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benzoico, paclobutrazol, prohexadiona de calcio.

Se determind el efecto de inhibidores de las giberelinas como paclobutrazol (PBZ) y
prohexadiona de calcio (PCa), asi como el acido salicilico (AS) y el acido benzoico
(AB) en la propagacion de Turbinicarpus valdezianus especie en proteccion especial
conforme a la norma vigente NOM-059-ECOL-2001. El objetivo fue disminuir la
respuesta hiperhidirca de los brotes, inducir la organogénesis y obtener brotes mejor
aclimatados. El tratamiento con PBZ (3.4 10*M) disminuy6 la hiperhidricidad en un

100% de los brotes e incremento significativamente la organogénesis (18



brotes/explante). Los tratamientos con PCa (10°M), AS (10*M) y AB (10*M)
generaron una mayor respuesta hiperhidrica pero dieron lugar a modificaciones
morfoldgicas en los brotes que favorecieron la sobrevivencia de la plantula a las
condiciones ex vitro. Dentro de las modificaciones anatomicas se encontraron
diferencias significativas en el desarrollo del sistema vascular. Al evaluar el crecimiento
y por ciento de supervivencia de las vitroplantas en etapa de aclimatizacion con tres
sustratos y cuatro soluciones nutritivas, los resultados fueron significativos para solucién
y sustrato. El mejor sustrato fue la mezcla de19.92% tezontle, 28.97% perlita y 51.11%

aserrin de coco; la mejor solucion fue la concentracion al 66% de Bayfol®.
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ABSTRACT

CONTROL OF HIPERHYDRICITY IN TISSUE CULTURE PLANTS WHIT
CHEMICAL PROMOTERS OF PHYSIOLOGICAL HARDINESS IN
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The effects of Gibberellin inhibitors, including paclobutrazol (PBZ) prohexadione
of calcio(Ca ) and salicylic acid(AS) and benzoico acid(AB) were studied in
Turbinicarpus valdezianus specie which is considered special protection within NOM-
059-ECOL-2001. The objective was to reduced shoot hyperhydric increased

organogenesis and producing shoots better acclimatized. The PBZ-treatment (3.4 10*M)
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lower the hyperhydricity in a 100%, and increased organogenesis (18shoot/expant). The
treatments with PCa (10*M), SA (10*M) and BA (10*M) induce hyperhydricity
reflecting an oxidative stress. Within of the modifications anatomical of stem of treated
significant differences in vascular system development were found. To evaluate the
growth and the surviving percentage in vitroplant acclimatization whit three substrates
and four nutrient solutions the results were significant for substrates and solutions. The
most mixes was of 19.92% tezontle, 28.97% perlite and 51.11% coconut sawdust; the

most solution was the concentration a 66% of Bayfol®.
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Se determiné el efecto de inhibidores de las giberelinas como paclobutrazol (PBZ) y
prohexadiona de calcio (PCa), asi como el acido salicilico (AS) y el acido benzoico (AB) en la
propagacion de Turbinicarpus valdezianus especie en proteccion especial conforme a la norma
vigente NOM-059-ECOL-2001. El objetivo fue disminuir la respuesta hiperhidirca de los
brotes, inducir la organogénesis y obtener brotes mejor aclimatados. El tratamiento con PBZ
(3.4 10*M) disminuyé la hiperhidricidad en un 100% de los brotes e incremento
significativamente la organogénesis (18 brotes/explante). Los tratamientos con PCa (10™*M),

AS (10*M) y AB (10™*M) generaron una mayor respuesta hiperhidrica pero dieron lugar a



modificaciones morfologicas en los brotes que favorecieron la sobrevivencia de la plantula a
las condiciones ex vitro. Dentro de las modificaciones anatdmicas se encontraron diferencias
significativas en el desarrollo del sistema vascular. Al evaluar el crecimiento y por ciento de
supervivencia de las vitroplantas en etapa de aclimatizacion con tres sustratos y cuatro
soluciones nutritivas, los resultados fueron significativos para solucion y sustrato. El mejor
sustrato fue la mezcla de19.92% tezontle, 28.97% perlita y 51.11% aserrin de coco; la mejor

solucién fue la concentracion al 66% de Bayfol®.
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The effects of Gibberellin inhibitors, including paclobutrazol (PBZ) prohexadione of
calcio(Ca ) and salicylic acid(AS) and benzoico acid(AB) were studied in Turbinicarpus
valdezianus specie which is considered special protection within NOM-059-ECOL-2001. The
objective was to reduced shoot hyperhydric increased organogenesis and producing shoots

better acclimatized. The PBZ-treatment (3.4 10*M) lower the hyperhydricity in a 100%, and



increased organogenesis (18shoot/expant). The treatments with PCa (10*M), SA (10*M) and
BA (10*M) induce hyperhydricity reflecting an oxidative stress. Within of the modifications
anatomical of stem of treated significant differences in vascular system development were
found. To evaluate the growth and the surviving percentage in vitroplant acclimatization whit
three substrates and four nutrient solutions the results were significant for substrates and
solutions. The most mixes was of 19.92% tezontle, 28.97% perlite and 51.11% coconut

sawdust; the most solution was the concentration a 66% of Bayfol®.



INTRODUCCION

La tecnologia utilizada en la propagacion de plantas de valor comercial incluye la
micropropagacion por cultivo de tejidos.

Como resultado del las condiciones ambientales in vitro, las plantas desarrollan una anatomia
y fisiologia diferente a las plantas cultivadas en condiciones de campo o invernaderos
(Pospisilova, et al., 1999).Estos cambios afectan todos los d6rganos de la planta, aunque no
todos tienen el mismo peso sobre el comportamiento ex vitro.

La hiperhidricidad es uno de los principales factores limitantes en la propagacion de plantas
por cultivo de tejidos (Deberg et al., 1992) varia su intensidad con la especie, la variedad y las
condiciones de cultivo (Fal et al., 1999, Thomas et al., 2000).

Este fendmeno comprende cambios a nivel bioquimico, ademds de factores fisicos que actuan
sinérgicamente afectando hasta el 60% de la produccion. El tejido se observa grueso,
traslucido de un color verde palido, y puede llegar a estar hasta dos veces mas grande de lo
normal (Paques, 1991).

Estos aspectos disminuyen los porcentajes de sobrevivencia en la etapa de aclimatizacion.

Se ha demostrado que la hiperhidracidad es un fendmeno reversible, modificando las
condiciones fisicas y quimicas en las etapas de multiplicaciéon y enraizamiento in vitro
(Paques, et al., 1987).

El empleo de osmoreguladores, reguladores del crecimiento e inductores quimicos se han
utilizado para mejorar las condiciones ecofisioldgicas in vitro y su incidencia en el desarrollo
de las plantulas (Romano et al., 1995; Santos-Diaz, et al., 2005; Luan et al., 2005)

Con base en lo anterior el presente trabajo tuvo el objetivo de disminuir la hiperhidricidad a
partir de las modificaciones ambientales in vitro, por medio de la aplicacion de promotores del

endurecimiento fisiologico.



OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el efecto de diferentes promotores de endurecimiento fisiologico sobre el crecimiento

y la incidencia de hiperhidracidad en los explantes de Turbinicarpus valdezianus.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Documentar los cambios en las caracteristicas anatomicas y funcionales de las vitroplantas

tratadas con promotores del endurecimiento fisioldgico.

Determinar el efecto diferencial de los tipos y concentraciones de promotores del
endurecimiento fisiolégico sobre el éxito de establecimiento de la aclimatizacién en las
vitroplantas.

HIPOTESIS

Los promotores del endurecimiento fisiologico influyen en la disminucion de la

hiperhidircidad en vitroplantas de Turbinicarpus valdezianus



REVISION DE LITERATURA

Hiperhidricidad
El fenomeno de hiperhidracidad depende de numerosos factores fisicos y quimicos que actuan
sinérgicamente (Paques, 1991).
La hiperhidricidad afecta la anatomia, morfologia y fisiologia de las plantas en crecimiento.
Estas variaciones se van incrementando progresivamente a medida que los cultivos son
mantenidos( Debergh et a./, 1992). Las plantas presentan una apariencia brillante translicida y
su morfologia indica un exceso de agua.
Esta manifestacion morfoldgica se atribuye a una defectuosa lignificacion, sintesis reducida de
celulosa, cambios en la flexibilidad de la pared celular y alteraciones en las relaciones hidricas
de la célula (Ziv,1990).
Los tallos desarrollados in vitro tienen bajos contenidos de lignina, las paredes celulares son
finas y tienen grandes espacios intercelulares y limitado desarrollo de los tejidos vasculares
(Taji, et al., 1996)
Las raices inducidas bajo condiciones in vitro, son por lo general adventicias y con conexiones
vasculares pobremente desarrolladas. Las raices in vifro contienen numerosos granos de
almidon, abundantes espacios intercelulares y son generalmente hipertréficas con una longitud
muy grande y tejido vascular primario (Sutter, 1985).
La hiperdricidad puede ser inducida cuando existe un estrés inicial por ejemplo: exceso de
citocininas o iones de amonio, el cual modifica los niveles de fenoles en los tejidos y eleva la
actividad de las enzimas peroxidasas solubles en la membrana. Esto ocasiona un exceso en la
biosintesis de etileno.
La hipdtesis sugiere que un exceso de etileno en el cultivo puede inhibir la actividad del PAL
y peroxidasas acidas decreciendo significativamente la lignificacion.

