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RESUMEN

A raiz de la construccion de la Linea de Transmision Temascal II-Oaxaca Potencia de la
Comision Federal de Electricidad (CFE), la Sociedad Mexicana de Cactologia, A.C, ejecutd el
proyecto “Rescate de Cactaceas y otras Plantas Endémicas de la Region de Cuicatlan, Oaxaca” y
simultdneamente se construyd un vivero de propagacion por semillas y esquejes de plantas
nativas con fines de reforestacion y restauracion. Entre las plantas que se propagan en ese vivero,
se encuentra la Crasulacea Echeveria laui, que se reporta como endémica de la Region de
Cuicatlan, Oaxaca. La investigacion sobre su reproduccion, se restringe a dos articulos, uno
realizado en Polonia, enfocado a la propagacion in vitro de esta especie y el segundo desarrollado
en México, donde se elaboro una investigacion enfocada a la propagacion sexual y vegetativa por
esqueje de hoja. Debido a la poca informacion cientifica dirigida a esta especie, se enfoco este
estudio a propagar mediante reproduccion sexual y vegetativa in vivo e in vitro individuos de
Echeveria laui. Se determinaron los intervalos de intensidad luminosa, humedad relativa y
temperatura, que favorecen el desarrollo de rosetas de E. /aui en propagacion vegetativa, ademas
se determiné la influencia de el sustrato en la formacion de rosetas en los esquejes, también se
realizaron pruebas de germinacion con semillas de la especie para determinar la influencia de la
temperatura, intensidad luminosa y tiempo de maduracion; asimismo se realizaron medios de
cultivo para propagar vegetativamente £. /aur de manera in vitro con mezclas hormonales. En los
resultados de propagacion vegetativa se observo que los esquejes formaron rosetas en 60 dias (60
a 70 %), manteniéndolos en una Humedad Relativa de 28.1~47.4 %, intensidad luminosa
promedio de 38.66 pmolm™s”, temperatura de 23.5 ~ 31.1 °C y un fotoperiodo de 6:18
luz/obscuridad. Intensidades luminosas arriba de los 300pmolm™s™, representaron un riesgo para
el desarrollo de brotes y se concluyd que el sustrato, no fue indispensable para la propagacion por
esqueje. Las pruebas de germinacion revelaron que las semillas son muy sensibles en su
viabilidad, a las fluctuaciones de la temperatura y que requiere un tiempo de 280 dias de
maduracion para aumentar el niimero de semillas germinadas. Los explantes colocados en el
medio de cultivo in vitro, que se desarrolld para generar callo (VRc) mostraron division celular y
crecimiento del tejido en 50 dias, el medio para formacién de roseta (VRb4), indujo en los

explantes el desarrollo de rosetas perfectamente definidas en un lapso de 97 dias.




Establecimiento de Métodos de Propagacion Vegetativa e ?’
1n vivo e in vitro de Echeveria laui (CRASSULACEAE) ng%

INTRODUCCION

México comprende una de las riquezas bioldgicas mdas importantes a nivel mundial, posee
alrededor del 10% de la biodiversidad terrestre a nivel mundial (Mittermeier, ef a/. 1992), valor
que sobresale incluso de paises con limites territoriales similares (Dirzo, et al. 1994), también
estd considerado entre los doce paises denominados megadiversos, los cuales en conjunto

albergan entre 60 y 70% de la diversidad bioldgica total del planeta (Mittermeier, ef al. 1992).

Entre las principales causas que han originado la biodiversidad de México, se pueden resaltar la
topografia accidentada del territorio, la variedad de climas y una compleja historia geoldgica y
biologica, entre otras. La interaccion de todos estos factores ha contribuido a formar un mosaico
de condiciones ambientales y microambientales que promueven una gran variedad de habitats y

formas de vida (Rzedowski, 1978).

La region de Cuicatlan, se ubica entre las Montafias de la Sierra de Juarez, La Sierra de Huautla,
La Sierra de Zongolica y La Sierra de la Mixteca e Ixcateca, al noroeste del Estado de Oaxaca; se
incluye en la Cuenca Alta del Papaloapan que se recarga con los rios Grande, Salado, Las Vuctas
y Tomellin. Es considerada una zona arida y semidrida por su baja precipitacion pluvial, pero en
realidad corresponde a una zona con clima semidrido. Los registros de las estaciones
climatologicas marcan para Cuicatlan una temperatura media anual de 25.8 °C y precipitacion
pluvial de 513.2 mm. Podemos encontrar siete tipos de vegetaciéon en la region de Cuicatlan:
Bosque Tropical Caducifolio, Matorral Xerofilo, Bosque Espinoso, Bosque de Quercus, Bosque
de Coniferas, Bosque Tropical Subcaducifolio, Vegetacion Acudtica y Subacuatica (Reyes, ef al

2004).

La provincia floristica conocida como Tehuacan-Cuicatlan, esta ubicada en los estados de Puebla
y Oaxaca, es considerada mundialmente una de las areas de mayor biodiversidad, como ejemplo

se citan mas de 2700 especies de plantas vasculares, muchas de ellas consideradas como
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endémicas (Reyes, ef al 2004). Acosta (2002) calcula un estimado de endemismo del 22.2%

aunque sostiene que datos recientes podrian incrementar este porcentaje.

Por tal motivo se declar6 en el Diario Oficial de la Federacion el 18 de Septiembre de 1998 una
superficie de 490, 186 ha como Area Natural Protegida (ANP) con caracter de Reserva de la
Biosfera, que abarca desde la Sierra de Tecamachalco, Puebla, hasta Atatlahuaca en la Cafiada

Chica, Oaxaca (Reyes, ef al. 2004).

A raiz de la construccion de la Linea de Transmision Temascal II-Oaxaca Potencia de la
Comision Federal de Electricidad (CFE), la Sociedad Mexicana de Cactologia, A.C, ejecut6 el
proyecto “Rescate de Cactaceas y otras Plantas Endémicas de la Region de Cuicatlan, Oaxaca” y
simultdneamente se construyd un vivero de propagacion por semillas y esquejes de plantas

nativas con fines de reforestacion y restauracion (Reyes, ef al. 2004).

Entre las plantas que se propagan en ese vivero, se encuentra la crasulacea, Echeveria laui Moran
& Meyrén, la cual de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana “NOM-059-SEMARNAT-2001" se
encuentra catalogada como “en peligro de extincion” lo que la coloca dentro de aquellas especies
cuyas areas de distribucion o tamafio de sus poblaciones en el territorio nacional han disminuido
drésticamente poniendo en riesgo su viabilidad biolégica en todo su habitat natural, debido a
factores tales como la destruccion o modificacion dréstica del habitat, aprovechamiento no
sustentable, enfermedades o depredacion, entre otros (esta categoria coincide parcialmente con
las categorias de en peligro critico y en peligro de extincion de la clasificacion de la IUCN, 1994;
IUCN-CSE, 1999). Se reporta a esta especie como especie endémica a la Region de Cuicatlan,

Oaxaca (Reyes, et al 2004).

Meyran y Lopez (2003), reportan que estas plantas son muy apreciadas en jardineria y se han

usado con frecuencia en el arreglo de prados, jardines rocosos, bancales y repisas de ventana.
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DESCRIPCION ESPECIFICA

FAMILIA: Crassulaceae

Las crasulaceas son plantas que poseen hojas, tallos o raices suculentas. La mayoria de las
especies de esta familia son hierbas o arbustos perennes solitarios o cespitosos con hojas
dispuestas en forma de roseta. Sus hojas son suculentas, de diferentes tamanos, desde muy
pequefias (2 o 3 mm) hasta muy grandes (mas de 30 cm); las cuales pueden presentar superficies
cubiertas de papilas, pelos o cera. Presentan inflorescencias con flores generalmente pentameras
(5 sépalos y 5 pétalos). Los géneros mejor representados en México son Sedum 'y Echeveria.

bh 13 bh 13

Algunas de ellas son conocidas comunmente como “siempre viva”, “oreja de raton”, “oreja de
burro”, “chisme” y “conchitas”. La familia Crassulaceae comprende alrededor de 35 géneros y
cerca de 1410 especies; en nuestro pais crecen alrededor de 340 de ellas, principalmente en zonas
aridas, semidridas y bosques templados. Se distribuyen en todo el mundo (cosmopolita), en
regiones calidas y secas, aunque es posible encontrarlas en ambientes frios y humedos. Se

distribuyen principalmente en México, Centro y Sudamérica, Sudéfrica y sur de Asia (Reyes, ef

al, 2004).

GENERO: Echeveria (De Candolle).

Plantas perennes, a veces arbustivas, con raices fibrosas o a veces engrosadas, fusiformes; tallos
simples o ramificados, cortos o alargados; hojas alternas espiralmente, ya sea rosuladas o
dispersas, mas o menos carnosas, bordes casi siempre entero, pero a veces lacerados o
fimbriados, casi siempre sésiles, pero también con base cuneada, no amplexicaule, una vena en la
base de cada hoja, a menudo glaucas o pruinosas. Inflorescencia siempre lateral o axilar, ya sea
en cincino, panicula con cincinos, espiga o racimo; el tallo floral con hojas en su parte inferior,
nunca cordadas o amplexicaules, en la inflorescencia bracteas abajo de cada flor y una o dos
bractéolas o ninguna en los pedicelos, estos cortos o largos; flores con 5 sépalos, 5 pétalos, 5

carpelos y 10 estambres; los sépalos pueden ser de tamafio igual o desigual, extendidos,
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ascendentes o apresadores; la corola varia de cilindrica a conoidea o urceolada, habitualmente
con colores brillantes, pétalos gruesos, erectos, imbricados, a veces valvados, aquillados
comunmente por fuera y acanalados en su cara interna, sin apéndices a los lados del filamento
epipétalo (excepto en tres especies), carpelos connatos en la base; nectarios grandes que pueden
ser truncados, reniformes o semilunares; los foliculos cominmente son divergentes al madurar,

las semillas tienen testa lisa o reticulada (Meyran y Lopez, 2003).

ESPECIE: Echeveria laui Moran & Meyran.

Planta glabra, marcadamente pruinosa, roseta densa de 12-30 cm de didmetro, hojas obovadas,
redondeadas, a obtusas, subapiculadas, bordes obtusos, de 5-8 cm de largo, 3-4.5cm de ancho, 6-
8 mm de grosor, rojizas o verde oscuro rojizo bajo la pruina. Tallos florales 1-2, de 6-20 cm de
longitud, con 5-7 hojas obovadas a elipticas, redondeadas a obtusas, espolonadas, de 11-20 mm
de largo; sépalos ascendentes, algo incurvados, triangulares a eliptico-ovados, muy desiguales, el
mayor de 16-20 mm de largo; corola piramidal de 13-16mm de largo, 7-8 mm de didmetro en la
base, roja pero muy pruinosa, nectarios moteados de rojo. Cromosomas n=15. Localidad tipo:

Oaxaca; cafadas laterales del rio Salado, Quiotepec. (Meyran y Lopez, 2003).




Establecimiento de Métodos de Propagacion Vegetativa e ?’
1n vivo e in vitro de Echeveria laui (CRASSULACEAE) ng%

ANTECEDENTES

En general en el mundo, se ha realizado realmente poca investigacion en esta familia, desde el
punto de vista de la taxonomia se ha trabajado en el planteamiento basicamente de una taxonomia
morfologica y en los ultimos afios, también en organismos de ésta familia se han aislado

alcaloides y taninos caracteristicos, para desarrollar una quimiotaxonomia (Stevens, et al. 1995).

