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RESUMEN

El agente gelificante puede tener un efecto
en el crecimiento y desarrollo en los cul-
tivos in vitro. El objetivo del estudio fue
evaluar diferentes agentes gelificantes en
la germinacion y desarrollo de plantulas de
Echinocactus platyacanthus in vitro. Las
semillas se esterilizaron y se germinaron
en medio de cultivo Murashige y Skoog a
la mitad de la concentracion de sus sales y
solidificado con diferentes agentes gelifi-
cantes: 6 g L' Agar-Agar (Sigma), 8 g L
Bacto agar (Difco ), 8 g L' agar bacteriolo-
gico (Bioxon) y 3 g L! Gelrite Gellan Gum
(Sigma). Se evaluo el indice y porcentaje de
germinacion, el crecimiento de las plantulas
y la concentracion de clorofilas. El mayor
porcentaje de germinacion se registro en el
medio de cultivo gelificado con Agar-Agar,
seguido de Gelrite, Bioxon y Bacto-Agar, el
mayor indice de germinacion fue en Gelrite
y el menor en Bacto-Agar. Los resultados
muestran diferencias en el alto y ancho de

las plantulas germinadas, largo de la raiz
y el contenido de clorofilas, influenciados
por el agente gelificante empleado. Aunque
no se observan diferencias en el potencial
hidrico de los medios, es evidente que
cada agente gelificante tiene caracteristicas
fisicoquimicas como la fuerza del gel que
permitird mayor o menor disposicion de
agua del medio de cultivo.

Palabras clave: cultivo in vitro, agentes
gelificantes, germinacion, clorofila, Echi-
nocactus platyacanthus, Cactaceae.

ABSTRACT

The gelling agent can have an effect on
growth and development in vitro cultures.
The aim of this study was to evaluate of
different gelling agents in germination and
development of seedlings Echinocactus
platyacanthus in vitro. Seeds were sterilized
and germinated on half strength concen-
tration Murashige and Skoog (MS50%)
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media solidified with different gelling
agents: 6 g L' Agar-Agar (Sigma), 8 g L'
Bacto-Agar (Difco), 8 g L' bacteriological
agar (Bioxon) and 3 g L' Gelrite Gellan
Gum (Sigma). The germination index and
percentage, plant growth and chlorophylls
were evaluated. The highest percentage of
germination was recorded in the culture
medium gelled with agar-agar, followed
by Gelrite, Bioxon and Bacto-Agar, the
highest germination index was in Gelrite
and lowest in Agar-Agar. The results show
differences in the height and width of the
germinated seedlings, root length and chlo-
rophyll content which are influenced by the
gelling agent used. Although no differences
were observed in the water potential of the
media, it is clear that each gelling agent has
physicochemical characteristics such as gel
strength will enable varying water available
from the culture medium.

Key words: in vitro culture, agars, germi-
nation, chlorophyll, Echinocactus platya-
canthus, Cactaceae.

