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ABSTRACT

Objetivo: Evaluar el método de acondicionamiento y desinfeccion de Sagittaria macrophylla zucc. (Alismataceae) de la
Cienega de Lerma, para su propagacion y conservacion.

Disefio/metodologia/ aproximacidn: Se establecio en invernadero un disefio completamente al azar con tres repeticio-
nes para evaluar dos tipos de sustrato para S. macrophylla, se evalud el numero y longitud de brotes sanos. El primer sus-
trato consistio en una mezcla de suelo y agrolita (2:1) (S1); el segundo sustrato se considerd el control ya que consistio en
sedimentos de la Ciénega del Rio Lerma (S2). Se evalud un método de desinfeccion donde los tratamientos consistieron
en: lavados + etanol al 70% + cloro comercial (T1) y lavados + microdin-jabon liquido + etanol al 70% + cloro comercial
(T2). Las condiciones de fotoperiodo (luz y oscuridad) representaron los bloques del disefio experimental.

Resultados: En el experimento de tipo de sustrato se obtuvieron diferencias estadisticas (P<0.05) entre tratamientos, don-
de S1 mostro 2.4+0.24 brotes en promedio con longitud de 2.5 cm en 30 d y con tendencia a incrementar. El experimento
de desinfeccion mostrd diferencias estadisticas (P<0.05); sin embargo, el fotoperiodo no presento diferencias (P>0.05).
EL T2 presento el menor porcentaje de contaminacion 31.25%.

Limitaciones del estudio/implicaciones: los resultados presentados son avances de un experimen-

to a largo plazo.

Hallazgos/conclusiones: El acondicionamiento de plantas madre de S. macrophylla es
favorable en condiciones de invernadero en un sustrato compuesto por suelo negro y
agrolita 2:1 permitiendo brotes sanos. El mejor método de desinfeccion consistio en un
enjuague a chorro de agua con jabon en polvo, 30 min con 100 mL de agua destilada
mas una gota de microdin comercial y dos de jabon liquido, 2 min en agitacion constan-

te en etanolal 70% y 20 min en cloro comercial (6%) al 30% v/v, utilizando como explantes las

yemas axilares de los tubérculos sin importar el fotoperiodo en el cuarto de incubacion.
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tincion, sustrato, desinfeccion, cultivo in vitro.
INTRODUCCION
de Lerma en el

LaS C|énega5 Estado de Mexi-

co han provisto de diferentes servicios a la poblacion,
mismas que por un lapso permitieron el desarrollo de
algunas practicas agropecuarias riberefias importan-
tes para el sustento de la comunidad aledafia (Albores,
2002). La biodiversidad de las lagunas de la Ciénega de
Lerma se caracteriza por su flora y fauna muy peculiar.
Gran parte de la variedad de especies que componen
la vegetacion de las lagunas son plantas acuaticas en-
démicas de México. Algunas de ellas se encuentran en
categoria de riesgo derivado de la pérdida y deterioro del
habitat (Sanchez-Reyes et al., 2012; Zepeda-Gomez et
al, 2012 ay b; Zepeda et al., 2014). La especie Sagittaria
macrophylla zucc. (Acuitlapalli) (Figura 1) en nahuatl sig-
nifica atl=agua, cuitlac=planta, tierra y palli=barro negro
(papa de agua), es una de las 19 especies acuaticas de la
familia Alismastaceae que habitan en México, y es una
planta emergente endémica que crece en zonas pPoco
profundas como charcas, zanjas y margenes de cuer-
pos de agua dulce (Zepeda y Lot, 2005), Esta especie es
conocida en México como “cola de pato’, “cucharilla”’,
“flecha de agua” y "hoja de flecha’. Crece entre los 2100
y los 2700 m de altitud, principalmente en la Ciudad de
México y los estados de Hidalgo, Jalisco, México y Mi-
choacan (Miranda, 2019).