Desde el punto de vista de su cultivo y propagacion in vivo, pocas especies se han reproducido,
como Kalanchoe blossteldiana donde diferentes sustratos y mezclas artificiales junto con
reguladores de crecimiento fueron utilizados para evaluar el enraizamiento de estacas apicales
(Villanueva, ef al 1998) y en Crassula argentea fueron evaluadas diferentes intensidades de luz
y tratamientos hormonales para obtener la regeneracion de individuos a partir de esquejes de hoja

(Paterson y Rost, 1979).

En el caso particular de Echeveria laui, existe poca investigacion, en lo que se refiere a cultivos
in vitro se ha trabajado con fragmentos de hoja en medio de cultivo MS, suplementado con
auxinas y citocininas, (Wojciechowicz, ef al 2001). Respecto a la propagacion vegetativa in vivo
Pina-Poujol, ef a/. (2007), sometieron esquejes de hoja de la crasulacea, a diferentes intensidades
de luz y cantidad de nutrimentos, para obtener nuevos individuos, ademas de haber hecho un
estudio sobre la capacidad germinativa de la semilla y reintroduccion de las plantulas obtenidas a
su ambiente natural. Estos autores proponen la propagacion vegetativa como un método viable
para la conservacion de esta especie, pudiendo utilizarse para producir ejemplares de venta y en
casos excepcionales para reintroduccion y repoblacion, debido a que la germinacién de las

semillas en esta especie es un evento raro.

Tomando en cuenta lo anterior, es de suma importancia encontrar las condiciones ambientales
adecuadas de cultivo como intensidades de luz, temperatura, humedad relativa, asi como
determinar el tratamiento hormonal que haga factible propagar E. /aui, para lograr la adecuada

conservacion de esta especie endémica y ademads en peligro de extincion.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Propagar mediante reproduccion sexual y vegetativa n vivo e in vitro individuos de Echeveria

laur.

Objetivo particular:

1) Obtener el método apropiado, para reproducir vegetativamente Echeveria laui por medio

de esquejes de hoja.

2) Determinar el intervalo de luz, temperatura y humedad del sustrato, que favorezca la

propagacion por esquejes de hoja de Echeveria laui.

3) Determinar si la aplicacién iz vivo de Acido Indolbutirico y Bencilaminopurina en

esquejes de hoja de E. /aui, aceleran la propagacion.

4) Comparar el porcentaje de germinacion de semillas de FEcheveria laui, en luz y

temperatura controladas y en condiciones fluctuantes de en un invernadero.

5) Comparar el porcentaje de germinacion de semillas de Echeveria laui, después de un

periodo maximo 280 dias de almacenaje.

6) Establecer un medio de cultivo 7n vitro adecuado para la obtencion de callos y brotes de

Echeveria laui.
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MATERIAL Y METODO

Se trabajo con plantas de Echeveria laui provenientes del Vivero “La Iberia”, perteneciente a la
Fundacion para la Reserva de la Biosfera, Cuicatlan, A. C., Localizado en La Iberia s/n, San Juan
Bautista, Cuicatlan, Oaxaca. Con registro UMA: MX/VIV-CO-218-OAX/05.

Estas plantas se depositaron en el invernadero de la Unidad de Morfologia y Funcion de la FES-

Iztacala, UNAM.

PROPAGACION VEGETATIVA POR ESQUEJE DE HOJA

Experimento 1. Efecto de luz, humedad, reguladores de crecimiento y su aplicacion, en la

formacion de brotes por esqueje de hoja.

Se propagd Echeveria laui vegetativamente por medio de esquejes de hoja, utilizando como
sustrato 316 gr de tierra de hoja con tepojal (tamizado por una malla de 0.5cm) 1:1, la mezcla se
depositdé en 20 cajas de plastico transparente. Sobre el sustrato se colocaron 4 esquejes de hoja
por caja, éstos se obtuvieron de la base de la planta adulta (Fig. 1).

Después de tomar las hojas, se les dejo un tiempo de cicatrizacion de siete dias para proceder al
tratamiento experimental, esto con el fin de evitar la pudricion al someterlos a un ambiente con
humedad.

La intensidad luminosa se midid con un cuantometro marca Hansatech, modelo Quantum
sensor/measuring unit, colocando 10 cajas en dos intensidades de luz (“-LUZ” 0.81~265 pmolm-
51y “+LUZ” 1.795~760 pmolm-s™, Grafica 1, Fig. 4).

A los grupos denominados “H” se les agregd 130 ml de agua corriente, dejando el sustrato a
41.21 % de su Capacidad de Campo (CC) y los grupos llamados “S” se mantuvieron a 1.95 %
CC.

A cada hoja se le sumergi6 en etanol al 96 % durante 2 min (a excepcion de los grupos “Testigo

con Cera”), con el fin de retirar la cera que cubre la epidermis de las hojas de E. /aui.
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Se prepararon 2 mezclas con Acido Indolbutirico (AIB)
Mezcla 1. Talco+AIB a 500 ppm
Mezcla 2. Vaselina+AIB a 500 ppm

y una solucion de Etanol al 96 %+AIB a 200 ppm (Cuadro 1).

El AIB se aplicé por medio del “Método de espolvoreado” (Weaver, 1990), que consistio, en
espolvorear el esqueje con la mezcla 1. En el caso de la mezcla 2, se ha visto que la vaselina
también resulta eficaz (Weaver, 1990), asi que se unt6 ésta en los bordes de las hojas. Finalmente
las hojas pertenecientes al tratamiento con solucion (Etanol al 96 %+AIB a 200 ppm), se les
remojo durante 2 minutos y luego se dejo evaporar el alcohol con el fin de que el regulador de
crecimiento se mantuviera adherido en forma de polvo.

El experimento tuvo una duracion de 2 meses y se realiz6 el conteo de los brotes obtenidos al
término de este tiempo, es importante mencionar que los lotes “H” fueron cubiertos por una tapa

de plastico transparente.

Cuadro 1. Tratamientos del Experimentol, esquejes de hoja de £. /ausen dos intensidades de luz, dos condiciones

de humedad, tres tratamientos con AIB aplicados con tres vehiculos diferentes y dos testigos.

-LUZ 0.81~265 pmolm-*s™ +LUZ 1.795~760 pmolm-s™
H VASELINA | ETANOL | TESTIGO | TESTIGO VASELINA | ETANOL | TESTIGO | TESTIGO
TALCO+AIB TALCO+AIB
41.21% +AIB 96%+AIB CON SIN +AIB 96%+AIB CON SIN
500ppm 500ppm
cc 500ppm 200ppm CERA CERA 500ppm 200ppm CERA CERA
S VASELINA | ETANOL | TESTIGO | TESTIGO VASELINA | ETANOL | TESTIGO | TESTIGO
TALCO+AIB TALCO+AIB
1.95 % +AIB 96%+AIB CON SIN +AIB 96%+AIB CON SIN
500ppm 500ppm
cc 500ppm 200ppm CERA CERA 500ppm 200ppm CERA CERA

Experimento 2. Efecto de los reguladores de crecimiento y su aplicacion, sobre la induccion

de brote, raiz o ambas.

En 18 cajas de plastico con 316 gr de tierra de hoja con tepojal 1:1 (tamizado por una malla de

0.5cm), se depositaron esquejes de hoja de Echeveria laui (8 por caja).
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Se les dejo cicatrizar durante 7 dias la herida provocada al separarlas de la planta adulta y
posteriormente se les removio la cera con etanol al 96 % durante 2 min, a excepcion de los
grupos “Testigo con Cera”.
Se prepararon las siguientes soluciones con hormonas disueltas en agua destilada y se
sumergieron durante 60 min (24 esquejes por solucion):

1. Acido Indolbutirico (AIB) a 500 ppm

2. AIB a 1000 ppm

3. bencilaminopurina (BAP) 500 ppm

4. BAP 1000 ppm
Finalmente se utilizaron los grupos llamados “Testigo con Cera” y “Testigo sin Cera” y se les
sumergio en agua destilada durante 60 min (24 hojas por grupo).
A los grupos denominados H y HE se les cubrié con tapas de plastico transparente y se les agregd
130 ml de agua corriente, dejando el sustrato a 41.21 % de su Capacidad de Campo (CC) y los
grupos “S” se mantuvieron a 1.95 % CC (Cuadro 2).
El experimento dur6 60 dias y al termino de este tiempo se realizaron los conteos de las raices,
brotes y brotes con raices obtenidas, ademas es importante resaltar que las hojas de los grupos HE
permanecieron enterradas en el sustrato (Fig. 5) a diferencia de los lotes H y S que se

mantuvieron con el envés sobre el sustrato.

Cuadro 2.- Tratamientos de Experimento 2, esquejes de E. /aur sumergidos durante 1h, en AIB y BAP (1000 y
500ppm) como reguladores de crecimiento y agua destilada como testigo; donde “S” se refiere a esquejes sobre un

sustrato seco, “H” esquejes sobre un sustrato himedo y “HE” a esquejes enterrados en un sustrato himedo.

INTENSIDAD 0.87~2635umolm-2%"
S Testigo sin
IBA 500ppm IBA 1000ppm BAP 500ppm BAP 1000ppm Testigo con cera
1.95 % CC cera
H . Testigo sin
IBA 500ppm IBA 1000ppm BAP 500ppm BAP 1000ppm Testigo con cera
41.21 % CC cera
HE Testigo sin
IBA 500ppm IBA 1000ppm BAP 500ppm BAP 1000ppm Testigo con cera
41.21 % CC cera
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Experimento 3. Determinacion de la influencia de la obscuridad, en la induccion de raiz

Se colocaron dos cajas de plastico con 10 esquejes de hoja y dos cajas mas con 11 esquejes por
caja (se dejaron cicatrizar durante siete dias y no se les retiro la cera), con una mezcla de sustrato
de las mismas caracteristicas que los experimentos 1 y 2, estas cajas, se dividieron en dos, las que
se mantuvieron en un rango de temperatura de 21~23 °C (Cuarto de cultivo) y las otras que se
colocaron de 9~29 °C (Invernadero), las cajas del “Cuarto de cultivo” se dividieron en dos, una
en intensidad de luz de 30 umolm->s , con un fotoperiodo de 16:8 luz/obscuridad (con 11
esquejes llamados “LA”) y otra con 10 hojas que se mantuvo a la misma temperatura pero en
obscuridad (tapadas con una caja de carton denominadas “OA” ). Las dos cajas restantes se
mantuvieron en el “Invernadero” de la unidad de morfologia y funcion de la FES-Iztacala
(UNAM), las cuales también se dividieron en dos, una se expuso a intensidades luminosas de
0.81~265 umolm-"s™ (con 11 esquejes llamados “LI”) y la otra con 10 hojas que se mantuvo en
obscuridad tapandola con una caja de cartén a la que se denomino como “OI”” (Fig. 6).

El experimento dur6 2 meses y al término de este tiempo se realiz6 el conteo de raices y brotes.

Experimento 4. Influencia de la temperatura y de las intensidades luminosas sobre la

formacion de brote.