INTRODUCCION

Los medios de cultivo cumplen con los
requerimientos nutricionales necesarios
para sostener el crecimiento de los tejidos
vegetales establecidos in vitro y la respuesta
morfogenética depende sustancialmente del
medio de cultivo empleado (Szabados et
al., 1993). Algunos de ellos son especificos
y se adaptan a un s6lo tipo de tejido o a una
determinada especie vegetal, mientras que
otros como el medio Murashige y Skoog
(Murashige y Skoog, 1962), son ricos en
sales lo que ha permitido ser utilizado en
diversas especies (George, 1993; Pérez-
Molphe-Balch et al., 1999). Se conocen
como agentes gelificantes a los componentes
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del medio de cultivo que se utilizan para que
éste permanezca en un estado semisolido
y que proporciona sostén al explante. El
agar es una mezcla de polisacaridos que
se extraen de las paredes de las algas rojas
Pterocladia, Gelidiella (McLachan, 1985
citado por Babbar y Jain, 1998; Montilla-Es-
cudero et al., 2011) debido a sus propiedades
fisico-quimicas es el agente gelificante mas
utilizado en el cultivo de microorganismos
y plantas (Amer, 1982; Singha, 1982; Jain y
Babbar, 2002; Babbar et al., 2005; Jain
y Babbar, 2006; Dobranszki et al., 2011,
Montilla-Escudero et al., 2011), pero es
el componente mas caro en la preparacion
del medio de cultivo (Jain y Babbar, 2002;
Babbar et al., 2005), ya que incrementa en
un 70% el costo total del medio (Prakash,
1993 citado por Mohamed et al., 2010). Por
lo que se han realizado estudios buscando
agentes gelificantes menos costosos y rela-
tivamente puros, entre ellos estan Agarosa 'y
AgarGel compuesto de polisacaridos obteni-
dos de Gelidiun, Gracillaria (Dobranszki et
al.,2011); Gellam gum y Gelrite o Phytagel
son heteropolisacéridos secretados por bac-
terias del género Sphinogomonas (Bajaj et
al.,2007) o producto de la fermentacion de
varias especies de Pseudomonas (Shungu et
al., 1983); Isubgol, proviene del mucilago
de las semillas de Plantago ovata (Babbar
y Jain, 1998); gum Katira, goma insoluble
derivado de la corteza de Cochlospermum
religiosum (Jain y Babbar, 2002), Xanthan
gum, polisacarido producido por Xantho-
monas campestris (Garcia-Ochoa et al.,
2000; Jain y Babbar, 2006) algunos proveen
claridad de los geles y bajos costos (Pod-
wyszynska y Olszewski, 1995). El tipo de
agente gelificante y las concentraciones a
ser empleadas pueden ser tan importantes
como la seleccion de la mezcla ideal de
nutrientes. Diversos trabajos han probado
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la eficacia de los diferentes agentes geli-
ficantes en el desarrollo de los tejidos, la
germinacion de embriones somaticos o
formacion de brotes en especies lefiosas,
herbaceas o de importancia horticola (Amer,
1982; Singha, 1982; Gulsen y Dumanoglu,
1991; Ladyman y Girad, 1992; Chacon
et al., 2000; Clapa et al., 2010; Saglam y
Cifici, 2010; Dobranski et al., 2011; Veitia
et al., 2012). En cactaceas la germinacion
y propagacion in vitro se realiza utilizando
preferentemente agar bacteriologico (Pérez-
Molphe-Balch et al., 1998; Chorefio-Tapia
et al., 2002; Pérez-Molphe-Balch et al.,
2002; Retes-Pruneda et al., 2007) y pocas
veces con Phytagel (Santos e al.,2001; Ru-
valcaba-Ruiz et al., 2010). Se considera que
los agentes gelificantes no deben intervenir
en el crecimiento y desarrollo del material
inoculado (Pérez-Molphe-Balch et al., 1999;
Montilla-Escudero et al., 2011), aunque se
ha podido observar en diferentes estudios
que el agar no es inerte fisiologicamente,
dependiendo de su origen y en el proceso de
purificacion pueden quedar impurezas mi-
nerales y organicas (Szabados et al., 1993;
Dobranzki et al., 2011) que modifican las
caracteristicas quimicas y fisicas del medio
de cultivo (Debergh, 1983) y pueden afectar
significativamente el desarrollo de los teji-
dos puesto que posee cantidades variables
de sustancias inhibidoras o estimulantes del
crecimiento (Amer, 1982; Singha, 1982;
Gulsen y Dumanoglu, 1991; Ladyman y
Girad, 1992; Saglam y Cifici, 2010; Veitia et
al., 2012), asi mismo le confiere diferentes
particularidades en el potencial hidrico que
permitirdn una mayor o menor toma de agua
y nutrimentos al tejido, que se reflejara en las
caracteristicas fisiologicas y morfologicas
del explante, causando hiperhidratacion y
necrosis (Chacon et al., 2000; Cardenas
y Villegas, 2002; Dobranszki et al., 2011;

Veitia et al., 2012). Los objetivos del
presente trabajo fueron analizar el efecto
de cuatro diferentes agentes gelificantes
en la germinacion y desarrollo in vitro de
plantulas de Echinocactus platyacanthus
(Cactaceae), determinar si el medio con los
distintos agentes gelificantes después de tres
meses de incubacion modifica su potencial
hidrico y evaluar el contenido de clorofilas
en las plantulas provenientes de los medios
gelificados con los diferentes agentes.

