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RESUMEN

La fase de aclimatacién de plantas obtenidas in vitro es una etapa fundamental para determinar el éxito o
fracaso en su supervivencia y adaptacion, siendo el factor mas importante el uso de un buen sustrato
(orgénico, inorganico o combinados) que permita el desarrollo de las mismas. El objetivo de este trabajo
fue evaluar la respuesta de vitroplantas de diferentes especies (Cucumis sativus, Capsicumm annuum
var. Antonio y Naranja, Ocinicum basilicum y Lycopersicom esculentum) al abono de hormiga arriera (Atta
spp.). El abono se obtuvo de tres diferentes colectas (M1 San Francisco Jalapexco; M2 Tecomatlan; M3
Tlajomulco de Zufiiga). En la etapa de aclimatacion se utilizaron las siguientes formulaciones del sustrato:
M1 (12 g) + peat moss y agrolita (70-30%); M2 (12 g) + peat moss y agrolita (70-30%); M3 (12 g) + peat
moss y agrolita (70-30%), para el suministro de nutrimentos. Las evaluaciones realizadas fueron: % de
supervivencia, nimero de hojas, altura de la planta, diametro del tallo y area foliar. Se obtuvo una
supervivencia >80% en la mayoria de las especies (excepto L. esculentum), b) las vitroplantas tuvieron
una mayor adaptabilidad con el uso de la M1, siendo C. sativus y O. basilicum las especies con mejor
desarrollo vegetativo.

Palabras clave: Abono, aclimatacidn, sustrato, vitroplantas.
ABSTRACT

The acclimatization phase of plants from in vitro culture is a fundamental stage for success or failure in
survival and adaptation of vitroplants, the most important factor being the use of a good substrate (organic,
inorganic or combined) that allows good development of them. The objective of this work was to evaluate
the response of vitroplants from different species (Cucumis Sativus, Capsicumm annuum Var. Antonio and
Orange, Ocinicum basilicum and Lycopersicom esculentum) to the fertilizer of ant arriera (Atta spp.). The
fertilizer obtained from three different collections (M1 San Francisco Jalapexco; M2 Tecomatlan; M3
Tlajomulco de Zuahiga), was used in the acclimatization stage, as a substrate component in a single
proportion: M1 (12 g) + peat moss and agrolite (70-30%); M2 (12 g) + peat moss and agrolite (70-30%);
M3 (12g) + peat moss and agrolite (70-30%), for the supply of nutrients. The following evaluations were
made: % survival, number of leaves, height, stem diameter and leaf area. A survival >80% was achieved in
most species (except L. esculentum), in addition, the vitroplants showed greater adaptability with the use of
M1, being C. sativus and O. basilicum the species that showed the best developing.
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INTRODUCCION

La biotecnologia vegetal principalmente mediante el cultivo in vitro, ha demostrado ser una herramienta
competitiva en relacién con los métodos de propagacién tradicionales Montes Cruz et al. (2016), ya que
ofrece la posibilidad de multiplicar masivamente genotipos valiosos incluyendo las hortalizas, teniendo
beneficios especificos, entre los que destacan la obtencidn de plantulas en cualquier época del afio, su
almacenamiento en poco espacio (la cantidad de vitroplantas varia segln la especie), produccidn libre de
contaminacion, enfermedades y plagas, obtencién de plantulas mejoradas, propagacion de especies de dificil
reproduccidn por otros métodos, entre otros (Rivas, 2016; Arellano, 2021).

El proceso de los cultivos in vitro consta de cinco etapas principales: seleccion de la especie, el
establecimiento del cultivo, desarrollo y multiplicacion de vastagos o embriones, enraizamiento y la
aclimatacion (Arellano, 2021). Sin embargo, se considera que la ultima, es la que determina el éxito o el
fracaso de todo el proceso (Silva et al., 2017). Esta afirmacidn se base en el hecho que en las primeras fases
las plantulas son manejadas en laboratorio y bajo condiciones controladas, mientras que durante la
aclimatacion hay condiciones de menor humedad relativa, mayor variacién de temperatura, alta irradiacion
y menor disponibilidad de nutrimentos, por lo que se debe considerar: 1. su establecimiento dentro de un
invernadero o bajo una proteccién; 2. usar sustratos con buena retencién de humedad, buen drenaje y
aireacion; 3. mantener la temperatura en el rango de 15 a 28 °C; 4. cambiar de manera gradual de alta (90%)
amenor (40-60%) humedad relativa en el transcurso de 30 a 50 dias; 5. incrementar la radiacion solar de 50%
al inicio a radiacion solar plena; y 6. abastecimiento adecuado de nutrimentos (Yescas et al., 2016). Es
importante enfatizar que el uso de un buen sustrato y su composicién es uno de los factores mas importantes
para lograr con éxito la etapa de aclimatacion de la planta (Espinoza et al., 2019).

