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Tratamiento pre-germinativo con láser Helio-Neón para favorecer crecimiento de plántulas de Stenocactus multicostatus.
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ResumEn 
La familia Cactaceae representa un grupo importante por su diversidad, propiedades medicinales, alimenticias y ornamentales (1). Los métodos aplicados hasta ahora para estimular su germinación, incluyen diferentes tipos de escarificación y aplicación exógena de reguladores de crecimiento (auxinas y giberelinas sintéticas) (2). Para contribuir a su  conservación se debe tomar en cuenta el lento crecimiento que estas presentan y las condiciones adversas a las que se sobreviven por lo que implementar procedimientos que favorezcan  el crecimiento de los individuos en los primeros meses de vida es fundamental para su crecimiento y desarrollo. La aplicación de métodos físicos, como el tratamiento pre-germinativo de semillas con láser Helio-Neón, tiene la ventaja de incrementar el crecimiento de las plantas (3). Por lo anterior el objetivo del presente trabajo fue aplicar dicho método y analizar su efecto sobre el crecimiento inicial de plántulas de Stenocactus multicostatus (Cactaceae), especie con potencial en diversos aspectos debido a su riqueza fitoquímica (4). Se utilizó un diseño estadístico de bloques al azar, con tres repeticiones, incluyendo diferentes frecuencias de irradiación láser He-Ne de baja intensidad (B: 60, C: 90, D: 120 y E: 150 segundos), longitud de onda 632.8 nm, potencia 10mW, comprendido en la zona del espectro de luz visible, y un control (A) sin irradiación. Se registraron los caracteres morfológicos: altura total, diámetro, longitud de raíz y peso fresco  de las plántulas provenientes de dichos experimentos. Los valores más altos se obtuvieron con 120 segundos de frecuencia. Para todos los caracteres se obtuvieron diferencias estadísticas significativas en el ANDEVA, con respecto al control. Se concluye un efecto positivo de la irradiación láser sobre el crecimiento de plántulas de S.multicostatus.
1. Introducción 
La gran diversidad y distribución de especies de cactáceas en México, la importancia ecológica que desempeñan en las zonas áridas y semiáridas, así como el papel económico que representan en el país por sus propiedades medicinales alimenticias y ornamentales (5,6) debería estar asociado con el estudio de  métodos que contribuyan a su conservación esto por el lento crecimiento que presentan y las condiciones adversas a las que sobreviven, como lo es la destrucción de sus hábitat natural provocado principalmente por el desarrollo de actividades agrícolas y ganaderas o por la demanda de las plantas para diversos fines (7). Por lo que implementar procedimientos que favorezcan  el crecimiento de los individuos en los primeros meses de vida es fundamental para su crecimiento y desarrollo. Cabe mencionar que algunas especies silvestres presentan dificultades para su propagación vegetativa, debido a la poca o nula producción de hijuelos, crecimiento lento, y en algunos casos el tamaño reducido de sus semillas y bajos índices de viabilidad (8). Los métodos aplicados hasta ahora para estimular la germinación de cactáceas, incluyen diferentes tipos de escarificación y aplicación exógena de reguladores de crecimiento (auxinas y giberelinas sintéticas) lo cual está documentado para algunas especies (9, 10,11). La aplicación de métodos físicos como el tratamiento pre-germinativo con láser Helio-Neón tiene la ventaja de inducir la germinación e incrementar favorablemente el crecimiento de las plantas (12), por tanto puede ser aplicado para proyectos de propagación y conservación de la especie ya que esta técnica favorece también la resistencia de las plantas y semillas frente a condiciones de estrés (13). En estudios previos se ha demostrado que las plantas provenientes de semillas irradiadas son menos susceptibles a  enfermedades y a otras condiciones ambientales desfavorables (14,15). En lo que se refiere a la productividad de los cultivares, también hay evidencias del efecto benéfico de la irradiación láser (16). Con base a lo anterior, en  el presente proyecto de investigación, se aplicó el pre-tratamiento láser Helio-Neón en semillas de S. multicostatus, especie con potencial en diversos campos de estudio por su riqueza fitoquímica, para posteriormente evaluar su efecto en el crecimiento inicial de las plántulas resultantes.
2. PARTE EXPERIMENTAL

Metodología.
Se seleccionaron semillas procedentes de frutos recolectados de Stenocactus multicostatus en sus diferentes áreas de distribución en la región Altos Norte de Jalisco. Las semillas fueron seleccionadas cuidadosamente bajo un microscopio estereoscópico de campo claro (STEMI 2000), siendo descartadas aquellas que mostraron algún daño visible a nivel de la testa (17). Se aplicó un diseño estadístico de bloques al azar con las diferentes frecuencias de aplicación, utilizando tres repeticiones de 40 semillas para cada una, además del control. Las frecuencias de irradiación fueron B-60, C-90, D-120 y E-150 segundos de aplicación laser He-Ne de baja intensidad (longitud de onda 632.8 nm, potencia 10mW), comprendido en la zona del espectro de luz visible, y un control (A). Se procedió a la siembra de semillas in vitro en cajas de petri estériles con agua destilada. Las variables ambientales (temperatura, porcentaje de humedad relativa e intensidad luminosa), durante los experimentos, se registraron con un datalogger DICKSON y un luxómetro portátil HANNA y tuvieron un promedio de 24.4 °C, 39%, 0.16 Lux, respectivamente. Las plántulas resultantes se colocaron en contenedores con una mezcla de agrolita y vermiculita (1:1) en un invernadero, con riego dos veces por semana con agua destilada. Se registraron los caracteres morfológicos del crecimiento inicial de las mismas al segundo mes de edad; dichos caracteres incluyeron: incremento en biomasa (peso fresco), altura total, diámetro basal y longitud de la raíz de la plántula, utilizando para ello un vernier digital MITUTOYO y una balanza analítica SCIENTECH 200. Los parámetros de la estadística descriptiva de las variables de crecimiento se determinaron mediante el procedimiento proc means y proc univariate, así como con una prueba de comparaciones múltiples de Tukey (P<0.001) con el programa de análisis estadístico SAS (18).
Resultados y discusión