MATERIAL Y METODOS

1. Elaboracién de medio de cultivo con
cuatro agentes gelificantes

Se elabord medio de cultivo Murashige y
Skoog (1962) al 50% de todos sus compo-
nentes incluyendo la sacarosa (MS50%) se
ajusto el pH a 5.7-5.8 con acido clorhidrico
y/o hidréxido de sodio (0.1 M), el agente
gelificante se adiciond a los medios ya
preparados en las siguientes proporciones:
Agar-Agar (Sigma) 6 g L'; Bacto agar Di-
fco 8 g L'; Agar bacteriologico (Bioxon) 8
g L', Gelrite Gellan Gum (Sigma) 3 g L;
se vertieron 30 ml de medio en frascos de
alimento infantil con capacidad de 125 mly
la esterilizacion se realiz6 en una autoclave a
121°C a 1.5 Kg/cm? durante 18 min. Como
grupo testigo se considerd un lote de 30 se-
millas sembradas en una mezcla de sustrato
compuesta de piedra pémez y arena (1:1)

2. Cultivo in vitro

Semillas de Echinocactus platyacanthus
colectadas en la localidad de Buena Vista, en
la Reserva de la Biosfera Barranca de Metz-
titlan, Hidalgo se escarificaron en H,SO,
por 15 segundos, se lavaron con detergente
liquido comercial Dawn® (15 min), desin-
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fectadas superficialmente en una solucion
de Microdyn® (15 min), alcohol etilico
al 70% ( 2 min ) y blanqueador doméstico
30% (v/v) (6% de cloro activo) (30 min),
en condiciones asépticas se realizaron tres
enjuagues con agua destilada esterilizada
(1 min c/u). Se sembraron las semillas en
los medios de cultivo MS50% solidificados
con los diferentes agentes gelificantes. Para
cada tratamiento se usaron tres lotes de 30
semillas que se distribuyeron colocando
cinco semillas por frasco, con seis repe-
ticiones. En total por cada tratamiento se
emplearon 90 semillas. Todos los cultivos
se incubaron a 26°C £+ 1°C, 16 h luz, 28.24
pumol m=s'. El criterio de germinacion fue
la ruptura de la cubierta seminal y la emer-
gencia de laradicula (Moreno, 1984; Baskin
y Baskin, 1998). La germinacion se registro
diariamente hasta que germino la totalidad
de las semillas. Se calcul6 el porcentaje de
germinacion y el indice de germinacion
(IG) con la férmula X (ni ti )/N, donde n es
el nimero de semillas germinadas en el dia
i, t es el nimero de dias trascurridos desde
que se inici6 el experimento y N es el nu-
mero total de semillas (Gonzalez-Zertuche
y Orozco-Segovia, 1996, citado en Alvarez
et al., 2004).

3. Medicion del potencial hidrico

Se evaluo el potencial hidrico de los medios
de cultivo MS50% solidificados con los
distintos agentes gelificantes en dos con-
diciones: un dia después de ser elaborados
(medio fresco) y después de tres meses de
permanecer en las mismas condiciones de
incubacion mencionadas en la germinacion.
Para realizar las mediciones del potencial
hidrico, se tom6 una muestra de cada medio
de cultivo que se coloco en charolas de plas-
tico de forma circular de 40 mm de didmetro
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por 12 mm de profundidad y se introdujeron
en la camara psicométrica (WP4 Dewpoint
PotentiaMeter, Decagon Devices Inc.). Se
tomaron ocho frascos de cada medio y de
cada frasco se obtuvieron seis muestras,
para dar un total de 48 mediciones para
cada tipo de medio, en la medicion de cada
seis muestras pertenecientes a un frasco, se
elimind la cifra mayor y la menor, por lo que
en total quedaron 32 cifras, de las cuales se
obtuvo el promedio.

