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RESUMEN

El género Turbinicarpus es uno de los de mayor interés desde el punto de vista
fitoquimico, pues producen diversos alcaloides que podrian tener aplicaciones
en farmacologia, ya que no ha sido estudiado a fondo y por ende poco
aprovechado, debido a la gran dificultad que representa el obtener tejidos de
estas plantas en las cantidades requeridas para su extraccién a causa de talla
muy reducida, su baja tasa de crecimiento y su estatus de especies
amenazadas. Turbinicarpus valdezianus es endémica de Coahuila y San Luis
Potosi, es muy apreciada por los coleccionistas debido a su belleza, a la
facilidad con la que produce flores y a su talla reducida. Lo anterior ha traido
como resultado una intensa colecta ilegal que ha afectado a las poblaciones
silvestres. La respuesta morfogenética del explante en cultivo de tejidos est4 en
funcién de la adicion de reguladores de crecimiento vegetal al medio nutritivo,
que puede producir efectos notables sobre el metabolismo y el crecimiento
celular, ain en cantidades muy reducidas. El objetivo de la presente
investigacion fue evaluar la concentracion de auxinas en diferentes tamafios y
diametros del brote de Turbinicarpus valdezianus. Se tomaron brotes de
vitroplantas obtenidas de la micropropagacién en medio nutritivo Murashige y
Skoog (1962) adicionado con 3 mgL™ Bencilaminopurina (BAP), 1 mgL™
paclobutrazol (PBZ), 2mgL™ de kinetina, 9 g de agar y 30 g de sacarosa
ajustando a un pH de 5.7. Se seleccionaron vitroplantas considerando tres
tamafios, chico (1.1 a 2 cm); mediano (2.1 a 2.7 cm) y grande (2.8 a4.3 cm) y
de cada tamafo se evaluaron diferentes partes del brote: parte basal, parte

media y parte superior determinando el diametro en centimetros.



El contenido de auxinas (AlA) se determind por espectrofotometria, en partes
por millon (ppm). Con respecto a tamafio de vitroplantas evaluadas: chico,
mediano y grande no presentd diferencias estadisticas, sin embargo
numeéricamente, se encontro que el contenido de auxinas en mayor cantidad se
encontro en el tamafio grande; en cuanto al diametro de diferentes partes del
brote evaluadas no presentaron diferencias estadisticas, pero numéricamente la
parte basal del brote fue quien presentd mayor diametro. El contenido de
auxinas de los brotes de las vitroplantas de Turbinicarpus valdezianus a los 30
dias de desarrollo fluctud entre 0.28 a 0.34 ppm.

Palabras clave: Turbinicarpus valdezianus, hormonas, cuantificacion de

auxinas, Acido indolacetico (AlA).

vi



|.-INTRODUCCION
México es el pais que presenta la mayor riqgueza en especies de cactaceas, y
en la region noreste caracterizada por una escasa precipitacion se encuentra
una amplia variedad de estas especies. En el area conurbana de Saltillo,
Ramos Arizpe y Arteaga Coahuila se localizan alrededor de 13 especies de
cactaceas vulnerables y en peligro de extincién por el crecimiento de la zona,
dentro de las cuales se encuentra Turbinicarpus valdezianus, y teniendo como
principio que la tecnologia del cultivo de tejidos puede ser de gran valor en
preservacion y utilizacion de especies de cactaceas en vias de exterminio , el
presente trabajo pretende proporcionar informacion que permita a los
especialistas en el cultivo de tejidos poder controlar con certeza las condiciones
de desarrollo in vitro en esta cactacea. Normalmente para la induccion de una
respuesta morfogenética del explante en cultivo de tejidos es necesaria la

adiciéon de reguladores de crecimiento vegetal al medio de cultivo (Cote, 1981).

Los reguladores de crecimiento vegetal o fitorreguladores son compuestos
organicos que pueden producir efectos notables sobre el metabolismo y el
crecimiento celular aun en cantidades muy reducidas; se producen sobre todo
en tejidos de crecimiento (meristemos de los apices en desarrollo en el extremo

de tallos y raices) y suelen ejercer sus efectos en lugares alejados del lugar de



produccion, la sintesis biologica de estas sustancias resulta de gran importancia
ya que su aplicacion permite el aumento de los rendimientos y la calidad de las

cosechas en la agricultura. Los reguladores de crecimiento mas utilizados en el
cultivo in vitro de las plantas, son los pertenecientes a los grupos de las
auxinas y citocininas, ya que son los que regulan en gran medida los procesos
de crecimiento y desarrollo organizado en cultivo de tejidos vegetales (Pérez et

al., 1999).

Esta caracteristica estd relacionada con la acumulacibn de metabolitos
secundarios tales como &cido indol-3-acético (AlIA) y &cido indol-3- butirico
(AIB), siendo los miembros mas conocidos de este grupo en la formacion de
raices adventicias. Algunos factores que controlan los niveles de auxina libre
pueden ser las peroxidasas con actividad de AlA-oxidasa (AlA-ox; la formacién
de ésteres o amidas entre auxinas y azlUcares 0 aminoacidos presentes
mediante transporte polar y/o su conjugacién (Franhenberger y Arshad, 1995).
Tanimoto (2005) menciona que algunas auxinas de forma natural, otras son
sintetizadas artificialmente, las primeras son generadas por microorganismos
tales como: Azospirillum, Azotobacter, Pseudomonas, Rhyzobium, etc., como
es el caso del acido indolacético.

En cultivo de tejidos, el tener un conocimiento o descripcion de la cantidad de
hormona presente o0 generada por la vitroplanta nos ayudaria en la etapa de la
elaboracion efectiva del medio nutritivo para la propagacion de los tejidos
vegetales de determinadas especies; 0 para mantener en concentraciones

Optimas la vitroplanta para su crecimiento y desarrollo. Para el estudio y



separacion de las fitohormonas, se tienen diferentes metodologias entre ellas la
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) y la espectrofotometria,
donde la primera se obtiene en la fase reversa C18 siendo la mas usada y
reportada para este tipo de separacion Sin embrago, el equipo es costoso,
especializado y requiere mayor numero de materiales y reactivos, mientras que
la espectrofotometria es mas convencional y facil de interpretar (Birkemeyer et

al., 2003).



Objetivo general
Evaluar la concentracion de auxinas de vitroplantas de Turbinicarpus

valdezianus de diferentes tamafios y partes del brote.

Hipotesis
Se plantea la hipétesis de que en al menos en uno de los diferentes tamafios
en alguna parte del brote de las vitroplantas de Turbinicarpus valdezianus varia

el contenido de auxinas (AlA).



I.-REVISION DE LITERATURA

Importancia de la especie

Entre las muchas cactdceas mexicanas amenazadas, resultan de especial
interés las del género Turbinicarpus, el cual es endémico de las partes centro y
sur del Desierto Chihuahuense, el que se extiende desde la Meseta Central de
México hasta los EU. Este género incluye varias especies y subespecies de
cactus pequefios que son muy apreciadas por los coleccionistas debido a su
belleza, a la facilidad con la que producen flores y a su talla reducida, que
permite el mantenimiento de grandes colecciones en espacios minimos. Lo
anterior ha traido como resultado una intensa colecta ilegal que ha afectado a
las poblaciones silvestres. Este fenbmeno se agrava debido a que muchas de
las especies de este género tienen areas de distribucion muy restringidas y su
hébitat esta siendo constantemente degradado Algunas actividades humanas
que se desarrollan en estas areas de distribucion, tal como la extraccion de
materiales pétreos, han afectado de manera importante a algunas especies del
género (Anderson, 2001).

Hernandez et al. (2007) mencionan que el género Turbinicarpus es uno de los
de mayor interés desde el punto de vista fitoquimico, pues producen diversos

alcaloides que podrian tener aplicaciones en farmacologia.



Estos compuestos no han sido estudiados a fondo, y mucho menos
aprovechados, debido a la gran dificultad que representa el obtener tejido de
estas plantas en las cantidades requeridas para su extraccion a causa de su
talla muy reducida, su baja tasa de crecimiento, y su estatus de especies

amenazadas ( Starha et al.,1999).