La méxima proliferacion esta asociada con bajas concentraciones de compuestos fendlicos.



Chakrabarty et al.,(2006) demostré un aumento en la actividad de las enzimas antioxidantes
como la superdxido dismutasa, catalasa, ascorbato peroxidasa y glutation reductasa en hojas
hiperhidratadas de manzana, indicando que la hiperhidricidad esta asociada con el estrés

oxidativo.

Promotores del endurecimiento fisiologico

Hasta hace pocos afios se han desarrollado nuevas estrategias para el control de importantes
enfermedades en el cultivo de plantas. Estas técnicas estan basadas en la induccién transitoria
o permanente de la modificacion de vias metabolicas celulares por medio de estructuras
moleculares llamadas elicitores. Estas moléculas complejas pueden ser de origen biodtico o
abidtico. En plantas actiian sobre la produccion de metabolitos secundarios, como por ejemplo
en la modificacion de la via metabolica de los fenilpropanoides, asi establecen una mayor
resistencia a los patogenos. Elicitores no biodticos en la defensa de las plantas son: acido
salicilico, acybenzolar-S-metil (Bion ®, fosetil-Al, trinexapac-etil (TrixE) y prohexadiona de

calcio (Regalis®)(Bazzi et al., 2003a).

Los retardantes del crecimiento se aplican en la produccion agrondmica y horticola para
reducir el crecimiento longitudinal sin menoscabo en la productividad. La mayoria de los
retardantes de crecimiento son inhibidores de la biosintesis de giberelinas entre algunos se

encuentran el acymidol, paclobutrazol, flurprimidol, prohexadiona de calcio (Rademacher,
2000).

Los salicilatos forman un grupo de compuestos fenolicos que se caracterizan por ser
compuestos aromaticos. Proceden de la ruta biosintética de los fenil-propanoides que a su vez

proceden de la ruta del 4cido shikimico (Reigosa et al, 2003).

PACLOBUTRAZOL



Descripcion y formula:
P.M.:283.80
Formula: C15H20CIN3O

Actividad: Regulador del crecimiento (retardante)

(xR . BR)-isaomer THa

H3C—(_:—CH3

Mo

N\ :
CH. H
1

Fig. 1. Estructura molecular de Paclobutrazol

Propiedades bioldgicas: El paclobutrazol (PBZ) es un potente inhibidor de la sintesis de
giberelinas perteneciente al grupo de triazoles bloquea las monoxigenasas dependientes del
citocromo P450 inhibiendo la oxidacion de ent-kaureno dentro del ciclo del acido ent-
kaurenoico; interviene también en la produccién de esterol y 4cido abscisico(Rademacher,
2000). Los triazoles protegen a la planta de algunos estreses (sequia, temperaturas extremas,
contaminacion gaseosa (Gaspar et al., 1996).

El PBZ induce cambios en el perfil de enzimas antioxidantes y aumenta su actividad
especialmente la superoxido dismutasa y ascorbato peroxidasa en hojas, y glutation reductasa

en la raiz del maiz, acompafiado con un incremento en la tolerancia al frio (Pinhero, et al.,



1997). Incrementa el uso eficiente de agua, via una elevacion de fotosintesis neta sin cambios
en la apertura estomatica o transpiracion. Esta respuesta puede ser explicada por una alta
conductancia del mesoéfilo para el CO,. (Catsky and Ticha 1982).

Aplicado externamente en cultivares de rosas, causa un incremento del 10% de las ceras
epicuticulares y la proporcion entre éstas (Jenks et al., 2001).

La aplicacion foliar en la etapa temprana de inicio del estolon de papa, el PBZ aument6 la
formacion de minitubérculos, sin embargo cuando se combina con kinetina la eficacia del PBZ
disminuy6 en un 13-20%. (Bandara et al., 1995)

El problema de hiperhidracidad puede ser prevenido o reducido junto con el empleo de
retardantes del crecimiento (Ziv 1991).

El PBZ aument6 los brotes en banano en medio (sélido y liquido estacionario) MS
suplementado con 4 mg/l de BAP (Daquinta et al.,2001). Promueve la formacion de racimos
compactos de tallos con un desarrollo deficiente en hojas de bromelaceas (Daquinta et al.,
2001b) Posee un efecto sinérgico con citocininas en araceas ornamentales (Werbrouck y
Debergh, 1996).

El uso de bioreactores de inmersion temporal con medio MS suplementado con PBZ
promueve la excrecion de compuestos fendlicos y formacion de brotes en cana de azlcar
(Lorenzo et al., 1998, Lorenzo, et al., 2001).El placobutrazol promueve la proliferacion de
conglomerados de brotes de pifia en medio MS suplementado con 2.1 mg/l de BA + 0.3 mg/I
ANA + 1 mg/l paclobutrazol (Escalona et al., 1999).

En Pinus taeda, Pinus elliottii, Pseudotsuga menziessii y Picea abies el paclobutrazol
incrementd la produccion de embriones somaticos en concentraciones de 0.25 mg/l a 3.0 mg/I
(Pullman et al., 2005).

El cultivo in vitro de Allium cepa con retardantes de crecimiento (ancymidol, PBZ y
flurprimidol) a una concentracion de 10 uM indujo la formacion de bulbos y aumento el
porcentaje de bulbilos. Con PBZ se increment6 el peso fresco en un 63% y se aumento el
desarrollo de la raiz (Le et al., 2002)

En plantulas de Lilium creciendo en medio de cultivo liquido, el efecto de retardantes del
crecimiento (PBZ y ancymidol) fue evaluado. Se encontré un aumento significativo en el

contenido de clorofila, ceras epicuticulares, peso seco, contenido de almidén en raiz, sin

10



embargo el area total de hoja y peso fresco solo tuvo un ligero incremento. El tratamiento con

3.4 uM PBZ fue el mejor (Thakur et al., 2006).

PROHEXADIONA DE CALCIO
Descripcion y formula:
P.M.:250.2
Formula empirica: C;oH;0OsCa

Actividad: Regulador de crecimiento (retardante)

o — CoHs

I \O —

Fig. 2. Estructura molecular de Prohexadiona de Calcio

Propiedades biolégicas: Protege contra infecciones bacteriales en plantas superiores (tomate,
tabaco, rosas, manzana, pera, maiz) previene la reaccion de hipersensibilidad (Bazzi, et al.,
2003b, Schlangen,et al., 2003.). Prohexadiona de calcio induce luteoforol como principio
activo con propiedades biocida no especificas. El luteoforol inicia el ataque al patogeno desde
el compartimiento celular e inhibe el desarrollo de la enfermedad por destruccion de las
células patdgenas al igual que por induccion de una reaccion de hipersensibilidad (Spinelli, et

al., 2005).
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Reduce el crecimiento longitudinal del tallo por bloqueo de la dioxigenasa dependiente del
acido 2-oxoglutarico involucrada en la biosintesis de las giberelinas.

Reduce el aborto de frutos jovenes y la formacion de yemas florales por inhibicion de la
enzima oxidasa-aminociclopropanocarboxilo que participa en la reaccion catalizadora de
produccion de etileno. Modifica el espectro de los fenilpropanoides en las plantas tratadas. La
prohexadiona de calcio bloquea las dioxigenasas dependientes de acido 2-oxoglutarico en
especial la flavonona 3-hidroxilasa, enzima clave en el metabolismo de los flavonoides en
particular el luteoferol (Bazzi, et al, 2003a). Los flavonoides presentan funcion de
fitolalexinas (Rademacher y Kober, 2003).

La prohexadiona de calcio aumenta el total de carbohidratos no estructurales, la acumulacion
de nitrogeno y estimula la apertura estomatica. Este Gltimo pardmetro se asocia con una mayor
asimilacion de carbon (Guak ef al., 2001). También aumenta el nivel de acido abscisico y

citocininas (Grossman et al., 1994)

Metabolismo de Prohexadiona:P-Ca en plantas superiores se degrada con un promedio de
vida de pocas semanas. Después de la asimilacion y el partimiento de su anillo ocurre
naturalmente el acido propanol, 2,3-tricarboxilico (acido tricarbarilico) el cual es introducido
al metabolismo de la planta. En los suelos el Prohexadiona de calcio se descompone en su
mayor parte en didoxido de carbono, con una vida media menor a 7 dias. En agua se degrada
por fotolisis a didxido de carbono y otros productos naturales. En la aplicacion sobre follaje el
transporte es acropétala a los puntos individuales de crecimiento. Los movimientos basipetalos

son minimos. (Evans y Regusci, 1997)

ACIDO SALICILICO
Descripcion y formula:
P.M.:138.12
Formula:C7HgO5

Actividad: Agente senalizador.
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Fig. 3. Estructura molecular del Acido Salicilico

Propiedades biolégicas: El 4acido salicilico (SA, o-hidroxibenzoico) y sus derivados
(glicosidos de SA, esteres de SA, glicosidos de esteres de SA y otros derivados alcohol-
salicilico) presentan respuestas que: a) inducen la floracion en algunas plantas que requieren
fotoperiodo largo; b) inducen la tuberizacién in vitro; c¢) inducen la regulacion de
termogénesis, d) son sefializadores sistémicos en la induccioén de resistencia a enfermedades,
e) inhiben la germinacion y f) inhiben la biosintesis de etileno. Como moléculas sefial
desencadenan el choque oxidativo que genera el H,O, necesario para la actuacion de las
peroxidasas (POx) en la pared celular, que oxidan y polimerizan los compuestos fenolicos que
dan lugar a los polimeros estructurales, ligninas y suberinas o bien los aminoécidos fendlicos
de las glicoproteinas estructurales) provocando entrecruzamiento de las mismas con la red de
polisacaridos de la pared (Ranskin, 1992, Rao et al., 1997, Reigosa et al, 2003).

