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RESUMEN

Echinocactus grusonii especie endémica de México en la regién de Zimapan,
Hidalgo, se encuentra en seria amenaza de desaparecer debido a su sobrecolecta
y comercializacion internacional por su gran valor ornamental.

Explantes longitudinales de Echinocactus grusonii se colocaron en medio MS
(Murashige y Skoog, 1962) adicionado con tres diferentes citocininas, N°
benciladenina (BA), N°- 2, isopentenil adenina (2iP) y kinetina (K) a diferentes
concentraciones (1, 2 y 3 mg/l) y un tratamiento control. Los explantes en medio
suplementado con BA presentaron la mayor produccién de brotes, seguidos por
2iP y K. Sin embargo, los tratamientos de BA obtuvieron cerca del 50% de brotes
con alguna anormalidad. Se establecié que la concentracién y la citocinina mas
adecuada fue 2iP 3 mg/l, al obtener 280 brotes en total y 3.11 brotes por explante.
Los brotes obtenidos se enraizaron en medio MS basal (sin reguladores de
crecimiento), observando el desarrollo de raices después de 15 dias. Los brotes
enraizados se aclimatizaron por dos vias: 1) Aclimatizacion previa in vitro y 2)
Aclimatizacién directa a sustrato (aclimatizacion ex vitro). La aclimatizacion ex
vitro fue mas efectiva para el desarrollo y crecimiento en diametro y altura de los
brotes. Sin embargo, los brotes que primero pasaron por una fase de
aclimatizacién previa in vitro obtuvieron mayor porcentaje de sobrevivencia que

aquellos en el tratamiento de sustrato.

Finalmente se logré realizar la micropropagacion de E. grusonii y se

establecieron los brotes obtenidos in vitro a condiciones ex vitro.
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I. INTRODUCCION

Las zonas aridas y semiaridas de la Republica Mexicana, se encuentran
habitadas en gran parte por la familia Cactaceae, la cual actualmente en México
esta compuesta por 74 géneros y 946 especies, teniendo aproximadamente 239
subespecies, con un nivel de endemismo del 82.6% (Villasefior, 2003). Sin
embargo, se ha presentado la desaparicion de muchas cactaceas debido a su
distribucién restringida, destruccién o fragmentacién de sus poblaciones y
ambientes naturales, asi como a la excesiva colecta de ejemplares por
coleccionistas y cactofilos, que buscan estas extraordinarias plantas por su gran
valor comercial (Becerra, 2000). Por lo que algunos de los integrantes de esta
gran familia (285 especies) se incluyen dentro de la Norma Oficial Mexicana
(NOM-059-ECOL-2001) (SEMARNAT, 2002).

Echinocactus grusonii, cactadcea endémica de México esta en la categoria
de peligro de extincién “P”, seguin la NOM debido principalmente a la sobrecolecta
y destruccion de su habitat; por lo anterior es necesario desarrollar estrategias
para su conservacion. Las Técnicas del Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV), son
una opcién viable de conservacion ex situ y se han venido trabajando desde la
década de los setentas y en la actualidad con ellas se han logrado resultados

favorables.

Los trabajos reportados sobre la propagacion in vitro de E. grusonii son
pocos y en algunos de ellos no se llego al establecimiento ex vitro e incluso no se
logr6 la micropropagaciéon. Por lo que en el presente trabajo se aplicé la
metodologia desarrollada por Rosas-Lopez (2002) y Saby et al. (2004) para el
establecimiento y propagacién in vitro de Echinocactus platyacanthus, para
determinar si miembros del mismo género pueden responder de manera similar
ante las mismas concentraciones de reguladores de crecimiento, al emplear y
evaluar tres reguladores de crecimiento pertenecientes al grupo de las citocininas
(BA, K'y 2iP), en la obtencidén de regenerantes para lograr la micropropagacion de

E. grusonii.
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Il ANTECEDENTES

1. Generalidades de cactaceas

Las cactaceas son plantas que han desarrollado adaptaciones, las cuales les
permiten enfrentar las adversas condiciones climaticas de las zonas é&ridas y
semiaridas donde cerca del 70% de los cactos se distribuyen; siendo los

elementos dominantes de la vegetacion (Becerra, 2000).