Clasificacion taxondémica de Turbinicarpus valdezianus

Segun, Glass y Moller (1977) Turbinicarpus valdezianus se clasifica en:

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Caryophyllidae
Orden: Caryophyllales
Familia: Cactaceae
Subfamilia: Cactoideae
Tribu: Cacteae
Género: Turbinicarpus
Especie: Valdezianus

Descripcién del género Turbinicarpus

El género Turbinicarpus incluye 34 especies, con cerca de 16 variedades o
formas (Guzman et al., 2003) T. valdezianus es una especie en proteccion
especial, conforme a la norma vigente NOM-059-ECOL-2001, que debe
propagase preferentemente a través de la proliferacion de brotes in vitro. Son

Plantas pequefias, mas o menos globosas, generalmente simples; provistas de

6
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tubérculos o rara vez con costillas divididas en tubérculos, aréolas monomorfas.
Espinas escasas, suaves, no pungentes. Flores en las aréolas del apice del
tallo, blancas o de color rosa; pericarpelo desnudo, a veces con una escama
diminuta hacia su porcion superior; estambres numerosos. Fruto con una baya
irregularmente dehiscente. Semillas de 1 a 1.5 mm de longitud; testa negra y
verrugosa, sin arillo (Bravo y Sanchez, 1991).

Turbinicarpus fue descrito por Buxbaum (1952) y Curt (1958) el nombre se
origina del latin turbinatus, trompo y del griego carpos, fruto, haciendo
referencia a la forma general de las plantas. Se ha relacionado estrechamente
con los géneros Neolloydia y Thelocactus, e incluso se ha llegado a proponer
que estas especies no son mas que formas juveniles de Neolloydia con la
capacidad de florece y fructificar a una edad temprana, esta idea no ha sido
aceptada del todo por los estudiosos de las cactaceas y se decidid mantener
este género independiente con 24 especies y un hibrido natural. La
conservacion de las cactaceas del género Turbinicarpus se ve también
obstaculizada por su lento crecimiento y la pobre capacidad de recuperacion de
las poblaciones naturales. Esta situacién se debe en gran medida a una muy
baja produccion de semillas aunada a su baja tasa de germinacion, que solo
alcanza el 8% en algunas de las especies del género. Esto Ultimo se debe tanto
a la pérdida de viabilidad como a la existencia de diversos mecanismos de

latencia (Flores et al., 2005; Flores et al., 2008).



Descripcion de Turbinicarpus valdezianus

Turbinicarpus valdezianus es de origen mexicano (Coahuila, San Luis Potosi),
generalmente es una cactacea de crecimiento reducido y lento, de vida
solitaria, ya que rara vez se le encuentra agrupado, son plantas simples. Tallo
tuberculado, globoso de alrededor de 5 cm de altura y 3 mm de didmetro.
Espinas radiales y centrales bien definidas. Espinas radiales de 15 a 17, de
alrededor de 5 mm de longitud, aciculares blancas, vitreas, algo plumosas,
radiadas horizontalmente en torno de la areola, entrelazadas con las areolas
vecinas, ocultando en parte el tallo, espina central 1 cm, de cerca de 1.5 cm de
longitud, gruesa, de 1mm de didmetro, con la superficie escabrosa provista de
diminutos tricomas, blanquecina, erecta, pero torcida y curva, cubriendo el
apice, flores y frutos no vistos (Bravo y Sanchez,1991).

Turbinicarpus valdezianus habita en pequefias colinas de piedra caliza
cubiertos de vegetacion desértica, a alturas de alrededor de 1.1 a 2.0 metros. A
pesar de que etas cactaceas no crecen demasiado producen flores grandes,
bonitas y muy vistosas de diferentes colores dependiendo de la variedad
(Figura 2.1).Turbinicarpus valdezianus es una especie de la familia de las
cactaceas, cuya localidad tipo es Saltillo, Coahuila y se clasifica como

amenazada.



Figura 2. 1. Plantas adultas de Turbinicarpus valdezianus.

El crecimiento urbano y la posible colecta indiscriminada han disminuido
drasticamente el tamafio poblacional de dicha especie en los lugares donde se
reportd originalmente. En exploraciones preliminares, hemos localizado a
Turbinicarpus valdezianus en el Cafion de las Bayas, Municipio de Arteaga,
Coah. Y, por su inaccesibilidad, parece ser un lugar que puede funcionar como
reservorio de variabilidad para dicha especie, y posiblemente como lugar para
reubicacibn de poblaciones amenazadas localizadas cerca de la mancha
urbana. Esta estructura proporciona micro-ambientes de sombra y humedad al
tallo, sus tejidos internos sirven de almacenaje de agua, éstos se contraen y
expanden en funcién de la disponibilidad de agua (Mauseth, 2000).

Cabe mencionar que algunas especies de este género presentan una
distribucion muy restringida, ocupando en algunas ocasiones solamente unas
cuantas lomas o laderas, y debido a que son plantas muy pequefas con formas
caprichosas, faciles de cultivar y florean con facilidad son muy buscadas por los
coleccionistas, quienes no vacilan en colectar ejemplares de formas ilegal en
campo, eso ha llevado a algunas especies al borde de la extincidon en su habitat

natural (Elizondo et al., 1990).



Sin embargo como una noticia alentadora, se tienen registros de poblaciones
gue han sido colectadas hasta desaparecer y se han recuperado gracias a la
reserva de semillas que existe en el suelo de estas localidades. Este género se
distribuye solo en México desde Coahuila hasta Guanajuato. En Nuevo Ledn
ocurren cerca de 10 especies. Existen unas 24 especies de este género que se
distribuyen desde el suroeste de Estados Unidos hasta el noroeste de México.
Para este diagnodstico se consideraron siete especies que se encuentran

distribuidas en el desierto Chihuahuense (Neutelings, 1982).

Cultivo de tejidos vegetales

El cultivo de tejidos es una herramienta de gran valor para la resolucion de
problemas basicos y aplicados en la biologia vegetal, ya que por una parte
ofrece una serie de sistemas modelo ideales para la investigacion fisiol6gica,
bioguimica, genética y estructural, y por otro lado tiene una aplicacion practica
en la clonacién, conservacion y manipulacion in vitro de cualquier material
(George, 2008).

Hurtado y Merino (1994) citan que el cultivo de tejidos se refiere al cultivo de
células, tejidos u érganos de plantas en un medio que le aporte los nutrientes
necesarios para su desarrollo. Esta técnica se basa en la “totipotencialidad
celular’ que parte de la premisa: “toda célula viviente de un organismo
multicelular es capaz de desarrollarse si le dan las condiciones externas

apropiadas.

10



La célula tiene la habilidad de desarrollarse, regenerando un organismo entero”.
La nueva planta sera genéticamente idéntica a la planta madre, el desarrollo de

esta se da en un periodo corto (Rodriguez, 2005).

Micropropagacion

La micropropagacion es parte de la biotecnologia que a nivel mundial se ha
utilizado ampliamente en especies de interés econémico. Es una técnica que
utiliza el cultivo de tejidos vegetales para multiplicar rapida y masivamente una
especie de interés basandose en el concepto de totipotencia, en el que se
promueve el desarrollo de un organismo completo, considerando Ia
diferenciacion celular y potencial genético del genotipo. Mediante esta técnica
se puede obtener plantas con diferentes propésitos en cantidades suficientes,
siendo una nueva opcién para multiplicar genotipos que cuentan o tienen
dificultad para propagarse con métodos convencionales (Sanchez et al., 2004).

Pierik et al. (1990) mencionan que con la micropropagacion se pueden producir
y transportar plantas libres de enfermedades, tiende a ser mucho mas rapida
en comparacion con otros métodos de multiplicacion vegetativa y permite la
propagacion vegetativa donde es dificil o imposible por técnicas convencionales
Actualmente existen muchas técnicas para la modificacion genética de plantas
in vitro. Estas técnicas también dependen de la micropropagacion tanto para la

regeneracion como para la multiplicacion de nuevas caracteristicas.

Torres (1996) menciona que el proceso de la micropropagacion esta constituido

por 5 etapas.
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Fase 0: Preparacion de la planta madre.