Se desprendieron 21 hojas de Echeveria laui, y se colocaron en 3 charolas de unicel (siete por
recipiente), esta vez no se les dejo los 7 dias de cicatrizacion, no se depositaron sobre sustrato, ni
se les retiro la cera. Las tres charolas con los esquejes se dividieron en 3 intensidades luminosas y
3 rangos de temperatura:
1) BAJO, con una intensidad de luz promedio de 2/.53 umolm-s™ y una temperatura que
oscild entre los 23 y los 32 °C.
2) MEDIO, con 90.69 pmolm-s" de intensidad luminica promedio y temperaturas de 23~38
°C.
3) ALTO, con una intensidad luminosa promedio de 373.38 umolm-s” y 23~49 °C de

temperatura.
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Se colocaron 17 hojas mas de E. /aui, los esquejes se dividieron y se colocaron en las siguientes
condiciones:
4) TEMPERATURA ALTA, 34~35 °C en obscuridad (10 hojas).
5) TEMPERATURA BAJA, 14 °C en obscuridad (7 hojas).
Asi mismo 8 esquejes de hoja se mantuvieron en las siguientes condiciones:
6) FRIO, con una intensidad de 28 umolm-’s™ y una temperatura de 14 °C.
El experimento tuvo una duracion de 2 meses y al termino de dicho tiempo se realizaron los

conteos de brotes y raices desarrolladas.
Experimento 5. Influencia del sustrato y la humedad relativa, en la induccion de brote.

Se utilizaron 3 cajas de plastico con tapas transparentes y 10 hojas de E. /aui en su interior.
Estas se dividieron de la siguiente forma:

1) “H”, una caja con sustrato*y una CC de 41.21 %, con Humedad Relativa de 78.4~92.5%

2) “S”, una caja con sustrato*y una CC de 1.95 %, con Humedad Relativa de 30.5~36.2%

3) “N”, una caja sin sustrato de ningln tipo y una Humedad Relativa de 28.1~47.4%
Ademas 10 hojas se colocaron de la siguiente forma:

4) “F”, sobre una superficie de aluminio sin tapar y una Humedad Relativa de 29~87%
Todos los grupos de hojas (H, S, N y F) se mantuvieron en una intensidad luminosa promedio de
38.66 nmolm-s™', una temperatura de 23.5+1.1 °C (Minima) ~ 31.1+1.6 °C (Méxima) y un
fotoperiodo de 6:18 luz/obscuridad durante 60 dias y al concluir este tiempo se realizaron los

conteos de brotes y raices desarrolladas.

Experimento 6. Influencia de la luz en el desarrollo de brote o raiz en hojas pequefias,

utilizadas como esqueje.

Se utilizaron 20 hojas provenientes de rosetas obtenidas de esquejes de hoja (MEDIANAS), con
un tamafio de 2.5 cm de largo, éstas se depositaron en cajas de pldstico con tapas transparentes,

sustrato* con una CC de 41.21 %, una Humedad Relativa (HR) de 84.6~93.4 %, temperaturas de
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25.7+0.6 °C (Minima) ~ 29.24+0.07 °C (Maxima) y una intensidad luminica de 7.8 pmolm-s™; a
su vez otras 20 hojas provenientes también de rosetas obtenidas a partir de propagacion
vegetativa, con un largo de 5 mm (CHICAS), se mantuvieron en cajas con sustrato de las mismas
caracteristicas que las hojas medianas y con la misma capacidad de campo, 24.84+0.6 °C (Minima)
~ 29.1+0.07 °C (Maxima) de temperatura y una intensidad luminica de 7./5 umolm-’s™. Se
utilizé intensidades muy bajas para evitar un dafio por deshidratacion y verificar si hay una
respuesta positiva en estas intensidades luminosas.

Estos experimentos tuvieron una duracion de 2 meses y al concluir este tiempo se realizaron los

conteos de raices y brotes desarrollados.

NOTA: Sustrato* =316 gr de tierra de hoja con tepojal 1:1 (tamizado por una malla de 0.5cm).

Experimento 7. Proporcion del desarrollo de raices, rosetas, brotes con raiz y callo en esquejes

de hoja.

Se realizé un experimento mas con siete cajas (10 hojas por caja), para obtener la proporcion de
raices, rosetas, brotes con raiz y callo (Fig. 20), que los esquejes de hoja de E. /aus formaron
después de mantenerlos dos meses en las mismas condiciones que “N” en el experimento 5.

Los conteos se realizaron al concluir el tiempo sefialado.
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PROPAGACION SEXUAL

Plantas cultivadas en el vivero “La Iberia”, fueron trasladadas al invernadero de la unidad de
“Morfologia y Funcion de la FES-Iztacala, UNAM?”, ahi desarrollaron escapos florales y se
obtuvieron 1406 semillas de Echeveria laui.

Con el fin de determinar la viabilidad de las semillas a través del tiempo y su sensibilidad ante
cambios de temperatura. Se colocaron en cajas Petri 20 semillas (por caja), con 5 hojas de papel
secante en su interior, humedecido con 5 ml de agua destilada; en todos los casos el porcentaje
total de germinacién se obtuvo a los 75 dias después de su siembra en cajas Petri, el
almacenamiento de las semillas, se realizd en un tubo de 1.5 ml cerrado herméticamente y se
mantuvieron en una temperatura de 25.3~32.8 °C y HR de 25.7~35.7 %, es importante mencionar
que el criterio de seleccion de semillas para realizar las pruebas de germinacion fue:

Un aspecto robusto, color rojizo y ornamentado.

Los datos se normalizaron con “ARCOSENQO”.

Las pruebas de germinacion se realizaron como se indica en el Cuadro 3:

Cuadro 3.- Indica las caracteristicas de como se desarrollaron las pruebas de germinacion.

PRUEBA DE , FOTOPERIODO
GERMINACION PIAS TEMPERATURA INTENSIDAD Luz/Obscuridad

1 0 20~34 °C 20pumolm-7s™! 16/8 Hrs

2 30 8.75~28.75 °C 0.81~265umolm-s™" 16/8 Hrs

3 166 23°C 18.56umolm-’s™ 16/8 Hrs

4 166 23°C - 0/24 Hrs

5 166 14°C 28pumolm-7s™! 16/8 Hrs

6 166 14°C - 0/24 Hrs

7 203 8.75~28.75 °C 0.81~265umolm-s™" 16/8 Hrs

8 280 23°C 18.56umolm-’s™! 16/8 Hrs
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PROPAGACION POR CULTIVO in vitro

Para realizar el lavado en los diferentes tejidos de £. /aui se considerd lo siguiente:

v Hojas del dpice de la planta adulta= Se lavé la planta con tallo, por lo menos 6 hojas

apicales y sin raices.

v Hojas turgentes de la parte basal= Se desprendieron las hojas de la planta adulta sin

seccionarlas.

v" Hojas de rosetas provenientes de propagacidén vegetativa por esqueje (brotes de 2.10 cm

en promedio)= Se realiz6 el lavado de las rosetas completas sin desprender las hojas.
v' Tallos= Se lavo con 6 hojas apicales y sin raices.
El lavado de los tejidos se realizo de la siguiente forma:
& Se lavaron por cinco minutos con una solucion jabonosa y agua destilada.
& Se enjuagaron para retirar el exceso de jabon.
&% Posteriormente, se sumergieron en etanol al 80% durante un minuto y medio.
A partir de ese momento el procedimiento se realizé bajo condiciones asépticas.
&% Se sumergieron en hipoclorito de sodio al 25% (a partir de cloro comercial) con dos gotas
de tween 20 durante 25 minutos.
& Se enjuagaron tres veces en agua destilada estéril (2min por enjuague) para eliminar el
hipoclorito de sodio.
& Se procedio6 a su siembra en los diferentes medios de cultivo.
Todos los explantes después de sembrarlos en los diferentes medios de cultivo se mantuvieron en
una temperatura de 23 °C, con un fotoperiodo de 16:8 luz/obscuridad y una intensidad luminosa
de 24.1 pmolm-s™.
A los diferentes tejidos sembrados se les realizaron de uno a dos cortes transversales segun el
tamano; las hojas de la parte basal y apical, se sembraron con el envés sobre el medio, las rosetas
provenientes de esqueje se deshojaron para colocar de forma individual las hojas de la misma
forma que las anteriores y en el caso del tallo se sembrd con la parte basal enterrada en el medio

en forma de estaca.




s

Se utilizé el medio MS (Murashige y Skoog, 1962, Anexo 3), suplementado con diferentes
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compuestos organicos y hormonas para estandarizar el desarrollo de callo y la formacion de brote

en Echeveria laui.

A continuacion, en el cuadro 4 se indican las concentraciones y especificaciones necesarias para

preparar los medios utilizados en este trabajo:

Cuadro 4.- Medios de cultivo utilizados para la propagacion in vitroy material de E. /aui para la siembra.

NOMBRE DEL
MEDIO

CONTENIDO DEL MEDIO

ORIGEN DEL EXPLANTE

MS + 0.5mg/1 Tiamina + 100mg/l Mioinositol + 2mg/1
2,4-D +0.5mg/l BAP + 30gr/l Sacarosa + 7gr/l Agar.
pH=5.7-5.9

Hojas turgentes de la parte basal, hojas del
apice, hojas de roseta propagada por

esqueje y tallos

MS + 0.5mg/1 Tiamina + 100mg/l Mioinositol + 4mg/1
ANA + 30gr/1 Sacarosa + 100mg/1 Carbon activado +
7gr/l Agar. pH=5.7-5.9

Hojas de roseta propagada por esqueje y

callos inducidos in vitro

MS + 0.5mg/1 Tiamina + 100mg/l Mioinositol + 6mg/1
BAP + 30gr/l Sacarosa + 7gr/l Agar. pH=5.7-5.9

Hojas de roseta propagada por esqueje

MS + 0.5mg/1 Tiamina + 100mg/l Mioinositol + 4mg/1
BAP + 30gr/l Sacarosa + 100mg/1 Carbon activado +
7gr/l Agar. pH=5.7-5.9

Hojas de roseta propagada por esqueje y

callos inducidos in vitro

MS + 0.5mg/1 Tiamina + 100mg/l Mioinositol + 6mg/1
Kinetina + 30gr/l Sacarosa + 100mg/l Carbon activado

+ 7gr/l Agar. pH=5.7-5.9

Hojas de roseta propagada por esqueje

MS + 0.5mg/1 Tiamina + 100mg/l Mioinositol + 6mg/1
Kinetina + 4mg/l ANA + 30gr/l Sacarosa + 100mg/1
Carboén activado + 7gr/l Agar. pH=5.7-5.9

Hojas de roseta propagada por esqueje y

callos inducidos in vitro

C-5
(Wojciechowicz et
al., 2001)

MS +4mg/I BAP + 2mg/l 2,4-D + 7gr/l Agar. No

menciona ajuste de pH, éste quedo en 6.34-6.4

Hojas de roseta propagada por esqueje y

callos inducidos in vitro

Medio K-12
(Wojciechowicz et
al., 2001)

modificado

Y4 Macro + 6mg/l BAP + 7gr/l Agar. El autor utiliz6
Zeatina como citocinina, sin embargo no se conto con
esta hormona y se remplaz6 por BAP. No menciona

ajuste de pH, éste quedo en 6.14

Hojas de roseta propagada por esqueje
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MICROSCOPIiA ELECTRONICA DE BARRIDO

También se tomaron fotografias con microscopia electronica de barrido, de los diferentes tejidos
resultantes de Propagacion in vitro 'y de semillas de E. /aus (aunque estas ltimas no necesitaron
del procedimiento presentado en el cuadro 5).

Esta técnica se realiz6 siguiendo el procedimiento reportado por Reyero (2009), como lo indica el

Cuadro 5:

Cuadro 5.- Indica paso a paso el método utilizado, para fijar y deshidratar los tejidos vegetales, antes de colocarlos

en el microscopio electronico de barrido.

