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RESUMEN

Strombocactus disciformis ssp. esperanzae es una cactacea endémica de México en
estatus de riesgo y con un crecimiento lento, por lo que se plante6 como objetivo
establecer un protocolo para el cultivo in vitro de esta especie, considerando el
establecimiento del cultivo aséptico y crecimiento de plantulas. Se uso6 el medio MS
suplementado con 100 mg L* myoinositol, tiamina HCI 0.5 mg L™, sacarosa 4 %. La
desinfeccion se llevo a cabo con cuatro desinfectantes, etanol 70 %, cloro al 10 6 12.5
%, con o sin metalaxil-M (300 pL L) y con o sin nanoparticulas de plata (NPsAg, 50
uL L), se tuvieron ocho tratamientos; se evalué asepsia, inicio de germinacién y
porcentaje de germinacion. Para el crecimiento de las plantulas se usé el medio MS
(1962) con 3, 4,5y 6 % de sacarosa, en combinacion con 0, 0.1, 0.2y 0.3 % de carbon
activado (c.a.). Los datos obtenidos de los dos experimentos se estudiaron mediante
analisis de varianza y se hicieron pruebas de comparacion de medias de tratamientos
(Duncan, P < 0.05). La asepsia de las semillas fue de 100 % en los ocho tratamientos
evaluados, por lo que cualquiera de los tratamientos de desinfeccion fue bueno para
el establecimiento del cultivo in vitro. Cabe sefalar que, en el tratamiento ocho (que
consistid en aplicacién de etanol al 70 % + cloro al 12.5 % + Ridomil Gold® + Nano
particulas de plata), las semillas germinaron en menor tiempo (19.5 dias) y en mayor
porcentaje (95 %), en comparacion con los demas tratamientos. El medio de cultivo
mas adecuado para el crecimiento de las plantas fue donde se us6 5 % de sacarosay
0.2 % de carbdn activado, ya que se obtuvo un buen crecimiento, las plantas mostraron
un crecimiento proporcional entre diametro (3.34 mm) y longitud (7.19 mm) teniendo
una forma similar a la de las plantas que crecen en condiciones naturales y que
ademas hubo poca hiperhidratacion de plantas (4.76 %). En conclusién: se pudo
establecer el cultivo aséptico in vitro de semillas de S. disciformis ssp. esperanzae con
cualquiera de los tratamientos desinfectantes; el crecimiento de las plantas in vitro fue
mejor con el uso de 5 % de sacarosa en el medio de cultivo en combinacién con 0.2 o
0.3 % de carbon activado, porque las plantas tuvieron 3 mm de didmetro, 6 a 7 mm de

altura, 4 a 6 raices con 3 a 4 mm de longitud de raiz.

Palabras clave: cultivo aséptico, crecimiento de plantulas, germinacion de semillas



SUMMARY

Strombocactus disciformis ssp. esperanzae is an endemic cactus in México in risk
status and with slow growth, so the objective was to establish a protocol for the culture
in vitro of this species, considering the establishment of aseptic cultivation and seedling
growth. MS medium supplemented with 100 mg L myoinositol, thiamine HCI 0.5 mg
L1, sucrose 4% was used. Disinfection was carried out with four disinfectants, 70%
ethanol, 10 or 12.5% chlorine, with or without metalaxyl-M (300 pL L) and with or
without silver nanoparticles (AgNPs, 50 uL L), eight treatments were established;
asepsis, start of germination and percentage of germination were evaluated. For the
growth of the seedlings, the MS medium (1962) with 3, 4, 5 and 6 % sucrose were
used, in combination with 0, 0.1, 0.2 and 0.3 % of activated charcoal (c.a.). The data
obtained from the two experiments were studied by analysis of variance and test of
comparison of means of treatment were made (Duncan, P < 0.05). The asepsis of the
seeds was 100 % in the eight treatments evaluated, so any of the disinfection
treatments was good for the establishment of the in vitro culture. It should be noted
that, in treatment eight (which consisted of applying 70 % ethanol + 12.5 % chlorine +
Ridomil Gold® + Nano silver particles), the seeds germinated in a shorter time (19.5
days) and in a higher percentage (95 %), compared to the other treatments. The most
suitable culture medium for plant growth was where 5 % sucrose and 0.2 % activated
charcoal were used, since good growth was obtained, the plants showed proportional
growth between diameter (3.34 mm) and length (7.19 mm) having a shape like that of
plants that grow under natural conditions and that there was also little hyperhydration
of plants (4.76 %). In conclusion: it was possible to establish the aseptic in vitro culture
of seeds of S. disciformis ssp. esperanzae with any of the disinfectant treatments; the
growth of the plants in vitro was better with the use 5 % sucrose in the culture medium
in combination with 0.2 or 0.3 % activated charcoal, 6 to 7 mm in height, 4 to 6 roots

with 3 to 4 mm root length.

Key words: aseptic culture, seedling growth, seed germination



1. INTRODUCCION

Las cactaceas son una familia de plantas nativas del continente americano, el mayor
namero de géneros y especies estan establecidas en las zonas aridas y semi-aridas
(Bravo-Hollis y Sanchez Mejorada, 1978). México cuenta con 52 géneros y 850
especies, aproximadamente; de esta diversidad, 18 géneros y 715 especies son
endémicas, convirtiéndolo en el pais con mayor diversidad a nivel mundial (Becerra,
2000).

Las caracteristicas peculiares de las cactaceas como formas diversas y caprichosas,
aspecto fiero, variedad de color de espinas y hermosas flores (Bravo-Hollis y Sanchez-
Mejorada, 1991) han cautivado a botanicos, especialistas y coleccionistas de todo el
mundo (Becerra, 2000).