La aplicacion foliar de 4cido salicilico a una concentracion de 10uM en plantas de trigo
promueve la tolerancia al frio por regulacion de proteinas apoplasticas y aumento de la
actividad de la catalasa apolastica, peroxidasa y polifenol oxidasa (Tasqin et al., 2006).

La aplicacion de 200 uM de acido salicilico en raices de Panax ginseng cultivados en
birreactores, aumento la acumulacion de metabolitos ginsendsidos y la actividad de
monodehidroascorbato reductasa, dehidroascorbato reductasa, superéxido dismutasa, guaiacol
peroxidasa, glutation peroxidasa y glutation reductasa (Ali et al., 2006).

El 4cido salicilico incremento la produccion de jaceosidina y siringina en cultivos celuulares
de Saussurea medusa y aument6 la actividad de las enzimas de la via biosintética de los

fenilpropanoides como la fenilalanina amonio liasa (Yu et al., 2006).
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ACIDO BENZOICO
Descripcion y formula:
P.M.:122.12
Formula: C7HgO,

Actividad. Agente sefalizador.

Fig. 4. estructura molecular del Acido benzoico

Es derivado del 4cido trans-cindmico que por una B-oxidacidon pasa a benzaldehido, que
posteriormente se oxidara en 4acido benzoico.

El acido benzoico ha sido aplicado en tubérculo de papa con incremento en peso fresco y seco
de la parte aérea y de la raiz. Al aplicarse foliarmente induce una mayor tuberizacion (Cabeza,
2001). En semilla de lechuga y betabel indujo mayor germinacioén y crecimiento (Santiago,
2002).

En la micropropagacion de nogal se aplico acido benzoico junto con carbon activado en dosis
de 10™ se incremento la cantidad de nudos (6), asimismo se logré una disminucién por dafio

oxidativo (Ramirez, 2003).

Aspectos histologicos en cactaceas
En condiciones in vitro los vasos del xilema presentan una mayor variacion en cuanto a area
Fig 1. En un estudio comparativo entre plantas de crecimiento normal y plantas de crecimiento

in vitro de Turbinicarpus valdezianus, se encontrd que existe una mayor variacion del area en

vitroplantas que en plantas normales. Otra caracteristica importante en vitroplantas es que
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presentan gran numero de vasos, de mayor tamafio y con paredes delgadas Tabla 1. (Ramirez,
et al, 2004).
El floema primario y secundario varia en cantidad entre las especies de cactdceas. Esta

constituido por tubos cribados, células de compaiiia y parénquima axial y radial.

Tabla 1. Valores medios y area promedio (um”) de vasos de xilema del tallo de plantas de

crecimiento normal y de desarrollo in vitro de Turbinicarpus valdezianus

Plantas de Ancho de vasos Largo de vasos Area de vasos
Crecimiento normal Xilema (mm)) Xilema (mm)) Xilema(mm®)
1 32.067 31.893 803.239

2 29.467 29.293 677.939

3 28.860 27.473 622.728

4 30.420 29.033 693.661

5 31.980 31.633 794.537

6 30.073 29.553 698.038
Medias 30.478 29.813 715.024
Plantas de

Crecimiento in vitro

1 31.807 33.887 846.521

2 28.167 26.260 580.926

3 36.400 34.927 998.503

4 33.973 34.580 922.686

5 36.053 35.793 1013.534

6 29.987 34.840 820.535
Medias 32.731 33.381 863.784

El tejido parenquimatoso presenta una matriz no lignificada, con paredes celulares delgadas se
encuentra en cactaceas globosas pequeiias, de tallos procumbentes o enterrados en la tierra
como los géneros, Pelechyphora, Turbinicarpus, Lophophora. En el interior del parénquima
se encuentran vasos de menor didmetro que los presentes en la madera fibrosa. Se presentan de
disposicion solitaria o en racimos de hasta 100 vasos (Tabla 2). Los vasos de la fibra
parenquimatosa se encuentran en contacto con el agua almacenada y esta disposicion ayuda
aprevenir las embolias (Mauseth, 1993)

El tejido de traqueidas de bandas anchas estd adaptado a ambientes xerofitos. Los vasos son

semejantes a los presentes en el tejido parenquimatoso. Este tipo de tejido puede llegar a
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formar anillos de crecimiento, y solo estd presente en los géneros de Ferocactus,

Echinocactus, Gymnocalicium, Echinopsis y otros.

Tabla 2.- Valores medios de caracteristicas asociados con las formas de vida de Cactaceae

CACTOIDEAE Diametro Vasos/ mm” Longitud del | Longitud de la

vasos(pum) vaso (mm) fibra(mm)
Plantas 44 131 359 878
columnares
Plantas de altura 33 296 291 683
media
Plantas 27 336 182 369
Globosas

ACLIMATIZACION

Las caracteristicas fisioldgicas y anatomicas de las plantas obtenidas en recipientes con baja
tasa de intercambio gaseoso hacen imprescindible realizar una aclimatacion gradual al
ambiente ex vitro, convirtiéndose esta parte del proceso, conjuntamente con el coste de
produccidn, en el principal factor limitante de la micropropagacion (Majada y Sanchez 2004)
La aclimatizacion es un proceso definido por el control de las condiciones ambientales ex vitro
con el proposito de favorecer la supervivencia de los explantes. Durante la etapa de
aclimatizacion se presenta una serie de ajustes a nivel genético, enzimatico y morfoldgico
cuyo propdsito es proteger las actividades metabolicas citoplasmaticas esenciales para la
supervivencia.

En la micropropagacion convencional, frecuentemente el proceso de aclimatizacion consiste
en:

1.- Colocar las plantas en condiciones de alta humedad relativa.

2.- Una gradual disminucion de la humedad relativa y un incremento gradual de la intensidad
de luz a través del tiempo (Preece y Sutter, 1991).

Otros factores de importancia son el tipo de sustrato y el control fitosanitario.

Sustratos
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Un sustrato es un material sdlido natural, de sintesis o residual, mineral u organico, que
colocado en un contenedor, en forma pura o en mezcla, permite el anclaje del sistema radical,
desempenando asi una funcién de soporte para la planta, pudiendo intervenir o no en el
proceso de nutricion mineral de la planta (Noguera y Abad, 1997).
Segun Ruano (2003) las caracteristicas idoneas de un sustrato comprenden 3 factores:

1. Factor Econdomico

* Costo

* Disponibilidad

* Continuidad

* Facilidad del mezclado

* Presentacion

2.- Factores quimicos

* Capacidad de intercambio catidonico

* Nivel de nutrientes

« pH

* Esterilidad

* Sales solubles

3.- Factores fisicos

* Aireacion

* Capacidad de almacenamiento de agua

* Tamafio de particulas

* Densidad

*  Uniformidad
Las caracteristicas necesarias de un buen sustrato seran aquellas que tengan la facultad de

producir plantas sanas y de calidad, debe, en principio, presentar las cinco siguientes

condiciones:
. pH ligeramente 4cido
. Alta CIC
. Baja fertilidad intrinseca
. Alta capacidad de retencion de agua
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. Adecuado equilibrio de tamafio de poros.

En Meéxico, al igual que en muchos paises, las mezclas de sustratos se obtienen
tradicionalmente por el método de “ensayo y error”, es decir, se parte de una serie de
materiales conocidos, se mezclan en distintas proporciones y se analizan los compuestos
resultantes, seleccionando aquellos que tienen las caracteristicas mas adecuadas. El nimero de
materiales es muy elevado, lo que resulta en numerosas muestras a analizar; si a esto afladimos
optimizar el costo de los materiales, o maximizar la dosis de un determinado componente,
resulta extremadamente complicado elaborar mezclas de sustratos(Requejo et al.,2007) La
aplicacion reciente de técnicas de programacion lineal ha resultado efectiva para obtener las
combinaciones teoricas cercanas al ideal con un bajo costo y que favorecen el
aprovechamiento racional de subproductos agroindustriales con posibilidades de ser usados

como sustratos agricolas(Burés, 1997, Zamora, 2005).