PASOS SOLUCIONES TIEMPO
1 Glutaraldehido 2.5 % 2H
, El tejido se enjuaga con solucion reguladora 3 veces (10 min cada lavado)
(Fosfatos 0.1 M), pH 7 marca J. T. Baker.
3 Etanol 10 % 10 min
4 Etanol 20 % 10 min
5 Etanol 30 % 10 min
6 Etanol 40 % 10 min
7 Etanol 50 % 10 min
8 Etanol 60 % 10 min
9 Etanol 70 % 10 min
10 Etanol 80 % 10 min
11 Etanol 90 % 10 min
12 Etanol 100 % 30 min
13 Etanol 100 % 30 min
14 Etanol 100 % 30 min
15 Hexametildisilazano (HMDS) Minimo 6 H
16 Cubrir con oro 1 min (100-200 A)

Las fotografias se realizaron en el microscopio (JEOL JSM-638 OLV) de la “Unidad de
Biotecnologia y Prototipos” (UBIPRO), FES-I, UNAM, con ayuda del programa JEOL Scanning

Electron Microscope.
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RESULTADOS Y DISCUSION

PROPAGACION VEGETATIVA POR ESQUEJE DE HOJA

Se visualiz6 la dificultad que tenia, el desprendimiento de hojas, a partir de plantas de Echeveria
laui, en éstas, la disposicion de las hojas se presentd de forma helicoidal (Tejero, et al, 1998)y a
través del tiempo formd una base de hojas secas que presionaron las hojas viables de forma que
se volvi6 dificil su desprendimiento. Al desplantar la roseta de E. /aui, se retiraron todas las hojas
marchitas y secas que se acumularon formando una especie de “colchon” durante el crecimiento
de la misma (Fig. 2). También se tomo la hoja de la parte mas cercana al tallo, procurando que al
desprenderla, se mantuviera en buen estado la base de la hoja, la cual formé una especie de media
luna (Fig. 3), ya que cuando ésta resultd dafiada, la formacion de brote se afectd. Es
recomendable hacer el menor dafio posible al cuerpo de la hoja, ya que entre mayor dafio tenga la
hoja, el tiempo de vida es menor.

A diferencia de lo que menciona Pifia-Poujol, ef al. (2007), donde refieren, que la propagacion
vegetativa se da de manera natural, a partir de la caida de las hojas. Nuestra experiencia en el
manejo de la especie, nos indica que la reproduccion en campo, no se realiza por medios
vegetativos si no sexuales, aun que como lo indican Pifia-Poujol, ef al (2007), el evento es “raro”
y es necesario investigar mas a fondo para evitar su extincion.

Pifa-Poujol, ef al (2007), mencionan, que la propagacion vegetativa por esqueje de hoja, es un
método destructivo, sin embargo, se demostrd que este método no es del todo destructivo para los
individuos, debido a que es innecesario e inutil desprender todas las hojas de la planta adulta, ya
que las hojas cercanas al apice (que no formaron la media luna en el punto de unién con el tallo)
tuvieron una respuesta menos acelerada a la formacion de brotes, que las que si la presentaron

(Fig. 7). También se observd que las plantas deshojadas, lograron recuperarse en 3 meses (Fig.

40).
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Experimento 1. Efecto de luz humedad, reguladores de crecimiento y su aplicacion, en la

formacion de brotes por esqueje de hoja.

Se utiliz6 AIB como regulador de crecimiento, porque es un regulador que en general, se
caracteriza por inducir un sistema de raices fuertes y fibrosas (Weaver, 1990), sin embargo no
hubo un efecto del regulador sobre la induccion de raiz, ya que en ninguno de los casos se

presento.

Cuadro 6. Tratamientos del Experimentol, esquejes de hoja de £. /ausen dos intensidades de luz, dos condiciones

de humedad, tres tratamientos con AIB aplicados con tres vehiculos diferentes y dos testigos.

+LUZ 1.795~760 pmolm™s™ || -LUZ 0.81~265 pmolm™s™

%BROTES|[ %SOBREVIVENCIA || %BROTES| %SOBREVIVENCIA
TALCO+AIB 500ppm, H 41.21 % cC 50 100 50 100
TALCO-+AIB 500ppm, S, 1.95 % CC 50 100 100 100
VASELINA+AIB 500ppm, H, 41.21 % cC 0 0 0 75
VASELINA+AIB 500ppm, S, 1.95 % CC 0 0 0 50
ETANOL 96%+AIB 200ppm, H, 41.21 % cC 0 100 25 75
ETANOL 96%+AIB 200ppm, S, 1.95 % CC 25 75 50 100
TESTIGO CON CERA, H, 41.21 % cC 0 0 25 50
TESTIGO CON CERA, S, 1.95% CC 25 75 50 100
TESTIGO SIN CERA, H, 41.21 % cC 0 100 0 100
TESTIGO SIN CERA, S, 1.95% cC 25 75 50 100
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El tratamiento con VASELINA, tiene un efecto negativo en la sobrevivencia del esqueje (Cuadro
6), ya que evitd la evapotranspiraciéon del esqueje y sus funciones naturales (provocando una
acumulacion de agua en el mesofilo y el alargamiento de las células epidérmicas), contrario a lo
que menciona Waever (1990), en donde explicd que la vaselina es un portador inerte con buenos
resultados.

Los tratamientos de  TALCO, presentaron los porcentajes mas altos, en el desarrollo de brotes
(H, +LUZ 50 %, H, -LUZ 50 %, S, +LUZ 50% y S, - LUZ 100%), sin embargo, no se debi6 al
efecto del regulador, ya que segiin Hartmann y Kester (1988), el AIB es efectivo para estimular la
formacion de raices, debido a su amplia gama de concentraciones que estimulan el enraizamiento
en un gran namero de especies. Para inducir brotes, las hormonas son a menudo mas eficientes
cuando se utilizan en combinacion y no de forma individual (Weaver, 1990). Asi que el efecto
positivo, se le atribuy6 a la forma en que se aplicé la hormona (Fig. 8), ya que el talco funciona
como un agente aislante, disminuyendo la temperatura y la intensidad luminosa, tal y como lo
haria una planta nodriza (Franco y Nobel, 1989) o la cera natural que posee la planta, induciendo
asi la formacion de roseta en esquejes de E. laui.

Es importante sefialar que las respuestas de los esquejes en los grupos “S” (1.95 % CC, Cuadro 6)
mostraron lo que podria ser una tendencia positiva, tanto en la formaciéon de brotes, como en su
sobrevivencia, esto nos indicd6 que existe una real adaptacion de las hojas a sobrevivir en
ambientes secos, pero con baja intensidad de luz, como se encontraria un esqueje bajo una planta
nodriza, en su ambiente natural. Aunque ésta adaptacion existe, es importante retomar lo dicho
anteriormente, existe una dificultad para el desprendimiento de hojas y seria muy raro que de
forma natural, £. /auiperdiera sus hojas y se diera pie a la propagacion por esqueje de hoja.

Al comparar solo las dos intensidades de luz utilizadas, reflejaron que una intensidad luminosa
arriba de 300 pmolm™s”, representa un riesgo para la obtencién de brotes por esqueje,
disminuyendo a la mitad el nimero total de brotes obtenidos (Cuadro 6), lo cual sustenta las
observaciones de Pifia Poujol ef a/. (2007), quienes mencionan que hay una tendencia favorable

en intensidades de luz de 88.74pumolm™s™.
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También se observo un enrojecimiento a lo largo de toda la hoja, en esquejes colocados en
+LUZ, debido quiza, a la sintesis de antocianinas como respuesta del estrés de temperatura e
intensidad de luz (Laleh, et al, 2006), que podria perjudicar el desarrollo de brote.

El total de hojas colocadas en “-LUZ” alcanzaron un 35 % en la formaciéon de rosetas y se
mantuvieron mas turgentes que las colocadas en “+LUZ” (17.5 %), la tonalidad roja, sélo se
presentd en la parte basal de la hoja en “-LUZ” (Grafica 2, Fig. 9), Los brotes que se formaron al
exponer los esquejes de E. /aui a intensidades arriba de 300 pmolm™s™, desarrollaron brotes con
un tamano promedio maximo de 6.9 mm y un minimo de 1.9 mm en su didmetro mas largo, a
diferencia de los esquejes que se mantuvieron en “-LUZ”, los cuales tuvieron un tamafio maximo
promedio de 9.2 mm y un minimo de 2.2 mm en su didmetro mas largo en un tiempo de dos
meses (Fig. 10); al cabo del tercer mes solo se tomaron lecturas de los tamafios de brotes y se
observo que los brotes mas grandes de ambas intensidades, tuvieron un tamafio que rebasa los 2
cm y los mas chicos alcanzaron un tamano arriba de 1 cm, en su didmetro mas largo (Fig. 11),
esto no concuerda con lo reportado por Pifia-Poujol ef al (2007), que al cabo de 287 dias
obtuvieron tamafios promedio de 1.29cm a 1.79cm, En este trabajo el promedio después de 90
dias fue de 1.48cm a 1.6cm en su didmetro mas largo, llegando hasta rosetas de mas de 4cm en su
didmetro mas largo (Fig. 12), lo que significa que se obtuvieron casi los mismos tamafios de
rosetas en un tercio del tiempo invertido por Pifia-Poujol ef al (2007).

Otra diferencia interesante fue la respuesta que tuvieron los brotes, al someterlos a obscuridad
después del tercer mes, ya que a los 4 dias de mantenerlos asi, s6lo los brotes provenientes de
“+LUZ” desarrollaron raiz (Fig. 13), como lo mencionan Pifia Poujol ef a/ (2007), condiciones
de sombra favorecen en mayor proporcion el surgimiento de raices. Sin embargo, después de un
total de 18 dias los brotes de “~-LUZ” no formaron raiz.

Los datos relacionados con la humedad, reflejaron que los esquejes colocados en un sustrato
humedo, tuvieron un menor porcentaje en la formacion de brote, a diferencia de los que se
mantuvieron en un sustrato seco, lo cual no coincide con Pifia Poujol, ef a/ (2007), ya que ellos

obtuvieron una tendencia a la formacion de roseta en un sustrato humedecido con nutrientes.
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El bajo porcentaje en la formacion de rosetas de E. /aur (Grafica 3), se explicaria porque un
sustrato humedo (H) retiene mas calor y el exceso de calor puede impedir la reproduccion de los

individuos en ciertos microambientes (Cervantes ef al., 2005).

Experimento 2. Efecto de los reguladores de crecimiento y su aplicacion, sobre la induccion

de brote, raiz o ambas.

Las respuestas de los esquejes para el desarrollo de brote, raiz y brote con raiz, fueron muy bajas
(Cuadro 7), esto se le atribuy6 a la forma en como se aplicd la hormona ya que Rivero (2005),
menciona que 5 segundos son suficientes para obtener raices en concentraciones de 1000mg/1 de
AIB en estacas de Myrciaria jaboticaba (una planta lefiosa) y en este trabajo se utilizaron 500 y
250mg/l de AIB sumergidas durante 60 minutos, después de haber sido sumergidos los esquejes,
tomaron una coloracion rojiza en toda su superficie, las hojas perdieron turgencia y adquirieron
una consistencia “flacida” (Fig. 14).

Aunque se obtuvo un numero muy reducido en la formacién de brote, éste no redujo la
sobrevivencia de la hoja ya que se obtuvo un valor promedio muy alto (91.67 %).

En lo que respecta a los tratamientos, existe una tendencia a la formacion de raiz, ya que las
respuestas de los esquejes se inclinan hacia este desarrollo (8.33 % promedio de todos los
tratamientos que formaron raiz).