El abono de hormiga arriera (Atta spp.) es un recurso potencial para la fertilizacion organica en areas
horticolas, esto abre la posibilidad de aprovechamiento del mismo en distintas regiones agricolas.
Investigaciones previas han demostrado que el abono de la hormiga arriera tiene una composicién mejor
para fertilizacion que otros abonos organicos convencionales, tales como el estiércol de vacuno, la
gallinaza, el estiércol de cerdo, la paja de arroz, la pulpa de café y la cachaza, mostrando buen contenido
de N, Ky Ca (Fortanelli-Servin, 2002). Ademas, en el abono de hormiga arriera se encuentran presentes
microorganismos (bacterias y hongos) que participan en la trasformacién de la materia organica (MO), asi
como en otros procesos bioldgicos como la fijacion de N, atmosférico (Pinto et al., 2009). En este trabajo
se evalla la respuesta en el desarrollo fenoldgico de vitroplantas en la fase de aclimatacion, a la
incorporacion de abono de hormiga arriera, como componente del sustrato.

MATERIALES Y METODOS
Sitio de estudio

El experimento se llevo a cabo durante el periodo de agosto-diciembre de 2019, en el Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal del Instituto Tecnoldgico de Tlajomulco, ubicado en el Km 10 de la carretera
Tlajomulco San Miguel Cuyutlén, Jalisco, México.

Recoleccidon de muestras

Los hormigueros fueron previamente localizados en las diferentes zonas de interés, durante el verano de
2019. La recoleccion se llevd a cabo en tres hormigueros: el primero (M1), ubicado en la localidad de San
Francisco Jalapexco/Teopantlan, Puebla, con las coordenadas (GMS) 18° 50' 22"N O 98° 17' 580, a
2000 msnm, el segundo (M2), en el municipio de Tecomatlan, Puebla; 18°06'55"N 98°18'50"0, a 920
msnm, y el tercero (M3), en el municipio de Tlajomulco de Zuiiiga, Jalisco; 20°28'25"N 103°26'35"0, a
1,579 msnm.
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La muestra fue recolectada en un radio de 20 cm a partir de la entrada del hormiguero y en los primeros
10 cm de profundidad, retirando el exceso de hojarasca de la vegetacion. Enseguida se realizé la
homogenizacion del residuo reciente (1 a5 cm) y del méas humificado (5 a 10 ¢cm), recolectando un total
de muestra de aproximadamente 2 kg por hormiguero, colocandolas en bolsas con cierre hermético.
Finalmente, las muestras fueron tamizadas en un tamiz 2.7*2.7 mm (2,830 micras), y almacenadas en
refrigeracion.

Analisis y acondicionamiento de las muestras de abono de hormiga arriera (Atta spp.)

Las muestras de abono fueron esterilizadas mediante calor himedo utilizando autoclave marca All
American® modelo 1941X, durante 20 min a 120 °C y una presion de 15-20 psi, y posteriormente
liofilizadas, A los sustratos preparados conteniendo M1, M2 y M3, se les midio pH, conductividad eléctrica
(CE), porcentaje de humedad (% H), y se ajust6 a un pH de 6-7 con H,SO, 1M.

Material vegetal

Las vitroplantas fueron proporcionadas por la Dra. Martha Alicia Rodriguez Mendiola, responsable del
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del Instituto Tecnolégico de Tlajomulco (ITT), después de la
desinfeccidn y germinacion de las semillas in vitro, asi como de su incubacion en frascos de cultivo en la
Biofébrica del ITT durante 45 dias. Las vitroplantas proporcionadas fueron de pepino (C. sativus), albahaca
(O. basilicum), jitomate (L. esculentum) y chile morrén Var. Antonio y Naranja (C. annuum).

Trasplante de las vitroplantas

Las vitroplantas fueron extraidas de los frascos de cultivo in vitro, y se lavaron cuidadosamente, para
eliminar el medio semisolido con Gelrite. Enseguida se trasplantaron a tubetes de plastico desinfectados con
hipoclorito de sodio 1% v/v, conteniendo los tres diferentes sustratos. En cada tubete se trasplantd
cuidadosamente, una vitroplanta, 10 de cada especie.