Fase I. Establecimiento del cultivo en condiciones de asepsia.
Fase II: Multiplicacién de brotes

Fase Ill: Enraizamiento

Fase IV: Aclimatizacion

Fase 0: Preparacion de la planta madre

Para poder establecer el cultivo en condiciones de asepsia, se deben obtener
explantes con un nivel nutricional y un grado de desarrollo adecuado. Para
obtener estos explantes es recomendable mantener a las plantas madre, es
decir la planta donadora de yemas, durante un periodo de tiempo que puede
oscilar entre unas semanas 0 varios meses en un invernadero bajo condiciones
controladas. En ese ambiente se cultiva la planta en condiciones sanitarias
Optimas y con un control de la nutricion y riego adecuados para permitir un

crecimiento vigoroso y libre de enfermedades.

Fase |: Establecimiento del cultivo en condiciones de asepsia

Una vez elegida la planta madre, se extraeran los fragmentos a partir de los
cuales se obtendran los explantes. Pueden ser yemas, trozos de hojas,
porciones de raices, semillas, etc. se trabajara en cabinas de flujo laminar para
extraer los explantes a partir del material vegetal. Estos explantes se

introduciran en un tubo de cultivo conteniendo medio de iniciacion.
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Fase II: Multiplicacion de los brotes

Durante esta fase se espera que los explantes que sobrevivieron la FASE 1y 2
originen brotes (de procedencia axilar o adventicia) con varias hojas. En la
base de cada hoja hay una yema que se desarrollara luego de ser puesta en
contacto con el medio de cultivo. Periédicamente estos nuevos brotes se deben
subcultivar en un nuevo medio mediante divisiones y resiembras en tubos de
cultivo u otros recipientes adecuados, de esta forma aumenta el numero de

plantas en cada repique o divisién de las plantas.

Fase lll: Enraizamiento in vitro

Los brotes obtenidos durante la fase de multiplicaciéon se transfieren a un
medio libre de reguladores de crecimiento o que solo contenga hormonas del
tipo auxinas. El enraizamiento in vitro aprovecha los brotes diferenciados de la
etapa anterior, colocandose en un medio de cultivo compuesto por sales
inorganicas, vitaminas y reguladores de crecimiento de modo que dichos brotes

emitan raices (Hudson, 1992).

Fase IV: Aclimatizacién

Los explantes recién enraizados son muy sensibles a los cambios ambientales,
de manera que el éxito o el fracaso de todo el proceso dependen de la
aclimatacion. En esta etapa las plantas sufriran cambios de diferente tipo que
permitiran la adaptacion de las mismas a vivir en condiciones naturales (Preece

y Sutter, 1991).
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Medios de cultivo

Fuentevilla (2004) indica que la composicion quimica del medio de cultivo es un
factor importante en la morfogénesis. Este se compone de macro vy
microelementos, aminoacidos, vitaminas, fitohormonas, carbohidratos y un
gelificante, la constitucion del medio de cultivo depende de la planta (genotipo),
de las interacciones de éste con el ambiente (factores fisicos), del tamafio del
explante y del objetivo o etapa de la micropropagacion”. No existe un medio de
cultivo universal a ser utilizado en la propagacion de plantas in vitro, sin
embargo, el medio basal MS propuesto por Murashige y Skoog (1962) con
alguna variacion de sus ingredientes ha sido el mas utilizado para esta técnica.

Mroginski (2008) menciona una parte importante del cultivo in vitro son los
Medios de Cultivo ya que en ellos se encuentran las sustancias necesarias para
el crecimiento y desarrollo de los tejidos vegetales. Un medio de cultivo es una
solucion acuosa en donde se encuentran disueltas sales minerales que aportan
los elementos esenciales Macronutrientes (N, P, K, S. Ca y Mg) y
Micronutrientes (Fe, B, Mn, Zn, Cu, Mo, y Co). Normalmente es imprescindible
una fuente de carbono, generalmente la sacarosa, debido a la escasa actividad
fotosintética de los tejido in vitro. Ademas, el medio puede ser enriquecido con
Aminoacidos, Vitaminas y Reguladores del Crecimiento. Los medios de cultivo
se preparan a partir de soluciones concentradas 10 o 100 veces (Soluciones
Madre o Stock). En la solucién madre se pueden mezclar varias sales minerales
siempre que no se produzcan problemas de precipitacién. Algunos elementos,
como el Fe, se utilizan en forma de quelatos para mantener su disponibilidad
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durante el cultivo. Los medios nutritivos para el cultivo de células y tejidos
vegetales son, en general, menos complejos que los de cultivos microbianos y
son formulados en forma mas o menos empirica. Si bien se desarrollan
periodicamente nuevas férmulas comerciales, no existe hasta el presente un
disefio racional que tenga en cuenta la composicion centesimal de la célula
vegetal y el conjunto de condiciones que controlan el crecimiento y la
diferenciacion. No obstante, normalmente se puede utilizar un medio sencillo y
complementarlo con diferentes componentes y reguladores de crecimiento para
llegar empiricamente a la férmula que le brinde al tejido las mejores condiciones
para su crecimiento y produccion. Se han descripto un gran niamero de medios
nutritivos para el cultivo de vegetales in vitro. Estos medios de cultivo constan
de sales minerales, vitaminas, aminoacidos, azucares y reguladores de

crecimiento (Krikorian, 1991).

Adicién de hormonas en el medio de cultivo y el metabolismo de la planta.
Aunque la composicién del medio de Murashige y Skoog da buenos resultados
en el cultivo in vitro de la mayoria de las especies, se debe seleccionar una
combinacion de nutrientes en funcion del conocimiento de la fisiologia de la
especie, de los resultados experimentales obtenidos, del tipo de cultivo a
desarrollar (plantulas, callos, raices, meristemos, embriones) o del objetivo del
trabajo (crecimiento, diferenciaciéon u obtencién de metabolitos (Jenik y Barton,

2005).
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Reguladores del crecimiento vegetal

Los reguladores de crecimiento o fitohormonas, son compuestos organicos de
bajo peso molecular que actian en muy bajas concentraciones en sitios
distantes de donde son producidos, interviniendo en muchos procesos
fisiolégicos como el desarrollo de tejidos, crecimiento del tallo y la caida de

hojas, entre otros (Purves et al., 2002).

Estos reguladores estan directamente involucrados en procesos metabdlicos o
en el proceso de desarrollo tale es el caso de la produccién de amilasa y la
induccion de la floracidon entre otros, pero al actuar en bajas concentraciones
modifican dichos procesos, donde sus efectos varian segun du interaccién con
otros reguladores de crecimiento vegetal, de esta forma regulan o influyen en
un rango de procesos celulares y fisioldégicos entre los que se cuentan la
divisibn celular, diferenciacion celular, desarrollo de frutos, tropismos,
dormancia de semillas, germinacion de semillas, senescencia abscision de las

hojas entre otras (Salisbury y Roos, 2000).

A medida que se fueron identificando un mayor nimero de reguladores de
crecimiento y se fueron estudiando sus efectos y concentraciones enddgenas
se hizo evidente que cada uno de ellos no sélo influye en las respuestas de
muchas partes del vegetal, sino que tales respuestas dependen de la especie,
del 6rgano del vegetal, del estado de desarrollo, de las concentraciones
enddgenas y exégenas, de las interacciones entre reguladores de crecimiento y
de diversos factores ambientales.
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Por lo tanto es riesgoso generalizar acerca de los efectos de los reguladores de
crecimiento sobre los procesos de crecimiento y desarrollo en un tejido u

organo vegetal (Woodward y Bartel, 2005).

Weaver (1996) menciona que los fitorreguladores son todos los compuestos
organicos (no considerados nutrientes) que en pequefias cantidades son
capaces de fomentar, inhibir o modificar cualquier proceso fisioldgico de la
planta. El término fitorregulador puede incluir un rango amplio de compuestos,
puede aplicarse en los dos casos tanto para los compuestos naturales
producidos dentro de la planta, como para los compuestos sintetizados
artificialmente, el termino hormona vegetal o fitohormona Unicamente se limita
al primer caso.