Los datos muestran que “AIB 500 ppm HE” y “AIB 1000 ppm HE”, tienen un efecto sobre la
induccion de raiz, ya que son los Unicos que tienen valores superiores, al del resto de los
tratamientos (37.5 y 25 % respectivamente), esta respuesta se puede deber a la union de dos
factores: La eficiencia del AIB, que es efectivo para estimular la formacion de raices (Hartmann
y Kester, 1988) y las condiciones en sombra que favorecen el surgimiento de raices (Pifia Poujol
et al., 2007), es posible que el porcentaje de enraizamiento de estos tratamientos se eleven, si se
reduce el tiempo de exposicion a la solucidon, ya que como se menciond anteriormente, la
disminucion en la respuesta de los esquejes, se dio, por la sobreexposicion del material en las

soluciones.
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Cuadro 7.- Porcentajes de los resultados obtenidos en los diferentes tratamientos del experimento 2, donde “S” se
refiere a esquejes sobre un sustrato seco (1.95 % CC), “H” esquejes sobre un sustrato hiumedo (41.21 % CC) y “HE”

a esquejes enterrados en un sustrato humedo (41.21 % CC).

TRATAMIENTOS %RAIZ %BROTE || "BROTEY [ %soBREVIVENCIA
TESTIGO SIN CERA S 12.5 - - 875
TESTIGO CON CERA S - - - 100
AIB 500PPM S 12.5 12.5 - 100
AIB 1000PPM S - - - 100
BAP 500PPM S 12.5 - 12.5 100
BAP 1000PPM S - - - 87.5
TESTIGO SIN CERA H - - - 62.5
TESTIGO CON CERA H 12.5 - - 100
AIB 500PPM H 12,5 - - 100
AIB 1000PPM H 125 25 - 100
BAP 500PPM H - 12,5 - 100
BAP 1000PPM H - - - 875
TESTIGO SIN CERA HE - - - 75
TESTIGO CON CERA HE 12.5 - - 87.7
AIB 500PPM HE 375 - - 62.5
AIB 1000PPM HE 25 - - 100
BAP 500PPM HE - - - 100
BAP 1000PPM HE - - - 100

Experimento 3. Determinacion de la influencia de la obscuridad,

en la induccion de raiz.

Los resultados mostraron que una temperatura fluctuante y sin luz (“OI”, 9-29 °C/obscuridad),
favorecia el desarrollo de raices hasta un 30 % (Cuadro 8), sin embargo, el tratamiento
denominado “LA” que se mantuvo con una intensidad luminosa de 21~23°C/30umolm->s™,
desarrollé brotes con presencia de raiz en un 36.36% (Grafica 4), es por esto que dentro de éste
experimento, la obscuridad no fue tomada como el factor determinante para la formacion de raiz,
no obstante, hubo una inclinacion a formarla en intensidades bajas (“LA” 30 umolm-’s™). Esta
respuesta reafirma los resultados del experimento 1, en donde se menciono, que las hojas tienen

una adaptacion a medios secos y de bajas intensidades de luz, también concuerda con Pifia Poujol
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et al. (2007), quienes mencionan que las condiciones de sombra, favorecieron el surgimiento de
raices.

Las raices obtenidas de “OI” (9~29°C/Obscuridad) tuvieron una coloracion rojiza y aunque es
una raiz pequefia que alcanza un tamafio de 2.74 mm, se mantuvo viva, a diferencia de las raices
con brote obtenidas en el tratamiento “OA” (21~23°C/Obscuridad), que fue una raiz incolora,
muy pequena (1.51 mm) y que se necroso al paso del tiempo, al igual que el brote (Fig. 15).

Si esto ocurriera en el campo, se podria pensar que las poblaciones de E. /aui, tienen poca
variabilidad y daria una posible respuesta, del por que esta en peligro de extincion, sin embargo,
como antes se menciono, si la reproduccion sexual, Pifia-Poujol ef al (2007), la reportan como
un evento “raro”, el desprendimiento de hojas, por sus caracteristicas, seria un evento aiin mas
“raro”.

La respuesta en la formacion de raiz, parecia ser uno de los principales factores que
desencadenarian el desarrollo de una roseta, debido a que el esqueje tendria la capacidad de
obtener los nutrientes necesarios para formar hojas, como lo mencionan Pifia-Poujol et a/ (2007),
las hojas que quedan en contacto con el suelo, pueden producir raices adventicias y nuevas hojas,
generando rosetas completas y los esquejes contienen un reservorio energético considerablemente
mayor al de las semillas, sin embargo, en este trabajo se encontrd que el desarrollo de raiz, no
garantizaba la formacion de rosetas, ni la roseta favorecia la formacion de raiz, ya que en el caso
de “OI” (9~29°C/Obscuridad) durante los dos meses que se mantuvieron los esquejes en
obscuridad, nunca desarrollaron rosetas, y en “LA” (21~23°C/30umolm-7s™), se observo que no
era la raiz quien promovia el brote, ya que los esquejes desarrollaban primero la roseta y luego en
ocasiones la raiz (Fig. 16). También se encontraron diferencias de tamafios en brotes, dentro de

los tratamientos como lo muestra la figura 17.
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Cuadro 8.- Porcentajes de raiz, brote y brote con raiz, obtenidos después de dos meses de haberse mantenido en las

diferentes condiciones de luz y temperatura.

RAIZ BROTE BROTE C/RAIZ
9~29°C/Obscuridad (OI) 30% 0% 0%
9~29°C/0.81~265umolm->s™ (LI) |  9.09% 9.09% 18.18%
21~23°C/Obscuridad (OA) 0% 10% 20%
21~23°C/30umolm->s" (LA) 9.09% 9.09% 36.36%

Experimento 4. Influencia de la temperatura y de las intensidades luminosas sobre la

formacion de brote.

Solo se obtuvo la formacion de raiz en dos esquejes, uno de la caja que denominamos “MEDIO”
(90.69 pmolm-?s™, 23~38 °C) y otro en “BAJO” con una intensidad luminosa de 2/.53 pmolm-
*s!, 23 a 32 °C de temperatura (Fig. 18).

Todos los esquejes de “ALTO” (373.38 pmolm-s" y 23~49 °C) necrosaron (Fig. 19 y 21), sin
embargo las hojas que estuvieron en “MEDIO” y “BAJO” se mantuvieron con vida (aunque sin
una buena apariencia), ya que se observo una perdida de turgencia.

En la parte basal de las hojas, se formé lo que Joel Pérez Crisanto llama “callo” (comunicacion
personal), (Fig. 20).

También se confirmo que la tonalidad roja de los esquejes de hoja, se debi6 a un estrés por la
intensidad de luz , ya que las hojas que se mantuvieron en OBSCURIDAD (tratamientos de
“TEMPERATURA ALTA 34~35 °C y BAJA 14 °C”), no presentaron dicha, se pudo observar
que entre mas intensidad de luz incidi6 en el esqueje, mayor fue la tonalidad roja del mismo, sin
embargo las temperaturas bajas junto con luminosidad, también generan un estrés que se
manifiesta con dicha coloracion, ya que las hojas que se mantuvieron en “FRIO” (28 pmolm-’s™,
14 °C), presentaron a los 7 dias una tonalidad rojiza y en ninguno de los casos se obtuvieron

brotes (Fig. 22).




Establecimiento de Métodos de Propagacion Vegetativa s
in vivo ¢ in vitro de Echeveria laui (CRASSULACEAE) W@%

Experimento 5. Influencia del sustrato y la humedad relativa, en la induccion de brote.

Los tratamientos que obtuvieron los porcentajes mas alto en la formacion de brote, fueron “N”
(caja sin sustrato, oscilacion de HR 19.4 %) con un 60 % y “S” (caja con sustrato a 1.95 % CC,
HR oscilacion de 5.8 %) con un 50 % (Grafica 5), reafirmando nuevamente los resultados
obtenidos en el experimento 1 y 3, donde las hojas mostraron una adaptacion a medios secos y

con bajas intensidades de luz.

Cuadro 9.- Porcentajes de respuesta de los esquejes de £. /aui sometidos a intervalosde Humedad Relativa con su
oscilacion y rangos de temperatura con su oscilacion, en los diferentes sustratos en que se mantuvieron lo esquejes

durante dos meses.

BROTE | RAiz smESPUESTA| HR || OSCILACION| b ipER ATURA [ OSCILACION
SUSTRATOS| °%, ! . . HR . S
% % % % o o o
N 60 20 20 28.1-47.4 19.4 23.5-32 9.5
F 30 30 40 29-87 59 24.2-29.4 5.3
S 50 10 40 30.5-36.2 5.8 24.3-32.9 7.8
H 40 0 60 78.4-92.5 14.2 21.8-30.1 8.4

En este experimento no se encontré ninguna relacion de los sustratos, con la formacion de brote,
pero si la hubo con la humedad relativa, ya que como lo muestra el cuadro 9, una HR que se
encontrd entre 28.1~47.4%, presentd una respuesta favorable en el desarrollo de brotes, sin
embargo una HR arriba de 47.4% afectd dréasticamente la cantidad de brotes que se obtuvieron
(F= 30 % brotes, H= 40 % brotes).

Todos los brotes desarrollaron raiz y ésta al igual que la formada en esquejes sin roseta, fue muy
alargada y delgada (Fig. 23), Pifa Poujol e a/. (2007), mencionan que las condiciones de sombra,
favorecieron en mayor proporcion el surgimiento de raices, lo cual confirma los resultados de

este trabajo, ya que en este experimento utilizamos una intensidad luminosa baja (38.66 pmolm-

2S-1).
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Experimento 6. Influencia de la luz en el desarrollo de brote o raiz en hojas pequefias,

utilizadas como esqueje.

Se observo una respuesta muy rapida por parte de las hojas denominadas “MEDIANAS” (2.5 cm,
1.8 ymolm-?s™), ya que a los 21 dias éstas desarrollaron raiz con excepcion de 3 esquejes que
habian muerto (Fig. 24), contrario a las hojas “CHICAS” (5 mm, /.75 umolm-*s"), en las cuales
se observd que necesitaban una intensidad de luz mayor y no hubo respuesta de parte de ellas,
debido a que murieron todas (Fig. 25).

Las hojas “MEDIANAS” aunque desarrollaron raiz, solo sobrevivieron 14 y no desarrollaron
brotes en los de 60 dias que se mantuvo el experimento.

La raiz no garantizd la sobrevivencia de los esquejes, ya que después de 10 meses solo
sobrevivieron 8 esquejes con brote y 2 con raiz (Fig. 26), cabe mencionar que al mes de haber
terminado el experimento, se les cambi6 a una intensidad luminosa promedio de 38,66 pmolm->s”
! esperando que al aumentar la intensidad, se induciria la formacion de brote y asi fue, mientras
se mantuvo en intensidad de 7.8 pmolm->s”, las hojas solo aumentaron de grosor debido a la
captacion de agua en un ambiente himedo (HR= 84.6~93.4 %), al cambiarlas a una intensidad de
38.66 pmolm-7s™, los brotes se desarrollaron después de 15 dias, esta respuesta ya se habia
observado en experimentos anteriores, un ambiente hiimedo prolong6 el tiempo en el desarrollo

del brote y uno con menor humedad favorecio el tiempo de respuesta.

Experimento 7. Proporcion del desarrollo de raices, rosetas, brotes con raiz y callo en esquejes

de hoja.

Los resultados mostraron que los esquejes en “N” (caja de plastico con tapa transparente, sin
sustrato, intensidad luminosa promedio de 38.66 umolm->s™, HR 28.1~47.4 %, Temperatura de
23.5~31.1 °C ) desarrollaron rosetas con raiz (BCR) en un 50% (£ 8.72) y 20% (£ 7.86) brotes sin
raiz (BROTE), al igual que el desarrollo de raiz (R=20 % + 9.25). Ver cuadro 9.