Materiales usados para la elaboracion de sustratos

Fibra de coco

La fibra de coco es un subproducto de la industria del coco que se encuentra disponible en
grandes cantidades en los paises productores de coco como México. La fibra de coco consiste
en particulas de lignina y celulosa, con una relacion C/N de 80. Aunque en general la fibra de
coco puede utilizarse fresca, para algunos fibras de coco que presenta fototoxicidad en el
material fresco es preferible el compostaje antes de su uso en mezcla para sustratos,
debiéndose afadir nitrogeno en él. Este material inerte, de elevada capacidad de retencion de
agua, se ha utilizado tradicionalmente para mejorar las propiedades fisicas y quimicas de los
suelos. La aplicacion de fibra de coco mejora la retencion de agua, aumenta la disponibilidad
de nutrientes y aumenta la tasa de infiltracion, la porosidad total y la conductividad hidraulica
de los suelos. Tiene elevado contendido de potasio, por lo que puede ser utilizada como fuente
de potasio en cultivo en campo. Tiene bajo contenido de nutrientes. Su pH varia entre 4.0 y
7.0, su conductividad puede variar entre 0.1 y 6.0 dS/m. procediendo la elevada salinidad del
lavado o contacto con el agua de mar en las zonas de origen. Se han descrito problemas de
exceso de cloro, sodio o potasio. El contenido de materia organica es del 85-95%. La

capacidad de intercambio catidnico esta entre los 20 y 30 meq/l. La porosidad total es superior
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al 80% con aireacion elevada. La densidad varia entre 50 y 100 kg de materia seca por M’
(Burés,1997)

La aplicacion de polvo de coco como medio de cultivo en diferentes ensayos fue propuesta por
Prasad (1997). Otra caracteristica importante es que la fibra de coco no ocasiona problemas de
anclaje en cultivos ornamentales anuales a pesar de tener baja densidad aparente. Si se mezcla
con arena (1:1 v/v) este valor se incrementa, ademas de que se mejora la humectabilidad en
mas de 33% y se obtiene una porosidad de 23.7%. Cuando se emplean varios niveles de fibra
es posible incrementar la porosidad de aire hasta 35% manteniendo en un nivel satisfactorio el
agua facilmente disponible. Esto significa que al haber un incremento brusco en la
transpiracion las plantas tendran mayor agua disponible (Awang y Razi 1997)

Por su parte, Meerow (1994) realiz6 un ensayo en el cual evalu6 el crecimiento de dos plantas
ornamentales subtropicales comparando polvo de coco y turba, observando que el polvo de
coco parece ser un sustituto aceptable para la turba de junco en sustratos para maceta y que es

necesario ajustar los regimenes nutricionales de un cultivo a otro.

Tezontle

El tezontle es un mineral aluminosilicato de origen volcanico, es muy utilizado en México por
su disponibilidad. Este material fue utilizado como testigo en un clutivo hidropénico en tres
diferentes granulometrias (0.71-1; 1.01-2.00 y 2.01-3.36 mm). Las plantas cultivadas en
granulometria fina y media tuvieron tamafios similares a la media cultivada en zeolitas, las
plantulas establecidas en el tezontle de garnulometria gruesa fueron de menor tamafio con
respecto a dicha medida. (Urbina-Sanchez et al., 2006).

El anélisis microbioldgico del tezontle mostré un contenido de 164.3 x10° ufc (unidades
formadoras de colonias) de bacterias, en hongos 13 x 10' ufc y 63 x 10° ufc de

actinomicetos (Zamora, 2005).

Perlita

La perlita natural es una roca volcéanica vitrea formada por enfriamiento rapido, constituido
por material amorfo que contiene entre un 2 a un 5% de agua atrapada y que contiene una
densidad aparente de unos 1500kg de materia seca por m3. Este mineral en su manipulacion

industrial se granula y se precalienta a 300-400°C y se vierte en hornos a 1000°C,
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expandiéndose en el proceso para formar una espuma de densidad aproximada 120kg de
materia seca por m’. La perlita expandida es un material casi inerte, que no se descompone
biologica o quimicamente, si bien se cita que a pH inferiores a 5 puede aparecer fototoxicidad
por solubilizacion del aluminio. Su pH es neutro (6.5-7.2) aunque también puede alcanzar
valore muy bdsicos, y la conductividad eléctrica es muy baja (0.01-0.12 dS/m). No tiene casi
capacidad de intercambio catidnico. Las caracteristicas de retencion de agua y aireacion
dependen de la garnulometria, tomando su capacidad de aireacion valores entre 0 'y 70% y el
contenido de agua facilmente disponible hasta el 45% segin la fraccion granulométrica
analizada. No contiene microorganismos, siendo completamente estéril por su proceso de

obtencion (Burnés, 1997)
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RESUMEN

El Efecto de inhibidores de las giberelinas: paclobutrazol (PBZ) y prohexadiona de calcio
(PCa), asi como el acido salicilico(AS) fue evaluado en la propagacion de Turbinicarpus
valdezianus Esta especie estd en proteccion especial conforme a la norma vigente NOM-059-
ECOL-2001.E1 objetivo fue disminuir la respuesta hiperhidrica de los brotes, la cual fue
evaluada a las doce semanas. El tratamiento con PBZ (3.4 10*M) disminuyo la
hiperhidricidad en un 100% de los brotes e increment6 significativamente la organogénesis
(18 brotes/explante). Los cambios morfolégicos observados fueron: una disminucién en la
altura y engrosamiento del tallo y raices. Los tratamientos con PCa(10*M), AS(10*M)
generaron una mayor respuesta hiperhidrica relacionada con el estrés oxidativo, pero dieron
lugar a modificaciones en el nimero y longitud de raices en los brotes que favorecieron la
sobrevivencia de la plantula a las condiciones ex vitro. El tratamiento con AB (10™*M)
present6 la mayor respuesta hiperhidrica con fenotipo caracteristico. El analisis histologico de
las plantas hiperhidricas mostré un incremento en el nimero de vasos del xilema, con mayor
didmetro y area. El grosor de los vasos no fue significativo.

Palabras clave: Turbinicarpus valdezianus, hiperhidricidad, paclobutrazol, prohexadiona

de calcio, acido salicilico, acido benzoico
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SUMMARY

The effect of gibberellin inhibitors: paclobutrazol (PBZ), calcium prohexadione(PCa),
salicylic acid(SA), and benzoic acid(BA) was evaluated in Turbinicarpus valdezianus
propagation. This species is under special protection according to the current regulation NOM-
059-ECOL-2001. The objective was to reduce shoot hyperhydric response, which was
evaluated after 12 weeks. The treatment with PBZ (1 mgL™) reduced hyperhydricity in a
100% of all shoots and significantly increased organogenesis (18 shoots/explant). The
observed morphological changes were height reduction and stem and root thickening. The
treatments with Pca (10*M) and AS (10*M) generated a higher hyperhydric response related
to oxidative stress, but caused modifications in root number and length that aided plantlet
survival under ex vitro conditions. The treatment with AB (10*M) gave the strongest
hyperydric response with a characteristic phenotype. The histological analysis of the
hyperhydric plants showed an increased number of xylem vessels with higher diameter and
area. The vessel thickness did not increase significantly.

Key words: Turbinicarpus valdezianus, hiperhidricity, paclobutrazol, calcium

prohexadione salicylic acid, benzoic acid.

23



INTRODUCCION

La hiperhidricidad es un estado disfuncional presente en algunas plantas cultivadas in vitro.
Entre otros factores se asocia con el estrés oxidativo (Chakrabarty ef al., 2000) y se caracteriza
por presentar anomalias morfologicas, fisiologicas y anatdmicas, esta condicion se incrementa
progresivamente a medida que los cultivos son mantenidos (Debergh et al., 1992).Es un
problema que llega a presentarse en plantas de cultivo in vitro que limitan su propagacion y su
posterior aclimatizacion ex vitro con una consecuente pérdida de un 60 hasta un 80% de la
produccion (Paques, 1991).

Las cactaceas presentan tejidos que favorecen esta condicion. La parte interna de la corteza
presenta células de paredes delgadas y sin lignina, mas delgadas que las paredes de
empalizada, permitiendo rapidos cambios de volumen en la célula (Mauseth et al., 1998). Bajo
condiciones in vitro, la humedad relativa se mantiene al 100% y los explantes estan en
contacto directo con la toma de agua, las plantan que observan esta condicion tienen una
apariencia brillante, traslicida, con tallos fragiles y su morfologia indica un exceso de
contenido de agua. Una gran variedad de condiciones de cultivo en cacticeas se han evaluado
minimizar esta condicion: modificaciones en el medio, MS a '2 de concentracion, tipo de
medio (BS), el uso de quimicos polietilenglicol (Santos-Diaz ef al., 2003) sin embargo, ain no
se han encontrado la solucion adecuada, porque los requerimientos siempre van a ser especie

dependiente.
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La micropropagacion del género Turbinicarpus se ha definido de ampliamente (Rosas ef al.,
2001; Davila-Figueroa et al., 2005)

La aplicacion exogena de productos quimicos como paclobutrazol en papa (Tsegaw et al.,
2005), favorece el crecimiento, al aumentar el grosor de las ceras epicuticulares, favorece la
elongacion y engrosamiento de epidermis, el aumento de las células de empalizada y mesofilo
esponjoso, el incremento en el diametro del tallo. En Chrysanthemum facilita la aclimatizacion
de plantas obtenidas en recipientes no ventilados al mejorar el funcionamiento estomatico
(aperturas minimas y maximas) e incrementar la cantidad de cera y clorofila por unidad de
superficie foliar (Smith et al, 1990a, b).

El Paclobutrazol (PBZ) es un inhibidor de la sintesis de acido giberélico, cuya presencia
reduce los niveles de giberelina endogena, lo cual se debe a que interactiua con las enzimas de
tipo monooxigenasas del citocromo P450 ya que bloquea las oxidaciones de ent-kaureno a
ent-kaurenol, ent-kaurenal y 4cido ent-kaurénico dentro del ciclo del mevalonatolo cual resulta
en una reduccion de la sintesis de giberelinas y la elongacion celular. El1 PBZ reduce la altura y
aumenta el grosor del tallo y raiz de papa (Tsegaw et al., 2005), incrementa el nimero de
raices en Chrysanthemum (Burrows et al., 1992; Berova y Zlatev, 2000) y aumenta la
proliferacion de brotes en microplantas de ardceas (Werbrouck et al., 1996).