Los efectos de los fitorreguladores no son absolutamente especificos, su
respuesta hacia los cultivos in vitro depende del tipo de explante y del genotipo
de la planta. El desarrollo y la morfogénesis in vitro son reguladores por la
interaccién entre el balance de fitorreguladores adicionados al medio y las
fitohormonas producidas internamente. Existen siete clases de reguladores de
crecimiento vegetal entre los cuales se encuentran auxinas, giberelinas,
citoquininas, brasinosteroides, acido abscisico, etileno y acido jasmonico. Las
cuales participan en la regulacion del crecimiento y desarrollo de la planta

(Tanimoto, 2005).
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Auxinas

Estas hormonas son un grupo de compuestos que estimulan la elongacion de la
planta. El acido indolacetico (AlA) es una auxina que realiza una accién directa
sobre la elongacion y es la forma predominante, sin embargo, evidencia
reciente sugiere que existen otras auxinas indolicas naturales en plantas. Su
accion principal radica en determinar el crecimiento de la planta y favorecer la
maduracion del fruto (en el caso del AlA) y el proceso del enraizamiento (acido
indol butirico — AIB). Las auxinas se sintetizan principalmente en el apice del
tallo, en las yemas, ramas jovenes y en general en los meristemos a partir del
aminoécido triptéfano. Ayudan a que los tallos débiles se desarrollen y que se
forman raices adicionales de soporte para complementar el sistema radicular, el
acido indolil-3-acetico (AlA) es sintetizado en la planta L-triptéfano, el cual
puede estar libre o formado parte de proteinas (Teale y Palme, 2006).

Las auxinas constituyen un grupo pequefio de hormonas vegetales,
originalmente identificada por su rol en respuestas tropicas. Actualmente se
sugiere que posee propiedades morfogenéticas analogas a hormonas
presentes en el reino animal, participando en procesos que incluyen desarrollo
de embrion, raiz y fruto, diferenciacién de sistema vascular, crecimiento trépico
y dominancia apical este flujo de auxina reprime el desarrollo de brotes axilares
laterales a lo largo del tallo, manteniendo de esta forma la dominancia apical.
El movimiento de la auxina fuera de la lamina foliar hacia la base del peciolo

parece también prevenir la abscisién (Dharmasiri et al., 2005).
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La auxina ha sido implicada en la regulacion de diferentes procesos fisioldgicos,
entre los que se incluye promocion del crecimiento y diferenciacion celular,
longitud de la planta; estimulacion y maduracion de frutas, floracion, senectud,
geotropismo; la auxina se dirige a la zona oscura de la planta, produciendo que
las células de esa zona crezcan mas que las correspondientes células que se
encuentran en la zona clara de la planta (Friml, 2003). Las auxinas sintéticas
mas usadas son: el acido naftalenacético (NAA) utilizadas en concentraciones
de 0.1 a 5 mgL™ el acido indolbutirico (IBA) de 0.1 a 5 mgL™ los acidos 4-
clorofenoxiacético (CPA) y 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) de 0.05 a 0.5 mgL™
y el acido indolacético (AIA) de 1 a 50 mgL™, participan ampliamente en un sin
namero de procesos, sin embargo los principales son el alargamiento y la
division de las células, la formacion de brotes, raices y tejidos callosos (Hurtado
y Merino, 2000).

En forma natural, las concentraciones mas altas de auxinas se encuentran en
los &pices de crecimiento, sin embargo también se encuentran auxinas
ampliamente distribuidas por la planta, sin duda provenientes de las regiones
meristematicas. La auxina natural mas comuan es el acido indolacético (AlA)
pero dependiendo de la especie, edad de la planta, estacién del afio y
condiciones de crecimiento pueden aparecer otras auxinas naturales en los
tejidos como son el acido 4-cloroindol-3-acetico y el acido indol-3-acrilico

(Dobrev et al., 2005).
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Metabolismo de las auxinas

Son conjugadas con azucares, aminoacidos y péptidos. Los conjugados de
Auxinas actuan como formas de almacenamiento inactivas de Auxinas:
dicotiledoneas: Auxina-Acido Aspartico, Auxina-Glucosa: Monocotiledoneas:

Auxina-Glicosidos, no conjuga con aminoacidos (Gray, 2004).

Biosintesis de auxinas en las plantas
Las auxinas son producidas en las plantas a partir del catabolismo del triptéfano
lo cual se observo ensayos en donde al colocar triptéfano este era catabolizado
por el tejido en AIA, aumentando su concentracion en el mismo Son utilizadas
principalmente para la diferenciacién de raices y la induccion de callo (Taiz,
2006). Las mas utilizadas son:

AIB: (4cido indol-3-butirico) = diferenciacion de raices

ANA: (&cido naftalenacético) = diferenciacion de raices

AlA: (acido indolacético) = Prolongacion de explantes

2,4-D: (4cido diclorofenoxiacético) = induccion de callos.

Efectos fisiolégicos de las auxinas

Crecimiento y formacién de raices.

Debido a que las auxinas influencian tanto la division, crecimiento vy
diferenciacion celular, estan involucradas en muchos procesos del desarrollo,
en algunos de ellos interactuando con otras fitohormonas. Diversos bioensayos
han sido descritos para analizar respuestas a auxinas, los cuales han sido Gtiles
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en la identificacion de compuestos con actividad tipica de auxinas y de plantas
mutantes con defectos en la sintesis, metabolismo o respuestas a auxinas. Uno
de los ensayos que caracterizan el efecto de auxinas en el desarrollo es la
regulacion del crecimiento radicular el cual es definido desde el desarrollo
embrionario Mientras las auxinas estimulan el crecimiento de los tallos y
coleoptilos, inhiben el crecimiento de la raiz primaria, pero estimulan la
formacion de raices secundarias. La concentracion Optima para el promover
elongacion de tallos es entre 10-6 y 10-5 M, sin embargo, en raices esta
concentracion es muy alta y retarda su crecimiento (Jenik y Barton, 2005).

Las auxinas ademas promueven la biosintesis de la hormona etileno que inhibe
el crecimiento radicular. Niveles menores a 10-9 M de IAA serian capaces de
inducir crecimiento de raiz, pero no ocurriria a niveles normales endégeno mas
altos. El proceso de rizogénesis esta intimamente asociado a la division celular.
Una practica comun en horticultura es aplicar auxinas para favorecer el
enraizamiento de esquejes. En técnicas de cultivo de tejidos se utilizan auxinas
y citocininas para promover la division celular y la diferenciacion de raices y
tallos, respectivamente. Las auxinas estimulan a la divisibn de células
localizadas en el periciclo en la zona justo arriba de la zona de elongacién para
provocar la formacion de raices laterales. Este fenbmeno también se aplica en
la formacion de raices adventicias la cual puede ocurrir en varios tejidos donde

existan un grupo de células en activa division (Barcello, 1995).
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Regulacion de tropismos

Mientras el crecimiento puede ser definido como un proceso irreversible
derivado de la elongacion celular, los tropismos son movimientos de crecimiento
direccionales en respuesta a un estimulo también direccional. El efecto que
tienen las auxinas sobre el crecimiento de tallos y raices es importante para
controlar los tropismos. Estas respuestas se concretan con curvaturas, giros o
inclinaciones que realizan los tallos y raices hacia un estimulo de luz
(fototropismo), de gravedad (geotropismo o gravitropismo), o de contacto
(tigmotropismo). En el caso del fototropismo, la auxina que se produce en el
apice, en vez de ser transportada hacia la base, es transportada lateralmente
hacia el lado sombreado. Asimismo, se han encontrado varias proteinas que
actuarian como receptoras para el fototropismo (fototropinas). Una de ellas,
NPH1, es fosforilada en un gradiente lateral durante la exposicién a luz azul
lateral. De acuerdo con el modelo clasico, la fosforilacion en gradiente de NPH1
induciria de alguna manera el movimiento de auxina hacia el lado no iluminado
del tallo o coleoptilo. Sin embargo, la regulacion de la respuesta fototropica es
mas compleja, pues la actividad de ésta y otras fototropinas varia dependiendo
la calidad de luz y la accion de fitocromos (Esmon et al., 2005).

