, Echinocactus grusonii y E. platyacanthus)
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probando varios tratamientos, empleando hipoclorito de sodio o escarificacién con
acido sulfurico concentrado (H2SO4). En E. grusonii la mejor respuesta de germinacion
(68%) se obtuvo con una previa escarificacion con H,SO4 durante 30 segundos y a
temperatura ambiente de 20°C. Con este resultado se confirma la necesaria accidn
corrosiva del H,SO4 en la propagacion artificial para facilitar la germinacion al agrietar

la testa de las semillas y permitir el paso del agua y oxigeno.

2. Evaluaciones fisiolégicas

A. Tasa de asimilacion de CO;

Las tasas de asimilacion registrada para los brotes enraizados de 7 meses en
medio MS 50% y MS 100% procedentes de los tratamientos hormonales KIN 1, 2y 3
mg L' se muestran en la Grafica 2.

De acuerdo a lo descrito por Cushman (2001), Geydan y Melgarejo (2005), los
brotes de KIN 1 en MS 100% asi como los de KIN 2 y 3 en ambas concentraciones de
sacarosa en MS presentaron un comportamiento de tipo “CAM ciclico 6 nearly C3”, es
decir, un intermedio entre metabolismo CAM y Cs con mayor tendencia hacia el
segundo, ya que registraron asimilacion diurna de CO; principalmente en las fases Il y
lIl (8 a 16 h) del CAM; y asimilacion nocturna, en menor grado, durante la fase | (20 a 8
h). En KIN 2 en MS 50% existe una mayor tendencia hacia C3; ya que absorbieron CO»
durante todo el dia. Solo los brotes del tratamiento KIN 1 en MS 50% reflejaron una
tendencia mas definida hacia el metabolismo “CAM obligado 6 constitutivo” que se
apega de forma mas estricta al patron de las cuatro fases del CAM tipico con
asimilacion de CO; exclusivamente nocturna en la fase | con el mayor valor registrado
a las 4 h (16.186 ppm) y un valor de asimilacion menor (2.08 ppm) en la fase I,
especificamente a las 12 h.

Aun asi las diferencias entre tratamientos no fueron significativas, contrario a lo
obtenido entre horas donde si se registraron diferencias significativas para ambas
concentraciones de sacarosa en el medio (F= 6.6978; p= 0.000087) (Anexo lll, Tabla
3).

Alma Yadira Martinez Rendén (2007)



Evaluacion fisiologica de brotes regenerados in vitro de Echinocactus grusonii Hildmann
(Cactaceae), especie amenazada de extincion

60
I KIN1 en MS 50%
0 KIN2 en MS 50%
40 || =0 KIN3 en MS 50%
I CONTROL
~N
@ 2F
()
Q
k-]
g
& 0
20 F
_40 1 1 1 1 1 1
4h 8h 12h 16 h 20 h 24 h
60
I KIN1en MS 100%
0 KIN2 en MS 100%
40 | 1 KIN3 en MS 100%
I CONTROL
~N
8 20
Q
k-]
g
g; 0
20 F
-40 I I 1 1 1 1
4h 8h 12h 16 h 20 h 24 h

Hora del Dia

Grafica 2. Tasa de asimilacion de CO; en brotes in vitro de 7
meses obtenidos con los tratamientos KIN 1,2y 3 mg L.
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Las plantas juveniles de 7 meses de edad mostraron un metabolismo CAM bien
definido con el mayor valor de asimilacion en la fase | alas 24 h (29.3 ppm)y alas 4 h
(7.1 ppm). Se presentaron diferencias significativas entre horas (F= 16.1285;
p=0.000097), siendo la media noche la que se diferencié significativamente del resto
(Anexo Ill, Tabla 4). Durante el dia los valores fueron negativos (-1.3 a -6.2 ppm)
indicando que los estomas permanecieron cerrados y no hubo asimilacion. Se
obervaron diferencias significativas entre los brotes y el control (F= 3.2591; p=0.00006),
especificamente con los tratamientos KIN 1 en MS 50% (p= 0.0367) aunque estos
mostraron una tendencia mas marcada hacia CAM, KIN 1 en MS 100% (p= 0.0136) y
KIN 2 en MS 100% (p= 0.0152).

La tasa de asimilacion registrada para los brotes enraizados de 12 meses en
medio MS 50% y MS 100% procedentes de los tratamientos hormonales 2iP 1, 2y 3
mg L' se muestran en la Grafica 3.

En este caso, se observaron mas variantes de metabolismo CAM descritas por
Cushman (2001), Geydan y Melgarejo (2005). Los brotes provenientes del tratamiento
2iP 1 en ambas concentraciones de MS mostraron una tendencia hacia el metabolismo
“CAM obligado”, con los valores de asimilacion mas altos a las 24 h (10.44 ppm en MS
50% y 26.5 ppm en MS 100%). En cambio, los brotes procedentes del tratamiento 2iP 2
mantenidos en ambas concentraciones de MS mostraron un metabolismo CAM de tipo
“idling o inutil’, una variante del CAM en la que los estomas permanecen cerrados todo
el tiempo impidiendo la toma de CO, atmosférico. Sin embargo, en 2iP 2 MS 50% se
registraron valores muy bajos de asimilacion a las 24 h (1.85 ppm) y a las 4h (3.54
ppm), asi como en 2iP 2 MS 100% en los que se registré una ligera asimilacion
unicamente a las 4h (0.586 ppm); esto indica que posiblemente estos brotes
desarrollaran mas adelante un metabolismo CAM mas estricto. Por otra parte, en los
brotes del tratamiento 2iP 3 en ambas concentraciones de MS se observd un
comportamiento metabdlico del tipo “CAM obligado”, de tal forma que fueron los unicos
tratamientos con valores de asimilacién mas altos de CO; durante la noche en la fase |
(1.56-32.22 ppm en 2iP 3 MS 50% y 5.33-32.23 ppm en 2iP 3 MS 100%) y negativos
durante el dia a las 8 h (-18.66 ppm en 2iP 3 MS 50% y -28.17 ppm en 2iP 3 MS
100%).
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Se obtuvieron diferencias significativas entre tratamientos (F= 6.0252; p=
0.000083), entre horas del dia (F= 23.262; p= 0.0000) (Anexo lll, Tabla 5) y la
interaccion entre ambas (F= 7.4661; p=0.0000).