A lo largo de su evolucion y adaptacion a las condiciones climaticas, las
cactaceas transformaron su morfologia vy fisiologia, perdieron sus hojas (excepto
Pereskioideae) mostrando grandes modificaciones de estas en forma de espinas,
las cuales al igual que los pelos refrigerantes ayudan a desalentar a los
herbivoros, ademas de ayudar a disminuir el calor provocado por la incidencia de
los rayos solares. Los cactos presentan varios tipos de tallos suculentos (globoso
o0 columnar, grandes o pequefios), que les permite almacenar y conservar
grandes cantidades de agua, con el gran desarrollo de los parénquimas
responsables de la suculencia y con la existencia de una cuticula gruesa
impermeable se evita la pérdida de agua por evapotraspiracion. Sus flores son
pequenas o grandes, de diversos colores y sus raices largas, ramificadas y
superficiales les ayudan en la captacién de agua en las ocasionales lluvias o de la
condensaciéon de la humedad atmosférica que ocurre por las noches. Presentan
un metabolismo conocido como Metabolismo Acido de las Crasulaceas (CAM por
sus siglas en inglés); realizan los procesos fotosintéticos durante la noche cuando
la temperatura es menor, evitando asi la desecacién (Bravo-Hollis, 1978; Chazaro
et al., 2001; Anderson, 2001; Landrum, 2002, Hernandez, 2006).

Por todas estas caracteristicas las cactaceas son un grupo de plantas con
un gran valor ornamental, haciendo de ellas hoy en dia, las plantas mas
codiciadas del planeta (Becerra, 2000).

Las cactaceas endémicas de América, se encuentran principalmente en
zonas aridas y semiaridas; se distribuyen desde Peace River en el norte de

Canada, a 59° de Latitud Norte, hasta la Patagonia en Argentina, a 52° de Latitud
2.
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Sur (Bravo-Hollis y Scheinvar, 1999). Esta gran familia se ha adaptado a los
diversos tipos de vegetacidon excepto a la acuatica; alcanzando su maximo
desarrollo en los matorrales xerdéfilos (Fitz y Anderson, 1997), donde las
condiciones de aridez son mas o menos extremas (Bravo-Hollis y Scheinvar,
1999).

Hernandez y Godinez (1994) reportan que México concentra dentro de su
territorio 48 géneros y 563 especies de cactaceas, presentando un elevado
endemismo a nivel genérico y especifico (783 y 78% respectivamente).
Recientemente, Villasefior (2003) reportd que ésta familia mundialmente registra
alrededor de 100 géneros de los cuales 74 se presentan en México, por lo que del
total de especies, del 50 al 70% se localizan en nuestro pais (946 de 1,500
especies a nivel mundial), ademas de tener 239 variedades o0 subespecies. La
familia Cactaceae es la quinta familia con el mayor nimero de especies nativas
en la flora de México, con un endemismo del 82.6%. Las principales regiones
desérticas donde este grupo se distribuye en México son: Desierto Chihuahuense
(subregion principal, meridional y este), Desierto Sonorense y Valle de Tehuacan-
Cuicatlan (Fitz y Anderson, 1997; Hernandez, 2006).

2. Problemas de conservacion

La problematica de la proteccion y conservacion de las cactaceas es muy
compleja, ya que la mayoria de las especies que se encuentran amenazadas
pertenecen a poblaciones pequenas, de distribucién restringida; o son especies
recientemente descubiertas por la ciencia, por o que se conoce muy poco de su
biologia. Aunado a esto, la cactofilia se ha convertido en una seria amenaza para
la familia; el saqueo indiscriminado de especies cada vez se hace mas intenso, lo

que aumenta la vulnerabilidad de las especies y el riesgo de extincion.

Las grandes amenazas en las poblaciones de plantas generalmente se dan
por cambio de uso del suelo con fines urbanos o agricolas. Fitz y Anderson (1997)
sefalan como ejemplo a Ariocarpus kotschoubeyanus y A. agavoides cuyos
habitats (San Luis Potosi y Tula Tamaulipas respectivamente) se han visto

amenazados por la conversion de la tierra a uso agricola y por la expansion de un
-3
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tiradero municipal. Otro ejemplo es la construccion de una autopista que abarca
desde la cuidad de México hasta Oaxaca y atraviesa por el Valle de Tehuacan-
Cuicatlan (Puebla y Oaxaca), con la que se destruy6 parte del habitat de algunas
suculentas (Cephalocereus columna trajani, Agave titanota'y Fouquieria purpussi).
Asi mismo las cactaceas se ven amenazadas por los problemas que acompanan
al desarrollo econémico tales como la contaminacién industrial, residencial,
vehicular, la desviacién del agua natural y la erosién del suelo (Fitz y Anderson,
1997).