Una vez en el lado opuesto de la luz, la auxina es transportada en forma
basipétala a la zona de elongacion, donde aceleraria el crecimiento de esa zona
con respecto a la zona iluminada, provocando la curvatura hacia la luz. De
forma similar, el mismo modelo se puede aplicar para explicar las respuestas de

tallos y raices a la gravedad.
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Durante la respuesta geotropica, si una planta en crecimiento se coloca de lado,
el tallo tiende a curvarse hacia arriba y las raices hacia el suelo. Cuando la
planta esta en posicion horizontal, la fuerza de la gravedad hace que la auxina
se distribuya mayormente en la parte inferior del tallo o raiz. Mientras en el tallo
las auxinas estimulan el crecimiento de la parte inferior (ocasionando una
curvatura hacia arriba), en raices un mayor nivel de la hormona inhibe el
alargamiento de las células, por lo tanto, las de la cara superior se alargan mas
y la raiz se curva hacia abajo. Esta re-distribucion de auxina en la raiz podria
deberse a la percepcion de la gravedad por algunas células que se localizan en
el casquete, caliptra o cofia Estas células (estatocitos) contienen los llamados
estatolitos correspondientes a amiloplastos que sedimentan en repuesta al
vector gravitacional. Una ubicacion basal de los estatolitos ocasionaria un
transporte polar de auxina a lo largo del lado inferior desde la cofia hacia la
zona de elongacion de la raiz, donde retardaria el crecimiento (Hou et al.,

2004).

Dominancia apical.
La distribucion en gradiente de auxina desde el 4pice primario hacia la base de
la planta reprime el desarrollo de brotes axilares laterales a lo largo del tallo,

manteniendo asi lo que se denomina como dominancia apical (Thimann, 1977).

Abscision de 6rganos.
Las auxinas tienen un efecto general negativo sobre la abscision de los

organos, retardando especialmente la caida de hojas, flores y frutos jovenes.
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El movimiento de la auxina fuera de la lamina foliar hacia la base del peciolo
parece prevenir la abscision inhibiendo la accion de la hormona etileno,
principal efector de la formacion de la zona de abscision. Cuando los tejidos
foliares envejecen, la produccién de auxinas decrece, dando paso asi a la
accion del etileno y progresion de la abscision. Sin embargo, también se han
descrito casos en que aplicaciones de auxina exdgena en el lado opuesto de la
zona de abscision (cerca al tallo) acelerarian el efecto del etileno sobre la

abscision (Van y Otead, 1997).

Desarrollo de flores y frutos.

Plantas que son tratadas con inhibidores de transporte de auxinas o plantas
mutantes defectuosas en transportar auxina muestran deformidades en las
inflorescencias y en la arquitectura floral, lo que sugiere que esta hormona es
necesaria para un adecuado desarrollo de flores De igual manera la aplicacién
de auxina en forma exdgena induce el desarrollo floral en varias especies.
Asimismo, auxina contribuye con el crecimiento normal de frutos. Un ejemplo
clasico lo constituyen aquenios de frutilla que fallan en completar su crecimiento
(cuaje) cuando se les ha retirado las semillas, fuentes de auxina endoégena. Sin
embargo, la aplicacibn de auxina a estos frutos sin semillas es capaz de
restaurar el desarrollo de frutos normales. Ademas auxina tendria un efecto
positivo sobre la maduracién de algunos frutos al promover de alguna manera la

sintesis de etileno (Pfluger y Zambryski, 2004).
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Diferenciacion vascular.

Las auxinas controlan la division celular en el cambium donde ocurre la
diferenciacion de las células que daran origen a los elementos de floema y
xilema. Su mayor efecto se advierte en la diferenciacion del xilema. El nimero
de elementos de xilema que se forman en tallos decapitados tratados con AIA

es proporcional a la cantidad de hormona aplicada (Bhalerao et al., 2002).

Métodos de deteccion de reguladores de crecimiento vegetal

Las hormonas vegetales se encuentran en las plantas en bajas concentraciones
si se comparan con otros metabolitos secundarios como alcaloides terpenos,
entre otros. Por lo que la identificacion quimica de las mismas puede verse
limitada por las técnicas usadas para su extraccion y purificacion. Ya sea por la
baja concentracién en que se presentan o por la sensibilidad de las técnicas
espectroscopicas requeridas para su identificacion quimica. Los métodos més
usados para la deteccion de reguladores de crecimiento vegetal, especialmente
giberelinas incluye el uso de costosos equipos, lo que genera un sesgo en la
investigacion al estar ligada a altos costos. Es por esto que se buscan técnicas
qgue involucren procedimientos mas sencillos y al alcance de -cualquier
laboratorio, como es el caso de la deteccion colorimétrica que involucra un

reactivo especifico y un espectroscopio (Birkemeyer et al., 2003).
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Espectrometria de Masas

Jork (1991) indica que la Espectrometria de Masas es una potente técnica
analitica instrumental basada en el diferente comportamiento que presentan los
iones que se forman por diferentes técnicas de ionizacion, al atravesar campos
eléctricos y magnéticos. Asi dichos iones son separados en funcion de su
relacion masa/carga y detectados. Las técnicas de ionizacion empleadas pasan
por el bombardeo de electrones (Impacto Electronico), bombardeo de atomos
de Cs (FAB), transferencia de protones a través de choques con moléculas
previamente ionizadas tales como metano, amoniaco, isobutano y metanol
(lonizacién Quimica) y aplicacion de campos eléctricos intensos a una fase
movil liqguida previamente nebulizada a presién atmosférica (Electrospray,
APcl). En cuanto a la separacion de iones (analizador de masa), este proceso
se realiza mediante campos magnéticos (sector magnético) permitiendo en este
caso trabajar en alta resolucién, esto es, llegar a determinar masas iénicas con
hasta cuatro decimales, cuadrupolos, triples cuadrupolos (con posibilidad de
realizar experimentos de masas/masas tales como determinar iones padre,
iones hijo, pérdida de neutros y MRM) y trampa de iones. Los equipos permiten
la introduccion directa de muestras mediante sonda de sélidos calefactadas e
introduccién a través de técnicas de Cromatografia de Gases (GC-MS) y

Cromatografia Liquida (HPLC-MS).
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Deteccidn colorimétrica de auxinas

Reactivo de salkowsky

El reactivo de salkowsky, ha sido ampliamente utilizado para establecer la
presencia de grupos indol, en solucion a partir de tejidos vegetales y extractos
de cultivos microbianos, entre otros. Es un meétodo netamente colorimétrico
basado en la oxidacion que produce el acido percldrico a las moléculas de indol,
generando una coloracibn que va de la gama de los rosados a fucsia,
evidenciando la presencia de moléculas con grupo indol presumiles como
compuestos auxinicos (Glickmann y Dessauxy, 1995).

La deteccion y cuantificacidn de compuestos inddlicos, en particular el caso del
AlA, se ha estudiado mediante técnicas muy disimiles, entre las que se
encuentran la cromatografia liquida de alta resolucion, la cromatografia en capa
delgada (y algunos métodos colorimétricos como el derivado de Salkowsky
(Thakuria et al., 2004).

Bricet al. (1991) desarrollaron una metodologia para detectar colonias
productoras de AIA basada también en el reactivo de Salkowsky. Se ha
informado acerca de la producciébn de antisueros policlonales contra un
conjugado AIA-BSA (seroalbumina bovina) muy poco utilizado en la deteccién
de esta hormona (Sandberg et al., 1987).

El reactivo de Salkowsky, ha sido ampliamente utilizado para establecer la
presencia de grupos indol, en solucién de tejidos vegetales y extractos de

cultivos microbianos, entre otros. Es un método netamente colorimétrico basado
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en la oxidacidon que produce el acido perclorico a las moléculas de indol
presumibles como compuestos auxinicos (Mantilla, 2007).

Rojas y Ramirez (2000) mencionan generalmente un medio que contenga altos
niveles de auxinas inducira la formacion de callos. También la combinacion de
auxinas y citocininas puede promover la formacion de callos, pero si se reduce
la concentracion de auxinas y se incrementa la concentracion de citocininas se
induce la formacidén de brotes. La eficacia de estas fitohormonas de origen
bioldgico se ha comprobado en diversos estudios en los que se ha demostrado
gue su aplicacion produce un aumento en los rendimientos y la calidad de las
cosechas (Frankenberger y Arshad, 1995).