La Prohexadiona de calcio (PCa) es un inhibidor de la sintesis de giberelina (Rademacher,
2000). La estructura de PCa es similar al 4cido 2-oxoglutarico que es un co-substrato de las
dioxigenasas que catalizan las etapas finales de formacion de giberelinas por bloqueo de la 3-3
hidroxilacion, su aplicacion exdgena inhibe la formacion de giberelinas altamente activas a
partir de sus precursores inactivos. Incrementa asimismo los carbohidratos no estructurales, la
acumulacién de nitrogeno y estimula la apertura estomatica aplicados ex vitro en arbol de

manzana a una dosis de 250 ppm (Sabatini et al., 2003).
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Los salicilatos afectan el proceso fotosintético, la conductividad estomatica y la
transpiracion (Khan et al., 2003); dichos compuestos se sabe son sefializadores del estrés.
Acido salicilico se aplica exdgenamente se encuentra el incremento en la altura de la planta,
estimulacion de iniciacion de raices adventicias y retardante de la transpiracion (Pancheva et
al., 1996).

El 4cido benzoico (AB), es un regulador de la interaccion de las plantas con su medio. Su
via biosintética no esta bien dilucidada pero se supone es precursor del AS. Se sintetiza a
partir de fenilalanina por la combinacion de varias vias metabdlicas (Wildermuth, 2006).

Con base en lo anterior, el presente trabajo tuvo como objetivo disminuir la hiperhidricidad
en T. valdezianus a partir de modificaciones ambientales in vitro por medio de la aplicacion de
promotores del endurecimiento fisiologico.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realiz6 en la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro en el afio 2006. Se
utilizaron plantulas de Turbinicarpus valdezianus germinadas in vitro en medio Murashige y
Skoog (1962). Las plantulas obtenidas fueron subcultivadas en medio Murashige y Skoog
(1962) cada cuatro semanas por cuatro ocasiones consecutivas. Las plantulas obtenidos en la
etapa de establecimiento fueron seleccionadas conforme a tamano (0.5 cm de diametro y 0.8
cm de altura) sin brotes, ni sintomas de hiperhidiricidad y se dividieron transversalmente para
generar fragmentos cilindricos a los cuales se les disectd el meristemo apical para favorecer la
brotacion. Los explantes se colocaron en frascos de vidrio de 60 ml de capacidad y se le
agreg6 20 ml de medio Murashige y Skoog (MS) suplementados con 100 mg L™ de mio-
inositol(SIGMA®, 1-3011) , 1 mg L' de tiamina-HCL(SIGMA®,T-3906) , 1 mg L™ de
piridoxina-HCL (SIGMA®,P-8666), 1 mg L' Kinetina, 30 g L'(SIGMA®,K-0753) de
sacarosa, 8 g L"'de agar(SIGMA®,A-1296) ajustando a un pH de 5.7 y se esterilizo a 120° C
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durante 15 minutos y se transfirieron al cuarto de incubacion a una temperatura de 25=1° C,
con 16 horas luz y 8 de oscuridad a 2500 lux. El medio se renové cada cuatro semanas. Se
estableci6 cada tratamiento con cinco repeticiones, cada repeticion constdé de un frasco de
vidrio con cuatro explantes, conformando un total de 5 tratamientos: (T1) Testigo, (T2) PBZ,
(T3) PCa, (T4) AS y (T5) AB. La concentracion de PBZ fue de 3.4 10°M, y la de
PCa(BASF®), AS(SIGMA®) y BA(SIGMA®) de 10™* M. El experimento se repitié 3 veces
Las variables: numero de brotes, peso fresco (g), peso seco(g), nimero de raices y la longitud
de raices (cm). A las doce semanas de cultivo se determin6. Los datos obtenidos se sometieron
a un analisis de varianza bajo un disefio experimental completamente al azar y una
comparacion de medias de Tukey (P<0.05) con el paquete SAS (SAS, 1989).

La caracterizacion histologica se realizd en el laboratorio de Citogenética. Se tomaron
muestras de 3 plantas de cada tratamiento, se fijaron con F.A.A. y se deshidrataron con
alcohol al 50, 60, 70 85 y 98% por dos horas se continud con alcohol butilico terciario, alcohol
butilico terciario mas xilol en proporciones 3:1, alcohol butilico terciario mas xilol en
proporcion 1:1, alcohol butilico terciario mas xilol en proporcion 1:3 y por ultimo xilol puro
por espacio de 2 horas en cada solucidn, la inclusion fue en parafina en la estufa de 30° C
hasta 55° C. Posteriormente se realizaron los cortes en un microtomo de mano a 18 micras de
espesor, pegados con adhesivo y calor, la coloracion fue de safranina-verde rapido. Se montd
con balsamo de Canada.

La evaluacion histologica se basé en las observaciones de secciones transversales de las 6
mejores preparaciones con 12 cortes transversales de la parte media de la planta, se realizaron
15 mediciones de cada uno de los elementos anatdmicos. Para la valoracion se obtuvieron los
valores promedio de los elementos de los vasos: area, grosor de la pared del vaso, a 40X de

objetivo, mediante el software de Axion Vision. Sobre los datos obtenidos se realizd un
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analisis de varianza bajo un disefio experimental completamente al azar y una comparacion de
medias de Tukey (P<0.05), con el paquete SAS (SAS, 1989).
RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de varianza mostrd diferencias significativas entre los tratamientos para las
variables numero de brotes y peso fresco; para la variable peso seco no mostr6é diferencia
significativa(Cuadro 1). Se observo que el tratamiento con PBZ logré la disminucion del
nimero de brotes hiperhidricos hasta en un 100%, el nimero de raices disminuyd, pero su
longitud se increment6. La respuesta del PBZ en la organogénesis se interpretdé como un
efecto sinérgico con la citocinina presente en el medio. EI numero de brotes fue mayor al
observado en T. valdezianus por Dévila-Figueroa et al., (2005). El tallo acort6 su longitud y
aument6 su grosor (Figura 1). El efecto de estimulacion en la organogénesis de este retardante
sobre Ananas comosus ya fue mencionada por Escalona et al., (1999). Contrario a lo que se
esperaba, los tratamientos de PCa, AS y AB incrementaron la respuesta hiperhidrica en los
tratamientos de PCa, AS y AB podria estar relacionada con el estrés oxidativo por
concentraciones supradptimas, tal como se ha observado en otras especies Panax ginseng y
Zea mays(Janda et al., 2000; Ali et al., 2006). Gribble (1999) afirma que la imposibilidad de
transpirar es el factor mas importante para provocar una respuesta hiperhidrica en los cultivos.

El tratamiento con PCa mostrd una diferencia significativa con respecto a la variable peso
fresco, disminuyendo el nimero de raices y su longitud con respecto al testigo. El tallo fue de
mayor longitud.

Los brotes cultivados en presencia de AS mostraron tallos con menor crecimiento
longitudinal pero mayor grosor, una disminucién de la organogénesis y un aumento
significativo en la longitud de raices. En especies como Solanum tuberosum (Mora-Herrera y

Loépez-Delgado, 2006) y Sechium edule (Alvarenga-Venutolo et al., 2007) se observo una
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inhibicion del crecimiento de tallos y raices en presencia de AS, sin embargo en el presente
estudio se observd un incremento en el grosor y la longitud de las raices lo que pudiera
interpretarse como que la concentracion de AS actio como cofactor en el efecto de las auxinas
endogenos (Bojarczuk y Jankiewicz, 1975).

El AB present6 una disminucidn en la organogénesis y una rizogénesis inhibida(Fig 1). El
bajo porcentaje de enraizamiento esta relacionado con el estado hiperhidrico de los explantes
cultivados (Santos-Diaz et al., 2003). La caracterizacion morfologica de Turbinicarpus
valdezianus de héabito de crecimiento in vitro sin promotores del endurecimiento fisiologico
presenta vasos agrupados con un didmetro promedio de 7.08 um (4-11.43pum), el area
promedio de vaso fue de 44.48 um?, la frecuencia de vasos por mm?*(Cuadro 2) Las plantulas
con hiperhidricidad presentaron vasos del xilema mas grandes, con mas variacion de tamafios
entre plantas, en todas direcciones y gran numero de vasos, el grosor de sus paredes no
presentan diferencias significativas (Fig.2).

El PBZ disminuy6 totalmente la formacion de brotes hiperhidricos en T. valdezianus. Los
resultados obtenidos mejoran las caracteristicas morfoldgicas de los explantes. Por su parte la
PCa, AS y AB incrementaron la hiperhidricidad. Sin embargo, el tratamiento con PCa y AS
di6 lugar a la rizogénesis en los brotes que favorecieron la sobrevivencia de la planta a las
condiciones ex vitro.
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Cuadro 1. Efecto de los niveles de promotores del endurecimiento fisioldgico sobre los

explantes de Turbinicarpus valdezianus registrados a las doce semanas de siembra.