Es posible que no exista una influencia directa de la concentracién de sacarosa
en el medio para que los brotes desarrollen gradualmente la funcionalidad de su
metabolismo fotosintético y que mas bien se trate de una influencia del tratamiento
hormonal aplicado durante la induccién de los brotes.

Por su parte, el control muestra un metabolismo “CAM obligado” con diferencias
significativas entre horas (F= 4.8440; p= 0.0118) que especificamente fueron entre el
valor mas bajo (-32.8 ppm) registrado a las 16 h y ambos valores positivos de
asimilacion registrados durante las 4 h (7.5 ppm) (p= 0.019) y las 20 h (4.6 ppm) (p=
0.0304). Los tratamientos que se diferenciaron significativamente del control fueron 2iP
1 (p= 0.0034), 2iP 2 (p= 0.0047) y 2iP 3 (p= 0.00012) en MS 50%, asi como de 2iP 1
(p=0.0075) y 2iP 3 (p= 0.00013) en MS 100% a pesar de que en este caso los brotes

mostraron la misma variante del metabolismo CAM.

Al igual que los resultados obtenidos por Rosas (2002), los valores de
asimilacion de CO; fueron relativamente bajos. La presencia de valores negativos se
explica con lo descrito por Matekaire (2001), quien sefala que el CO2 necesario para la
fotosintesis debe alcanzar un nivel suficiente dentro de los espacios intercelulares para
superar el punto de compensacion, por lo tanto, se requiere cierto grado de
conductividad en los estomas. En cambio, las pequefnas cantidades de CO, emitidas
por la respiracion se acumulan en el mesofilo y pueden difundirse al exterior al
formarse gradientes entre el tejido fotosintético y el exterior. Esta difusion no ocurre
necesariamente por los estomas, sino que es posible que sea por la epidermis y la
cuticula las cuales tienen cierto grado de permeabilidad a los gases (CO,, agua y O,
principalmente). En este sentido, considerando que las cuticulas de los brotes
regenerados in vitro son muy delgadas, es muy probable que la difusién del CO, sea a
través de la epidermis.
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Grafica 3. Tasa de asimilacion de CO; en brotes in vitro de
12 meses obtenidos con los tratamientos 2iP 1,2y 3 mg L.
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Por su parte, Malda et al. (1999b) encontraron que la asimilacién de CO; en
brotes de Coryphantha minima obtenidos in vitro con el tratamiento KIN 10 mg L"/ANA
1 mg L™ de 6 meses de edad fue mayor (1.20 pumol m? s™) que la asimilacidn obtenida
en plantas obtenidas de la germinacién ex vitro (0.79 pmol m? s™). Esto es dificil de
distinguir en los resultados obtenidos en el presente trabajo, ya que las mediciones se
realizaron en 6 periodos del dia mientras que Malda et al. realizaron sus mediciones
unicamente en dos periodos. Sin embargo, también percibieron que la asimilacion de
CO; en los brotes regenerados in vitro ocurria tanto en el dia como en la noche, lo que
indica una alteracion del patron normal del metabolismo CAM, concluyendo que éstos
presentaron un comportamiento alternante entre C; y CAM al igual que los resultados
obtenidos para los brotes regenerados con los tratamientos KIN 2 y 3 mg L™ en ambas
concentraciones de MS y KIN 1 en MS 100% del presente trabajo. Lo que indica que
posiblemente exista cierta influencia de la KIN en la alteraciéon del metabolismo CAM.
Finalmente, también observaron que la asimilacion de CO, fue mas alta en los brotes
enraizados en MS 100% que en los que permanecieron en MS 50% como
consecuencia posiblemente de una mayor actividad estomatica inducida por la
concentracion de sacarosa en el medio. En este aspecto, como no existieron
diferencias significativas entre concentraciones de sacarosa en el medio en la
asimilacion de CO; de los brotes de E. grusonii, es muy probable que no exista una
influencia definitiva de la fuente de carbono externa en la actividad fotosintética de los
mismos.

A diferencia de la evaluacion de CO; en este trabajo, Anicua y Rivas (2000)
consideraron la tasa de respiracion como mejor parametro para evaluar el
comportamiento fotosintético en brotes in vitro de Mammillaria carmenae y M.
bocasana de 180 dias de edad. Encontraron una mayor tasa de respiracion en aquellos
brotes generados con 5 mg L' de KIN y 10 mg L de BAP, ademas de que la
respiracion se observo tanto en el periodo de luz como de oscuridad, lo que les permite
suponer que existe también una alteracion de metabolismo CAM a Cs. Infieren que las
altas concentraciones de hormona manejadas pudieron influir en la concentracion de
CO; difundido. Estos resultados no coinciden con los obtenidos aqui, ya que lo que se
evaluo en este caso fue la asimilacion de CO; y la respiracion sélo se consideré6 como

un proceso secundario. Sin embargo, la conclusion a la que llegan los autores en
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cuanto al tipo de metabolismo fotosintético de los brotes coincide con lo observado en
los tratamientos ya mencionados de KIN.

A pesar de que en el trabajo de Anicua y Rivas también se evalud la especie E.
grusonii es importante recalcar que la medicién se llevo a cabo en tejido desorganizado
o callo, en donde encontraron la mayor tasa de respiracion en los tratamientos
hormonales KIN 0.5y 10 mg L™ y BAP 1y 10 mg L™ durante ambos periodos del dia
(luz-oscuridad), por lo que suponen que también se trata de un metabolismo de tipo Cas.
Como un particular punto de vista, considero que el tejido no diferenciado proporciona
informacion ambigua en cuanto a los parametros evaluados para definir cierto tipo de
metabolismo fotosintético ya que se trata de tejido que no cumple con las funciones
tipicas de una planta completa con 6rganos perfectamente diferenciados.