4. Extraccion y cuantificacién de pigmen-
tos fotosintéticos

El contenido de clorofila total fue determi-
nado por el método de Arnon (Arnon, 1949)
que consistio en pesar 1 g de plantulas de
tres meses de edad procedentes de los me-
dios solidificados con los diferentes agentes
gelificantes. La muestra se colocd en un
mortero al cual se adicionaron pequefios
volumenes de acetona al 80% no excediendo
los 10 mL, se centrifug6 a 2000 r.p.m. du-
rante seis minutos y 3 mL del sobrenadante
se coloco en cubetas de espectrofotometro,
se leyo la absorbancia a 663, 645 y 440
nm. Se realizaron 30 lecturas para cada
muestra procedente de los diferentes agentes
gelificantes asi como del grupo testigo. Se
calculo el porcentaje de pigmentos toman-
do en cuenta el peso fresco y se utilizo la
formula propuesta por Machinney en 1941
(Rodés-Garcia y Collazo-Ortega, 2006) que
se modifico de acuerdo al volumen final del
extracto de pigmentos (9 mL)

% de pigmentos = C (peso de la muestra/
volumen del extracto (9 mL))/peso

Donde C es la concentracion de pigmentos
en mg L' obtenida a partir de las siguientes
ecuaciones:
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Ca(mgL')=12.7 (A,,) - 2.69 (A,,)
Cb (mg L) =229 (A,,,) — 4.68 (A,)
Catb (mgL")=202(A,,)+8.02(A,,)

Cc (mg L") =4.695 (A,,,) — 0.268 (C a+b)

El niimero de semillas germinadas se evaluo
diariamente hasta los 20 dias de su siembra.
A los datos obtenidos de la germinacion,
potencial hidrico y contenido de clorofilas se
realiz6 el analisis de varianza para determi-
nar si existian diferencias significativas entre
los distintos agentes gelificantes. Se utilizo
el programa SPSS Statistics 17®.

RESULTADOS

1. Medicién del potencial hidrico y ger-
minaciéon

El potencial hidrico registrado en el medio
solidificado con los diferentes agentes geli-
ficantes fue muy similar. En el medio fresco
se obtuvo en Agar-Agar (-0.48 MPa), Bacto
Agar (-0.51 MPa), Bioxon (-0.49 MPa), Gel-
rite (-0.49 MPa) y el medio con tres meses
de incubacion: en Agar-Agar (-0.50 MPa),
Bacto Agar (-0.48 MPa), Bioxon (-0.50
MPa), Gelrite (-0.48 MPa), no mostraron
diferencias estadisticamente significativas
para medio fresco (P > 0.05) y para medio
con tres meses de incubacion (P > 0.05). La
germinacion inicio en los diferentes tipos de
agente gelificante entre el quinto y sexto dia
y finalizo a los 16 dias en Agar-Agar, alos 17
dias con Bacto-Agar Difco y Agar Bioxon
y a los 18 dias con Gelrite. Los porcentajes
de germinacion registrados fueron en Agar-
Agar (98%), Gelrite (97.7%), Agar Bioxon
(86.6%), Bacto-Agar Difco (66.6%). El
analisis de varianza del porcentaje e indice
de germinacion muestra diferencias estadis-
ticamente significativas para el tipo de agente
gelificante (p < 0.05), el mayor indice se regis-

tré con Gelrite (7.60), seguido de Agar-Agar
(7.28), Bioxon (6.34) y Bacto-Agar (2.02).

Caracteristicas morfologicas de las plantu-
las en los diferentes agentes gelificantes