T

e Establecimiento de Métodos de Propagacion Vegetativa s éﬁ’

b, in vivo e n vitro de Echeveria laui (CRASSULACEAE, o *@’%
Wy ( ) R

Para los esquejes que obtuvieron solo la formacion de callo (C) se determino un porcentaje del
10% (£ 4.36), sin embargo no muestran diferencias estadisticamente significativas (a=0.05) los

porcentajes de “BROTE, BCR, R y C” (Gréfica 6).

Cuadro 9.- Proporcion de Rosetas (BROTES), Rosetas con raiz (BCR), Raiz (R) y Callo (C) obtenidos de esquejes

de E. /aui, colocados en las mismas condiciones que el tratamiento “N” (del experimento 5) durante 60 dias.

GCN”

BROTES BCR R C

20% 50% 20% 10%

Una vez concluido el experimento, se observo que los esquejes pudieron generar hasta tres brotes
por hoja en un lapso de 90 dias, también se notd que esta regeneracion se dio a una velocidad
mayor a partir de haber retirado el primer brote (a los 60 dias), dando pie al segundo brote que se
desarrolld en aproximadamente 30 dias mas, en algunos casos se desarrollo una tercer roseta pero
generalmente no sobrevivid, debido a la alta deshidratacion que sufrid la hoja, sin embargo no se

realizo la recopilacion de datos, ni el analisis pertinente y seria importante analizar estos hechos.
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PROPAGACION SEXUAL

Pruebas de Germinacion

Después de 10 dias, las semillas de la prueba de germinacién 3 (23 °C, 18.56pmolm->s™)
mostraron que la germinacion se dio en un 24.5 % y se estabilizo después del dia 45 con un 57 %
(Grafica 9), manteniéndose sin cambios hasta el dia 75.

La germinacion de semillas de £. /aus colocadas en obscuridad, concuerda con los datos de Pifia-
Poujol ef al (2007), en donde mencionan que las semillas son fotoblasticas estrictas, debido a
que en ninguno de los casos las semillas germinaron en obscuridad (pruebas 4 y 6, ver cuadro
10).

En la prueba de germinacion 1 (20~34 °C, 20 umolm->s™), después de 47 dias las semillas de £
laui germinaron hasta un 12 % (Cuadro 10) y se mantuvieron sin cambios 28 dias mas, que fue el
tiempo que se establecid para terminar la prueba de viabilidad (Gréfica 7), el bajo porcentaje de
germinacion pudo deberse a dos factores:

1.- Que las semillas requirieran un tiempo de maduracion para mejorar su viabilidad.

2.- La variacion en la temperatura hubiera afectado el porcentaje de germinacion.

Al evaluar estadisticamente (0=0.025), la opcidon niimero dos parecid ser la respuesta indicada, ya
que se obtuvo un efecto negativo relacionado con la fluctuacion de la temperatura (Grafica 8),
como lo mencionan Pifia-Poujol ef a/ (2007), en donde encontraron un efecto significativo en el
porcentaje final de germinacion.

Sin embargo, al comparar el promedio final de germinacion (75 dias) en los distintos tiempos que
se germinaron las semillas (pruebas 1, 3 y 8), los resultados muestran una tendencia positiva
(Gréfica 10), en donde se puede observar un incremento en el nimero de semillas germinadas
(12% el dia 0, 57% el dia 166 y 82% el dia 280), mostrando asi que es importante dar un tiempo
de maduracion para obtener el mayor nimero de individuos posibles.

En el caso de las pruebas de germinacion 2 y 7 (8.75~28.75 °C, 0.81~265umolm-*s™), no
mostraron ninguna respuesta de su viabilidad (Cuadro 10), durante los 75 dias que duraron las

pruebas, esto debido a la fluctuacion de temperatura, lo cual concuerda con los datos reportados
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por Pifia-Poujol ef al (2007), en donde refieren que no obtuvieron germinacion en una camara
con temperatura fluctuante (18~32 °C) y una luminosidad de 10.88 pmolm-*s”, (la intensidad
luminosa utilizada en la prueba uno de 20 pmolm->s', podria explicar que hubiera germinacién.),
en comparacion a las semillas que se colocaron en temperaturas constantes (25 °C y 18 °C). Una
respuesta similar se obtuvo con las semillas que se mantuvieron en condiciones controladas, con
una temperatura de 23 °C y 18.56pmolm-s” de intensidad luminosa, ya que fueron las que

mayor porcentaje de germinacion presentaron (Cuadro 10).

Cuadro 10.- Indica las caracteristicas de como se desarrollaron las pruebas de germinacion y los porcentajes de

germinacion a los 75 dias.

PRUEBA DE , FOTOPERIODO PORCENTAIJE DE
GERMINACION DIAS || TEMPERATURA INTENSIDAD Luz/Obscuridad GERMINACION

1 0 20~34°C 20pmolm-7s™ 16/8 Hrs 12 % (£ 4.22)

2 30 8.75~28.75 °C 0.81~265umolm-s™" 16/8 Hrs -

3 166 23°C 18.56umolm-’s™! 16/8 Hrs 57 % (£ 10.78)

4 166 23°C - 0/24 Hrs -

5 166 14°C 28umolm-7s™! 16/8 Hrs -

6 166 14°C - 0/24 Hrs -

7 203 8.75~28.75 °C 0.81~265umolm-s™ 16/8 Hrs -

8 280 23 °C 18.56pmolm->s™! 16/8 Hrs 82 % (+ 4.54)

La prueba que se realizé a una temperatura de 14 °C (prueba 5), no estimuld la germinacion en
ninguna de las 10 cajas colocadas, esto también podria estar relacionado con la sensibilidad que
presentan las semillas de £. /ausante el cambio de temperatura, como lo menciona Pifia-Poujol ef
al. (2007), donde analizaron la respuesta de semillas con diferentes origenes (invernadero y
campo), observaron que en una temperatura de 25 °C, las semillas tenian una germinacion
similar, pero al colocar otras semillas con las mismas caracteristicas anteriores, en una
temperatura mas baja (18 °C), éstas presentaban germinaciones totalmente diferentes e incluso

menores a las mantenidas a 25 °C, ellos atribuyen este fenomeno al llamado “E fecto Materno”, el

37
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cual explica, que las semillas presentan una afinidad mayor a las temperaturas que fue expuesta la
planta madre. Si consideramos las afirmaciones de Pina-Poujol ef al (2007), explicaria el por que
las semillas que se colocaron a 14 °C, no germinaron, sin embargo, las semillas para este trabajo
fueron obtenidas de plantas que se mantuvieron en el vivero “La iberia”, en Cuicatlan, Oaxaca,
durante su crecimiento (esto fue un tiempo aproximado de dos afios), luego se trasladaron al
Estado de México, para mantenerlas en el invernadero del laboratorio de la “Unidad de
morfologia y funcion”, de la FES Iztacala, durante 2 meses mas, que fue el tiempo en el que
florecieron las plantas y ya sea que las semillas tuvieran una afinidad con las temperaturas de
Oaxaca 6 del Estado de México, la teoria del “Efecto Materno” no explicd porque las semillas,
tuvieron una tendencia a germinar en ambientes artificiales o controlados en su temperatura y no
asi, en ambientes naturales o semicontrolados, como lo fue un invernadero en donde las
temperaturas fueron fluctuantes y seria similar al sitio en donde las plantas madre se

desarrollaron.
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PROPAGACION POR CULTIVO in vitro

El tallo de E. /aui sembrado en los diferentes medios, se obscurecié rapidamente y murid, lo mismo
sucedio con hojas provenientes de la parte basal de la planta adulta, aunque a menor velocidad, dandole
tiempo al tejido de responder, el problema con estas hojas estuvo en el lavado, ya que es un material muy
grande y turgente, con poca flexibilidad y al final del proceso resulta dafiado, esto también lo refieren
Wojciechowicz et a/(2001), quienes no utilizaron las hojas de la parte basal de E. /aui, por que se dafiaron
durante el proceso de lavado. Ademas por la disposicion en forma de roseta, acumulo impurezas, haciendo
dificil su lavado, esto nos llevo a la necesidad de utilizar mas material para amortiguar las pérdidas por
contaminacion con hongos. Sin embargo, hubo una parte de la planta adulta que resultd interesante

utilizar, el apice.

Al utilizar una planta completa, se notd que en la parte apical se encontraban una serie de pequefias hojas
de aproximadamente 1mm, que a simple vista no pueden ser observadas, ya que hay que retirar todas las
hojas para poder verlas y se encuentran exactamente en la parte central de la planta, éstas hojas atn al ser
muy fragiles, lograron resistir el agresivo lavado sin resultar dafiadas, ya que la disposicion de las hojas
mas grandes las protegieron y resultaron un material de propagacion muy bueno por no mostrar

obscurecimiento en el tejido, ni problemas de contaminacion por hongos.

Otro material vegetal utilizado, fue el que provenia de propagacion por esqueje, este material podria ser el
mas indicado, al no recurrir a sacrificar plantas adultas, como en el caso anterior. No presentd problemas
por espacio en el lavado ya que fueron rosetas de un promedio de 2.10 cm, con alrededor de 10 hojas, el
dafio ocasionado por el lavado a las hojas, disminuy6 al poder mantenerlas en roseta mientras se hacia ese
procedimiento, ya que la disposicion de las hojas que se encuentran mas expuestas, protegian a las menos
expuestas y la contaminacion se redujo al inducir las rosetas en un ambiente mas limpio, colocando los
esquejes en condiciones artificiales; Wojciechowicz, et al, (2001), en su articulo menciona que las hojas
jovenes de E. /aui, regeneraron mejor que las “viejas”, lo que confirm6 que este material fue el mas

indicado para utilizarlo en cultivos in vitro.
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Cuadro 11.- Respuestas de los diferentes tejidos (A= hojas en crecimiento de la parte apical, HB= hojas de la base
de planta adulta, HE= hojas de rosetas provenientes de esqueje, T= tallos, C= callos 7n vitro) colocados en los medios

que se realizaron en este trabajo (v= con resultados, ~ = sin resultados).

TIPO DE o
MEDIO RESPUESTA CALLO RAIZ BROTE
EXPLANTE

HB= superhidratacion de la hoja, ruptura de la
epidermis, exposicion del mesofilo y necrosis del
tejido.

A= rompimiento de epidermis, division celular y
(F?;I.{§6) después de 20 dias formacion de callo friable de HB, A, HE, T v
color verde y amarillo.

HE= rompimiento de epidermis, division celular
en la periferia de la hoja y después de 50 dias

formacion de callo friable de color verde.

T=necrosis después de 3 dias.

HE= division celular solo en el punto de corte y
formacion de callo lenta. \/

VRr HE, C

C= mantenimiento de la viabilidad del callo, sin

crecimiento.

HE= mantenimiento de la viabilidad del tejido,
VRb1 o o HE ~ ~ ~
sin diferenciacion.

HE= mantenimiento de la viabilidad del tejido,
VRb2 sin diferenciacion. HE, C s s =

C= necrosis del callo.

VRb3 HE= necrosis del tejido. HE ~ ~ ~

HE= rompimiento de epidermis, division celular,
62 dias después desarrollo de hojas bien
diferenciadas, 35 dias mas tarde formacion de \/ \/
VRb4 _ _ HE, C ~
rosetas perfectamente diferenciadas.
C= division celular, una tendencia a la

diferenciacion pero atn no es clara.

HE= necrosis del tejido en 15 dias.

C= necrosis del tejido en 15 dias.