Por su parte, Garrido (1998) observdé que la asimilacion de CO, en brotes
enraizados de Rhipsalidopsis rosea obtenidos con el tratamiento KIN 5 mg L"'/ANA 0.1
mg L™ fue significativamente menor que la asimilacion registrada en el control (planta in
vivo de edad no definida). En brotes de Chamaecereus silvestrii y Epiphyllum crenatum
ocurrio lo mismo, siendo la concentracién de CO, asimilado significativamente mayor
en las plantas control. Las mediciones fueron realizadas dos veces durante el periodo
de oscuridad por lo que es dificil comparar estos resultados con los obtenidos para E.
grusonii, ademas de que la edad es un parametro muy importante que no esta siendo
considerado en este caso.

Una observacion importante dentro de las tasas de asimilacion obtenidas para
los brotes de E. grusonii es la tendencia hacia algun tipo de metabolismo fotosintético
dependiendo del tratamiento hormonal previo, ya que aquellos obtenidos con KIN en
general reflejaron una tendencia mas marcada hacia un metabolismo CAM-Cs,
mientras que los brotes obtenidos con 2iP llevaron a cabo un comportamiento de tipo
CAM mas estricto. Esto nos permite suponer que existe una influencia especifica del
tipo de fitohormona, ya que a pesar de que ambas son citocininas, una es sintética
(KIN) y la otra es natural (2iP) (Gaspar et al., 1996). Sin embargo, la edad de los brotes
también es un factor importante a considerar. En este caso, los mas maduros de un
afio son los que ya presentan el metabolismo mejor definido tipico de la familia
Cactaceae , en cambio, la alternancia entre CAM-C3 fue mas evidente en los brotes de
siete meses. Loza et al. (2002) también encontraron que plantulas obtenidas de la
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germinacion ex vitro de Stenocereus queretaroensis de hasta 392 dias de edad se
comportaron como C3 y sugieren que el CAM se puede presentar facultativamente o en
edades posteriores. En cambio, Altesor et al. (1992) sehalan que el CAM en plantulas
de cactaceas se activa entre los 70 y 140 dias después de la germinacion y Rosas
(2002) reportd que plantulas de Polaskia chichipe y Echinocactus platyacanthus de 98
dias de edad mantenidas en condiciones in vitro presentaron una alternancia entre
metabolismo C; y CAM. Por lo tanto, es muy probable que la temporalidad en la que se
activa el metabolismo CAM sea diferente para cada especie y que su plasticidad
dependa mucho de los factores medioambientales presentes.

B. Concentracion de acido malico

La concentracion de acido malico en los brotes regenerados de 7 meses,
procedentes de los tratamientos de KIN 1, 2 y 3 mg L™, se muestra en la Gréfica 4.

En los brotes enraizados del tratamiento KIN 1 en MS 50% se observa una
concentracion de acido malico casi constante con valores que van de 0.03 a 0.04 meq
g". De acuerdo a la descripcion de Cushman (2001), Geydan y Melgarejo (2005), este
comportamiento corresponde al “CAM ciclico” ya que en esta variante las fluctuaciones
de acido malico son muy pequefas durante el trancurso de las 24 h, lo cual no
corresponde estrictamente a los resultados obtenidos en la tasa de asimilacion de COo,
en la que se refleja una tendencia hacia “CAM obligado” con la mayor asimilacion de
COzalas 4 h (16.18 ppm) y una mas baja absorcion a las 12 h (2.8 ppm). Esto significa
que probablemente el CO, atmosférico tomado a las 4 h esté siendo almacenado en
las vacuolas a través de la PEPC, el cual ya no es utilizado durante el periodo de luz ya
que el CO;, tomado a las 12 h es conducido directamente al ciclo de Calvin a través de
Rubisco. Ocurre un comportamiento similar en los brotes del tratamiento KIN 2 y KIN 3
en MS 50% donde la fluctuacion es casi nula con valores nuevamente entre 0.03 y 0.04
meq g™, sélo que en estos casos si existe una correspondencia con lo obtenido en las
tasas de asimilacién de CO, con respecto al comportamiento metabdlico de tipo “CAM
ciclico”.

En cuanto a los brotes enraizados de los tres tratamientos de KIN en MS 100%,
las fluctuaciones de acido son mas marcadas que en los brotes de MS 50%, aunque
las variaciones no son significativas entre los periodos del dia. Sélo en los brotes de los
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tratamientos KIN 2 y KIN 3 existe una correlacion con los resultados obtenidos en las
tasas de asimilacion de CO,, el comportamiento metabdlico tiende a ser C3 y la mayor
asimilacion diurna de CO, es correspondiente con la mayor concentracion de acido
cuantificado durante el dia (0.054 meqg' de 8a12hen KIN2y 0.061 meqg™” de 16 a
20 h en KIN 3). En el caso de los brotes enraizados de KIN 1 la mayor concentracion
de acido se registré en el periodo nocturno (0.054 meq g’ de 24 a 4 h) mientras que la
mayor tasa de asimilacion de CO; se registré durante el dia (12 a 16 h), por lo tanto
aqui no existe una correspondencia tan estrecha, lo que significa que posiblemente se
lleve a cabo un reciclamiento de CO; interno durante la noche en el que la PEPC capte
aquellas moléculas de CO;, liberadas por la respiracion.

Contrario a lo observado entre tratamientos hormonales, en ambas
concentraciones de sacarosa en MS existieron diferencias significativas (F= 6.6028; p=
0.000095) especificamente entre los brotes de KIN 3 en MS 100% y los brotes de KIN 1
(p=0.0088), KIN 2 (p=0.00104) y KIN 3 (p= 0.00405) en MS 50%, asi como entre los
brotes de KIN 2 en MS 50% y KIN 2 en MS 100% (p= 0.0281). Mientras que en MS
50% los registros oscilaron entre 0.03 y 0.04 meq g, en MS 100% los valores
fluctuaron entre 0.04 y 0.06 meq g™
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Grafica 4. Concentracion de acido malico en brotes in vitro de
7 meses obtenidos con los tratamientos KIN 1,2y 3 mg L.
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Los resultados obtenidos para las plantas de 7 meses del control reflejaron una
tendencia hacia metabolismo “CAM obligado” con diferencias significativas sélo entre
periodos del dia (F= 6.7631; p= 0.00806), particularmente entre las 16-20 h y las 24-4 h
(b= 0.0063). La mayor concentracién de acido almacenado (0.045 meq g™') se registrd
en el periodo de 24 a 4 h, correspondiendo totalmente con lo obtenido en la tasa de
asimilacion de CO,. Comparando con los brotes in vitro de KIN se observd que las
concentraciones de acido son significativamente menores que las registradas en brotes
de KIN 2 en MS 100% (p= 0.0034) y KIN 3 en MS 100% (p= 0.0016). La diferencia de

concentraciones con respecto al resto de los tratamientos no fue significativa.