Recientemente Pulido (2006) integrante de la Sociedad Mexicana de
Cactologia, AC, denunci6 la destruccion de una extensa zona de cactaceas
endémicas oaxaquefnas en la Reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan,
encontrando la pérdida de grandes cantidades de cactaceas columnares y
globosas (p.ej. Mammillaria huitzilopochtli), debido a la introduccién de maquinaria
pesada y dinamita, eliminando pefiascos completos, tan sélo por la ampliacion de
la carretera que va desde San Juan Bautista Cuicatlan a la poblacion de
Concepcién Papalo. Dejando ver la falta de respeto de las autoridades y
constructores hacia los ecosistemas protegidos.

Hernandez y Godinez (1994) sefialan que en México hay zonas donde se
encuentran un gran numero de cactaceas amenazadas, entre ellas el Desierto
Chihuahuense y la zona Arida Queretano-Hidalguense, particularmente en los
estados de Coahuila con 29 especies amenazadas, San Luis Potosi con 26 spp,
Tamaulipas con 25 spp, Nuevo Ledn con 24 spp, Querétaro con 20 spp e Hidalgo
con 18 spp amenazadas. Esto quiza debido al continuo empleo de las cactaceas
ya sea como alimento, medicinal, forraje, combustible, construccion, ornamental,
entre otros, lo cual dara como resultado la declinacién dramatica de la densidad

poblacional de estas especies (Fitz y Anderson, 1997).

Colecta y comercio legal e ilegal
El uso de las cactaceas como plantas de ornato se debe a la gran rareza y
particular belleza que presentan los miembros de esta familia. Esto por el hecho

de que las cactaceas se hibridizan facilmente, lo cual ha introducido una gran
-4 -
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variabilidad morfolégica (Dominguez y Dominguez, 1976), y pese a esta ventaja,
se ha generado para el grupo una gran demanda de propagacion, importacion y

comercio de especies de manera legal e ilegal.

Benitez y Davila (2002) sefialan que el saqueo de plantas y semillas en
cactaceas, esta principalmente encaminado a satisfacer la demanda del mercado
internacional especialmente de Estados Unidos, Jap6n y varios paises europeos.
Challenger (1998) reporté que tan soélo de los ecosistemas aridos del norte de
México, por afo se extraen 100,000 ejemplares que son enviados a Estados
Unidos. También comenta que en 1989, se exportaron a este pais 75,183 cactos
vivos, de los cuales 35,000 eran especies consideradas en peligro de extincién,
raras o sobreexplotadas (Fisher y Campbell, 1990, citados por Challenger, 1998).
No obstante entre 1990 y 1991, la aduana de México evito la exportacion ilegal de
700,000 cactos, confiscando 30,000 de ellos en tan sélo un dia (Aridjis, 1991,
citado por Challenger, 1998). Becerra (2000), menciona que compradores
japoneses en el afno 1994 pagaron precios muy elevados por cactos como
Geohintonia mexicana o Aztekium hintonii, al ofrecer 2,000 délares por tan sélo un

ejemplar.

Andrew (2002) sefalé que cerca del 38% de las 1,500 cactaceas conocidas
en la actualidad se encuentran amenazadas, principalmente por la
sobreexplotacion; ademas menciona que el mercado internacional de plantas
ornamentales es desarrollado a partir de plantas propagadas, exportando México
mas de 50,000 cactaceas anualmente; aunque la mayoria de ellas son colectadas
en su medio natural y exportadas ilegalmente. En 1997 Fitz y Anderson reportaron
que Astrophytum asterias y Mammillaria herrerae son un ejemplo de la
sobrecolecta a la que son sometidas las especies de esta familia, donde en las
poblaciones rurales locales se realiza la venta de plantas a los extranjeros,
extrayéndolas en cantidades excesivas, sin destinar parte de las ganancias a su

conservacion, propagacion o restauracion en su ambiente natural.