El uso de las plantas de esta familia por el hombre es del 57 %, con especies para la
horticultura ornamental, 154 especies para consumo humano y 64 especies para la
medicina (Goettsch et al., 2015), también usadas para cercas vivas. Desde el punto
de vista ecoldgico, son importantes para el funcionamiento de ecosistemas, sirven
como fuente de alimento, refugio y habitat de muchos organismos (SEMARNAT, 2016)
como proteccion de suelos, evitando la erosion eolica y pluvial, asi como fuente

proveedora de materia organica (Bravo-Hollis y SGnchez-Mejorada, 1991).

En cuanto a los grupos taxondmicos mas vulnerables, las cactaceas ocupan el quinto
lugar con un 31 % de especies amenazadas. Los factores del proceso de amenaza
incluyen el comercio horticola y la extraccidén por coleccionistas (47 %), la produccién
de ganado (31 %) y la agricultura (24 %) (Goettsch et al., 2015). ElI comercio de las
cactaceas frecuentemente es ilegal, Goettsch et al. (2015) encontraron que el 86 % de
los ejemplares son extraidos de poblaciones silvestres y los principales demandantes

son coleccionistas europeos y asiaticos (Lema-Ruminska y Kulus, 2014).

Ante la situacién de amenaza de extincion de las plantas, la micropropagacion es una
excelente herramienta para la proteccion, conservacion y produccién comercial (Lema-

Ruminska y Kulus, 2014). Se ha comprobado que el desarrollo de plantas in vitro puede



acelerar el proceso de crecimiento en algunas plantas en comparacion con el cultivo
convencional. Para iniciar un cultivo in vitro, el proceso de desinfeccion de los
explantes es un aspecto fundamental, en el caso de cactaceas generalmente se usan
las semillas; ya establecidas las plantas in vitro. Los componentes del medio de cultivo
gue afectan el crecimiento de las plantas son la sacarosa, el carbon activado y la

composicion de macro y micronutrientes, principalmente.

Para la desinfeccion de las semillas de cactaceas se han usado varios procedimientos
en los que se incluye el uso de detergente, etanol e hipoclorito de sodio en varias
concentraciones, caso reportado por De la Rosa-Carrillo et al. (2012) donde se
desinfectaron semillas de 14 especies, asi como subespecies de Turbinicarpus. El uso
de agentes quimicos permite lograr la asepsia, pero afectan en menor o mayor grado
la capacidad de germinacion de las semillas, afectando la viabilidad de semillas como
lo fue en Trichocentrum jonesianum (Lallana y Garcia, 2013). Una vez lograda la
asepsia de los explantes, se deben definir las condiciones para tener un crecimiento
rapido, asi como los reguladores requeridos para la multiplicacion, procurando tener

plantas normales, similares a las que se producen por métodos convencionales.

En el cultivo in vitro de cactaceas con frecuencia ocurre un problema fisiolégico
conocido como hiperhidratacién, que ocasiona distorsion en el crecimiento que
conduce a la perdida de plantas; para evitar o reducir la ocurrencia de esta fisiopatia,
se requiere obtener un potencial osmoético mas negativo en el medio de cultivo y con
ello evitar la vitrificacion. Al respecto, Cardenas y Villegas (2002) comprobaron que a
mayor cantidad de sacarosa el potencial osmético es mas negativo; ademas, funciona
como fuente de carbono que influye de manera positiva en el crecimiento. Sumaryono
et al. (2012) observaron que cuando se usa sacarosa en concentracion de 30 g L
mejora la altura, numero de hojas, peso fresco de biomasa, diametro de tallo y
porcentaje de enraizamiento en Metroxylon sagu Rottb. De igual modo, Kumary Yoeup
(2009) evaluaron diferentes concentraciones de sacarosa en el cultivo de Alocasia
amazonica y observaron que la sacarosa tuvo efecto positivo en el contenido de

almidon, nimero de estomas, potencial de agua y tamafio de estomas.



El uso de carbén activado en medios de cultivo puede promover el desarrollo y
crecimiento de tejidos in vitro mediante la proporcion de un ambiente oscuro (Pan y
van Staden, 1998); también favorece el crecimiento, por lo que se ha usado para
promover el crecimiento de plantas in vitro, mejora la altura de las plantulas, nimero
de raices, longitud de raiz y supervivencia (Moraes y Faria 2005). Se observé que
influye de manera positiva en el desarrollo de protocormos de Epidendrum elongatum,

caso reportado por Pedroza-Manrique (2009).

En esta investigacion el objeto de estudio fue Strombocactus Britton et Rose misma
que se describe como un género endémico, cuyo nombre significa “cacto en forma de
trompo” (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991), se localiza en el desierto
chihuahuense, en el estado de Querétaro, al extremo oriental de Guanajuato y
occidental de Hidalgo (Arias y Sanchez-Martinez, 2010). Actualmente se reconocen
dos subespecies, con base a longitud de las espinas y flores, asi como el color del
perianto: Strombocactus disciformis subs. disciformis y S.  disciformis subs.
esperanzae (Glass y Arias, 1996). De esta manera este género esta protegido por el
apéndice 1 de la Convencion sobre el Comercio Internacional de Especies
Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES, 2019) en el que se encuentran las
especies con mayor peligro; y dentro de la categoria de riesgo como amenazada en la
NOM-059-SEMARNAT-2010 (SEMARNAT, 2010). Sin embargo, Camacho et al.

(2018) consideran a la especie como en peligro de extincion.