La concentracion de acido malico en brotes regenerados de 12 meses
procedentes de los tratamientos 2iP 1, 2 y 3 mg L™ se observa en la Gréfica 5.

La concentracion de acido cuantificada en los brotes enraizados provenientes de
los tratamientos 2iP 1, tanto en MS 50% como en MS 100% se encuentra
estrechamente relacionada a la tasa de asimilacion de CO; registradas en ambos
tratamientos, siendo su metabolismo predominantemente de tipo “CAM obligado”. La
mayor cantidad de acido se almacend durante el periodo nocturno (24 a4 h),en 2iP 1y
MS 50% fue de 0.036 meq g~ y en 2iP 1 MS 100% de 0.06 meq g~, lo que
corresponde con la mayor tasa de asimilacion de CO,; en MS 50% (10.44 ppm a las
24h) y en MS 100% (26.51 ppm a la misma hora). Un hecho interesante es que la
concentracion de acido en el tejido practicamente se duplica al duplicar también la
concentracion de sacarosa en el medio de cultivo.

Por otra parte, los brotes procedentes de 2iP 2 en MS 50% y 100% mostraron
una ligera fluctuacion de acido durante el periodo diurno, lo que contrasta con la
asimilacion de CO, ya que en ambas concentraciones de MS se registré una tasa muy
baja e incluso negativa en los brotes de MS 100%. El hecho de que sean “CAM inutil”
significa que los estomas permanecen cerrados todo el tiempo, por lo tanto la
fluctuaciéon de acido en el tejido se deba mas que nada a la refijacion o reciclamiento de
CO; que se encuentra en los espacios intercelulares.

Finalmente, en los brotes de los tratamientos 2iP 3 en ambas concentraciones
de MS también se observo un comportamiento de tipo “CAM obligado” ya que la mayor
concentracion de acido se registré durante las primeras horas del dia (8 a 12 h) y fue
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disminuyendo en los periodos posteriores, correspondiendo con lo obtenido en las
tasas de asimilacién de CO..

Las diferencias de concentracion entre los periodos del dia no son significativas,
pero si lo son entre tratamientos (F= 20.2961; p= 0.0000). Segun Garrido (1998)
durante la removilizacion diurna del malato procedente de las vacuolas, éste es
descarboxilado para formar CO; por un lado y esqueletos de carbono por otro. El CO,
es fijado enzimaticamente a la RuBP por la Rubisco para ser reducido a carbohidratos
en el ciclo de Calvin-Benson, mientras que los esqueletos de carbono forman mas
moléculas de CO, que es reasimilado por la PEPC y forma de nuevo malato que es
almacenado en las vacuolas. Esta puede ser la razén principal por lo que las
fluctuaciones de acido malico no varian significativamente.

Al igual que en los tratamientos KIN, se observa una mayor concentracion de
acido en los brotes enraizados en medio MS 100% que en los de MS 50%, ya que en
los ultimos, los valores oscilaron entre 0.02 y 0.04 meq g, mientras que en los
primeros los valores van de 0.04 a 0.06 meq g™, registrandose diferencias significativas
entre ambas concentraciones de sacarosa (Anexo lll, Tabla 6). Segun Fuentes et al.
(2005), la presencia de sacarosa en el medio nutritivo de plantulas de coco cultivadas
in vitro como fuente artificial de carbono provoca que el tejido almacene el exceso de
carbono en forma de almidén, el cual, al momento de transferir las plantulas a
invernadero funciona como fuente de energia para desarrollar tejido y érganos nuevos
mas resistentes a las nuevas condiciones ambientales. Por lo tanto, en el caso de los
resultados obtenidos para E. grusonii, una posible explicacion del permanente
almacenamiento de acido malico en el tejido, con mayores concentraciones en brotes
enraizados en MS 100% (Figura 10B), es que las plantulas utilizaran esa energia extra
durante la fase de transferencia ex vitro para formar tejido mas resistente al cambio de

las condiciones ambientales.
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Grafica 5. Concentracion de acido malico en brotes in vitro de
12 meses obtenidos con los tratamientos 2iP 1,2y 3 mg L.
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La concentracion de acido malico obtenida en el control de 12 meses presentd
diferencias significativas entre horas (F= 23.485; p= 0.0000) y tuvo una tendencia hacia
el metabolismo “CAM obligado” con una ligera alternancia hacia Cs; ya que la
concentracion de acido almacenado en el periodo de 8 a 12 h fue significativamente
mayor que la concentracion almacenada de 16 a 20 h (p= 0.0003) y de 24 a 4 h
(p=0.0002). Este resultado concuerda con lo obtenido en la tasa de asimilacion de COa.

En este caso, los brotes 2iP 1 (p= 0.0001), 2iP 2 (p= 0.0002) y 2iP 3 (p= 0.0001)
en medio MS 100% presentaron una concentracion significativamente mayor que las
plantulas control, lo que coincide con lo obtenido por Malda et al. (1999b), quien
encontré picos nocturnos de acidez durante el periodo nocturno en brotes de
Coryphantha minima, esta acidez nocturna fue mayor en dichos brotes que en plantas

mantenidas en condiciones ex vitro.

C. Cuantificacién de pigmentos fotosintéticos

El porcentaje de pigmentos fotosintéticos obtenidos en los brotes de 7 meses
procedentes de los tratamientos hormonales KIN 1, 2 y 3 mg L™ se observa en la
Gréfica 6.

El mayor porcentaje de clorofilas a+b se registré en los brotes provenientes del
tratamiento KIN 1 en MS 50% (2.861%) y en MS 100% (2.41%), asi como en el
tratamiento KIN 2 en MS 100% (2.5%).