Esta catalogada por la Norma Oficial Mexicana-059-SE-
MARNAT-2010 (SEMARNAT, 2010) como especie ame-

Tubérculo

Figura 1 Sagittaria macrophylla zucc. (A) parte aérea de la planta tallo y hoja,

(B) parte baja de la planta raices, tubérculos y estolones.
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nazada (A), debido a la reduccion y contaminacion de su
habitat. De acuerdo con Gonzalez et al. (2011) algunos
pobladores de San Pedro Tultepec de Quiroga, aun se
adentran a la laguna de Chimaliapan y la recolectan para
autoconsumo o comercializacion ya que esta especie
forma parte de la gastronomia de las poblaciones ribe-
refias pese a que la laguna se encuentre contaminada
(Viesca et al.,, 2011). Este tubérculo es relevante ya que
forma parte de la dieta de algunas especies animales
que habitan dentro de las lagunas como es el caso del
pato mexicano (Anais dazi) en la laguna de Chimaliapan
(Zepeda-Gomez et al, 2012 a y b). Una de las formas
de conservar especies que se encuentran en alguna
categoria de riesgo es mediante la propagacion in vi-
tro, de esta manera se puede preservar y multiplicar el
numero de individuos de una especie en particular en
un area reducida para que después se puedan reprodu-
cir naturalmente y mitigar la perdida de cierta especie.
En este tenor, se han logrado desarrollar protocolos de
propagacion mediante esta técnica en especies que
se encuentran en alguna categoria de riesgo, entre las
familias mas estudiadas estan Orchidaceae (Mencha-
ca et al, 2012; Azofeifa et al., 2019; Dolce et al., 2020),
Cactaceae (Téllez-Roman et al., 2017; Ramirez-Gonzales
et al., 2019), Nolinaceae (Flores et al., 2019; Reyes-Silva
etal, 2013; Martinez-Pefa et al., 2012). Se evalud un me-
todo de acondicionamiento y desinfeccion de Sagittaria
macrophylla zucc. (Alismataceae) de la Cienega de Ler-
ma, para su propagacion y conservacion en condiciones
de invernadero.

MATERIALES Y METODOS

Se obtuvieron cuatro plantas completas (planta madre)
donadas por los comuneros de la “Laguna Chima-
liapan” y sustrato de la laguna. Las plantas se trans-
portaron al invernadero de biotecnologia forestal
conjunto SEDAGRO Metepec Estado de México en
20 L de agua para su posterior manejo. En un inver-
nadero, las plantas se colocaron en tinas de aproxi-
madamente 1 X 0.5 m.

Acondicionamiento de las plantas

Para evaluar el acondicionamiento de las plantas se
evaluaron dos tipos de sustrato, el primero consistio
en una mezcla de suelo negro y agrolita en propor-
cion de 2:1, respectivamente (S1); el sequndo sustra-
to se considerd el control ya gue consistio en sedi-
mentos de la Ciénega del Rio Lerma (S2), posterior-
mente se les agrego agua hasta que los tubérculos
quedaran inundados, se dejaron en el invernadero
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durante 30 d con el objetivo de obtener nuevos brotes.

Desinfeccion del material vegetal

Se evalud un método de desinfeccion para obtener ma-
terial vegetal sano y micropropagarlo, para tal evaluacion
se establecio un disefio de bloques completos al azar
en el laboratorio de biotecnologia forestal en donde se
evaluaron dos tratamientos. El primero (T1) consistio en
lavados + etanol al 70% + cloro comercial, y el sequndo
(T2) consistid en lavados + microdin (plata coloidal) +
jabon liquido + etanol al 70% + cloro comercial (Cuadro
1) con ocho repeticiones cada uno. Las condiciones de
luz, oscuridad (fotoperiodo) representaron los bloques
del disefio experimental.

Las yemas axilares de los tubérculos (explantes) fueron
sembrados en condiciones asépticas en medio de culti-
vo Murashige y Skoog (1962) MS al 100% de la concen-
tracion de sus sales minerales, adicionado con 30 g Lt
de sacarosay 7 g de agar bacteriologico. Se ajusto pH a
57%x0.1y se esterilizo durante 15 min a una temperatu-
ra de 120 °C, para posteriormente evaluar el porcentaje
de contaminacion del material vegetal. Las siembras se
colocaron en el area de incubacion donde se les pro-
porciono un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de obscuridad
colocandolos en una caja completamente cerrada en el
mismo cuarto de incubacion a temperatura de 24-26 °C.