Strombocactus disciformis subs. esperanzae tiene su origen y habitat en Xichu, Sierra
Gorda, Guanajuato, México (Encyclopedia of living forms, 2019). Estos ejemplares se
establecen en laderas de origen calcareo con pendientes pronunciadas, desprovistos
de vegetacidon que necesitan condiciones especificas para su supervivencia y
crecimiento (Alvarez et al. 2004). Tiene varios sindnimos: Strombocactus disciformis
subs. esperanzae Glass & S. Arias, Ariocarpus pulcherrimus (Halda) Halda,
Pediocactus pulcherrimus (Halda) Halda, Strombocactus disciformis var. esperanzae
(Glass & S.Arias) Don Pedro y Riha, Strombocactus pulcherrimus Halda. Es un gedfito
raro, generalmente solitario. Sus tallos son de cuerpo aplanado o esférico de hasta 3

cm de altura, 8 cm de diametro, la corona esta ligeramente deprimida y fieltrada; el



color es azul verdoso con tinte grisiceo, se compone de tubérculos romboides e
imbricados duros, dispuestos en espiral, de 1 a 1.8 cm de altura, los tubérculos estan
aplanados y casi truncados en la parte superior y algo corneos o aquillados en la parte
inferior (Figura 1). La raiz es napiforme fuerte (como nabos). Posee de 4 a 5 espinas
por areola, erectas, gris oscuro en las puntas, gris palido en la base y de 1.2 a 2 cm
de largo. Las flores surgen en la corona, miden aproximadamente 3.5 cm de largo y
ancho, color magenta brillante (Figura 1) (Encyclopedia of living forms, 2019); las flores
inician su emergencia a finales de diciembre, maduran en 30 dias y posterior a la
polinizacion, principalmente por las morfoespecies del orden Hymenoptera, los frutos

maduran a los 15 a 20 dias aproximadamente (Alvarez et al. 2004).

Las plantulas al principio son muy pequefias, tardan uno o dos afios en alcanzar 1 mm
de diametro; una vez que han alcanzado los 4 afios o0 mas, son relativamente faciles
de cultivar (Encyclopedia of living forms, 2019). Las semillas no presentan dormancia,
por lo que la germinacion de semillas de las especies de este género es alta, 97.08 %
para S. disciformis ssp. disciformis, 92.08 % para S. disciformis ssp. esperanzae y
96.67 % para S. disciformis ssp. corregidorae; la germinacion inicia entre los 5.27 a

5.31 dias; la emergencia de 29 a 32 % (Camacho-Velazquez et al., 2018).

Figura 1. Planta de S. disciformis ssp. esperanzae.

Foto: Cactuus Art.



Verdi, un vivero dedicado a la reproduccion de cactaceas y suculentas (SEMARNAT-
COM-048-08-MOR) vende en $ 360.00 cada planta de Strombocactus disciformis subs

esperanzae en maceta de 3” (Verdi, 2019).

Se ha observado que S. disciformis ssp. esperanzae cultivado en condiciones de
invernadero tiene un crecimiento muy lento en relacion con otras cactaceas, después
de la germinacion apenas si crece 1 mm en el transcurso de un afio; incluso injertado,
su tasa de crecimiento no aumenta significativamente (Diaz, 2017, com. personal), por
lo que es una especie susceptible a sufrir una reduccién en estado silvestre. Con la
finalidad de generar conocimientos que permitan aumentar el crecimiento de esta
especie de cactcea, la presente investigacion tiene como propdsito generar una
alternativa al cultivo convencional, para hacer la germinacion y crecimiento in vitro de

Strombocactus disciformis ssp. esperanzae.

Objetivo general

Establecer un protocolo para la multiplicacion in vitro de Strombocactus disciformis
Ssp. esperanzae, considerando el establecimiento del cultivo aséptico y crecimiento de

plantulas.

Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de desinfectantes en el establecimiento de cultivo aséptico de
semillas de S. disciformis ssp. esperanzae.
2. Evaluar el efecto de la concentracion de sacarosa y de carbén activado en el

crecimiento de plantulas de S. disciformis ssp. esperanzae.

Antonio Diaz Flores 2017. Productor de Cactus, El Secreto de la Montafia. Temixco, Morelos. México



Hipotesis

1. El tratamiento con mayor cantidad de desinfectantes y de hipoclorito de sodio dara
mayor porcentaje de semillas asépticas.
2. La mayor concentracion de sacarosa y carbon activado generard mayor crecimiento

de plantulas de S. disciformis ssp. esperanzae y menor hiperhidratacion.



2. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realiz6 durante enero de 2018 a enero de 2019, en el Laboratorio
de propagacion vegetal, ubicado en el Campo experimental de la Facultad de Ciencias

Agropecuarias de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos, Campus Chamilpa.

2.1 Material vegetal

Se usaron semillas de Strombocactus disciformis ssp. esperanzae, adquiridas en el
vivero “El secreto de la montafia”, ubicado en la Colonia la Unién en Temixco, Morelos,
mismas que fueron cosechadas en abril del 2017. Las semillas son muy pequeiias, de
0.4 a0.5x0.2 a 0.3 mm de longitud y diametro ecuatorial, testa con células convexas,

microrrelieve reticulado, estrofiolo presente (Figura 2).

Estrofiolo

| owe
Semilla %e -

Figura 2. Semillas de S. disciformis ssp. esperanzae,
observadas a 4x.



2.2 Establecimiento del cultivo aséptico

El medio de cultivo utilizado fue el de Murashige y Skoog (1962) suplementado con
100 mg L* myo-inositol, tiamina HCI 0.5 mg L, sacarosa 4 %. El pH se ajust6 a 5.7
con NaOH y HCI y posteriormente se agreg6é 0.8 % de agar Merck®. El medio fue
dosificado en frascos de 100 mL de capacidad, dispensando 15 mL por frasco y se

esteriliz en autoclave a 121 °C a 1.4 kg/cm? durante 18 min.