En todos los brotes de KIN enraizados en MS 100%, el porcentaje de clorofila a
y clorofila b por separado fue similar, las diferencias no fueron significativas. Contrario a
lo observado en los brotes de MS 50%, donde los porcentajes de ambos tipos de
clorofila se diferenciaron significativamente entre tratamientos hormonales (F= 32.6916;
p= 0.0000), siendo KIN 1 el que present6 los mayores porcentajes (1.97% de Ca y
0.893% de Cb) y KIN 2 el que mostrd los mas bajos (1.23% de Ca y 0.61% de Cb). En
cuanto al porcentaje de carotenoides, los brotes enraizados en MS 100% no tuvieron
diferencias significativas entre tratamientos hormonales, con valores similares (0.33%
en KIN 1, 0.4% en KIN 2 y 0.38% en KIN 3).

De la misma forma, en los brotes del medio MS 50% la diferencia de porcentajes
entre tratamientos fue significativa, siendo KIN 1 el tratamiento con el mayor porcentaje
(0.45%) y KIN 3 el que presentd el mas bajo (0.18%). La diferencia de porcentajes
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entre ambas concentraciones de sacarosa en el medio fue mas evidente en el
tratamiento KIN 2 con un valor mas alto en MS 100% (2.5% de Ca+b) que en MS 50%
(1.84% de Ca+b), asi como en KIN 2 y KIN 3 con el porcentaje de carotenoides mas
alto en MS 100% (0.4% en KIN 2 y 0.38% en KIN 3) que en MS 50% (0.24% en KIN 2y
0.18% en KIN 3).

Con respecto al control, los brotes procedentes de los tratamientos KIN 3 en MS
50% y KIN 1, 2 y 3 en MS 100% mostraron un porcentaje de clorofila a aproximado
(entre 1.5 y 1.6%) sin diferencias significativas. Mientras que los brotes de los
tratamientos KIN 1 en MS 50% presentaron un porcentaje de Ca significativamente
mayor que el control (p= 0.0028) y KIN 2 en MS 50% fue significativamente menor que
el control (p= 0.0149) en el mismo tipo de pigmento. El porcentaje de clorofila b de las
plantas control fue significativamente menor que en los brotes de los tres tratamientos
hormonales y ambas concentraciones de sacarosa en el medio. Asi mismo, el
porcentaje de las clorofilas a+b fue mayor en los brotes que en las plantas del control
(F= 15.1545; p= 0.0000).

En general se registraron diferencias significativas entre tratamientos (F=
32.6916; p= 0.0000), entre tipo de pigmentos (F= 440.1693; p= 0.0000) (Anexo llI,
Tabla 7) y en la interaccidn de ambos (F= 4.9395; p= 0.00007). El tratamiento KIN 2 en
MS 100% sélo fue significativamente mayor que los tratamientos KIN 1 y KIN 3 en MS
100% y KIN 3 en MS 50% (Anexo lll, Tabla 8). Los porcentajes obtenidos en el control
fueron significativamente diferentes entre tipos de pigmentos (F= 12.8581; p= 0.00199).
El porcentaje de clorofila a fue mucho mayor que el de clorofila b (p= 0.02197) y el de
carotenoides (p= 0.0378), a su vez, el porcentaje de clorofilas a+b fue
significativamente mayor que el de carotenoides (p= 0.0064). El control se diferencio de
los brotes de los tratamientos KIN 1 (p= 0.0028) y KIN 2 (p= 0.0149) en MS 50% y KIN
2 (p=0.00069) en MS 100%.
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Grafica 6. Porcentaje de pigmentos fotosintéticos en brotes in vitro
de 7 meses obtenidos con los tratamientos KIN 1,2y 3 mg L.
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El porcentaje de pigmentos en los brotes provenientes de los tratamientos 2iP 1,
2y 3 mg L se muestran en la Grafica 7. Se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos (F= 13.0569; p= 0.0000), entre tipo de pigmentos (F= 117.1441; p=
0.0000) (Anexo Ill, Tabla 9) y en la interaccion entre ambos (F= 2.0486; p= 0.0358).

Los brotes del tratamiento 2iP 1 en ambas concentraciones de sacarosa
presentaron un porcentaje de clorofilas a+b muy semejante (2.09% en MS 50% vy
2.01% en MS 100%), sin embargo, la proporciéon de clorofilas fue diferente en cada
caso, ya que, mientras en 2iP 1 en MS 50% el porcentaje de Ca (0.94%) fue menor que
el de Cb (1.15%), en 2iIP 1 MS 100%, el porcentaje de Ca (1.54%) fue
significativamente mayor al porcentaje de Cb (0.47%).

Por otro lado, en los brotes de los tratamientos 2iP 2 y 2iP 3 en ambas
concentraciones de sacarosa se registraron los mas altos porcentajes de clorofilas a+b,
siendo significativamente mayores los de MS 100% (Anexo IIl, Tabla 10). No obstante,
la diferencia entre ambos tratamientos hormonales no fue significativa pues en MS 50%
se observo un 2.2% de Ca+b en brotes procedentes de 2iP 2 y un 2.17% en brotes de
2iP 3, mientras que en MS 100% los porcentajes registrados fueron 3.5% en 2iP 2 y
3.4% en 2iP 3.

Los porcentajes de Ca y Cb en ambos tratamientos hormonales, tanto en MS
50% como en MS 100% mostraron una mayor proporcidon de Ca que de Cb. El
porcentaje de carotenoides observado en los brotes enraizados en MS 50% fue
significativamente menor que el de los brotes del medio MS 100%. El tratamiento 2iP 1
tuvo el menor porcentaje (0.047% en MS 50% y 0.28% en MS 100%) con respecto a
los tratamientos 2iP 2y 2iP 3.