Salisbury y Ross (2000) mencionan que la relacion auxina— citocinina es
importante para controlar la dominancia apical, debido a que concentraciones
altas favorecen el desarrollo de yemas y la concentraciones bajas favorecen la
dominancia apical. Las auxinas influyen en el crecimiento de estos 6rganos
vegetales estimulando la elongacién o alargamiento de ciertas células e
inhibiendo el crecimiento de otras, en funcion de la cantidad de auxina en el
tejido vegetal y su distribucion.

una induccién de formacion de callos basal conforme las concentraciones de
auxinas aumentaban. Se sabe que las auxinas son un factor esencial en la
proporcion del crecimiento de las raices, debido a que, en general, el AIA puede
incrementar significativamente la elongacion de segmentos aislados de raices,
tanto in vitro como in vivo, ademas de que incrementa su crecimiento ( Moebuis

et al., 2003)
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También es conocido que las raices a las que se les ha inhibido el crecimiento
por medio de la aplicaciéon de inhibidores sintéticos o naturales  pueden
reanudarlo si se les aplica auxinas. Entre los efectos auxinicos en las plantas,
se encuentra la formacion de raices numerosos estudios han demostrado que
los contenidos de auxinas en el medio de cultivo inducen el crecimiento de este
organo (Mantell et al., 1993).

La intervencion de las auxinas en el enraizamiento de plantas en el estado
inicial de crecimiento de las raices se divide en dos estados: cuando la auxina
se encuentra activa, se encuentra presente continuamente, y proviene de brotes
terminales o laterales o de una aplicacion externa. La segunda etapa o etapa
inactiva es cuando la auxina se encuentra en la raiz alrededor de cuatro dias
mas, pero no tiene ningun efecto adverso en su formacién ocurrido todo esto,
comienza la etapa de elongacion de los primordios radicales, donde la nueva
raiz atraviesa la corteza hasta emerger de la epidermis del tallo, para lo cual, la
nueva raiz ya ha formado su sistema vascular que se encuentra fusionado a los
tejidos vasculares del tallo; una vez que se ha llegado a esta etapa, no hay
mayor respuesta a las auxinas (Garcia et al., 2007).

Las hormonas de las plantas son reguladores producidos por las mismas
plantas que, en bajas concentraciones, regulan los procesos fisioldgicos
(Weaver, 1996). Las hormonas vegetales son producidas sobre todo en los
tejidos en crecimiento, especialmente el meristema en el extremo de tallos y
raices ademas que las hormonas estimuladoras de crecimiento son las auxinas,

giberelinas y citoquininas (Villee, 1992).
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El 4cido indolacético (AIA) es una sustancia de crecimiento sintetizada por la
propia planta pero hay otras, de composicion y efectos muy similares y que
probablemente se transforman en AIA en el interior de la planta estos
compuestos estimulan la division celular y por tanto, el crecimiento de los
tejidos. Aunque las auxinas se encuentran en toda la planta, las mas altas
concentraciones se localizan en las regiones meristematicas, las cuales estan

en crecimiento activo, siendo éste el sitio de sintesis (Huitron, 2005).

Liscum y Reed (2002) mencionan que la concentracion de las auxinas influyen
en el crecimiento de estos 6rganos vegetales estimulando la elongacién o
alargamiento de ciertas células, tanto en la raiz hasta el tallo, una vez llegado a
éste punto ya no hay mayor respuesta a las auxinas. Los cultivos de tejidos
adaptados; tras varias transferencias en un medio con auxinas, se hacen
fragiles y semitransparentes a la vez que son capaces de sintetizar su propia
auxina, pero que puede variar con la edad y las condiciones ambientales
Guerrero et al. (2001)

En la mayoria de los casos causa una respuesta de tipo general, lo cual puede
conducir a un mayor tamafio de la planta por su capacidad de inducir la
extension de las células de los brotes. Sin embargo, la respuesta puede ser
variable, dado que el desarrollo de la planta involucra varios procesos
simultdneos que estan influenciados por la constitucion genética, el medio
ambiente y el manejo del cultivo (Hernandez, 2007).

Las células que estan en contacto una con otra (contacto intracelular) en cierto
tejido, pueden cada una de ellas en cierto momento, producir hormonas
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(auxina), la cual es transportada a la célula cercana del siguiente tejido, que al
recibir la sefial de la hormona empieza a producir por si misma estas y a su vez
transporta hormonas a la célula vecina situada mas abajo, dando lugar al
desarrollo del cambium y el crecimiento en grosor de la planta, se incrementa la
extensibilidad de la pared celular por el aumento y ensanchamiento de la célula
en respuesta a la turgencia que provoca la entrada de agua en la vacuola y por
el depdsito de nuevos materiales, cuya sintesis y transporte también parecen

ser regulados por hormonas (Hager, 2003).
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lII.-MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del sitio experimental
El presente trabajo se llevd a cabo en dos etapas, la primera, obtencion de
vitroplantas de Turbinicarpus valdezianus en el Laboratorio de Cultivos de
Tejidos Vegetales y la segunda, seleccion del material vegetal y cuantificacion
de auxinas de las vitroplantas en el Laboratorio de produccion y bioquimica de
semillas del Centro de Capacitacion y Desarrollo de Tecnologia de Semillas,
ambos pertenecientes al Departamento de Fitomejoramiento de la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro, ubicado en Buenavista, Saltillo, Coahuila
México, con una latitud de 25° 00 y 101’ longitud oeste, a una latitud 1742
msnm.
Material genético

En esta investigacion se utilizaron 18 Vitroplantas de Turbinicarpus valdezianus

desarrolladas en el Laboratorio de Cultivos de Tejidos Vegetales de la UAAAN.

Metodologia

Limpieza general del laboratorio de cultivo de tejidos
Antes de establecer el experimento, fue necesario realizar una limpieza

profunda del Laboratorio, en especial del area de siembra para lograr
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condiciones de asepsia total, y de esta manera evitar la contaminacion del

material vegetal.

Esterilizacion de la cristaleria e instrumental a utilizar

Se esterilizé toda la cristaleria utilizada, como frascos de gerber con tapa, cajas
petri, vasos de precipitados, instrumental de siembra y medio nutritivo.

El proceso de esterilizacion se llevo a cabo en una autoclave a una temperatura
de 121 ° C y a una presién de 1 Kg/cm® por un lapso de 60-90 minutos,
aproximadamente.

Las espatulas, pinzas y bisturis se esterilizaron conforme se fueron empleando
por medio de inmersiones de alcohol, seguidas por flameo con mecheros de

alcohol.

Preparaciéon del medio nutritivo de Murashige y Skoog (1962)
Se prepard el medio nutritivo MS al 100% de su concentracion, para ello se
colocaron las soluciones de macronutrientes, micronutrientes, fierro y vitaminas,
ademas se agregaron 3 mgL™ Bencilaminopurina (BAP), 1mgL™ paclobutazol,
2mgL™ de kinetina, 30 g de sacarosay 9 g de agar. El pH del medio nutritivo
se ajustd6 a 5.7 y luego se vacid6 en frascos de vidrio tipo gerber,
aproximadamente 20 ml en cada uno, por Gltimo se esterilizé a 120 °C durante

15 minutos. La composicién del medio MS se describe en el Cuadro 3.1.
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Cuadro 3.1 Composicion del medio nutritivo de Murashige y Skoog, (1962).

COMPUESTOS mgL™

Macronutrientes
Nitrato de amonio (KH4 NO3) 1650
Nitrato de potasio (KNO3) 1900
Cloruro de calcio (CacCl,. 2H,0) 332.23
Fosfato de potasio (KH, PO4) 170
Sulfato de magnesio (MgS04. 7H20) 370
Ortofosfato de sodio de (NaH,PO,) 170

Micronutrientes
Yoduro de potasio  (KI) 0.000830
Acido borico (H3BO3) 6.20
Sulfato de manganeso (MnSO4. 4H20) 17
Sulfato de zinc  (ZnS04.7H20) 8.6
Molibdato de sodio (Na2 MoO4. 2H20) 0.000250
Sulfato cuprico (CuS04. 5H20) 0.000025
Cloruro de cobalto (CoCl2. 6H20) 0.000025

Solucién de Fierro
Acido etilendiaminotetracético (Na2 EDTA) 37.30

Sulfato ferroso  (FeS04. 7H20) 27.80
Vitaminas
Inositol 100.00
Ac- nicotinico 0.50
Piridoxina-HCI 0.50
Tiamina-HCI 0.10
Glicina 2.00

Reguladores de crecimiento

Bencilaminopurina 3

Kinetina 2

Paclobutrazol 1

Carbohidratos
Sacarosa 30000
Solidificante
Agar 9000
PH
Ph=5.7
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Obtencion de vitroplantas a partir de brotes
El trasvase de las vitroplantas al medio nutritivo fue mediante el siguiente
procedimiento:

1. Limpiar la campana de flujo laminar con antibacterial y alcohol al 70%

para evitar contaminacién (Figura 3.1).