Analisis estadistico

Los variables para evaluar el acondicionamiento de las
plantas se establecio un disefio completamente al azar
con tres repeticiones. Las variables respuesta fueron el
numero vy longitud de brotes dependiendo del sustrato
empleado (S1 o S2). El modelo general lineal fue:

Y,-=y+T/+ej

en donde, Y; fue la variable respuesta del j-esimo trata-
miento, u la media, T; el i-esimo tratamiento y e; el error
experimental.

Para evaluar la desinfeccion de las plantas se estable-
cio un disefio de blogues completos al azar con ocho
repeticiones. Las variables que se evaluaron fueron el
porcentaje de contaminacion, contaminacion por hon-
gos (el explante es cubierto por un cuerpo algodonoso),
bacterias (aparicion de un cuerpo lechoso de olor féti-
do cubriendo el explante) y el porcentaje de oxidacion
del material (mas del 50% del explante toma un color
marrén-café). El modelo general lineal fue:

YU'=/L+T,‘+BJ'+€,'J'

en donde, Yj; fue la variable respuesta en el j-esimo tra-
tamiento y en el j-esimo bloque, u la media, T; el i-esimo
tratamiento, B, el j-esimo bloque y ej el error experimen-
tal. Se consideraron diferencias estadisticas significativas
entre tratamientos cuando (P<0.05), posteriormente se
realizd la prueba de comparacion de medias de Tukey
(Steel y Torrie, 1980) empleando The SAS System for
Windows 9.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las plantas madre en el invernadero comenzaron a pre-
sentar nuevos brotes a los 30 d después de haber sido
colocadas en los sustratos evaluados, en ambos sus-
tratos se observaron brotes. Se presentaron diferencias
estadisticas (P<0.05) entre S1y S2 (Figura 3). Aungue en
S2 se presentaron en promedio 2.58 brotes, los brotes
mas jovenes se vieron afectados por la necrosis cau-
sada por el tipo de sustrato (Figura 2). No se presenta-
ron diferencias estadisticas (P>0.05) para la longitud de
brotes.

Cuadro 1. Tratamientos de desinfeccion de material vegetativo de Sagittaria macrophylla zucc. para ser evaluadas en cultivo in vitro.

Tratamiento 1 Tratamiento 2

. Se enjuago el tubérculo a chorro de agua con jabon en polvo
y cepillo de dientes para eliminar el lodo

. Se dejo por 2 min en agitacion constante en etanol al 70% vy se
enjuago tres veces con agua destilada.

. Después se mantuvo en agitacion constante por 15 min en
cloro comercial (6%) al 30% v/v y enjuago tres veces con agua
destilada.

. Para finalizar, en campana de flujo laminar se lavaron cinco
veces con agua destilada esterilizada.

. Se enjuago el tubérculo a chorro de agua con jabon en polvo
y cepillo de dientes para eliminar el lodo.

. Por 30 min, se mantuvo en agitacion constante, con 100 mL
de agua destilada mas una gota de microdin comercial y dos
de jabon liquido, al finalizar se enjuago con agua destilada
tres veces.

. A continuacion, se dejo por 2 min en agitacion constante
en etanol al 70% y se enjuago tres veces con agua destilada.

. Se dejo en agitacion constante por 20 min en cloro comer-
cial (6%) al 30% v/v y enjuago tres veces con agua destilada.

. En campana de flujo laminar, se hicieron tres lavados con
agua destilada esterilizada.
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Figura 2. Brotes de Sagittaria macrophylla zucc después de 30 dias establecidas bajo condiciones
de invernadero. (A) Brote originado de un rizoma, (B) Brote en S1 (suelo negro y agrolita 2:1). C. Brote

en S2 (sustrato original de Laguna Chimaliapan).