K-12 HE= necrosis del tejido en 15 dias. HE ~ ~ ~
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En el medio VRc se sembrd la mayor diversidad de material vegetal (Cuadro 11), por lo que se
obtuvieron diferentes respuestas. Las hojas mas “viejas” (de la parte basal de una planta adulta),
comenzaban a hidratarse, hasta que la epidermis se rompia y quedaba expuesto el mesofilo,
después de esto la hoja comenzaba a tornarse de un color negro, hasta llegar a la necrosis del
material sembrado. Caso contrario ocurri6 en las hojas del dpice y en hojas de roseta propagada
por esqueje (las cuales, eran mucho mas jovenes que las del apice), en las primeras, se observo el
desarrollo y crecimiento del callo en 20 dias (Fig. 29), un poco més a los obtenidos por
Wojciechowicz et al. (2001), quienes obtuvieron callos de las hojas cercanas al apice en 15 dias y
42 dias para las hojas que se encontraban en la base de la planta, mientras que en este trabajo las
hojas provenientes de roseta propagada por esqueje, el tiempo fue en promedio de 50 dias (Fig.
30). Estas variaciones en el tiempo de respuesta del tejido pudieron deberse a la edad de las hojas
y su permeabilidad, ya que se ha visto que la habilidad de regeneracion de cada 6rgano varia con
la edad, esto sustenta lo obtenido por Wojciechowicz ef al (2001), quienes mencionan, que las

hojas que tienen una alta capacidad de regeneracion son las cercanas al apice.

Los callos que se obtuvieron en este trabajo se presentaron en raras ocasiones de color
amarillento, por lo general fueron verdes y friables (Fig. 31), a diferencia de los obtenidos por
Wojciechowicz et al (2001), los cuales fueron friables, vitrificados, amarillos y después de un
tiempo se tornaron verdes, también hacen mencion en la rapida e intensiva regeneracion de callo
que se observo en la parte media de la hoja, pero en este estudio, el crecimiento se observo hacia

la periferia de las hojas.

En lo que respecta a los tallos sembrados, estos no tuvieron crecimiento alguno, por el contrario,
a los 3 dias de ser colocados en condiciones in vifro necrosaron, por lo que no fue recomendable
extraer todo el material vegetal de un organismo para obtener el tallo, una mejor opcion, fue
tomar hojas de la base y por medio de esquejes, obtener pequenas rosetas, las cuales fueron un

material que facilitaban el manejo de las plantas (Fig. 32), con fines de realizar cultivo de tejidos.




Establecimiento de Métodos de Propagacion Vegetativa e ?’
1n vivo e in vitro de Echeveria laui (CRASSULACEAE) ng%

Las hojas provenientes de rosetas cultivadas por esqueje (Cuadro 11)sembrados en el medio VRr,
desarrollaron callo, sin embargo su crecimiento fue muy lento y menos opulento que el medio
VRe, en este medio se colocaron callos provenientes de VRc, éstos no mostraron ningun
crecimiento, manteniéndolos solo viables. Esto mismo ocurrid, pero con hojas provenientes de
rosetas cultivadas por esqueje, en los medios de VRbl y VRb2, que mantuvieron viables las
hojas pero sin cambios aparentes. En estos medio de cultivo se utilizO BAP, debido a que en
estudios de propagacion de suculentas, la BAP ha sido usada con mucha frecuencia (Starling y
Dodds, 1983), sin embargo, en lo que respecta a E. /aui, no presentd efecto alguno en la

diferenciacion del tejido.

El callo proveniente del medio VRc, que se coloco en VRb2, este no sobrevivid, y termind
necrosandose, tomando un color pardo, hasta llegar a tonalidades blanco/transparente y a la
perdida de viabilidad (Fig. 33), lo mismo ocurrié con los medios VRb3, C-5 y K-12, los cuales
fueron realizados en base a los medios que Wojciechowicz ef al (2001) desarrollaron en su
trabajo, sin embargo estos no generaron, ni mantuvieron, en ninguno de lo casos material viable,
tampoco el medio C-5, el cual se elabor6 con las caracteristicas que mencionaron en el mismo
articulo. Los resultados de este trabajo no mostraron lo reportado en el escrito de Wojciechowicz
et al. (2001), quienes afirman que en el transcurso de 42 dias obtuvieron el desarrollo de callos,
en este trabajo no se obtuvo la formacion de callos con el medio C-5 y el tejido se comenzd a
necrosar en los primeros 15 dias. Estos resultados se corroboraron, al colocar callos (obtenidos en
el medio VRc) y hojas provenientes de rosetas cultivadas por esqueje, en medio de cultivo C-5.
Los resultados se confirmaron en este segundo experimento que durd 48 dias, es decir, los
explantes necrosaron, al igual que los callos, ambos materiales comenzaban a tornarse pardos

hasta llegar a un color blanquecino/transparente.

El medio VRb4 fue el Unico que logré brotes de Echeveria laui, a los 62 dias de haber sido
introducidas las hojas de roseta cultivadas por esqueje, se logro ver el desarrollo de hojas bien
formadas en el material vegetal (Fig. 34), y a los 97 dias se formaron rosetas perfectamente

definidas (Fig. 35), a demas del desarrollo de raices (Fig. 41) y la presencia de cera (Fig. 38), el
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tiempo es un poco mas largo que el destinado por Wojciechowicz y colaboradores (2001), ya que

mencionan haber obtenido primordios de hoja a los 56 dias.

A diferencia de los medios VRb3, C-5 y K-12 que fueron basados en las concentraciones de
Wojciechowicz (op. cit), VRb4 se realizé agregando auxinas, las cuales son usadas comiinmente

para la propagacion de suculentas (Starling y Dodds, 1983).

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Los tejidos obtenidos de cultivo in vitro, procesados con HMDS, no mostraron colapso celular
(Figs. 36-39), como lo mencionan Araujo (2003) en células de Methanosaeta sp. corroborando
también los resultados de Reyero (2009) en donde afirma que el HMDS es un método idéneo
para introducir fragmentos de Echeveria laui'y probablemente de otros miembros de la familia de

las crasulaceas, al anélisis de Microscopia electronica de Barrido.

Las fotografias obtenidas por microscopia electrénica de barrido, mostraron en los callos

sembrados en medio VRc, un cumulo de células no diferenciadas (Fig. 36).

Las hojas desarrolladas en los tejidos colocados en medio VRb4, tuvieron una clara
diferenciacion del tejido epidérmico y se observé la formacion de estomas (Figs. 37, 38), los
callos sembrados en este medio de cultivo, presentaron después de 35 dias, crecimiento celular y
una posible diferenciaciéon, como lo mostraron las fotografias de microscopia electronica de

barrido, en donde se apreci6 una estructura que podria derivar a epidermis (Fig. 39).

Al capturar las fotografias de las semillas de £. /aus, se detectaron 2 diferentes tipos de semillas,
unas que se observaron robustas y muy ornamentadas, las cuales por medio de pruebas de
germinacion se determind que eran viables (Fig. 28), el otro tipo de semillas eran planas y sin
ornamentacion (Fig. 27), éstas ultimas, in vivo presentaban una tonalidad roja muy tenue y no

fueron viables seglin las pruebas de germinacion que se les realizo.




Establecimiento de Métodos de Propagacion Vegetativa
1n vivo e in vitro de Echeveria laui (CRASSULACEAE)

CONCLUSIONES

®

®

L&

La propagacion vegetativa por medio de esquejes de hoja, generd organogénesis completa
y no puso en riesgo la sobrevivencia de las plantas madre.

Intensidades luminosas de 300pmolm™s™, fueron nocivas para la reproduccion vegetativa
de E. /aui

Soluciones acuosas de AIB 500 y 1000 ppm, promueven el desarrollo de raiz en esquejes
de E. /aui

El desarrollo de raiz en los esquejes de hoja de E. /aui, no fue el factor que promovié o
garantiz6 la formacion de rosetas.

El tratamiento “N” del experimento 5 garantiz6 el 60~70%, en formacion de rosetas de E.
laui.

El sustrato no fue indispensable, para propagar por esqueje de hoja E. /aui.

Las semillas de E. /aui se comportaron como fotoblasticas estrictas.

Las semillas de E. /aui, fueron sensibles a la oscilacion de temperatura y necesitaron 280
dias de maduracion para que las semillas de E. /aui, aumentaran el porcentaje de
germinacion a un 80 %.

La propagacion por medio de esqueje de hoja de E. /aur in vivo, facilitd el manejo en la
introduccion del material vegetal a cultivo in vitro.

En hojas jovenes de E. /aui, se promovié una mayor division celular en cultivo in vitro.

El medio VRc, promovio6 el desarrollo y mantenimiento de callos friables de E. /aui.

El medio VRb4, promovié la diferenciacion celular de E. /aui, a hojas, rosetas y raices
perfectamente definidas.

El medio C-5, no estimul6 el desarrollo de callo, ni mantuvo la viabilidad y crecimiento

de callos provenientes del medio VRec.




Establecimiento de Métodos de Propagacion Vegetativa e ?’
1n vivo e in vitro de Echeveria laui (CRASSULACEAE) ng%

SUGERENCIAS PARA TRABAJOS POSTERIORES

© Obtener muestras de una poblacién de Echeveria laui en campo y aislar RNAm, para

determinar en que proporcion, la reproduccion se da, por via sexual y vegetativa.

© Investigar los mecanismos que intervienen en la formacion de raiz, cuando los esquejes de

E. laui se colocan en obscuridad, después de un estrés hidrico o térmico.

© Cuantificar la capacidad de regenerar mas de una rosetas en un mismo esqueje de hoja de

E Jaui.

© Definir un método para garantizar el establecimiento dentro y fuera de un invernadero, de

plantas E. /aui, provenientes de propagacion vegetativa i vivo € in vitro.

© Realizar pruebas de viabilidad en semillas de E. /aui, que se almacenen en diferentes

condiciones ambientales.




Establecimiento de Métodos de Propagacion Vegetativa
1n vivo e in vitro de Echeveria laui (CRASSULACEAE)

9 1 L 1 L 1 J
~"
S — a-’f_ﬁ_ R JER—— S
10 1 -~ ey o=y
1 - —-y
1/, ,...i I!
: :|l 1 - 100
12 7 T s
AN y Nt S00
| A~ ) {
S0 A : —
- : : || "-j
i nd 300
at /
52 1 _ -
' * i 100
] li’ ™, }"" !
4 W
i b 200
32 200

ANEXO 1

GRAFICAS

35 ] 600
500
400
300
200

100




Echewena laui

TEMPERATURA EN °C
i

A
il

7Y M, W

L H

OO0  CAGOM  08C0G  SL0CO. ML 00000  COGOGE
romas |
Intensidad
= peligrosa para
" S Horas la formacién
hz debrote

Grifica 1- Intenaidadesluminosas v lemperaiuras
promedio de3 dias, registradas cadahora,

Establecimiento de Métodos de Propagacion Vegetativa
1n vivo e in vitro de Echeveria laui (CRASSULACEAE)

| +LUZ | -LUZ

Grafica 2.- Porcentajes del total de brotes oblenidos
durante 2 mesesen ~luz y Huz, contamafiosmdximosy

minimosdelasrogetas

45

40 T

35 —

30 -
HH 280 . B

20 —
S sel '

w L TTE LT} -

(= ) Eem— S— y =

0 4t = - =1 . =1,

al u 0A LA

Grafica 3.- Porcentajes obtenidos del totalde brotes
durante 2 meses con sustratosauna CC de 41 Z1% D y
195%ED.