No. de No. de Longitud
Tratamiento brotes P.fresco(mg)  P.seco(mg) raices  de raiz(cm)
Testigo 3.55b* 0.19ab 0.01a 4.6a 0.30c
Paclobutrazol(1 mgL™) 18.00a 0.21ab 0.07a 1.4b 0.67b
Prohexadiona de calcio(10*°M)  3.25b 0.26a 0.07a 1.6b 0.34c
A}cido salicilico (10*M) 1.15b 0.15b 0.01a 2.2b 0.81a
Acido benzoico(10™*M) 1.20b 0.17ab 0.01a 0.4b 0.02d

*Valores con la misma letra dentro del factor en cada columna son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey a

un P<0.05 de significancia.

32



Figura 1. Morfologia de las plantas de Turbinicarpus valdezianus en los diferentes
tratamientos: (4) testigo, (B) paclobutrazol(3.4 10°M), (C) prohexadiona de calcio(107°M),
(D) dcido salicilico(10*M) y (E) dcido benzoico (10°M)a las doce semanas

Cuadro 2. Observaciones histoldgicas del xilema en plantas de 7. valdezianus propagadas in

vitro tratadas con promotores del endurecimiento fisiologico.

Tratamiento Didametro Area promedio Grosor No.
vasos vasos xilema vasos de  promedio
xilema(um) (umz) xilema(um) vasos
Testigo 7.088b 44.48b 2.00a 97.2b
P.hiperhidratadas 17.86a 234.82a 2.14a 212.1a

Fig 2. Corte histologico de plantas de Turbinicarpus valdezianu scon el objetivo de 40 X de
cultivo in vitro observadas en plantas control (A y C) y plantas con hiperhidricidad (B y D)

donde se observa la diferencia del tamario de los haces y células del mesdfilo.
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RESUMEN

El protocolo de micropropagacion para Turbinicarpus valdezainus fue definida con
reguladores de crecimiento, sin embargo en la etapa de aclimatizacién los promedios de
supervivencia fueron bajos. Por lo tanto se establecieron nuevos tratamientos con promotores
del endurecimiento fisiologico. En el presente trabajo se compara las modificaciones
anatomicas del tallo bajo los tratamientos con paclobutrazol (PBZ 3.4 10™*M), prohexadiona
de calcio (PCa 10*M), acido salicilico (AS 10*M) y acido benzoico (AB 10™*M). Los
caracteres diagndsticos para el tallo fueron; didmetro de vasos, area de vasos, grosor de la
pared, frecuencia de vasos por mm’ e indice de vulnerabilidad. Se encontraron diferencias
significativas en el desarrollo del sistema vascular.

Palabras clave: caracteristicas anatomicas, hiperhidricidad, Turbinicarpus valdezianus, xilema.

SUMMARY
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The micropropagation protocols of Turbinicarpus valdezianus were whit plant growth
regulators however the survival rates resulting low in the acclimatization stage between the
treated. Then the effects with promoters to physiologic hardening were studied. This article
compares stem anatomy of treated with paclobutrazol (PBZ 3.4 10™*M), prohexadione-
Ca(PCal0™*M), salicylic acid (SA10™*M) and benzoic acid(BA10™*M). In stem the diagnostic
character were measured found: the vessel diameter, area vessel thickness wall, vessels
frequency for mm’, and vulnerability index. Significant differences in vascular system
development were found.

Key words: anatomical characteristics, hyperhydricity, Turbinicarpus valdezianus, xylema.

INTRODUCCION
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Turbinicarpus valdezianus es una cactacea incluida en el CITES y en la NOM-ECOL-059-
2001 como una especie con proteccion especial.

Es una planta de habitos xeromorficos, sus tejidos estan especializados para almacenar agua
en la época de lluvias, las fibras de sus paredes celulares son delgadas, lo cual le permite
incrementar el volumen. El transporte de agua ocurre en vasos solitarios o agrupados de 2 a
10. Los vasos en la subfamilia Cactodeae en plantas de tallo corto y globoso son delgados
normalmente con un lumen de 10 a 60 micras de diametro (Nobel, 1999), con una media de 27
um, el namero de vasos por mm? es de 336 (Gibson, 1973).

A favor de su conservacion se han utilizado para su propagacion técnicas convencionales y
de micropropagacion.

Las caracteristicas anatomicas de las plantas cultivadas in vitro difieren a las cultivadas en
campo o invernadero.

La respuesta del explante cultivado in vitro esta relacionado con el flujo de agua en los
recipientes. Las variaciones en la concentracion de vapor de agua, afectan directamente a la
transpiracion, la conductancia estomatica, el potencial hidrico en el xilema del tallo y hojas y
como consecuencia la absorcion de agua y nutrientes. Esto genera el desarrollo de un fenotipo
con reduccion de las ceras epicuticulares, poco desarrollo de la cuticula, anormalidad
morfologica de los estomas, hay una reduccion de las capas de células en empalizada,
semejando a las del mesofilo esponjoso con numerosos espacios de aire, reduccion de fibras
del xilema y floema (Acram, 1996). Estas diferencias afectan los promedios de supervivencia
en la etapa de aclimatizacion.

Una anomalia presente con relativa frecuencia de la estructura y funcién de las plantas
micropropagadas es la hiperhidricidad. Los cultivos que manifiestan este proceso presentan

una morfologia que indica exceso de contenido en agua. En manzana, las hojas hiperhidricas
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presentan un desarrollo discontinuo de la epidermis y cuticula, la ldmina estd engrosada, hay
poca diferenciacion entre el mesofilo en empalizada y el esponjoso (Chakrabarty et al., 2006).
Estas caracteristicas hacen imprescindible una aclimatizacion gradual al ambiente ex vitro.

El empleo de osmoreguladores, reguladores del crecimiento e inductores quimicos se han
utilizado para mejorar las condiciones ecofisioldgicas in vitro y su incidencia en el desarrollo
de las plantulas bajo condiciones ex vitro (Smith et al., 1990; Santos-Diaz et al., 2005; Luan et
al., 2005).

Dependiendo de la especie de la planta y la concentracion aplicada de promotores la
respuesta morfologica varia.

El tratamiento con paclobutrazol disminuye la longitud del tallo e incrementa la floraciéon en
pera (Asin et al, 2007). El incremento en el diametro del tallo en papa se debe a el
engrosamiento de la corteza, aumento del tamafo de los paquetes vasculares y un
ensanchamiento del la médula por alargamiento de las células medulares. (Tsegaw et al.,
2005).

Prohexadiona de calcio es un retardante del crecimiento empleado para acortar el
crecimiento vegetativo en cacahuate (Beam et al., 2002), actia como bactericida, fungicida e
insecticida (Bassi et al, 2003), sin embargo su aplicacién en cultivos in vitro es poco
conocida.

Mora-Herrera y Lopez-Delgado (2004) mencionan que en microplantas de papa se observo
una inhibicion en el crecimiento de tallos y raices a una concentracion de 0.1 mM de éacido
salicilico.

Kaur et al., (2005) menciona que la aplicacion de acido benzoico al suelo suprime el

crecimiento de la raiz de un 30.5-81.1% segtn la concentracion aplicada.
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La informacion acerca de las modificaciones anatomicas de los explantes con el uso de
promotores del endurecimiento fisiologico es escasa.

El objetivo del presente trabajo es conocer las condicionantes para elevar el por ciento de
supervivencia en la fase de aclimatizacion, al documentar las modificaciones anatomicas con

el empleo de promotores del endurecimiento fisiologico en vitroplantas.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Citogenética del Departamento de
Fitomejoramiento de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro.

El material vegetativo consistié en plantulas de Turbinicarpus valdezianus de cultivo in vitro
de seis meses de edad y que fueron tratadas bajo diferentes promotores del endurecimiento
fisiologico: T (0) testigo, T(1): paclobutrazo(PBZ 3.410™*M), T(2):prohexadiona de calcio(PCa
10*M), T(3): 4cido salicilico(AS 10*M), T(4): acido benzoico(AB 10*M). Se tomaron
muestras de 3 plantas de cada tratamiento, se fijaron con F.A.A. y se deshidrataron con
alcohol al 50, 60, 70 85 y 98% por dos horas se continud con alcohol butilico terciario, alcohol
butilico terciario mas xilol en proporciones 3:1, alcohol butilico terciario mas xilol en
proporcion 1:1, alcohol butilico terciario mas xilol en proporcion 1:3 y por ultimo xilol puro
por espacio de 2 horas en cada solucidn, la inclusion fue en parafina en la estufa de 30° C
hasta 55° C. Posteriormente se realizaron los cortes en un microtomo de mano a 18 micras de
espesor, pegados con adhesivo y calor, la coloracion fue de safranina-verde rapido. Se montd
con balsamo de Canada.

La caracterizacion histologica se basd en las observaciones de secciones transversales de las

6 mejores preparaciones con 12 cortes transversales de la parte media de la planta, se
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realizaron 15 mediciones de cada uno de los elementos anatdmicos. Para la valoracion se
obtuvieron los valores promedio de los elementos de los vasos: didmetro, area, grosor de la
pared del vaso, densidad (nimero de vasos'mm?) a 40X de objetivo, mediante el software de
Axion Vision. Se determin6 ademas el indice de vulnerabilidad.

El célculo del indice de vulnerabilidad (IV) se determiné utilizando la siguiente formula de
Carlquist (1977):
IV= Diametro de vasos/ No de vasos por mm™.