Los tubetes con las plantulas fueron colocados en una charola de unicel, cubiertas con una charola de
plastico trasparente, con perforaciones, para permitir la aireacién y disminucion gradual de la humedad
relativa (HR) hasta 70+5%, una temperatura de 25+2 °C y luz LED de 120-130 pmol m2s?, con un
fotoperiodo de 8/16 h luz/oscuridad. Las plantulas se regaron cada dos dias con 5 ml de agua destilada.

Tratamientos

Para los tratamientos se usé el abono de Atta spp., combinado con agrolita (a) y peat moss (pms) de uso
comercial, en una proporcion de 70:30, respectivamente. Los tres tratamientos contenian 12 g de los
abonos a evaluar. De esta forma los tratamientos fueron: T1 (M1), T2 (M2) y T3 (M3), tres repeticiones y
un testigo por cada especie.

Variables medibles

El registro de los datos se llevé a cabo una semana después del trasplante, y durante las tres semanas
siguientes. Se cont6 nimero de hojas por planta, altura de la planta, didmetro del tallo y area foliar. Para esta
Gltima variable se tomd la medida directa de las dimensiones del largo y ancho de la hoja como se propone
en Espinoza et al. (2019), posteriormente, el area de hoja para la especie de C. Sativus se calculé mediante
un procedimiento derivado de Robbins y Pharr (1987), con la formula:

AF = 0.6189 x Am1-9965
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Donde:

AF = Area foliar
AM = Ancho méximo de la hoja.

Mientras que para las especies de C. annuumy O. basilicum se implemento la siguiente formula:

AF = 0,003 + 0,0073X

Donde:

X= Largo por ancho de las hojas, acorde a lo propuesto por Pentén et al. (2006), debido a la forma
de la hoja en estas especies.

Supervivencia (%)

Para su evaluacidn se usé la férmula propuesta por Espinoza et al. (2019).

S i ja = YV x 100
upervivencia = +orm

Donde:

NPV: Numero de vitroplantas vivas
NTP: Numero total de vitroplantas trasplantadas.

Disefio experimental

El disefio experimental fue completamente al azar con arreglo factorial 2x2, resultado de la evaluacion de
dos factores, donde el factor A corresponde a la especie (C. sativus, O. basilicum, C. annuum y L.
esculentum) y el factor B a las muestras del abono de hormiga arriera recolectado (M1, M2, M3). Las
evaluaciones se llevaron a cabo en las cuatro especies de vitroplantas, y los tres tipos de sustratos, mas el
control. El andlisis estadistico se realizé con el software SAS 9.0.

RESULTADOS Y DISCUSION
Porcentaje de supervivencia
La supervivencia de las vitroplantas tuvo un promedio de general de 74%. Los mejores resultados se

obtuvieron con el morrén var. Naranja y la albahaca (100% de supervivencia); seguidos del morrén var.
Antonio (90%), pepino (80%) y jitomate (0%) (Figura 1).
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Figura 1. Efecto la composicién general del abono de hormiga arriera (Atta spp.), en el porcentaje de supervivencia
de vitroplantas.

Probablemente, la nula sobrevivencia de las vitroplantas de jitomate se puede atribuir no al sustrato
utilizado, si no al tamafio y la calidad de la planta trasplantada. Las vitroplantas de tomate presentaron una
gruesa capa de cera e indicios de pudricién (color café) en la parte superior y las hojas inferiores, debido a
la rapida elongacion del tallo, lo que provocd que la parte superior de la plantula estuviera en contacto con
la tapa del frasco provocandole dafios en el &pice. Espinoza et al. (2019), mencionan que se debe
considerar altamente el tamafo y la calidad de la vitroplanta. Para esto se deben seleccionar (clasificar) las
gue presenten un buen desarrollo al momento de ser trasplantada al sustrato, en la etapa de aclimatacion
(Sanchez et al., 2012), los tamafios recomendables para ser trasplantadas pueden diferir segun la especie.
Valores de 1.5 a 2.5 cm de altura son recomendables para especies como la (Morus alba L.) (Espinoza et al.,
2019).

Palhares et al. (2004), al evaluar la influencia del tamafio de las plantas in vitro, durante la
aclimatizacion de Eucalyptus urograndis, obtenidas en sistemas de inmersion temporal, obtuvieron el
mayor porcentaje de supervivencia (63 %), y asi como en los de desarrollo vegetativo (longitud, nimero de
hojas y nimero de raices emitidas), con las plantulas con menores tallas. Los autores concluyeron que, al
parecer, no es latalla la variable que tiene mayor efecto en la supervivencia de las plantulas de E. urograndis
durante la aclimatacion, sino la calidad de los diferentes érganos que la conforman.