Graficad. Porcentajesde ls formoacidn de radz, brote v
brote conraiz, enun perodo de dosmeses en las diferentes
indenmdadesde Juz v temperature, donsde:
Ol=9.20"CiCbecunidad, LI=8.29°Ci0 31 <2 Shmoba- s,
Ca=21- 23 Ci0bsonithed y LA=21« Z3°CH Bmolin st




Establecimiento de Métodos de Propagacion Vegetativa
in vivo e in vitro de Echeveria laui (CRASSULACEAE)

Grafica 5. Porcentajesde “H™ {caja de pléstico con faps, sushatn CC 4121 % HR
FEAD2 5%, "N {caja de plistico con taps, sin sustato, HR 28147 4%0), “5” {cals de plistico
contape, sustats CC 195 %, HR30.5-36 2% v F” {superficie de aludnio sin fapar, HR
20 87%, divididos en “BROTE”, “RAIZ” v “BIN RESPUESTA”.

BROTE BCR R C

Grifica 6.- Respusstes de Jos escuejes de B loud en condiciones de "N, donds:
Brode= hojaes dispuestas en forma de rosets, BOR= hojes dispuestas en forma de rosela yeoon
presencia de wly, R desanollo fdcunende de vl O= ol de célules no diferernciades
{eallo).




Establecimiento de Métodos de Propagacion Vegetativa
in vivo e in vitro de Echeveria laui (CRASSULACEAE)

:
is
BEs
o /
[=]
v: o
1 ./
o . . .
0 10 o £ 0 = @ 0 &0
DS

Grafiea T.- Cenninacitn de seralles de B lnwd preserdada en
porentaes, colocadss o] priver dia de surecoleccibn, exnuna
tmperatura de 20-34°C, con wna intensidad loranosa de
Hprolmezs-1yu foboperiodn 168 lngobsoundad.

1 10 12 15 17 19 22 24 20 36 38 43 45 75
DiAs

Grafiea ¥.- Germanacion de semillas de F lawi presendada en

porcerdsies, coloosdas después de 166 diss de su tscoleceifn,

snuns Broperats de 23°C, con wne internsided lundross de
18 Séoolress- 1y foloperiodo 16:8 luzobsowridad,

% DEGERMIN
o 3 B B 5 8

1

DAUC BISW/IST 23,166 1w
Dlas

23°C.30
Dlas

TEMPERATURAS

Grafica 8.- Respuestis de las servillas de Bl en los diferentes
Empershies en las que se colocaron a gearednar,

mw 0

B
10 !/
1]

Diao DiA166 Diaz80
DiAS DE ALMACENAVIENTO

Grafiea 10.- Porcentajes de germinecidn de semdllas de B
faug, obtenidos en 3 diferentes Berapos de dhwacerals,
colocadss durante 75 diss en cads caso, con un foloperiodo
168 hziobscuridad {dis 0=20-34'C v Dwnobes-1, dia 166
yaB0=25C v 18 56 olnds- 1),




Establecimiento de Métodos de Propagacion Vegetativa
1n vivo e in vitro de Echeveria laui (CRASSULACEAE)

ANEXO 2

FIGURAS




Establecimiento de Métodos de Propagacion Vegetativa
1n vivo e in vitro de Echeveria laui (CRASSULACEAE)

Fig. 1~ Desprendindento de hojas de Behewrle i de ba Fig. 3.~ howdacidn de hojas secas, formando un
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Fig. T.- Echeveria law, selializando “A” que son bs hops Fig. 8- Esoejes de E Il "= hoja recién corlada con
ceycanas sl dpice (no recomendsdas pare repoduccidn ceras, b= hoje sincers, swmergida en eleohol ™= hojs
vegetstive) v B hojas dels base (visbles para contaleo espolvoreadn.
reproduccion.

Fig. 9 - Esquejes de E law, desanollando 1osehs, Fig, 10.- Tamafios maxinos ymbimes debooles de B
La= escpeie con tonalidad wiiza enls parte fawd, desanollados a patlr de esqueies expusstos ol
mensiemitica, +lur= hojs con fonelidad rojs, eniods su watariento de “Taleo H, donde:
superticie. ayb= son'brotes bajo infersidades de 081265 mmoln ¢

eyd=rosetas bajo uns homdrosidad de 1795760 mmeln s

Fig, 11.- Tanafios de wosetes desanolladas en esquejes de Fig, 12.- Diferenies famafios de wosetas de E lawd,
E lawi durande 3 meses. propegadss por esqueis de hojs,
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Fig. 13.- Brotes de “+LUZ" que deservollaron rafz o Fig. 14 Coloracidn mjizs de los esquejes de E lauf,
colocarlos en obseurdad. “a'= festien sin cers, b lestigo concer,

Fig. 15.- Desarollo de rafves en esquejes de E huid Fiz. 16.- Secuencia de b formacifn debaode, en
A= ghseurided en brpertas fuchiande v Be cbsoaided propsgaciin vegetalive por esqueje.
con emperaturs conholada

Fig. 17.- Buotes de B ksl propagados por esqueje de hoje, Fig. 18.- Desanvollo de raiz en batarientos:
enel experimento 3, donde: &= conesponde ol butarciento a) MEDIO {90 60 womebn- s 2338 Cy ybI BAIO (21 53
L9280 Cia & Indtienolee 5 ), b= al tmbaredentn O nonobu-5, 23232 °C).

{923 Cl0bsoundad) yo= o LA (212301 0meln-5 7).
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Fig. 19.- Esqueies de E Jod, eolocados en el experimento Fig. 20.- Fonmacion de “calle”, en popagesidn por
4, mostrando la secuencia del cardbio de colomcion v esguele, “A™= muestra ol callo, cublerto con wacapa de
turgencis, del dia cero, al dia 60 teiido seco, “B™= ¢l miswo “callo”, sinda cubierds.

Fig. 21.- Esquejes de E Jawi, ) Recién desprendidos de la Fig. 22.- Esgpuejes de F Jawd en deroperstura de 1470 &= 7
plants madre v Después de mantenerlos 60 diss en dias despuds de colocarles presenta une colorscin wjizg,
feraperatana ALTA B= 60 diss desyués se observa la perdida de agua.

Fig. 23.- Ralves slagadas vdelgades, desarolladas por Fig, 24.- Rafces desanrolladas en 21 diss, por ssguejes de
saquejes de B Jawd hoje medianos de .l (fodos los esquejes, snvaizaron,
excepio 3 gque munieron).
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Fig, 25.- Esquejes chicos de B Jewt o) conundia de Fig, 26.- Bsqquejes MEDIANOS de E Jaud A) recién
haberse colocado, b hoiss con 37 diss de colocarlas para despeendidos de rosets propagades vegelativareente, B3 10
propagar vegetativaments, e muests la perdida de weses despuds de haberge colocado se chservan Shrotes v
vishilidad, dos hojas sefialsdss que desarvollaron solo rie

——
108 mm

e 1 90 m

Fig. 27.- Folografias de racroscopds elechdrica de bamdo, en donde se rousstran sexallas de E lowd, vishles {rojes, whbustes v
omamentadas) ¥ro visbles (rojas rouy bnue, planas v sin omamentcitn).
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Fig. 28.- Proceso de gerrinecidn de seraillss vishles (mjes, Fig, 29.- Callos de E. Jawi propagados 1 vitro, enedio

whustes yormarentadas) de ¥Rz, povendendes de hojas del dpice.
E lout,

Fig. 38.- Callos de £ Jawi propagados in vigro, #n medio Fig. 31.- Callos werdes yivisbles de E Jaui proyegados in
¥ Re, provendentss de hojas de 1osetes propegadss por vitro, en reedio Y Ee.
esquele.

Fig. 32.- Miaterial vegetal dispondble pass Fig, 33.- Wlaterial vegetal necrosado.
wicroproyagaciin, o= £ lowd adulta, beroselss de £ lawi
poverientes de propageciin vegelativa por ssgueje de
hoja.
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Fig. 34.- Desanrolio de hojas de F Jaw
inducidas por el medio VRb4,

Fig. 35.- Desarrollo de wosebas de B law)
prowovidas por el medio VEbS.

Fig, 36.- Callos tabudos con HMDS,
manteren la forma v oo rauestan

volapso celular & B v C= Folografias de
callos, proyegedos sn wedis YRe,
tormadas con wicroscopio elechidnico de
barido, donds se chesrva ls agrupecidn de
célules de E Joad sin diferenciar,

D= divisitn celular del osllo de E lon
cultivado en xedio VRe.
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Fig. 37.- Buotes tratados con
HMDS mantieren Ja forms yao
musshan eolapeo celular, &, B,
C=Fragroendo del waterial
wvegelatvo de B Jaud, gue s
coloed en veedio VRbA, D, E= g2
ohserva la diferenciacidn celular
adjido spidérmico de E Jag.

Fig. 38.- hoas tratadas con
HMDS mantieren la forma yro
ravestan colapso celulay, a)
hotade B fowd mdducida vp:sr el
medio VRb4,

by, o), 4y, ), £ se chserva wra

difererciacién v desamollo de

sstormas enel tjido de Js hoja de

E laui cultivada i vifro,

gy Estoma de E lad
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Fig. 39.- Callos tatados con
HIDS mantienen ls forves voo
muestan oolapeo celulay, & whe
vallo poverents de medio VRe
yhasplantade & reedio VEb4, ¢
yide renestan parte del tepds,
domede ge chservs, wne zome
celular Bsa del cello gue podria
derivar 5 bjido epidérmaicn,

B
3

P

Fig, 40.- Secuencia de imdgenes
foroacdas en el famscurso de PO diss,
que muestran, la roupercidn de B
fau, despude de ser deshojada
Debido & canbios  wrbisntales
{granizo), no se logrd ohbrer le folo
del dia 90, sin sbarge, afn con los
dafios  es  postle  viswdlizw
recuperaciin de Ja plants.

Fig, 41.- Expland sembrado en Medio ¥V Rbd, sefialando
el desanollo se mices.




Establecimiento de Métodos de Propagacion Vegetativa

| #
Y., in vivo e n vitro de Echeveria laui (CRASSULACEAE, L %’%
& ‘%% ( ) Wﬁ"@ &

ANEXO 3
MEDIO MS




%; Establecimiento de Métodos de Propagacion Vegetativa *@’%ﬁﬁ

3 \.) - < in vivo e n vitro de Echeveria laui (CRASSULACEAE, It 5
%\@“\% ( ) W#& &

MEDIO MS (MURASHIGE Y SKOOG, 1962)

SOLUCION A (elementos mayores)

Compuesto Pesar en gramos
MgS04. TH,0 3.7
KH,PO4 1.7
CaCl. 2H,0 44
KNO; 19.0
NH4NO; 16.5

Se colocaron en orden los compuestos, agregando inicialmente un poco de agua destilada a un vaso de 1

litro, agitando constantemente, finalmente se aford a 1 litro de solucion y se guardo en frio.

SOLUCION B (elementos menores)

Compuesto Pesar en miligramos
H;BO; 620
MnSOg4. 4H,0 2000
ZnS04. TH,O 830
KI 83

Na;MoO.. 2H,0 25ml*

CuSO.. SH,O 2.5m]*

CoCl. 6H,O 2.5m]*

Se sigui6 el mismo procedimiento que para la solucion A.
*Se prepard de cada compuesto una solucion por separado conteniendo 100 mg del compuesto en 100 ml de agua
destilada. De cada solucion tomé la cantidad indicada.

Na,EDTA 373mg y FeSO4. 7TH,0 278 mg en 100 ml de agua

SOLUCION C
destilada

Para preparar el medio finalmente se vertiéo un poco de agua destilada en un vaso de 1000 ml y se agrego

en orden las siguientes cantidades, agitando constantemente.

SOLUCION A 100 ml, SOLUCION B 10 ml, SOLUCION C 10 ml.
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ABREVIATURAS
AIB Acido Indolbutirico
BAP Bencil Amino Purina
CC Capacidad de Campo
MS Murashige y Skoog
HMDS Hexametildisilazano

A Angstrém
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