Sobre los datos obtenidos se realiz6 un andlisis de varianza bajo un disefio experimental

completamente al azar y una comparacion de medias de Tukey (P<0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

La respuesta fenotipica bajo condiciones in vitro las plantas presentan una mayor
disponibilidad de agua

Turbinicarpus valdezianus de héabito de crecimiento in vitro sin promotores del
endurecimiento fisiologico presenta vasos agrupados con un didmetro promedio de 7.08 um
(4-11.43pm), el 4rea promedio de vaso fue de 44.48 um® (Cuadro 1), estos valores son
menores a los rangos establecidos por Gibson (1977) para la subfamilia Cactoideae de tallos
cortos y globosos de habitat natural donde el diametro promedio es de 27 um y el nimero de

vasos por mm” es de 196 para traqueidas de banda ancha.

Cuadro 1. Observaciones histologicas del xilema en vitroplantas de 7. valdezianus tartadas con

promotores del endurecimiento fisiologico.
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Tratamiento Didmetro de Area Grosor de Numero v
vasos de promedio de vasos de promedio de
xilema(pm) vasos de xilema(pm) vasos por

xilema mm?

(um?)
Testigo 7.088b 44.48b 2.00bc 9.72bc 0.68
Paclobutrazol 6.37b 33.89b 2.90ab 19.86ba 0.38
Prohexadiona de 8.54b 50.32b 3.62a 7.6¢ 1.18
calcio
Acido salicilico 12.59ab 75.77b 1.54c 29.66a 0.43
Acido benzoico 17.86a 234.82a 2.14bc 21.21a 0.88

Valores con la misma letra dentro del factor en cada columna son iguales de acuerdo con la
prueba de Tukey a un P<0.05 de significancia

Las plantas tratadas con Paclobutrazol presentaron vasos conductores agrupados de tamafio
uniforme y con valores promedio de diametro de 6.37 um (4.29-11 pm) y de 4rea 33.89 pm?.
El grosor de la pared del xilema es de 2.9 um (Figura 1). Estos valores se encuentran
estadisticamente iguales al control.

El tratamiento con PCa, present6 vasos aislados, en paquete y en todas direcciones.
Present6 el valor mas alto de indice de vulnerabilidad y de grosor de la pared del vaso. Segun
algunos autores el grosor de las paredes de vasos de xilema esta relacionado con la mayor
seguridad en la conduccion de agua, asi el tejido de resistencia esta dado por las traqueidas.

Las traqueidas de banda ancha estan presentes en casi todas las plantulas de los cactus. En el
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estado adulto solo se observan en cacticeas de tallo corto y globoso.  Esta parece ser una
caracteristica adaptativa para habitats xéricos (Terrazas y Mauseth, 2002)

Con acido salicilico las caracteristicas anatémicas de 7. valdezianus presenta vasos
agrupados con un incremento en el didmetro promedio de los vasos 12.59 um (7.72-30.14 pm)
y 4rea promedio75.77 pm?®, con respecto al testigo. En observacion microscopica a 10X se
encuentra un sistema vascular bien desarrollado en comparacion con los anteriores
tratamientos (Fig 2)

El tratamiento con 4cido benzoico alter6 la anatomia de los vasos del xilema. Aumento el
didmetro y el 4rea de los vasos y se incremento el nimero de vasos por mm’ con respecto al
testigo.

Se observa una gradacion en cuanto a los didmetros en los diferentes tratamientos. El manejo
con retardantes del crecimiento (PBZ y PCa) permite se conserven las caracteristicas
anatomicas presentes en el control. No presentan modificaciones anatomicas relacionadas con
hiperhidricidad. En el caso de los tratamientos con retardantes y éacido salicilico el sistema
radicular se encontrd bien desarrollado por lo que coincide con lo expresado por Apostolo et
al., (2005) en un estudio anatdmico comparativo de Cynera scolymus en las diferentes etapas
del cultivo in vitro donde demuestra que la etapa de diferenciacion de raiz es donde se
desarrollan los haces vasculares y favorece la etapa de aclimatizacion al aumentar la
supervivencia de plantas. En el caso de 4cido benzoico el sistema radicular se esbozaba, sin
embargo se observo un sistema vascular uniforme

En todos los tratamientos se observa un didmetro de vasos de xilema dentro de los
parametros definidos para plantas de ambientes xerofitos estos valores podrian estar
condicionados por la etapa de desarrollo de la plantula. Holste ef al., (2006) mencionan que

los didmetros tienden a ser reducidos en condiciones de baja humedad.
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El indice de vulnerabilidad utilizado para vegetacion natural no refleja en este estudio un

parametro que pronostique los promedios de supervivencia en condiciones ex vitro.

CONCLUSIONES

Los tratamientos con retardantes presentan caracteristicas morfologicas que favorecen la
supervivencia de las plantulas de Turbinicarpus valezianus en condiciones ex vitro. El
tratamiento con salicilatos manifiestan un aumento en el tamafio de vasos de xilema y
disminucion en el grosor de sus paredes. En el caso de acido salicilico se observa un sistema
vascular bien desarrollado que favorece su aclimatizacion, mientras que en el caso de acido
benzoico el sistema vascular no alcanza ese desarrollo lo que condiciona sus promedios de

supervivencia en la etapa de aclimatizacion.
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Cuadro 1. Observaciones histologicas del xilema en vitroplantas de 7. valdezianus tartadas con

promotores del endurecimiento fisiologico.

Tratamiento Didmetro de Area Grosor de Numero v
vasos de promedio de vasos de promedio de
xilema(pm) vasos de xilema(pm) vasos por

xilema mm?

(um?)
Testigo 7.088b 44.48b 2.00bc 9.72bc 0.68
Paclobutrazol 6.37b 33.89b 2.90ab 19.86ba 0.38
Prohexadiona de 8.54b 50.32b 3.62a 7.6¢ 1.18
calcio
Acido salicilico 12.59ab 75.77b 1.54c 29.66a 0.43
Acido benzoico 17.86a 234.82a 2.14bc 21.21a 0.88

Valores con la misma letra dentro del factor en cada columna son iguales de acuerdo con la

prueba de Tukey a un P<0.05 de significancia
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Fig 1 Seccién transversal de tallo de T. valdezianus bajo diferentes tratamientosin
vitro (A) Testigo; (B) PBZ(3.410*M); (C) Pca(10-4M); (D) AS(10“4M)y (E) AB(10-“M) a
40X
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el crecimiento y por ciento de supervivencia de
Turbinicarpus valdezianus en etapa de aclimatizaciéon con tres sustratos y cuatro soluciones
nutritivas, los sustratos: peat moss, perlita aserrin de coco y tezontle fueron caracterizados en
sus propiedades fisicas: espacio poroso total(EPT), retencion de agua(RA), materia organica
(MO), la funcién objetivo fue minimizar costo y las propiedades finales del la mezcla balance
de volimenes EPT, RA y MO fueron las restricciones del modelo lineal. Se obtuvieron tres
mezclas. Se eligié un fertilizante comercial con tres concentraciones y MS a mitad de su
concentracion como control. Los resultados fueron significativos para solucion y sustrato. El
mejor sustrato fue la mezcla del19.92% tezontle, 28.97perlita y 51.11% aserrin de coco; la
mejor solucion fue la concentracion al 66% de Bayfol®

Palabras clave: mezclas de sustratos, programacion lineal, Turbinicarpus valdezianus

SUMMARY

The effect of four substrates and four nutrient solutions (NS) were evaluated in stage of
acclimatization of Turbinicarpus valdezianus specie which is considered special protection
within NOM-059-ECOL-2001. The substrates: peat moss, perlite, coconut sawdust and
tezontle were characterization to the physic properties: total porous space (EPT), water
retention (RA) and organic material (MO) of the sample, the balance of volumes between EPT
RA and MO were defined as well as the restrictions of lineal model. Tree mixes formulations
were obtened. and four nutrient solutions were selected. The results were significant for
substrates and solutions The most mixes was of 19.92% tezontle, 28.97% perlite and 51.11%

coconut sawdust; the most solution was the concentration a 66% of Bayfol®.
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Key Works: Mixes formulation, Turbinicarpus valdezianus,

INTRODUCCION

La aclimatizaciéon es un proceso controlado de los factores ambientales que favorece la
supervivencia de las plantas cultivadas in vitro a condiciones donde se desarrollaran para su
cultivo.

Las variables de flujo de materia y energia dentro de un sistema in vitro corresponden a las
condiciones de heterotrofia, al flujo de fotones y radiaciéon térmica bajos, potencial hidrico y
tasa de difusion bajos lo que lleva a una tasa de transpiracion baja, tasa fotosintética baja,
elevada respiracion en oscuridad, balance negativo de CO,, tasa baja de absorciéon de agua
bajo condiciones asépticas. Las condiciones ex vitro exigen un estado de autotrofia, un control
de la transpiracion con una eliminacion gradual de humedad relativa, un aumento gradual de
flujo de fotones y un control fitosanitario.