Los brotes en S1 compuesto por suelo negro mas
agrolita, registro 24+0.24 brotes en promedio (Figu-
ra 3) y se observd una coloracion blanguecina en és-
tos (Figura 2). La longitud de los brotes en este trata-
miento incremento 0.38 cm en 30 d. Los brotes en S2
(compuesto por sedimento del sitio de recolecta de la
planta) presentaron reduccion en la longitud del bro-
te (0.23 cm) desde su emergencia conforme los dias
transcurrieron.

Se resalta que para S. macrophylla solo se encuentran
investigaciones de propagacion mediante el uso de
sustratos bajo condiciones ambientales de
invernadero (asexual), en este sentido, Miran- 2.80
da (2019) reporto que mediante la mezcla de
70% de composta elaborada con Eichhornia
crassipes y 30% de grava volcanica se logran
obtener hasta tres brotes por planta en 45 d, 2.50
resultados que son similares con los obteni-
dos en el presente estudio. Sdnchez-Reyes et
al. (2012), reportaron que plantas de S. macro-
phylla producen hojas con l@minas de mayor 2.20
superficie cuando son inundadas 5 c¢cm por
encima del sedimento.
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se presentaron diferencias esta-
disticas (P<0.0001) entre trata-
mientos de desinfeccion, pre-
sentando mayor contaminacion
el T1 con 93.75%, y menor en T2
(31.25%). En ambos tratamientos
se presentd la contaminacion
por hongos y bacterias, siendo
mas notable la contaminacion
por bacteria (Cuadro 2), los por-
centajes de contaminacion en
T2 fueron de 0% para hongo vy
31.25% en bacteria, presentando
los menores valores. Respecto
al porcentaje de oxidacion no se
presentaron diferencias estadisti-
cas (P>0.05) entre tratamientos
de desinfeccion, el T2 presen-
to menor oxidacion 19% que T1
(Cuadro 2).

Respecto al fotoperiodo en el
cuarto de incubacion, no se presentaron diferencias es-
tadisticas respecto al porcentaje de contaminacion y al
porcentaje de contaminacion por bacteria (Cuadro 2).
De acuerdo con la revision de literatura cientifica, no
existen investigaciones de cultivo in vitro en Sagittaria
macrophylla, los resultados obtenidos en el presente tra-
bajo son alentadores para investigar y evaluar su multipli-
cacion, enraizamiento y aclimatacion, similar al trabajo
reportado para Sagittaria latifoloa (Hoang, 2016) donde
se evaluo el metodo de propagacion in vitro mediante la
multiplicacion de tubérculos obteniendo de 2 a 3 brotes
por explante.

3.00 1
2.50 A
2.00 A

150

Longitud (cm)

1.00 A

0.50 A

0.00 -

Numero de brotes Longitud de brotes

Figura 3. Promedio del numero vy longitud de los brotes a partir de plantas madre
de Sagittaria macrophylla zucc. en invernadero durante 30 dias. S1, barra verde y S2,
barra café.



CONCLUSIONES

El acondicionamiento de plantas
madre de S. macrophylla es favo-
rable en condiciones de inverna-
dero en un sustrato compuesto
por suelo negro y agrolita 2:1
cuando este es inundado con 5
cm de agua. El tratamiento que
permite obtener hasta 2.58 bro-
tes y sanos por planta para ser

Martinez De la Cruz et al. (2020)

Cuadro 2. Promedios (n=16) de porcentajes de contaminacion general, hongo, bacteria y oxi-

dacion de Sagittaria macrophylla zucc para el establecimiento in vitro.

cultivados in vitro, fue desinfec-

cion enjuague a chorro de agua EEM.

con jabon en polvo, 30 min con

100 mL de agua destilada mas

una gota de microdin comercial

Contaminacion Bacterias Oxidacion

% A %
Luz
T 93 %A 12° 81° 25 %A
T2 31 B 0P z1b 19 bA
Oscuridad
T 622" 12° 50 @ 44 3
T2 62 oA ob 622 008

7 9 10

valor—p para:
tratamientos * Kxx %
fotoperiodo NS NS *xx

y dos de jabon liquido, 2 min en
agitacion constante en etanol al
70% vy 20 min en cloro comercial
(6%) al 30% v/v, sin tener un efec-
to del fotoperiodo en el cuarto de incubacion.

la media.
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