Las plantulas germinadas en los distin-
tos medios con los agentes gelificantes
mostraron diferencias morfologicas en el
desarrollo y proporcion del hipocétilo y
epicotilo, color de las espinas, en el ancho
y largo total de las plantulas, posicion de las
aréolas y tamafio de las raices. Las plantulas
germinadas en medio gelificado con Agar
Bioxon, desarrollaron mas el hipocotilo
que el epicotilo asi como las aréolas de la
region apical y lateral, con espinas y algu-
nos tricomas, la raiz principal presentd un
evidente desarrollo (fig. 1A). Las plantulas
procedentes de Agar-Agar, el hipocotilo e
epicotlio adquirieron una forma redonda,
las aréolas se concentraron en el apice,
con espinas blancas y una gran cantidad de
tricomas, se generaron varias raices secun-
darias delgadas (fig. 1B). Respecto a las
germinadas en medio de cultivo gelificado
con Bacto-Agar Difco se desarroll6 mas
el epicdtilo, las aréolas de la zona apical
y lateral estan mas separadas entre si, con
espinas blancas y pocos tricomas, no se
desarrollé una raiz principal, sino varias
cerca de la zona basal de la plantula (fig.
1C). En las plantulas germinadas en medio
de cultivo gelificado con Gelrite, el hipoco-
tilo es largo y mas delgado que el epicotilo,
las aréolas estan mas separadas entre si
con el desarrollo de espinas, se generaron
numerosas raices secundarias (fig. 1D) y el
70% de las plantulas presentaron indicios
de hiperhidratacion. El analisis de varianza
muestra diferencias significativas para el
alto, ancho de las plantulas asi como para
el largo de la raiz (tablal).
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Fig. 1. Desarrollo de plantulas de Echinocactus platyacanthus en medio MS 50%
adicionado con diferentes tipos de agar y Gelrite. A) Agar Bacterologico Bioxon
Barra =8 mm; B) Agar-Agar Barra = 5 mm; C) Bacto Agar Difco Barra =4 mm; D) Gelrite
Barra = 5 mm; E) Gelrite después de dos meses de incubacion. Barra = 5 mm.

Extraccion y cuantificacion de pigmentos
fotosintéticos

La clorofila b esta presente en mayor propor-
cion que la clorofila a en todos los ensayos
realizados. Los carotenos registraron datos
negativos, con excepcion del testigo (0.29
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mgL™"). El contenido de pigmentos es similar
en aquellas plantulas que germinaron en
medio de cultivo solidificado con Agar-
Agar, Bacto-Agar Difco, Agar Bioxon y
registraron mayores valores de contenido
de pigmentos que las plantulas sembradas
en el sustrato (grupo control), en cambio
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Tabla 1. Tamafio promedio del largo de la raiz, altura y ancho de las plantulas de
Echinocactus platyacanthus con tres meses de edad creciendo en medio MS 50%,
solidificado en cuatro diferentes agentes gelificantes.

Agar-Agar Bacto agar (mm) Bioxon Gelrite

Alto 10.1b 9.55b 8.21b 13.77a
Ancho 5.03b 5.16b 4.52b 6.85a
Raiz 19.42a 18.55a 32.39b 22.08a

Letras distintas indican diferencias significativas a nivel P = 0.05 segtin prueba de Tukey

las plantulas que germinaron en Gelrite
registraron los valores mas bajos en todos
contendidos de pigmentos. Se encontraron
diferencias significativas en el contenido
de clorofila a, clorofila b, clorofila total y
carotenos (p < 0.05) (tabla 2).

DISCUSION

1. Medicion del potencial hidrico y ger-
minaciéon

El medio Murashige y Skoog (1962) se
caracteriza por su gran cantidad de sales
que junto con la sacarosa que se adiciona
genera un potencial de -0.45 MPa (Yoshida
et al., 1973 citado por Cérdenas y Villegas,
2002), este valor es similar a los registrados
en los medios solidificados con los distintos
agentes gelilficantes. La diferencia entre
ellos puede ser generada por sus caracte-
risticas fisicas, entre ellas la fuerza del gel
(g cm?), que se define como la fuerza que
puede ser aplicada a un gel para que se
fracture (Matsuhashi, 1998). Se menciona
que la inhibicion de la germinacion se debe
por la presencia de sales que disminuye
el potencial hidrico y genera una menor

disponibilidad de agua para las semillas
(Goycokic y Saavedra, 2007; Rodriguez et
al., 2014) y debe considerarse también el
efecto que pueda ejercer el agente gelifi-
cante. Los diferentes porcentajes e indices
de germinacion obtenidos en Echinocactus
platyacanthus, muy probablemente se deban
principalmente a la disponibilidad del agua
que es proporcionada por la fuerza del gel
de cada agente gelificante empleado. De-
pendiendo del tipo de agente gelificante y
la proporcion de sales del medio de cultivo
se han registrado diferentes porcentajes de
germinacion. Rosas-Lopez y Collazo-Or-
tega (2002) reportaron para Echinocactus
platyacanthus 'y Polaskia chichipe 84 y 90%
respectivamente en agua-agar (10 gL') y
con medio MS50% mas 10 gL-'de agar el 80
y 84%. Rodriguez (2006) con Echinocactus
grusonii obtuvo en agua-agar (8 gL") 95%,
seguido de MS 50% (94%) y MS 100%
(74%), en el agua-agar no hay solutos
disueltos y por lo tanto hay mayor dispo-
nibilidad de agua, pero no proporciona los
nutrientes necesarios para el 6ptimo creci-
miento de las plantulas, esto se observo en
semillas de Cephalocereus senilis sembra-
das en agua-agar (8 gL') registrando 6% de
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Tabla 2. Contenido de pigmentos fotosintéticos de plantulas de Echinocactus platyacanthus
sembradas en medio MS 50% solidificado con cuatro agentes gelificantes.