Se contaron las semillas para hacer ocho grupos de 42 y poder hacer la desinfeccién,
misma que se realiz6 de acuerdo con los tratamientos que se muestran en el cuadro
1. El fungicida Ridomil gold® 480SL se aplicé en dosis de 300 pL Lt durante 5 minutos,
el etanol al 70 % durante 1 min, el cloro comercial con 40 mg de jabon durante 4
minutos y las nano particulas de plata (NPsAg) formuladas como Argovit™ se
aplicaron a dosis de 50 pLL* durante 15 minutos (NPsAg). Después de la aplicacion
de cada uno de los tratamientos desinfectantes, se realizaron tres enjuagues con agua
destilada estéril. En el caso de los tratamientos en los cuales se usaron los cuatro
agentes desinfectantes, se aplicaron en el orden siguiente: etanol, cloro, Ridomil gold
y al final las NPsAg. EI mismo orden de aplicacién se siguié de acuerdo con el

tratamiento (Cuadro 1).

Después de la desinfeccion, se colocaron 10 semillas por frasco, se establecieron
cuatro repeticiones por tratamiento en el medio de cultivo anteriormente mencionado.
Después de la siembra, los frascos con las semillas se colocaron en incubaciéon
durante 60 dias a 26 = 2 °C, con fotoperiodo de 16 horas luz, 8 horas de oscuridad, en

la intensidad luminosa de 32 yE m2s™.

Disefio experimental

El disefio experimental fue completamente al azar, con cuatro repeticiones; la unidad

experimental fue un frasco con 10 semillas.



Cuadro 1. Tratamientos de desinfeccion de semillas de S. disciformis ssp. esperanzae.

Agente desinfectante
Tratamiento

Etanol Cloro comercial  Ridomil gold NPsAg
70 % 10 % 300 pL Lt 50 uL L?
1 Si Si No No
2 Si Si Si No
3 Si Si No Si
4 Si Si Si Si
Cloro comercial
125 %
5 Si Si No No
6 Si Si Si No
7 Si Si No Si
8 Si Si Si Si

Variables de estudio

Se evalud la asepsia de las semillas después de siete dias del establecimiento, se
observo a presencia o ausencia de contaminantes en las semillas o medio de cultivo.
Se registré también los dias requeridos para el inicio de la germinacién, dias a

germinacion total y porcentaje de germinacion.

Andlisis de datos

Los datos obtenidos se estudiaron mediante analisis de varianza (ANOVA) y se
realizaron pruebas de comparacion de medias entre tratamientos con la prueba de
Duncan (P < 0.05). Se uso el paquete estadistico SAS 9.0 (SAS, 2002).

2.3 Crecimiento de plantulas

Para promover el crecimiento de las plantulas, se usé el medio de cultivo Murashige y
Skoog (1962) el cual fue suplementado con cuatro concentraciones de sacarosa (4, 5

y 6 %) en combinacion con cuatro concentraciones de carbén activado (c. a.) (0, 0.1,

9



0.2y 0.3 %). El pH del medio de cultivo se ajustd a 5.7 y posteriormente se agreg6 0.8
% de agar Merck®. El medio fue dispensado en alicuotas de 15 mL en frascos de 60
mL de capacidad y posteriormente se esterilizd en autoclave a 121 °C por 18 min a 1.4

kg/cm? durante 18 min.

Para establecer el experimento, se tomaron plantulas de S. disciformis ssp.
esperanzae, de 1 mm de altura, germinadas in vitro, y se colocaron ocho por frasco de
cultivo. Dado el lento crecimiento de las plantas de esta especie, los frascos de cultivo
se colocaron en incubacién durante 120 dias a 26 + 2 °C, con fotoperiodo de 16 horas

luz, 8 horas de oscuridad e intensidad luminosa de 32 yE m?s..

Diseio experimental

Se uso un arreglo factorial de tratamientos, sacarosa (4, 5y 6 %), carbon activado (0,
0.1, 0.2 y 0.3 %) lo que resulté 12 tratamientos que fueron evaluados en un disefio
experimental completamente al azar con tres repeticiones por tratamiento, la unidad

experimental fue un frasco con ocho plantulas.

Variables de estudio

Después de 120 dias en incubacién, se evalud la longitud y diametro de planta, nimero
y longitud de raices; la medicidn se realizé con hoja milimétrica colocada bajo una caja
Petri estéril. Se considerd también la hiperhidratacion (%), debido a la presencia de tal

caracteristica en varios tratamientos.

Analisis de datos

Los datos obtenidos se estudiaron mediante andlisis de varianza (ANOVA) y se
realizaron pruebas de comparacion de medias entre tratamientos con la prueba de
Duncan (P < 0.05). Se uso el paquete estadistico SAS 9.0 (SAS, 2002).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Establecimiento de cultivo aséptico

La asepsia de semillas de S. disciformis ssp. esperanzae fue de 100 % en todos los
tratamientos de desinfeccion, razén por la cual no se presenta analisis de varianza
para esta variable, lo anterior indica que cualquiera de las ocho formas de desinfestar
las semillas es adecuada para poder establecer el cultivo aséptico de esta especie.
Sin embargo, los tratamientos de desinfeccion si afectaron de manera significativa (P
<0.05) el inicio de germinacion y el porcentaje de germinacion de las semillas (Cuadro
2). Quiala et al. (2009) usaron hipoclorito de sodio al 1 y 2 % y obtuvieron asepsia en
el 100 % de las semillas de Pilosocereus robinii al usar el desinfectante al 2 % durante

20 min, en tanto que con 1 % tuvieron so6lo 38.4 % de semillas asépticas.

Cuadro 2. Andlisis de varianza (cuadrados medios) de variables de germinacion de

semillas de S. disciformis ssp. esperanzae.