Figura 3.1. Campana de flujo laminar con instrumental a utilizar.

2. Tomar vitroplantas de Turbinicarpus valdezianus completamente

desarrolladas seleccionando las més vigorosas (Figura 3.2).

Figura 3.2. Vitroplantas de T. valdezianus completamente desarrolladas.
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3. Trasvasar de 4-5 brotes de con ayuda de pinzas desinfectadas, en

frascos de gerber con medio nutritivo de Murashige y Skoog (Figura 3.3).

Figura 3.3. Trasvase de brotes a medio nutritivo Murashige y Skoog.

4. Sellar y colocar los frascos en el cuarto de incubacion a temperatura de
25 + 2°C, un fotoperiodo de 12 horas luz a una intensidad luminica de

2800 lux y 12 horas oscuridad por 30 dias (Figura 3.4).

Figura 3.4. Frascos de vitroplantas de T. valdezianus en el cuarto de

incubacion.
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Variables a evaluar
Tamarfo de vitroplantas
Se seleccionaron vitroplantas de Turbinicarpus valdezianus vy se clasificaron en
tres tamafos los cuales fueron considerados como tratamientos, chico (1.1 a 2
cm); mediano (2 a 2.7 cm) y grande (3 a 4.3 cm), la clasificacion se realizo
tomando en cuenta la longitud de la planta completa, teniendo 6 vitroplantas por

cada tamafio (Figura 3.5).

<
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Figura 3.5. Vitroplantas de T. valdezianus clasificadas en tamafios: a)

chico, b) mediano y c) grande.

Didmetro de las diferentes partes del brote (basal, media y superior)
Se midié con un vernier el didmetro de las diferentes partes del brote (basal,
media y superior) de las vitroplantas seleccionadas por tamafio como se

observa a continuacion (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Diametro de las diferentes partes del brote de vitroplantas de
Turbinicarpus valdezianus.

Las vitroplantas se colocaron en frascos de gerber estéril de acuerdo al tamario,
los cuales se llevaron a refrigeracion a una temperatura de 5 °C, con la finalidad
de evitar la contaminacion y mantenerlas sanas, para proseguir a la

cuantificacion de auxinas.

Parametro a evaluar

Cuantificacion de Auxinas

Para la cuantificacion se consideraron las vitroplantas de acuerdo al tratamiento
(tamafio) y repeticion, haciendo cortes pequefios de cada parte del brote en una

caja petri de vidrio con la ayuda de un bisturi (Figura 3.7).

Figura 3.7 Cortes de vitroplantas de Turbinicarpus valdezianus para la
cuantificacion de auxinas.
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Se pes6d 1 g de cada muestra en una balanza analitica de 0.0001 g de
precision; se colocé cada muestra en un mortero de porcelana de acuerdo al
tamafo y repeticion; procediendo después al macerado y agregando 3 mL de

agua destilada estéril (Figura 3.8).

Figura 3.8 Pesado de muestras y macerado de las diferentes partes del

brote en vitroplantas de T. valdezianus.

Una vez macerado, se filtr6 cada extracto a través de un papel filtro Watman
No.1 sobre un embudo; del filtrado se colocaron 2 mL de muestra en un tubo de
ensaye de 13 x100, se agregd 1 mL de reactivo Salkowsky y se dej6é reposar

por 30 minutos a medio ambiente (Figura 3.9).
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Figura 3.9 Filtrado de las diferentes partes del brote de vitroplantas de T.
valdezianus

Se cuantificaron las muestras en Thermo Spectronic Scientific BioMate 3
Spectrophotometer 335905P, a una longitud de onda de 535 nm, registrando la

absorbancia y concentracion en ppm (Figura 3.10).

Figura 3.10. Cuantificacion de auxinas (AlA) de muestras de las diferentes
partes del brote en vitroplantas de T. valdezianus.
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Disefio experimental y Andlisis estadistico

Se establecio un Disefilo Completamente al Azar con arreglo factorial, donde el
primer factor correspondié a tamafios de brote (chico, mediano y grande), y el
segundo factor correspondio al diametro de diferentes partes del brote (basal,
media y superior), con 3 repeticiones por tratamiento. Se realizdé un analisis de
varianza (ANVA) y posteriormente se hizo una prueba de medias “Minima
diferencia significativa de Fisher” (LSD) con un nivel de significancia de 0.05 %
utilizando el programa SAS.

Sea el modelo:

Yij =+ +g i=1,23,.t
i=1,23,...,n

Donde:

Y

ij = Variable respuesta en la j-ésima repeticion del i-ésimo tratamiento

H = Media general

Ti = Efecto del tratamiento i.

Eij = i Ejj N(O 0'2)
i = Error aleatorio, donde “ii ~N{¥

Andlisis de la Varianza para el modelo Yi =4+ 7 &

Ho: 1=%2 =" =0

Ha: al menos un efecto de un tratamiento es diferente de los demas.
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IV.-RESULTADOS Y DISCUSION

En los resultados obtenidos en la cuantificacion de auxinas de las vitroplantas

de Turbinicarpus valdezianus estudiadas, se encontré en el analisis de varianza

gue no existe diferencia entre los tratamientos dados por los tamafos de las

vitroplantas, y diferentes partes del brote estudiadas, asi como en la interaccion

tamafio por estructuras morfologicas, teniendo un Coeficiente de Variacion de

17.44 %; como se muestra en el Cuadro 4.1.

Cuadro 4.1. Analisis de varianza para la cuantificacion de auxinas en

diferentes tamafios y diferentes partes del brote de vitroplantas de

Turbinicarpus valdezianus.

Fuente de Variacion Grados de Suma de Cuadrado Fc Ft
Libertad Cuadrados Medio

Modelo 8 0.028 0.003 0.64 0.7325

Tamafo brote 2 0.015 0.007 1.43 0.2659 NS

Diametro del brote 2 0.001 0.0007 0.13 0.8779 NS

Tamano*Diametro. 4 0.011 0.0028 0.51 0.7315NS

del brote

Error Exp. 18 0.100 0.0056

Total 26 0.129

CV.= 17.44 %

NS = No significativo
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La prueba de comparacion de medias para la cuantificacion de auxinas de
Turbinicarpus valdezianus en cuanto a tamafios de vitroplantas, se obtuvo un
solo grupo, es decir son estadisticamente iguales, sin embargo numéricamente,
el tamafio grande sobresalio de las demas por contener mayor concentracion
de auxinas. Queda por definir tanto en érgano o tejido como se lleva a cabo la
biosintesis de las auxinas en condiciones naturales y la distribucién de la auxina
en la planta, donde se hace notar que lo que se mide en un momento dado es
el balance entre sintesis, metabolismo y transporte, también conviene afiadir
que el hecho de que un dérgano sea capaz de sintetizar AIA a partir de
triptéfano, mediante distintas lineas de evidencias se ha podido llegar a sugerir
cudles son los 6rganos o tejidos mas probables en llevar a cabo la sintesis de
AlA en la planta.

Blilou et al. (2005) reportan que buena parte de las auxinas se conjugan a otros
compuestos organicos (aminoacidos, carbohidratos, vitaminas...), provocando
cambios morfologicos en la planta, ademas de caracterizarse por su movilidad
en el organismo vegetal partiendo desde un lugar de origen 6 sintesis a otro
para realizar su accion; esta caracteristica se denomina transporte de la auxina,

independientemente del tejido, la concentracion de auxina, varia con la edad.
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Cuadro 4.2. Prueba de medias LSD para la cuantificacion de auxinas en

tamafnos de vitroplantas de Turbinicarpus valdezianus.