Comparando, en los brotes enraizados de los tres tratamientos de 2iP en ambas
concentraciones de sacarosa se observd un porcentaje de clorofilas a+b
significativamente mayor que en las plantas del control, principalmente los brotes de los
tratamientos 2iP 2 (p= 0.00013) y 2iP 3 (p= 0.00013), con los cuales la diferencia fue
mas marcada. En el caso del tratamiento 2iP 1 en MS 50%, el porcentaje de Ca
(0.94%) no difirio significativamente del porcentaje de Ca del control (0.9%). En cambio,
el tratamiento 2iP 1 en MS 100% mostr6 un porcentaje de Cb (0.47%) menor que el del

control (0.62%). Ademas, la cantidad de carotenoides registrados en el control (0.17%)
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fue mayor que en los brotes de los tratamientos 2iP 1 MS 50% (0.047%) y 2iP 2 MS
50% (0.12%).
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Grafica 7. Porcentaje de pigmentos fotosintéticos en brotes in vitro
de 12 meses obtenidos con los tratamientos 2iP 1,2y 3 mg L.
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El porcentaje de pigmentos registrado para las plantas del control presento
diferencias significativas entre pigmentos (F= 19.1271; p= 0.000004), ya que el
porcentaje de carotenoides fue significativamente menor que el porcentaje de clorofila a
(p=0.0038) y las clorofilas a+b (p= 0.0002).

Anicua y Rivas (2000) encontraron una mayor concentracion de pigmentos en
plantas in vivo de Mammillaria bocasana y M. carmenae que en brotes regenerados in
vitro, contrario a lo obtenido en este trabajo para E. grusonii ya que en general, el
porcentaje de pigmentos en las plantas control fue menor que el obtenido en los brotes
regenerados y enraizados in vitro. De acuerdo a Garrido (1998) la baja intensidad
luminica provoca una mayor sintesis de clorofila alrededor del fotosistema Il (PSIl) para
hacer mas eficiente la absorcion de luz, por lo tanto, en los brotes que se encuentran
en condiciones in vitro el incremento del contenido de clorofila esta en funcién de la
disposicion de luz.

Por otro lado, Gaspar et al. (1996) reporta que las citocininas promueven la
sintesis de clorofila, lo cual es reafirmado en Taiz y Zeiger (2006) al aplicar este tipo de
hormonas a hojas etioladas en ausencia de luz, encontrando que éstas forman
cloroplastos activos y sintetizan clorofila y enzimas fotosintéticas en una mayor tasa
que hojas normales expuestas a la luz. Esto sugiere que el uso de KIN y 2iP como
inductores para la produccién de brotes de E. grusonii tiene un efecto a largo plazo en
la produccion de clorofilas aun durante la etapa de aclimatizacion in vitro donde la

exposicion a los reguladores de crecimiento externos ya es nula.

Para finalizar, en la Tabla 11 se resumen los resultados obtenidos para cada
evaluacion fisiologica en los brotes regenerados y enraizados in vitro de Echinocactus
grusonii. Ademas, se muestra el tipo de metabolismo fotosintético propuesto para cada

tratamiento evaluado.
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Tabla 11. Resumen de los resultados obtenidos en cada evaluacion fisioldgica de los brotes regenerados y enraizados in vitro de E. grusonii. En la
ultima columna se indica el tipo de metabolismo fotosintético propuesto para cada tratamiento evaluado de acuerdo a lo obtenido principalmente por la

tasa de asimilacion de CO..

KIN 1 01142675  B513:185  6323+494 003920006 0037:0004 00380013 1969+035 08932020 04512003  CAM
- MS 50% obligado
KIN 2 (7 meses) 51512719 11672312 42012343 003720008 003320006 0.03720005 12312078 06082030 0247003
KIN 3 15721098 36562328 12082125 003720005 00420002 003820003 15432022 0718009 01642003
KIN1 N 4592199 24112831 39802151 004620005 004320001 0050=0013 16092057 07252028 03312002 CAM cicioo
KIN 2 ;1:,9;”}&%? 1163651 B609:1083 2188:332 00540018 0045-0000 00460008 1540:008 08632000 0401007
KIN 3 115052209  5.104:460  2850:550 00490008 0081=0011 005720018 1639203 0759:024 0384003
Plantulaz CAM
CONTROL  (germinaciénde 14854185 37215221 18202:891 0036:0005 0030:0008 0045:0007 1573:0% 0058:0% 0393000 AN
semillas) 9
%P1 £329+250 37624342 55872762 00250004 0024:0001 00360001 0941:017 11502008 0.047005 Otﬁg:“do
2P 2 [1'“;%"5;::5] 36118001  1266:942 26952695 003020000 002320003 002820002 12882009 0947205 01252005 CAM il
%P3 94141477 8988+477 186745429 0026s0008 002320004 002650003 13412031 08332027 0275+004 Otﬁg:“do
2P 1 29414550 3960570 135025373 0051s0074 00540005 0059+0028 1540:009 0469:002 0283+000 Ot’jg:“do
2P 2 [2“25;;;”; 70762800 15775575 D308 00520017 004220011 004220007 2121205 1440:030 03792009 CAM initl
%P3 4849411680  8303:219 204515188 0058+0018 00480005 0046+0019 1901:045 1489:028 0403+005 Otﬁg:“do
Plantulas CAM
CONTROL  (germinaconde 19747074 A4051=1534 06252478 00390007 002:0004 0019:0003 08%6:02 0616031 0475:008 S
zemillas)

Mafiana=8h-12h; Tarde=18 h-20 h; Noche=24h-4h
Cloa = clorofila a; Clo b = clorofila b; Crt= carotencides
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Figura 9. (A) Etapa inicial de la germinacion in vitro de semillas de Echinocactus grusonii. Barra 0.5 cm
(B) Desarrollo de las plantulas, raiz evidente (r) y epicétilo con aréolas y espinas. Barra 1.5 cm
(Cy D) Transferencia a condiciones ex vito de las plantulas.

Figura 10. Aspecto de los brotes de E. grusonii regenerados por activacion areolar de los diferentes
tratamientos de 2iP (A) y de KIN (B) (Fotografia (A) cortesia de Marisol Gonzalez Rodriguez).
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Figura 11. Aspecto general de los brotes pro;:edentes de los distintos tratamientos ensayados que
fueron individualizados y enraizados in vitro, durante la etapa de aclimatizacion en medio MS 50%
(A) Barra 2.5 cmy MS 100% (B) Barra 1 cm.
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VIl. CONCLUSIONES
e La germinacion in vitro permiti6 la obtencién de plantulas en un periodo de
tiempo mas corto que la germinacion ex vitro.
e La previa escarificacion de las semillas de E. grusonii para la germinacion in vitro
aseguran un proceso de germinacion exitoso y el desarrollo normal de las

plantulas al quedar separadas de las testas de forma natural.