La aclimatizacion puede darse bajo dos condiciones: in vitro y ex vitro. Durante las
condiciones in vitro el manejo de promotores del endurecimiento fisioldogico favorecen
modificaciones anatomicas que garantizan la superviviencia de las plantulas al ser transferidas
a condiciones ex vitro. El empleo de los promotores aumentan el grosor de las células guarda y
la cantidad de ceras epicuticulares, disminuyen el tamafio de la hoja, tallo, incrementan el
desarrollo del sistema vascular y favorecen en crecimiento una vez que las condiciones de

estrés has sido minimizadas AS, PC, PCa. Los cambios estructurales necesarios para una
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apropiada aclimatizacion estdn en un buen desarrollo del sistema vascular ( Apdstolo et al.
2005) lo que va a condicionar la calidad final de la planta al mejorar la toma de agua y
nutrientes (Yokota et al, 2007). El enraizamiento puede realizarse in vitro en dos fases por
induccién —con el uso de auxinas- o expresion -sin reguladores- o una fase in vitro con
estimulo con regulador y una expresion ex vitro (Majada y Sdnchez-Tamés, 2004)

Dentro de un protocolo de aclimatizacion la seleccion del sustrato condiciona la calidad de la
planta al ejercer influencia en la arquitectura del sistema radical y en las asociaciones
biologicas de este con el suelo, afectando el estado nutricional y la traslocacion de agua en el
sistema suelo-planta atmésfera (Vilchez et al.2007).

Dentro de los factores condicionantes para seleccionar un sustrato estd su disponibilidad, su
costo, facilidad de manejo, ausencia de semillas de malas hierbas, insectos o patogenos,
ausencia de fototoxicidad, capacidad de ser reciclados, optimizacion en el consumo de agua y
prevencion de lixiviacion de nutrientes (Burés, 1999; De Rezende et a/.2000). Cuando se opta
por un medio con agregado se deben considerar

El tezontle es un mineral alumino-silicato de origen volcénico es muy utilizado por su
disponibilidad. La perlita es otro mineral de origen volcéanico, su peso especifico es de 0.08 a
0.13 g cm-3; didmetro de 2-4 mm, la capacidad de retencion de agua es de tres a cuatro veces
su peso, no tiene capacidad para amortiguar el pH.

En la etapa de aclimatizacion el manejo de la técnica hidroponica es una opcion adicional. La
hidroponia es una técnica para desarrollar plantas en una solucioén nutritiva (SN) con o sin el
uso de un medio de soporte artificial para proveer de soporte mecanico a la planta (Lara,
1999). Entre los factores a seleccionar se encuentran el tipo de hidroponia y la solucion

nutritiva.
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El objetivo del presente trabajo es evaluar tres mezclas de cuatro sustratos en cultivo
hidropdnico y cuatro soluciones nutritivas en la etapa de aclimatizacion de vitroplantas.
MATERIALES Y METODOS
El trabajo de aclimatizacion se realizd en el invernadero del Departamento de Fertilidad de
Suelos y Sustratos de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro. El material vegetativo
fue vitroplantas de Turbinicapus valdezainus de 6 meses de edad, proveniente de la fase de
preaclimatizacion con promotores del endurecimiento fisioldgico y en etapa de crecimiento,
cultivadas durante cuatro semanas en medio MS sin reguladores de crecimiento suplementado
con 20g de sacarosa’ L™ ,100 mg-litro" de mio-inositol, 1 mg-litro™ de tiamina-HCL, 1 mg-
litro™" de piridoxina HCL, 1 mg-litro™.
Las plantulas fueron lavadas con agua corriente -para eliminar el agar adherido en las raices- y
sumergidas en tectol (1mg/l) por dos minutos, para después ser transplantas a macetas de 2”
con las diferentes mezclas de sustratos seleccionados. Se cubrieron con bolsas de polietileno
por dos semanas y durante la segunda semana fueron perforadas para gradar la humedad
relativa, al término de estas semanas se eliminaron las bolsas.
En el laboratorio de Fertilidad de Suelos y Sustratos de la Universidad Autonoma Agraria
Antonio Narro se obtuvieron los datos de la caracterizacion de los siguientes sustratos: peat
moss, perlita, aserrin de coco y tezontle las variables evaluadas fueron: humedad inicial (HI)
cenizas (CEN), materia organica (MO), potencial de hidrégeno(pH), conductividad eléctrica
(CE), espacio poroso total(EPT)capacidad de aire (CA), retencion de agua (RA) densidad
aparente (DA) y densidad real (DR). Conforme al andlisis de correlacion y con base en los
principios bésicos de programacion lineal se seleccionaron las variables finales de disefio EPT,
RA, MO y balance de voliimenes y se establecieron los limites o nivel de restriccion para cada

una de las variables. La variable objetivo fue bajo costo, los niveles de restriccion para cada
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una de las variables se definieron para % EPT: 55-70 y 71-86; RA: 61-76%, % de MO: 46-96.

La técnica de programacion lineal gener6 mezclas factibles (tedricas) conforme a las

necesidades del cultivo. Las mezclas fueron esterilizadas en autoclave a 120°C por espacio de

1 hr (Requejo et al., 2007).

La solucion nutritiva seleccionada fue BAYFOL® (20-30-10) a tres diferentes niveles de

concentracion. Como control se manejo la solucion MS a mitad de su concentracién normal se

aplico dos veces por semana durante tres meses. Se midi6 el didmetro de la planta al inicio y al

final de este periodo.

Para evaluar los tratamientos se empled un disefio completamente al azar con arreglo factorial

3X4 (tres mezclas y 4 SN) se utilizaron cuatro repeticiones para cada tratamiento.
RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de las caracteristicas fisico-quimicas se muestran en el Cuadro 1y la seleccion

de mezcla de sustratos.

Con la técnica de programacion lineal se seleccionaron tres mezclas con cuatro sustratos

(Cuadro 2)

Las variables de crecimiento evaluadas presentaron significancia para diametro de planta y

numero de raices adventicias (Cuadro 3).

El sustrato 2 creo un ambiente favorable al crecimiento de algas, hongos y bacterias lo que

ocasion6 la muerte de las plantulas (Figura 1). Contrario a lo reportado por Barra y Mogollon

(2007) donde afirman que el aserrin de coco es un buen sustrato bajo condiciones de

nebulizacion para aclimatar Etlingera hemisphaerica. Pire y Pireira (2003) mencionan que el

alto valor de RA presenta como contraparte los valores mas bajos de porosidad de aireacion

(EPT), lo que sugiere la importancia de ser utilizado con un componente que aporte suficiente

porosidad de aireacion. Coincidiendo con Vilchez et al. (2007) el control sanitario es requisito
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fundamental en el manejo del sustrato. Cuando no se elaboran adecuadamente favorecen la
aparicion de organismos saprofitos y fitopatdogenos. En este caso, la elevada humedad
necesaria para aclimatar las plantas en las primeras fases y las caracteristicas propias de la
mezcla favorecio la contaminacion. Otro factor a considerar es un CE alto, la energia es
canalizada para absorber agua y nutrimentos en detrimento de energia metabolica reflejando
una disminucién en el desarrollo de la planta (Lara, 1999). Ambos fendmenos favorecieron los
resultados.

CONCLUSIONES
La mezcla 1 favorecio la supervivencia de las plantulas pero no su desarrollo 6ptimo.
El sustrato 2 propici6 el establecimiento de saprofitos que afectaron la supervivencia de las
vitroplantas.
La mezcla 3 promovi6 la supervivencia de las plantulas y el desarrollo del sistema radical
optimo junto con la solucion 2.Los resultados obtenidos con la mezcla 3 se aproximaron
mucho a lo deseados, tanto en las variables fisicas como en las consideraciones agronémicas
al promover el crecimiento de la vitroplanta. El manejo de programacion lineal puede ser

utilizado para la obtencion de mezclas definitivas.
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Cuadro 1. Caracterizacion fisico-quimica de cuatro sustratos seleccionados

Sustratos HI CEN MO pH CE EPT CA RA DA DR
% % % dSm~ % % % gee! gec!
1

Peat moss 49.2 10 90 559 14 72.6 838 642 0.07 0.28
5 7

Perlita 0.8 100 O 82 09 624 543 569 0.19 051
7

Aserrin de 609 10 90 7.1 4.2 81.8 448 773 0.09 0.49
coco 3 5

Tezontle 0.53 100 O 7.9 1.6 50.7 7.81 428 1.17 2.36
9

Hl=humedad inicial, CEN=cenizas, MO=materia orgéanica, pH=potencial de hidrégeno,

CE=conductividad eléctrica, EPT=espacio poroso total, CA=capacidad de aire, RA= retencion

de agua, DA=densidad aparente, DR=densidad real.

Cuadro 2. Mezclas de sustratos obtenidas mediante programacion lineal y sus variables de

restriccion.

Mezcla

% v/v

EPT

MO

$/L
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1 48.89%M2 51.11%M3 73 70 30 0.0899

2 4%M4 96%M3 77 74 80 0.1104
3 19.92%M4 28.97M2 70 73 30 0.1188
51.11%M3

M1= peat- moss, M2= perlita, M3= aserrin de coco, M4= tezontle. Espacio poroso total (EPT),

retencion de agua (RA), Materia organica (MO), Costo ($/L).

Cuadro 3. Cuadrados medios del andlisis de varianza y prueba de f de La parte factorial de las

variables en estudio.

FV GL Longitud de Didmetro de Numero de
raiz tallo raices
Soluciones 3 0.04 0.86 ** 7.08 **
Sustratos 1 0.03 ** 0.11 ** 3.11 **
Soluciones*Sustratos 3 0.1 ** 0.04 ** 2.37 **
Error 21 0.00 0.02 0.66
C.V. 14.20 58.49 46.65

* %% Significativo y altamente significativo a los niveles de prueba de 0.05 y 0.01.
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