Agrupamiento Tratamientos Media
A Grande 0.34422
A Chico 0.30789
A Mediano 0.28511

*valores con la misma letra son estadisticamente iguales

El Cuadro 4.6 correspondiente a la prueba de comparacion de medias para la
cuantificacion de auxinas de Turbinicarpus valdezianus en cuanto a las
diferentes partes del brote: basal, media y superior indica que estos
tratamientos fueron estadisticamente iguales, pero numéricamente se puede
apreciar que si hay diferencias en las diferentes partes del brote, ademas las
auxinas influyen en el crecimiento de estos 6rganos estimulando la elongacion o
alargamiento de ciertas células e inhibiendo el crecimiento de otras, en funcién
de la cantidad de auxina en el tejido vegetal y su distribucion, aunque la auxina
se encuentra en toda la planta la méas alta concentracién se localiza en la raiz.

Huitrén (2005) y Skoog y Miller (1965) reportan que el acido indolacético (AlA)
es sintetizado por la propia planta pero hay otras, de composicion y efectos muy
similares y que probablemente se transforman en AIA en el interior de la planta,
estimulan la division celular y por tanto, el crecimiento de los tejidos aunque las
auxinas se encuentran en toda la planta, las mas altas concentraciones se
localizan en las regiones meristematicas, las cuales estan en crecimiento activo,
siendo éste el sitio de sintesis debe existir un balance metabolismo y transporte

de la misma; donde el 6rgano raiz, debe contener una concentracion optima.
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Friml (2003) menciona debido a que las auxinas ademas de tener influencia en
la division, estan involucradas en muchos procesos del desarrollo algunos de
ellos interactuando con otras fitohormonas, existe una relacion entre las auxinas
y las citocininas ambas se contrarrestan, las citocininas favorece la formacion
de brotes lo que es inhibido por las auxinas, las auxinas la formacion de raices
lo que es contrarrestado por las citocininas, de los cuales es también posible

inducir la formacion de brotes y/o raices.

Cuadro 4.3. Prueba de medias LSD para la cuantificacion de auxinas de las

diferentes partes del brote de vitroplantas de Turbinicarpus valdezianus.

Agrupamiento Tratamientos Media
A Parte basal 0.32189
A Parte media 0.31144
A Parte superior 0.30389

*valores con la misma letra son estadisticamente iguales

Numan et al. (2002), reportan que mientras las auxinas estimulan el crecimiento
de los tallos y coleoptilos, inhiben el crecimiento de la raiz primaria, pero
estimulan la formacion de raices secundarias. La concentracion Optima para el
promover elongacién de tallos es entre 10-6 y 10-5 M, sin embargo, en raices
esta concentracion es muy alta y retarda su crecimiento.

Para los medios de enraizamiento se incluyen especialmente las hormonas AlA,
AIB en concentraciones de 100mg/L en el caso de la pifia y la concentraciéon
varia segun sea la especie o el método de aplicacion y sus efectos dependen
de varios factores, como son la edad, estado fisiologico, tipo de sustratos,

esterilizacion del medio y las condiciones ambientales (Salisbury y Ross, 1994).
45




La concentracion es de vital importancia, pues puede activar o inhibir el
enraizamiento y afectar la planta hasta la muerte (Scott, 1972; Rojas y Ramirez,
1987; Hu y Wang, 1983).

Villee (1992) indica que auxinas estimulan el crecimiento de la parte inferior,
gueda por definir qué en cada organo o tejido se lleva a cabo la biosintesis,
mientras que en raices existe un mayor nivel de la hormona por el cual inhibe el
alargamiento de las células. Yuan et al. (2003) no encontraron diferencias
significativas en la concentraciéon endogena de auxina del pedicelo de frutos
maduros en naranja valencia, lo cual se explica como resultado de la baja

concentracion enddgena de auxina en la madurez.

Olivella et al. (2001) por su parte encontraron concentraciones de AlA en hojas
de Gerbera jamesonii cv Bolus en diferentes estadios; jévenes (7 dias), adultas
(20 dias) y maduras (60 dias) en rangos de 39-52, 36-48 y 43-48 nmols.g™ de
peso seco respectivamente, no encontrando diferencias significativas entre
éstas.

Laskowski et al., (2008) determinaron contenidos de AIA en pedicelo y fruto de
Citrus sinensis var. Salustina. Encontraron concentraciones maximas de 500
ng.g™ de materia seca con disminucién lenta después de la antesis (118 dias)
hasta 77 ng.g* de ms en pedicelo, mientras que por unidad, la concentracion
fue de 4 ng por pedicelo (48 dias) con disminucion hasta los 2 ng/pedicelo. Para
el caso del fruto las concentraciones oscilaron entre 53 y 77 ng.g" de ms

disminuyendo hasta los 20 ng .g* de ms a los 62 dias después de la antesis.

46



La cuantificacion de auxinas de las vitroplantas de Turbinicarpus valdezianus a
los 30 dias de desarrollo fue de 0.28 a 0.34 ppm, mayor a lo encontrado por
Orozco (2013) en E. micromeris que obtuvo concentraciones que van desde
0.18 a 0.28 ppm y para O. denegrii de 0.13 a 0.17 ppm, lo que indica que el
contenido de auxinas fue mas alto en brotes cultivados in vitro de T.
valdezianus con respecto a E. micromeris y O. denegrii como se observa en la
Figura 4.1; debido a que el medio nutritivo que se utilizd6 contenia hormonas y

posiblemente haya afectado en el contenido de auxinas en este estudio.
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0.25 -
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Concentracién de auxinas ppm

Parte basal Parte media  Parte superior

Tratamientos

Figura 4.1 Cuantificacién de auxinas (AlA) en tamafios y diametro de
diferentes partes del brote en vitroplantas de Turbinicarpus valdezianus.
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Harberd (2000) es importante destacar que las respuestas en crecimiento de
varios organos de las plantas a concentraciones de auxinas no son similares,
gue las raices y los tallos son notablemente diferentes en su sensibilidad a las
auxinas, las concentraciones de auxinas que estimulan el crecimiento del tallo
pueden inhibir el alargamiento de la raiz.

Johnson y Emino (1979) cultivaron 8 especies diferentes de cactaceas, entre
ellas Hylocereus calcaratus, en medio MS con alto contenido de sales y
reguladores de crecimiento, obteniendo elongacion de brotes y desarrollo de
raiz en esta especie. Cada tipo de regulador, cada concentracion y cada
combinacion de reguladores dié respuestas de crecimiento distintas.

Varios autores han encontrado la importancia de la aplicacibn de agentes
inductores como las auxinas, asi como también la utilizacion de otros
reguladores del crecimiento vegetal, que se conoce juegan un rol importante,
que la mejor respuesta para la produccion de brotes en cultivo in vitro de
algunas especies de cactaceas se presenta con bajas concentraciones de
auxina, o en ausencia de la misma (Rios et al., 2005).

Estos resultados nos permiten inferir en forma practica las concentraciones a
utilizar en forma experimental en esta especie, pero cabe sefalar que es
necesario hacer investigaciones futuras, realizar estudios del papel decisivo que
tienen las auxinas en una serie de procesos del desarrollo y crecimiento vegetal

(Acosta, 2004).
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V.-CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion, en relacion a la
concentracion de auxinas en diferentes tamafios y diferentes partes del brote
(basal, media y superior) de las vitroplantas estudiadas en Turbinicarpus

valdezianus se llegé a las siguientes conclusiones:

1. Con respecto al contenido de auxinas (AIA) en cuanto a tamafios de
vitroplantas: chico, mediano y grande evaluados; no se presentaron diferencias
estadisticas, pero numéricamente la mas grande sobresali® con mayor

contenido de auxinas.

2. Con respecto al contenido de auxinas (AIA) en cuanto al diametro de
diferentes partes del brote: basal, media y superior, de las vitroplantas
evaluadas; no presentaron diferencias estadisticas, pero numéricamente la

parte basal del brote sobresalié en cada una de ellas.

3.- El contenido de auxinas de los brotes de las vitroplantas de Turbinicarpus
valdezianus a los 30 dias de desarrollo fluctué de 0.28 a 0.34 ppm; por lo que
se recomienda realizar nuevamente este estudio en un medio nutritivo libre de

hormonas.
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