Factor de G. L. Inicio de germinacion Dias a germinacion Germinacion
variacion (Dias) total (%)
Tratamientos 7 31.99 * 17.6 ns 107.14 *
Error 24 25.59 40.1 52.08

C. V. (%) 20.94 12.1 8.01

C.V. (%): Coeficiente de variacion, ns: Efecto no significativo, *: Efecto significativo (P
<0.05).

Existen diferentes técnicas de desinfeccién dependiendo el tipo de semilla (Medel-
Narvaez et al., 2001); sin embargo, las técnicas descritas para la desinfeccién de
semillas de cactaceas, presentan concentraciones mas elevadas o con mayor tiempo

de los desinfectantes como el uso de hipoclorito de sodio al 100 %, etanol al 70 %
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durante 3 min (Villavicencio et al., 2009); etanol al 100 % durante 20 segundos,
hipoclorito de sodio al 10 % durante 25 min (Garza et al., 2010); e hipoclorito de sodio
al 15 % durante 25 min (De la Rosa-Carrillo et al., 2012); por lo que no se consideraron

aptas para las semillas de S. esperanzae que presentan una testa muy delgada y fragil.

El inicio de la germinacion de las semillas ocurri6 a partir de los 19 dias después de la
siembra en el tratamiento 8, donde éstas fueron desinfestadas con etanol 70 % + cloro
al 12.5 % + Ridomil gold® 480SL + nano particulas de plata; en contraste, cuando se
uso etanol al 70 % + cloro al 10 % + Ridomil gold® 480SL (tratamiento 2), la
germinacion inicié 9 dias después que las del tratamiento 8. En los tratamientos 1, 3,
4,5, 6y 7 elinici6 de germinacion fue estadisticamente similar, misma que ocurrié
entre los 21 a 26 dias. Se pudo observar que al usar la mayor cantidad de
desinfectantes el inicio de germinacion fue mas temprano (Cuadro 3). Al respecto,
Camacho-Velazquez et al. (2018), observaron que la germinaciéon de semillas de
Strombocactus inicia entre los 5.27 a 5.31 dias, aunque la emergencia que observaron
fue solo de 29 a 32 %. Caso similar fue también reportado por Alvarez et al. (2004) en
donde se presenta la emergencia al cuarto dia. En comparaciéon con esas
investigaciones, las semillas de S. disciformis ssp. esperanzae iniciaron su
germinacion en 14 dias mas, lo cual puede deberse a que en esta investigacion se
usaron agentes desinfectantes que de alguna forma afectaron a los embriones y por

€S0 se necesitd mas tiempo para iniciar este proceso.

Con relacion al tiempo requerido para que germinara el mayor niumero de semillas, este

varié de 49.5 a 55.5 dias, sin diferencias estadisticas entre tratamientos (Cuadro 3).

El porcentaje de germinacion fue mayor en los tratamientos 1, 6 y 8, que tuvieron 95 %
de emergencia de vitro plantulas, en tanto que, el valor mas bajo (80 %) se obtuvo con
el tratamiento 4 donde las semillas fueron desinfestadas con etanol al 70 % + cloro al 10
% + Ridomil Gold + nano particulas de plata (Figura 3). Se observé que esta variable no
estuvo asociada a la concentracion de cloro, dado que con 10y 12.5 % del desinfectante

se tuvo 95 % de germinacién total; tampoco hubo asociacion con el uso de Ridomil Gold

y nano particulas de plata (NPsSAQ) pues con o sin estos agentes desinfectantes, se

obtuvo la mayor germinacién. Estos resultados concuerdan con lo reportado por
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Cuadro 3. Comparacion de medias de inicio de germinacion y dias a germinacion total en
semillas de S. disciformis ssp. esperanzae, por efecto de tratamiento de desinfestacion.

Tratamiento de desinfestacion Inicio de germinacion  Dias a germinacion
(dias) total
T1: Et + Cloro 10 % 25.25 ab 54.25 a
T2: Et + Cloro 10 % + Rg 28.25 a 52.50 a
T3: Et + Cloro 10 % + NPsAg 26.50 ab 49.50 a
T4: Et + Cloro 10 % + Rg + NPsAg 24.00 ab 52.25a
T5: Et + Cloro 12.5 % 25.00 ab 55.50 a
T6: Et + Cloro 12.5 % + Rg 21.00 ab 50.00 a
T7: Et + Cloro 12.5 % + NPsAg 23.75 ab 50.25 a
T8: Et +Cloro 12.5 % + Rg + NPsAg 19.50 b 52.25a
DMS (P <0.05) 7.38 9.24

Rg: Ridomil® gold, Et: etanol, NPsAg: nano particulas de plata. DMS: Diferencia
minima significativa. Medias con letras iguales en una columna son estadisticamente
iguales (Duncan, P < 0.05).

Camacho-Velazquez et al. (2018) quienes obtuvieron 92.08 % de semillas germinadas
en S. disciformis ssp. esperanzae al germinarlas en sustrato. Sin embargo, Alvarez et
al. (2004) describen que la germinacion de S. disciformis vario de 25 a 82 %, variacion
gue pudo deberse a que uso cloro comercial al 30 % durante 5 min, el cual pudo afectar
la viabilidad de las semillas; al respecto, Alvarez-Pardo et al. (2006) y Billard et al.
(2014), también reportaron el efecto negativo de los desinfectantes en los tejidos del

embrion de las semillas.