Agar-Agar Bacto agar mg L' Bioxon Gelrite Sustrato
Ca 7.1a 7.37a 6.62a 5.23b 6.81b
Cbh 11.8a 11.69a 11.29a 7.94b 9.78b
Catb 18.8a 18.77a 17.76a 13.19b 16.59b
Cc -1.85a -2.3a -1.71a -1.03b 0.29¢

Letras distintas indican diferencias significativas a nivel P= 0.05 seglin prueba de Tukey.

germinacion y con MS 100% (98%) (Tapia,
2006). Santos et al. (2001) establecieron in
vitro semillas de Astrophytum myriostigma
en medio Murashige y Skoog al 50% de la
concentracion de sus sales adicionado con
0.35% de Phytagel y reportaron el indice y
porcentaje de germinacion de 8.98 y 85%
respectivamente, estos valores son cercanos
a los obtenidos en el ensayo realizado con
semillas de E. platyacanthus sembradas
en medio MS adicionado con Gelrite (IG
=7.60, 97.7%). La composicion de ambos
agentes gelificantes Gelrite y Phytagel
se basan en polisacaridos secretados por
bacterias y proporcionan una fuerza del gel
que oscila de 225 y 400 g cm?, seglin las
especificaciones de las hojas técnicas.

Caracteristicas morfolégicas de las
plantulas por los diferentes agentes
gelificantes

El potencial hidrico de los medios de cultivo
incubados durante tres meses no presento
diferencias estadisticamente significativas
pero si se observaron diferencias morfolo-
gicas y estadisticamente significativas en
el desarrollo de las plantulas de E. plathya-
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canthus. Esto puede estar relacionado por la
presencia del agente gelificante en el medio.
Ghashghaie et al. (1991) y Beruto et al.
(1999a) sefialan que el agar es el responsable
del componente matrico del potencial hidri-
co del medio de cultivo y genera una fuerza
del gel que sera diferente entre las marcas
de agar debido a sus propiedades fisicoqui-
micas, esta fuerza influye en la liberacion
de agua, limita la movilidad de los solutos
en el medio e influyen en el crecimiento
de los tejidos in vitro. Diversos trabajos
han demostrado la relacion entre el tipo de
agente gelificante empleado y la respuesta
morfogenética (Fuentes ez al., 1998; Beruto
et al. 1999b, Chacon et al., 2000; Garriga et
al., 2006). Las plantulas germinadas de E.
platyacanthus en medo MS solidificado con
Gelrite alcanzaron una mayor talla (alto y
ancho) esto pudo deberse a que este agente
gelificante proporciona una fuerza del gel de
225-400 g cm? y por lo tanto hay una mayor
disponibilidad de agua, pero ocasiond que
las plantulas tuvieran tendencia a la hiper-
hidratacion. Este fendomeno es reportado
frecuentemente en trabajos de micropropa-
gacion de cactaceas Pérez-Molphe-Balch et
al., 2002; de la Rosa-Carrillo et al., 2012;
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Garcia-Osuna ef al., 2011 citado en Lema-
Ruminska y Kulus, 2014) y se refiere al
contenido excesivo de agua en los tejidos
in vitro que genera diferentes caracteristicas
morfoldgicas y anatémicas, como hojas
alargadas, tallos delgados, reduccion del
sistema vascular, cuticula delgada, desor-
ganizacion de los cloroplastos, tilacoides,
cambios en los niveles de clorofila-caro-
tenoides y actividad enzimatica afectando
la eficiencia fotosintética (Debergh ef al.,
1992; Poljuha et al., 2003; Balen et al.,
2003; 2012 citados en Lema- Ruminska y
Kulus, 2014). Entre las principales causas
de la hiperhidratacion estan el potencial
osmotico y la concentracion de agar en el
medio de cultivo (George, 1993; Cardenas
y Villegas, 2002). Es importante mencionar
que el medio gelificado con Gelrite después
de tres meses de incubacion se fue tornando
liquido, probablemente al envejecimiento
fisico del medio que se da a nivel de la mi-
croestructurta del gel, donde los enlaces no
covalentes son rotos y reformados causando
inestabilidad y el gel se hace sensible a la
retrogradacion y/o sinéresis que consiste en
la contraccion del gel con pérdida de liquido
(Hawley y Lewis, 1993, citado por Pasquel,
2001). Esta liberacion de agua provoco que
las condiciones fisicas del cultivo se modi-
ficaran, incrementando la humedad relativa
dentro del contenedor y promoviendo la
hiperhidratacion