El incremento en el tamaño de las plántulas provenientes de semillas irradiadas fue evidente, por ejemplo con las frecuencias D y E se observó un mayor crecimiento de la porción aérea y de la raíz (Fig.1). Para las plántulas control (sin irradiar) no se observan espinas ni aréolas a los dos meses de edad de la plántula, no hay diferenciación aún de epicótilo y la raíz principal es de menor longitud. Las plántulas cuya frecuencia de aplicación fue de 60 segundos (B), presentan aréolas en la región lateral y apical con espinas y un incremento en longitud de hipocótilo y epicótilo con respecto al control.  Por otro lado, con 90 segundos de aplicación se observan aréolas con espinas pequeñas en la parte apical, y el hipocótilo y epicótilo no muestran incremento notorio con respecto al control (Fig. 11). En contraste con la frecuencia D, en el que se observan aréolas en la región lateral y apical, con espinas alargadas sobre todo en la parte apical, así como un incremento notorio en la longitud del hipocótilo, epicótilo, de los cuales el hipocótilo está más alargado y delgado que el epicótilo, así mismo, se observan dos raíces principales alargadas. Por último con la frecuencia mayor aplicada (E), se observa una raíz principal un poco más gruesa que las de los otros tratamientos  y espinas pequeñas solo en el centro de la parte apical (Fig.1). Los resultados obtenidos de la estadística descriptiva y el ANDEVA, mostraron diferencias estadísticas significativas (Tukey, P< 0.001)  al comparar los valores de la media para los caracteres morfológicos (diámetro, altura total, longitud de raíz y peso fresco) de las plántulas procedentes de semillas irradiadas. El diámetro y peso fresco incrementaron de manera drástica con respecto al control. Destaca entre los valores más altos para todos los caracteres morfológicos el tratamiento de 120 segundos; en contraste, los valores más bajos se registraron en el Control. (Tabla 1). 
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Figura 1. Plántulas de Stenocactus multicostatus provenientes del experimento de germinación, a dos meses de edad. A-Control; B-60, C-90, D-120 y E-150 segundos de aplicación láser He-Ne. Escala = 1cm.
Tabla 1. Caracteres morfo-anatómicos de plántulas de Stenocactus multicostatus, provenientes de semillas irradiadas.
	Frecuencias
	ALTURA

(mm)
	DIAMETRO

(mm)
	RAIZ

(mm)
	PESO FRESCO

(mg)

	Control (A)
	7.36 ± 0.01
	2.62 ± 0.05
	4.97 ± 0.19
	0.14 ± 0.002 

	B
	8.23 ± 0.26
	3.23 ± 0
	5.36 ± 0.33
	0.043 ± 0.004

	C
	7.43 ± 0.19
	2.75 ± 0.06
	5.96 ± 0.17
	0.033 ± 0.008

	D
	10.14 ± 0.06
	5.93 ± 0.03
	6.68 ± 0.13
	0.045 ± 0.005

	E
	8.01 ± 0.28
	3.1 ± 0.19
	6.3 ± 0.16
	0.038 0.002




A-control, B-60, C-90, D-120 y C-150 segundos de aplicación láser He-Ne.
Nuestros hallazgos son similares a lo mencionado por Szajsner y Drozd (19) en sus estudios en cuatro cultivares de cebada y de Soliman y Harith (20) en Acacia farnesiana. Se conoce que las cactáceas globosas presentan semillas fotoblásticas positivas (21) por lo tanto, se podría sugerir  que la germinación fue probablemente inducida por la irradiación con láser He-Ne de 632.8 nm debido a que su longitud de onda se encuentra próxima a la longitud de onda de absorción de fitocromo rojo (Pr). El Pr es responsable de la transformación de la energía absorbida, éste es sintetizado en el citoplasma de la célula en ausencia de luz y al ser estimulado con luz roja (irradiación láser He-Ne), éste se convierte en fitocromo rojo lejano (Pfr) y migra al núcleo donde se cree que puede tener interacción con proteínas nucleares,  modulando así, la transcripción de genes responsables de la síntesis de reguladores de crecimiento endógenos como auxinas y giberelinas. Cabe mencionar además que Metwally y col. (22), sugieren que la irradiación láser promueve la biosíntesis de giberelinas, y estas pueden causar la elongación celular por inducción de enzimas que debilitan las pared celular de la semilla promoviendo así la germinación, así mismo Hwida (23) menciona que la mejora en la formación de giberelinas fomenta la liberación de IAA, promoviendo entonces el crecimiento de las raíces y estas  su vez incrementan la captación de nutrientes y agua. Lo cual se refleja en crecimiento de la plántula y su estructura anatómica.
3. CONCLUSIONES
· El tratamiento pre-germinativo de semillas con irradiación láser He-Ne (632.8 nm) tiene un efecto favorable sobre el crecimiento de plántulas de Stenocactus multicostatus.
· Particularmente el diámetro y el peso fresco tuvieron un incremento notable por efecto de la irradiación láser He-Ne.
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