Tasa de asimilacion de CO,

e La presencia de datos negativos en el registro de asimilacion de CO, se debe
probablemente a la difusion del gas a través de la epidermis del tejido por las
delgadas cuticulas.

¢ No existio una influencia directa de la concentracion de sacarosa en el medio de
enraizamiento, sin embargo, los tratamientos hormonales previos si influyeron en

la plasticidad del metabolismo CAM o CAM-C; de los brotes.

Concentraciéon de &cido malico

e Contrario a lo observado en la tasa de asimilaciéon de CO,, en este parametro se
observé una mayor influencia de la concentracién de sacarosa en el medio de
enraizamiento que del tratamiento hormonal previo.

e Las concentraciones de acido en el tejido fueron significativamente mayores en
los brotes enraizados en MS 100% que con MS 50%.

e El exceso de carbono almacenado en forma de acido malico puede representar
energia que sera utilizada durante la transferencia de los brotes a condiciones
ex vitro para la formacion de tejido nuevo y mas resistente al cambio de
ambiente.

e Las ligeras fluctuaciones de acido entre periodos del dia dependen en gran parte
de la actividad PEPC/Rubisco que se este llevando a cabo en el tejido
fotosintético al momento de captar el CO, ambiental o interno.
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Cuantificacion de pigmentos fotosintéticos

e En general, el porcentaje de pigmentos fue significativamente mayor en los
brotes regenerados in vitro que en el control, principalmente las clorofilas a 'y b.

e Las citocininas aplicadas previamente en la induccion de los brotes tienen un
efecto a largo plazo sobre la alta produccién de clorofilas a y b, pues durante la
aclimatizacion in vitro, la exposicion del tejido a estos reguladores ya es nula.

e La baja incidencia de luz en las cAmaras de incubacién también influyé en los

altos porcentajes de clorofilas.

Conclusion general
e En Echinocactus grusonii existe un efecto combinado durante la aclimatizacion in
vitro de la concentracion de sacarosa en el medio de enraizamiento y el
tratamiento hormonal previo que actla de diferente forma en cada uno de los
pardmetros evaluados. Esto confirma que las condiciones medioambientales a
las que se encuentran expuestos los brotes regenerados in vitro definen la
plasticidad de la expresion del metabolismo CAM o C; y el nivel de sintesis de

los pigmentos fotosintéticos.

Es importante resaltar que Rodriguez (2006), al utilizar KIN durante la etapa de
induccién de brotes en una concentracién de 3 mg L™ obtuvo 244 brotes en total, de
los cuales el 15% presentaron anormalidades morfoldgicas. Sin embargo utilizando
las tres concentraciones de 2iP obtuvo un mayor nimero de brotes y con una mejor
respuesta morfogenética, siendo 221 brotes con 1 mg L™, 271 brotescon2mg L™y
280 brotes con 3 mg L™ de los cuales, del 96 a 99% presentaron una morfologia
normal. De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, fueron los brotes de
2iP los que reflejaron un metabolismo fotosintético mas aproximado al metabolismo
CAM tipico de la familia Cactaceae, lo que complementado con lo aportado por
Rodriguez, el tratamiento mas recomendable para realizar una exitosa propagacion
in vitro de Echinocactus grusonii es el de 2iP en cualquiera de las tres
concentraciones antes mencionadas. Ya que, ademas fueron los brotes que
mostraron el mayor porcentaje de sobrevivencia ex vitro (de 94 a 100%) después de

su previa aclimatizacion in vitro en MS 50%.

Alma Yadira Martinez Rendén (2007)



Evaluacion fisiologica de brotes regenerados in vitro de Echinocactus grusonii Hildmann
(Cactaceae), especie amenazada de extincion

Anexo |. Descripcion botanica de Echinocactus grusonii Hildmann

De acuerdo a Bravo-Hollis y Sanchez Mejorada (1991) y a Scheinvar (2004),
Echinocactus grusonii es una planta solitaria de tallo grande, globoso, las mas longevas
son cilindricas de 20 a 130 cm de altura, a veces producen brotes en la base,
frecuentemente de 40 a 80 cm de diametro, de color verde claro; apice con lana
amarilla. De 21 a 37 costillas, mas bien delgadas y altas. Aréolas grandes, alargadas,
distantes entre si cerca de 1 cm, a veces mas o menos confluentes, las cercanas al
apice con lana amarillenta. Espinas anuladas de color amarillo oro cuando jovenes,
después mas palidas, y las viejas con algo de tinte castafio. Espinas radiales de 8 a 10,
subuladas, de 3 cm de longitud. Espinas centrales generalmente 4, hasta de 5 cm de
longitud. Flores de 4 a 6 cm de longitud y 5 cm de diametro, que no se abren
ampliamente; pericarpelo esferoidal llevando escamas acuminadas que desarrollan en
sus axilas abundante lana; tubo receptacular de 3 cm de diametro, cubierto con
escamas lanceoladas y largamente acuminadas; segmentos exteriores del perianto
largamente acuminados, de color castafio en el envés y amarillo en el haz; segmentos
interiores del perianto de color amarillo cadmio, con brillo sedoso, erectos,
angostamente lanceolados, acuminados, mas cortos que los exteriores; numerosos
estambres, conniventes, formando un grueso cilindro en el centro, amarillos; estilo
amarillo; l6bulos del estigma 12. Fruto oblongo hasta esférico, de 12 a 20 mm de
longitud, de pared delgada, cubierta con escamas y lana blanca o desnudo hacia abajo.
Semillas de 1.5 mm de longitud; testa brillante, de color castafio. Localidad tipo: El
Infiernillo, en la Barranca del Rio Moctezuma, Querétaro. Es una planta ornamental por
el color amarillo de las espinas; se ha exportado en tan grandes cantidades que

actualmente esta casi extinta en su habitat.
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Anexo Il. Formulacion de los medios de cultivo MS y MS 50% (Murashige y
Skoog, 1962)