Al relacionar los resultados observados en inicio de germinacion y porcentaje de
germinacion total (Cuadro 3), el mejor tratamiento de desinfeccion fue el T8 donde se
usé etanol al 70 %, cloro comercial al 12.5 %, Ridomil® gold (50 pLL) y nano
particulas de plata; una segunda opcion de desinfeccién para las semillas de esta
especie es la del tratamiento 6 en dénde se uso etanol al 70 %, cloro comercial al 12.5
% y Ridomil® gold (Figura 3).
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Figura 3. Germinacion de semillas de S. disciformis ssp. esperanzae por efecto del
tratamiento de desinfestacion: T1: Etanol + Cloro 10 %, T2: Etanol + Cloro 10 % +
Ridomil® gold, T3: Etanol + Cloro 10 % + NPsAg, T4: Etanol + Cloro 10 % + Ridomil®
gold + NPsAg, T5: Etanol + Cloro 12.5 %, T6: Etanol + Cloro 12.5 % + Ridomil® gold,
T7: Et + Cloro 12.5 % + NPsAg, T8: Etanol + Cloro 12.5 % + Ridomil® gold + NPsAg.
DMS=9.24

3.2. Crecimiento de plantulas

El crecimiento de las plantas in vitro puede ser afectado por la cantidad de macro y
micronutrimentos, contenido de sacarosa y carbon activado entre otros. El analisis
de varianza de los datos indico que la concentracion de sacarosa usada en el medio
de cultivo tuvo efecto significativo en la longitud y diametro de tallo. En contraste, la
cantidad de carbon activado aplicada al medio de cultivo afect6 significativamente la
longitud de la raiz y de manera altamente significativa a las otras variables
estudiadas. Por otra parte, la interaccion de los niveles de sacarosa con los de carbén
activado no tuvo efecto significativo en el crecimiento de las plantulas de

Strombocactus (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Analisis de varianza (cuadrados medios) de variables de crecimiento de
plantas de S. disciformis ssp. esperanzae, por efecto de la concentracion de sacarosa

y carbon activado.

Factor de G.L. Longitud de Diametro  Raices por Longitud de
variacion tallo de tallo planta raiz
(mm) (mm) (NUm.) (mm)
Tratamientos 12 0.116 ** 0.028 ** 11.136 ** 0.021 ns
Sacarosa 3 0.094 * 0.006 * 2.786 ns 0.017 ns
Carbon activado 3 0.313 ** 0.089 ** 28.825 ** 0.042 *
Sac * c.a. 6 0.028ns 0.002ns 4.885 ns 0.008 ns
Error 23 0.026 0.003 3.082 0.012
C. V. (%) 37.346 23.597 46.70 39.31

C.V. (%): Coeficiente de variacion, R?: Coeficiente de determinacién, ns: Efecto no
significativo (P < 0.05), * Efecto significativo (P < 0.05), **: Efecto altamente
significativo (P < 0.01).

Como ya se indico, la concentracion de sacarosa no mostré relevancia en cuanto al
namero de raices por planta y longitud de raiz, en tanto que el crecimiento en longitud y
diametro aumento ligeramente al incrementar la cantidad de sacarosa en el medio de
cultivo, siendo mayor al usarla del 4 al 5 %, concentraciones que son mayores al 3 % que
habitualmente se usa en el medio MS (Cuadro 5). Debido a que la sacarosa es fuente de
energia y esqueletos de carbono y determina el crecimiento potencial de las plantas
(Finkelstein y Gibson, 2002), se esperaba que al aumentar su concentracion se
promoviera el crecimiento general de las plantas de Strombocactus; sin embargo, so6lo
hubo aumento en el didmetro de las plantulas. Al respecto, Lema-Ruminska et al. (2013)
reportaron que la concentracion de sacarosa tuvo efecto favorable en el nimero de
embriones somaticos y produccion de callo en la cactacea Capiapoa tenuissima Ritt.

forma monstruosa.
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Cuadro 5. Comparacion de medias de variables de crecimiento de plantas de S.

disciformis ssp. esperanzae, por efecto de la concentracion de sacarosa.

Sacarosa Longitud de Diametro de Raices por Longitud de
(%) tallo (cm) tallo (cm) planta raiz (cm)
(NUm.)
3 0.200 b 0.131 b 1.7a 0.200 a
4 0.498 a 0.254 a 3.8a 0.336 a
5 0.481 a 0.262 a 4.2 a 0.299 a
6 0.375 ab 0.277 a 3.3a 0.326 a

Medias con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba de
Duncan (P < 0.05).

También Cisneros y Tel-Zur (2010) evaluaron el efecto de 0, 0.09 (30.8 g L?), 0.17
(58.1g LY y0.26 M (88.99 g L) de sacarosa en el rescate de embriones de cruzas
interespecificas de Hylocereus y observaron mejor respuesta al usar 0.17 M (58.1 g L°
1. Por su parte, Bhau y Wakhlu (2015) evaluaron el efecto de la concentracién de tres
fuentes de carbono en concentraciones de 0, 3, 6, 9y 12 % en el crecimiento de brotes
de Coryphantha elephantidens cultivados en medio MS con 6.6 uM de BAP y
observaron que el peso de materia seca de los brotes aumentd, conforme se
incrementd la sacarosa en el medio de cultivo, y obtuvieron el mejor resultado con 9 %

de sacarosa.

De igual modo, Cortés-Olmos et al. (2018) estudiaron el efecto de la sacarosa (1.5, 3.0
y 4.5 %) en el crecimiento de plantas de Lophophora williamsii y observaron que las
plantas tuvieron mejor crecimiento cuando se us6 3.0 % 0 menos sacarosa, pues con

mayor cantidad se presenté efecto deletéreo en el crecimiento.

De acuerdo con los resultados obtenidos y los reportes citados, la sacarosa puede
favorecer el crecimiento de las plantas, pero esto dependera de la especie de planta,

el medio de cultivo y la concentracion de agar.
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Como se observo anteriormente en el cuadro 4, el carb6n activado tuvo efecto
altamente significativo (P<0.01) en el diametro y longitud de tallo, asi como en el
namero de raices por planta; en tanto que, en la longitud de raiz el efecto fue
significativo (P<0.05).