Por otra parte, los valores alcanzados en las demas especies no disminuyen del 80% siendo considerado
como un rango de aceptable-alto (Gil et al., 2017; Sanchez et al., 2012). Estos valores también pudieran
estar asociados al manejo y las condiciones en la cuales se mantuvieron la plantas durante la aclimatacion:
1. lahumedad adecuada que se garantizo por la frecuenciay el tipo de riego de manera manual; 2. la cantidad
de agua suministrada que permitié una buena aireacién en el sustrato, ya que este puede ser muy propenso
a la lixiviacién y al almacenamiento de humedad, si se agrega demasiada; 3. la cobertura de plastico
permiti6 mantener una temperatura promedio adecuada; y, 4. la cantidad de luz suministrada por las
lamparas LED.

Cabe destacar que, para aumentar el porcentaje de supervivencia de las plantulas, el abono fue

esterilizado para eliminar microorganismos patdgenos, debido a que, al ser un material de origen natural,
puede estar propenso a seguirse descomponiendo (Mendoza et al., 2011), por la presencia de
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microorganismos (principalmente hongos) (Victorero-Fueyo, 2018; Mueller et al., 2001). Los resultados
obtenidos son indicadores de que las plantulas fueron capaces de superar los cambios de cultivo en
condiciones in vitro (condicién heterétrofa), a las condiciones naturales (autdtrofas). Resultados parecidos
a los reportados por Osuna y Saucedo (2010), durante la propagacion in vitro de vid variedad Globo Rojo,
donde se alcanz6 un promedio de 90% de supervivencia.

Influencia del abono de Atta spp. en la supervivencia de vitroplantas

Esta bien demostrado que el tipo de sustrato es uno de los factores méas influyentes en la aclimatacion de las
vitroplantas (Espinoza et al., 2019); su composicion y estructura proporciona una adecuada retencion de
humedad para proveer a la planta de agua y nutrientes.

Factor especie

Para la variable altura se observé diferencia estadistica significativa, siendo el pepino el que destacé con
8.93+2.51 cm, en tanto que el morron Antonio fue el de menor valor con3.43+0.94. De igual forma en la
variable del diametro del tallo sobresale nuevamente la especie de pepino con 0.30£0, mientras que para el
namero de hojas se presentaron dos grupos estadisticamente diferentes, siendo la albaca y el pepino los
mas destacables con 5.62+1.16 y 10.70+2.4, respectivamente. El area foliar fue significativamente mayor
en las especies de pepino con 11.57+3.46 y la albahaca con 5.70£1.75 (Cuadro 1). Esto se puede atribuir a
la forma y el tamafio mayor de la hoja, que son propios de las especies.

Cuadro 1. Respuesta de la especie con respecto a la altura, diametro del tallo, nimero de hojas, area foliar.

] Altura Hojas/planta Diametro de Area foliar
Especie (cm) (No) tallo (cm) (cm?)
Pepino 8.93+251a 562+1.16b 0.30+0a 11.57+3.46 a
Morron naranja 540+1.29b 6.40+1.26 b 0.20x0b 3.18+0.58 ¢
Morron Antonio 343+09c 5.66£1.73b 0.20+£0b 3.07£1.76 ¢
Albahaca 556+0.89b 10.70 +2.41a 0.20x0b 5.70+1.75b
DSM 1.75 2.18 0 1.58

Medias con letras diferentes en una misma columna para cada variable presentan diferencia estadistica, segtn la Prueba
de Tukey (p<0.05).

Factor tratamiento

El abono de hormiga arriera tuvo un efecto significativo en el crecimiento y desarrollo de las plantulas. En la
variable altura se observé la formacion de dos grupos estadisticamente diferentes, sobresaliendo la colecta
M1 (6.61+£2.54) y el testigo (6.65+2.95). Se alcanzaron valores significativamente diferentes con la M1 en
el didametro del tallo (0.22 + 0.05), mientras que en la variable diametro de area foliar el testigo fue superior
con 7.29+6.78 sequido por la M1 con 6.25+2.89 (Cuadro 2).

Estos resultados coinciden con los reportados por lzquierdo et al. (2002), quienes, al evaluar el
suministro de cachaza al sustrato, durante la aclimatacion de microbulbillos de ajo, alcanzando los mejores
valores de supervivencia y desarrollo en los tratamientos adicionados con cachaza, como fuente de materia
organica.