Macronutrimentos

NH;NO3 1.65 0.825
KNO; 1.90 0.95
MgSO, 7H,0 0.37 0.185
KH,PO, 0.17 0.085
CacCl; 2H,0 0.44 0.22
Micronutrimentos
Kl 0.00083 0.000415
H3BO; 0.0062 0.0031
MnSO, H,0O 0.01689 0.00845
ZnS0O, 7H,0 0.0086 0.0043
Na,MoO, 2H,0 0.00025 0.000125
CuS0O, 5H,0 0.000025 0.0000125
CoCl, 6H,0 0.000025 0.0000125
Solucion Fierro-EDTA
Na,EDTA 0.0373 0.01865
FeSO, 7H,0 0.0278 0.0139
Vitaminas
Acido nicotinico 0.0005 0.00025
Piridoxina-HCI (Be) 0.0005 0.00025
Tiamina-HCI (B,) 0.0001 0.00005
Aminoéacidos
Inositol 0.10 0.05
Glicina 0.002 0.001
Sacarosa 30 15
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Anexo lll. Tablas de probabilidad de anédlisis estadistico de las evaluaciones
fisioldgicas.

Tabla 3. Anélisis de comparaciones mltiples (Tukey, p < 0.05) entre horas en la tasa de asimilacion de CO,
de brotes enraizados en MS 50% y MS 100% provenientes de los tratamientos KIN 1, 2y 3mg L1

HORA 4h 8h 12h 16 h 20h 24 h
4h
8h 0.9955

12h 0.1389 0.0429

16 h 0.0446 0.1433 0.0001

20 h 0.5551 0.8522 0.0017 0.7596

24 h 0.9730 0.9999 0.0227 0.2315 0.9406

Tabla 4. Andlisis de comparaciones multiples (Tukey, p < 0.05) entre horas en la tasa de asimilacion de CO;

de plantas juveniles de 7 meses de edad (Control)

HORA
4h
8h
12h
16 h
20h
24 h

4h

0.3064
0.3231
0.3366
0.0525
0.0073

8h

1.0000
0.9999
0.8412
0.0006

12 h

1.0000
0.8227
0.0007

16 h 20h 24h
0.8077
0.0007 0.0003

Tabla 5. Analisis de comparaciones multiples (Tukey, p < 0.05) entre horas en la tasa de asimilacion de CO,
de brotes enraizados en MS 50% y MS 100% provenientes de los tratamientos 2iP 1, 2y 3 mg L1

HORA
4h
8h
12 h
16 h
20 h
24 h

4h

0.0001
0.0001
0.0080
0.0001
0.8475

8h

0.1462
0.0001
0.0038
0.0001

12h

0.0420
0.7721
0.0001

16 h 20h 24 h
0.5603
0.1743 0.0003

Tabla 6. Andlisis de comparaciones multiples (Tukey, p < 0.05) entre tratamientos en la concentracion de
acido malico de brotes enraizados en MS 50% y MS 100% provenientes de los tratamientos 2iP 1, 2 y 3 mgL!

TRATAMIENTOS

2iP 1 MS 50%
2iP 2 MS 50%
2iP 3 MS 50%
2iP 1 MS 100%
2iP 2 MS 100%
2iP 3 MS 100%

2iP 1 MS

50%

0.9970
0.9862
0.0003
0.0442
0.0027

2iP 2 MS

50%

0.9998
0.0001
0.0002
0.0001

2iP 3 MS
50%

0.0001
0.0001
0.0001

2iP 1 MS 2iP 2 MS 2iP 3MS
100% 100% 100%
0.2309
0.9166 0.7949
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Tabla 7. Andlisis de comparaciones multiples (Tukey, p < 0.05) entre porcentaje de pigmentos de brotes
enraizados en MS 50% y MS 100% provenientes de los tratamientos KIN 1,2y 3 mg L

PIGMENTO Clorofila a Clorofila b Clorofila a+b Carotenoides
Clorofila a
Clorofila b 0.00016

Clorofila a+b 0.00016 0.00016

Carotenoides 0.00016 0.00017 0.00016

Tabla 8. Andlisis de comparaciones maltiples (Tukey, p < 0.05) entre tratamientos en el porcentaje de
pigmentos de brotes enraizados en MS 50% y MS 100% provenientes de los tratamientos KIN 1, 2y 3 mg L+

KINLMS  KIN2MS KIN3MS  KINIMS  KIN2MS  KIN3MS
TRATAMIENTOS 50% 50% 50% 100% 100% 100%
KIN 1 MS 50%

KIN2MS50%  0.0001

KIN3MS50% 00488  0.0001

KINLMS100% 00004 00002 04015

KIN2MS100% 09967 00001  0.0387 0.0012

KIN3MS100% 00078 00001 09751 0.8373 0.0261

Tabla 9. Andlisis de comparaciones multiples (Tukey, p < 0.05) entre porcentaje de pigmentos de brotes
enraizados en MS 50% y MS 100% provenientes de los tratamientos 2iP 1, 2y 3 mg L+

PIGMENTO Clorofila a Clorofila b Clorofila a+b Carotenoides
Clorofila a
Clorofila b 0.0050

Clorofila a+b 0.0002 0.0002

Carotenoides 0.0002 0.0002 0.0002

Tabla 10. Anélisis de comparaciones mdltiples (Tukey, p < 0.05) entre tratamientos en el porcentaje de
pigmentos de brotes enraizados en MS 50% y MS 100% provenientes de los tratamientos 2iP 1, 2y 3. mg L!

TRATAMIENTOS 2iIP 1 MS 2IP 2 MS 2IP 3 MS 2iP 1 MS 2iP 2 MS 2iP 3 MS

50% 50% 50% 100% 100% 100%
2iP 1 MS 50%
2iP 2 MS 50% 0.9874
2iP 3 MS 50% 0.9802 0.9999
2iP 1 MS 100% 0.9998 0.9987 0.9972
2iP 2 MS 100% 0.0004 0.0002 0.0003 0.0007
2iP 3 MS 100% 0.0013 0.0007 0.0009 0.0025 0.9931
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