El crecimiento en diametro de tallo aument6 conforme se incrementd la concentracion
de carbdn activado, las plantulas tuvieron un aumento de 63.88 % en su diametro al
crecer en medio con 0.3 % de c.a., comparadas con aquellas que se cultivaron en
medio sin este componente (Figura 4). De igual modo, se pueden ver diferencias entre
usar 0.1y 0.2 % en comparacion con 0.3 %. De manera similar, Lajayer et al. (2011)

estudiaron el efecto de este elemento del medio de cultivo en la
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Figura 4. Crecimiento en diametro de tallo de plantulas de S. disciformis ssp.
esperanzae por efecto de la concentracion de carbén activado.
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microtuberizacion de papa y reportan que hubo incrementé en el tamafio del
microtubérculo cuando usaron 1.0 % de c.a., en tanto que la concentracion mas baja
(0.1 %) incremento el crecimiento de los brotes. Como se observa, el efecto benéfico
del c.a. varia en funcion de la especie; de igual modo la cantidad requerida es variable
desde 0.1 hasta 3.0 g L.

Con respecto a la longitud de tallo, se observé que cualquiera de las concentraciones
agregadas al medio de cultivo favorecio el crecimiento, ya que éste tuvo un incremento
de tres veces la longitud de plantas en comparacion con aquellas cultivadas en medio sin

c.a.; sin embargo, no hubo diferencia estadistica entre usar 0.1, 0.2 0 0.3 % (Cuadro 6).

Cuadro 6. Comparacion de medias de variables de crecimiento de plantas de S.

disciformis ssp. esperanzae, por efecto de la concentracion de carbén activado.

Carbon activado Longitud de tallo  Raices por planta  Longitud de raiz

(%) - gL? (cm) (Nam.) (cm)
0.0-0.0 0.18 b 145¢c 0.20 b
0.1-1.0 0.48 a 3.70b 0.29 ab
0.2-2.0 0.60 a 4.69 ab 0.30 ab
0.3-3.0 0.57 a 5.65a 0.36 a

Medias con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba de
Duncan (P < 0.05).

Con estos resultados, se confirma que el uso de carbon vegetal promueve el
crecimiento in vitro al adsorber sustancias inhibidoras de crecimiento como lo describe
Pan y van Staden (1998). Al respecto, Thomas (2008) indica que el carbén activado
se utiliza in vitro para promover el crecimiento celular y desarrollo, esto debido a que
adsorbe compuestos inhibidores presentes en el medio de cultivo y disminuye
considerablemente los metabolitos toxicos, exudacion de fenoles y acumulacién de
exudados cafés. Aunque no es muy claro su efecto, algunos investigadores indican

también que el c.a. puede liberar gradualmente los compuestos del medio de cultivo
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adsorbidos tales como nutrientes y reguladores del crecimiento, haciéndolos

disponibles para las plantas.

Como se puede observar, el nimero de raices por planta fue mayor conforme aumento
la cantidad de carbdn activado en el medio de cultivo, de tal modo que al usar 0.3 %
se tuvieron 4 raices mas por planta en comparacién de aquellas cultivadas en medio
sin c.a. También el crecimiento de las raices fue favorecido por este componente del
medio ya que se tuvieron raices un poco mas largas, las plantas del medio de cultivo
con 0.3 % crecieron 0.16 cm méas que cuando no hubo c.a. en el medio de cultivo; se
podria decir que la diferencia es muy pequefia, pero para estas plantas que tienen un

crecimiento muy lento, la diferencia es importante.

Estos resultados coinciden con lo reportado por varios investigadores, Di Lonardo et
al. (2013) evaluaron el uso de 0.5y 1.5 g L* de carbén activado y biocarbén (BC) en
el cultivo in vitro de dos clones de Populus alba L. y observaron que ambos
compuestos incrementaron la biomasa seca y niumero de raices por brote. También,
Shin et al. (2011) estudiaron el efecto de 0.0, 0.01 y 0.1 g L de carbén activado en la
germinacion de semillas de hibridos de Calanthe y observaron que el incremento de
c.a. aumentdé el numero de semillas germinadas en el hibrido “Hyesung x Jeongmong”,
por lo que la mejor concentracién fue 0.1 g L. Como se describe, el carbén activado

tiene efectos benéficos en diferentes parametros del crecimiento de las plantas in vitro.

Con respecto al analisis del crecimiento de las plantas en los trece tratamientos, se
observo que el diametro del tallo de las plantas fue un poco mayor cuando éstas se
cultivaron en los tratamientos donde se uso mas de 3 % de sacarosa en el medio de
cultivo; de igual modo, fue evidente el aumento del diametro de los tallos conforme se
incrementd la concentracion de carbon activado en el medio, ya que éstas tuvieron un
crecimiento significativamente mayor (50 % o mas) cuando se us6 de 0.1 a 0.3 % de
este componente organico. Cualquiera de las concentraciones de sacarosa mayores
a 3 % en combinacion con 0.2 6 0.3 % de carbén activado generaron mayor

crecimiento (Figuras 5y 6).
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Figura 5. Diametro de tallo de plantas de S. disciformis ssp. esperanzae por efecto de
la concentracion de sacarosa (Sac) en combinacion con carbdn activado (c.a.).
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Figura 6. Crecimiento de plantas de S. disciformis ssp. esperanzae en seis medios
de cultivo.
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También se pudo observar que las plantas tuvieron un ligero aumento en el crecimiento
en longitud de tallo y raiz cuando fueron cultivadas en los tratamientos donde el medio
de cultivo tuvo mayor cantidad de sacarosa (4 y 5 %) en comparacion con la utilizada
comunmente en cultivo in vitro (3 %), en combinacion con el uso de carbon activado en
cualquiera de las dosis utilizadas (0.1, 0.2 y 0.3 %); sin embargo, con la cantidad maxima

de sacarosa usada (6 %), los resultados fueron menores que con 5 % (Cuadro 7).