Pigmentos fotosintéticos

Las plantas cultivadas in vitro por las condi-
ciones de incubacion presentan cambios en
sus caracteristicas morfologicas, anatomicas
y fisiologicas como en la concentracion de
clorofila por efecto del agente gelificante.
Reil y Berger (1997) encontraron que la
acumulacion de clorofila se increment6 en

células de Coleonema album creciendo
en agar Oxoid de 90 a 120 mg Kg' y al
utilizar Gelrite la acumulacion fue de 175 a
250 mg Kg', encontrando el mismo patrén
de acumulacion para monoterpenos. Prem-
kumar et al. (2001) reportaron mayores
concentraciones de clorofila a, seguido de
carotenos y clorofila b en plantas de fresa,
roble, aguacate y olivo cultivados in vitro
en medio Murashige y Skoog solidificado
con Agar-agar Sigma (7 g L'"). Las plantulas
de E. platyacanthus germinadas en Gelrite
registraron los valores mas bajos en el
contenido de pigmentos fotosintéticos,
muy probablemente ocasionado por la hi-
perhidratacion de los tejidos, fendmeno que
influye en la eficiencia fotosintética, ya que
la estructura de los cloroplastos es defec-
tuosa y el contenido de clorofila bajo, 1o que
se reflejara en una menor tasa fotosintética
(Reil y Berger, 1997, Kevers et al., 2004).
El contenido de clorofila en las plantas in
vitro puede ser explicado por la presencia
de citocininas y carbohidratos exdgenos en
el medio que las hacen dependientes de una
fuente de carbono, asi mismo se ha reportado
la escasa actividad de la Rubisco, debido a
alteraciones en el nivel de nitrogeno o del
nivel de compuestos fotosintéticos (Lady-
man y Girard, 1992; Premkumar et al., 2001;
Ivanova y Van Staden, 2011).

CONCLUSIONES

Se determind que no presentan diferencias
estadisticamente significativas el medio de
cultivo fresco y el almacenado durante tres
meses al no modificarse su potencial hidri-
co, aun asi es posible sefialar que Agar-Agar,
Gelrite y Bioxon tienen mayor capacidad
de ceder agua que Bacto agar lo cual se vio
reflejado en los porcentajes de germinacion
obtenidos y en las caracteristicas morfolo-
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gicas de las plantulas. Una alternativa para
obtener altos porcentajes de germinacion y
promover un rapido desarrollo de las plan-
tulas en etapas tempranas de Echinocactus
platyacanthus es utilizar Gelrite (3 g L)
en medio Murashige Skoog al 50% de sus
componentes solo dos meses, debido a
que las plantulas posteriormente se hiper-
hidratan. La concentracion de pigmentos
fotosintéticos en medio de cultivo gelificado
con Agar Bioxon, Agar-Agar y Bacto-Agar
Difco fue mayor que en Gelrite por el efecto
de la hiperhidratacion de los tejidos que se
relaciona con una menor tasa fotosintética.
Dentro de las caracteristicas fisicoquimicas
de los agentes gelificantes, la fuerza del gel
que genera cada uno de ellos son la causa de
las diferencias en la germinacion, desarrollo
y cantidad de clorofila de las plantulas in
vitro de Echinocactus platyacanthus.
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