En general, el abono M1 mostro6 ser considerablemente mejor en la mayoria de las variables medidas
en cada especie. Estos resultados indican el efecto beneficioso de la inclusion de abono de hormiga en las
mezclas de los sustratos, el nivel de pH presente en el abono también fue determinante, ya que M1 tuvo
valores de pH 7£1.
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Cuadro 2. Influencia del abono de hormiga arriera (Atta spp.), en el desarrollo fenolégico de las plantulas en etapa de

aclimatacion.

Abono Altura Hojas por planta Didmetro del tallo Area foliar

(cm) (No) (cm) (cm?)
M1 6.61+2.54a 7.63+2.29 ab 0.22+0.05a 6.25+2.89 ab
M2 5.83+2.42ab 6.58 £2.27 ab 0.22+0.05b 4.76x3.43 bc
M3 426+131b 790+39a 0.21+0.03d 4.06+£2.75 ¢
T 6.65+2.95a 550+191b 0.22+0.05¢ 7.29+6.78 a
DMS 1.92 2.39 0 1.63

Medias con letras diferentes en una misma columna para cada variable presentan diferencia estadistica, seguin la Prueba
de Tukey (p<0.05).

Cairo y Alvarez (2017) mencionan que afiadir abono como un componente del sustrato, este contribuye
amejorar las propiedades bioldgicas y fisico quimica, ya que resulta una importante fuente de nutrientes para
el ecosistema edéafico. Indacochea et al. (2017) evaluaron la aclimatacion de tres especies forestales en
peligro de extincion empleando un sustrato compuesto por 40% de arena de rio, 40% de humus de lombriz y
20% de aserrin de madera descompuesta. La aclimatacién de las vitroplantas de las tres especies se logré en
un periodo de diez semanas, con una supervivencia de 65, 80 y 70%, respectivamente; y las vitroplantas
alcanzaron un tamafio entre 17.07 y 19.53 cm y un nimero de hojas por planta que varié entre 7 y 14.

Asimismo, Espinoza et al. (2019) reportan respuestas favorables durante la aclimatacion de Morus
alba L. usando estiércol vacuno como suplemento de nutrientes en los sustratos utilizados durante la
aclimatacion, logrando valores estadisticamente diferentes con la utilizacion de estiércol vacuno al 20y 42%,
lograron una supervivencia promedio del 80%, incremento en la longitud, nimero de hojas y tamafio de las
mismas en la fase inicial de aclimatacion.

Mientras que Sanchez et al. (2020), al evaluar cuatro lineas clonales (LC15s, LC26s, LC23b y LC24b)
de Agave angustifolia en cuatro sustratos (testigo: arena, tierra lama y gravilla (3:1:1); tratamiento 1: turba:
mezcla testigo (1:1); tratamiento 2: tierra de maceta: mezcla testigo (1:1) y tratamiento 3: turba: tierra de
aceta: mezcla testigo (1:1:1), evaluaron altura, nimero de hojas y cobertura de los agaves después de 60
dias, lograron la aclimatacion de las vitroplantas con un 100% de supervivencia en todos los tratamientos,
observando que el sustrato con mayor contenido de materia organica favorecié el enraizamiento y
crecimiento radicular.

Cabe destacar que uno de los principales factores a considerar es la cantidad de abono que se debe
utilizar al momento de generar el sustrato, debido a que este es propenso a seguirse degradando, con el
riesgo de generar problemas de fitotoxicidad en las plantas. Adriano et al. (2013) investigaron el uso de
compost durante la etapa de aclimatacion de vitroplantas de banano, clon Gran enano, en bolsas de
polietileno, los resultados indicaron que el desarrollo de las plantas fue inhibido en los sustratos con méas de
30 % de compost, lo que se atribuyd a un posible efecto de fitotoxicidad causado por las caracteristicas
quimicas de los sustratos.

CONCLUSIONES
El empleo de mezclas de sustrato conteniendo abono de hormiga arriera (Atta spp.), en la etapa de
aclimatacion de las diferentes especies de vitroplantas evaluadas, permitié alcanzar altos valores de

supervivencia >80%. El abono M1 mostr0 valores estadisticamente superiores en altura'y didmetro del tallo,
mientras que el valor mayor de nimero de hojas se obtuvo con el abono M3. La respuesta al abono de
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hormiga arriera, fue mejor en las especies de C. sativus y O. basilicum, ya que presentaron mayor
adaptabilidad, evidenciado por la cantidad de hojas, tallo y raiz de las plantas adaptadas. La combinacion de
sustratos y abono es un factor determinante para lograr una alta supervivencia.
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