Cuadro 7. Longitud de tallo y raiz de plantas de S. disciformis ssp. esperanzae por
efecto de la concentracidon de sacarosa en combinacion con carbén activado.

Tratamiento Sacarosa  Carbon activado  Longitud de tallo  Longitud de raiz

(%) (%) (cm) (cm)

1 3 0.0 0.200 b 0.200 ab
2 4 0.0 0.188 Db 0.295 ab
3 4 0.1 0.540 ab 0.394 ab
4 4 0.2 0.660 a 0.340 ab
5 4 0.3 0.605 a 0.321 ab
6 5 0.0 0.171 Db 0.138 b
7 5 0.1 0.439 ab 0.315 ab
8 5 0.2 0.719 a 0.311 ab
9 5 0.3 0.605 a 0.430 a

10 6 0.0 0.178 b 0.169 b
11 6 0.1 0.360 ab 0.216 ab
12 6 0.2 0.466 ab 0.221 ab
13 6 0.3 0.496 ab 0.332 ab

Medias con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba de
Duncan (P < 0.05).

Los resultados muestran que usar 5y 6 % de sacarosa en el medio de cultivo en
combinacién con 0.3 % de carbon activado generaron la mayor produccion de raices
en las plantas de S. disciformis ssp. esperanzae. En tanto que, donde no se aplico
carbén activado, el numero de raices disminuyd significativamente (Figura 7),

independientemente de la cantidad de sacarosa.
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Figura 7. Numero de raices en plantas de S. disciformis ssp. esperanzae por efecto de
la concentracion de secarosa (Sac) en combinacion con carbdn activado (c.a.).

Estos dos componentes del medio de cultivo fueron estudiados también por
Abdulwahed (2013) quien evalud el efecto del c.a. (0, 0.5, 0.75, 1.0y 1.25 gL ?) y de
la sacarosa (2.0, 3.5, 5.0, 6.5 y 8 %) en la multiplicacion de brotes de palma datilera
y reporta que el uso de 0.75 g L de c.a. aument6 la multiplicaciéon de brotes, tasa
de crecimiento, numero de raices y su longitud; el uso de 6.5 % de sacarosa
incremento la multiplicacion de brotes, longitud de brote, y nUmero de raices; de igual
modo indica que la interaccion del carbon activado y la sacarosa tuvo efecto
significativo, el uso de 0.5 g L de c¢. a. y 6.5 % de sacarosa originaron el mayor

namero y longitud de brotes.

Aunque el uso del carbén activado fue benéfico para aumentar el crecimiento de
las plantas de esta especie, se presentd un efecto indeseable ya que en todos los
tratamientos con carbdn activado se presentd vitrificacion, las plantas cultivadas en
el medio con 4 % de sacarosa y 0.1 % de carbén activado presentaron mayor
hiperhidratacién, seguidas por las que fueron cultivadas con 6 % de sacarosa
(Figura 8).
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Figura 8. Hiperhidratacion en plantas de S. disciformis ssp. esperanzae por efecto de
la concentracion del carbon activado (c.a.).

De acuerdo con Ziv (1991), la vitrificacion puede ser causada por alta humedad,
exceso de carbohidratos y minerales, altos niveles de reguladores del crecimiento o
baja intensidad de luz. En esta investigacion, la hiperhidratacion pudo deberse a que
la presencia de c.a. en el medio favorecié la absorcién de agua en exceso, por la
porosidad que propician las particulas de c.a., aunado al alto contenido de sacarosa
(6%).

Garcia et al. (2011) sefialan que la hiperhidratacion es un problema que se presenta
frecuentemente en la multiplicacion in vitro de cactaceas, lo que va a dificultar la
multiplicacion y aclimatacion de las plantas; en varios casos se pierde por completo la

morfologia de la planta y en su lugar se forma una masa callosa.

Gonzalez et al. (2011) reportaron en Eucalyptus globulus que al agregar mayor
contenido de sacarosa el porcentaje de hiperhidratacion aumentaba caso contrario a
lo reportado por Cardenas y Villegas (2002) en donde indican que la sacarosa hace el

potencial osmotico mas negativo y se reduce la hiperhidratacion.
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4. CONCLUSIONES

No hubo asociacion de la asepsia de las semillas de S. disciformis ssp. esperanzae con
el uso de Ridomil Gold® 480SL y nano particulas de plata (NPsAgQ) pues con o sin estos

agentes desinfectantes, se obtuvo asepsia completa y la mayor germinacion.

El mejor tratamiento de desinfeccion de semillas de S. disciformis ssp. esperanzae fue
la aplicacion de etanol al 70 % + cloro al 12.5 % + Ridomil Gold® + nano particulas de
plata con en el cual se obtuvo la mayor asepsia, las semillas germinaron en menor

tiempo y en mayor porcentaje.

El medio de cultivo mas adecuado para el crecimiento de las plantas de S. disciformis
ssp. esperanzae fue aquel en el que se us6 5 % de sacarosa y 0.2 % de carbdn
activado, ya que se obtuvo un buen crecimiento, las plantas mostraron un crecimiento
proporcional entre diametro y longitud teniendo una forma similar a la de las plantas

gue crecen en condiciones naturales y ademas hubo poca hiperhidratacion de plantas.

El protocolo de germinaciéon de semillas y crecimiento de plantulas contribuye a poder
efectuar una produccién de plantas en menor tiempo comparado a lo que se tiene en

condiciones de vivero y del habitat de esta especie.
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