Por si fuera poco con el avance de la tecnologia la venta de cactaceas

también se realiza via internet; como lo explican Benitez y Davila (2002), que
-5-
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durante una investigacidbn por esta via realizada por la autoridad cientifica
mexicana, se encontr6 la existencia de 19 proveedores internacionales
provenientes de 8 paises, los cuales realizaban la venta de al menos 531
especies de cactaceas mexicanas pertenecientes a géneros como:
Acanthocereus, @ Acharagma,  Ancistrocactus,  Aporocactus,  Ariocarpus,
Astrophytum, Aztekium, Carnegiea, Cephalocereus, Coryphanta, Echinocactus,
Echinocereus, Epiphyllum, Ferocactus, Leuchtenbergia, Lophophora, Mammillaria,
Melocactus, Opuntia, Pachycereus, Pereskiopsis, Polaskia, Rhipsalis,

Stenocereus y Turbinicarpus, entre otros.

En la actualidad en el comercio internacional de cactaceas México ocupa el
quinto lugar, ya que de las 329 especies de cactos encontrados tan solo en el
Desierto Chihuahuense, mas de 300 son comercializadas legalmente fuera del
pais, principalmente en Estados Unidos, el Reino Unido, Alemania y Suecia.
Mientras que México sélo comercializa el 27.7% de las especies encontradas en

esta region (Barcenas, 2006).

3. Propagacion convencional

Por el creciente deterioro del que han venido siendo objeto las cactaceas
(extraccion ilegal, uso irracional, destruccion de su habitat, enfermedades y
depredacion, entre otros), surge la necesidad de crear estrategias enfocadas a la

conservacion, proteccidn y recuperacion de estas especies.

Una estrategia es la propagacién convencional, via sexual (semilla): la cual
implica la recombinacién genética proporcionando variabilidad fenotipica. Para
algunas cactaceas este método es poco satisfactorio ya que presentan una baja
produccién de semillas, ademas de que cierto porcentaje pueden no ser viables; y
via asexual: en la cual no existe la recombinacién genética existiendo la
desventaja de perder la diversidad genética. Este tipo de propagacion puede ser
mediante esquejes, vastagos e injertos. El método de esquejes es util en nopales,
organos y epifitas, y el de vastagos es muy comun en plantas globosas que
forman clones, como Mammillaria, Coryphantha, Notocactus, etc. En ambos

-6-
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casos la propagacion se realiza fragmentando las plantas (esquejes) o separando
los brotes (vastagos), dejando que cicatricen para posteriormente sembrarse.

En el caso de los injertos esta técnica se emplea para acelerar el
crecimiento de las especies y salvar plantas que han perdido su sistema radicular;
primero se toma la planta patron y se corta transversalmente su tallo. La planta a
injertar se corta transversalmente por la parte inferior y esta ultima se coloca
sobre el cilindro central de la planta patron presionando ligeramente, de manera
que el mucilago de ambos los pegue (Bravo-Hollis y Scheinvar, 1999). Sin
embargo, cabe mencionar que la propagacion de cactaceas por medio de estas
técnicas convencionales presenta desventajas al requerir de labores intensivas de
trabajo y al obtener una productividad limitada, muchas veces controlada por la
época o estacion (Collin y Edwards, 1998). Aunado a esto, la conservacion de las
cactaceas se ve limitada por factores como un crecimiento extremadamente lento,
baja capacidad de recuperacion de las poblaciones naturales, deficiencia en los
sistemas de multiplicacién por semilla en su ambiente natural y su susceptibilidad
a la depedracion (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991; Becerra, 2000).

Ademas de que en etapas tempranas del desarrollo es necesario el cobijo
de una planta nodriza que les proporcione sombra, atenuando la radiaciéon solar
contribuyendo a su establecimiento y reduciendo la mortalidad (Bravo-Hollis y
Sanchez-Mejorada, 1991; Peters y Martorell, 1999). Por lo anterior una estrategia
importante y necesaria para la conservacion de cactaceas, es lograr la
reproduccion de especies de manera segura, mediante el uso del Cultivo de
Tejidos Vegetales.

4. Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV) como estrategia de conservacion

Inicialmente las técnicas del Cultivo de Tejidos Vegetales se desarrollaron como
un medio rapido y exitoso para propagar asexualmente especies de interés
horticola, agricola, forestal (Collin y Edwars, 1998) o especies con fines
ornamentales como las orquideas (Mauseth, 1977), sin embargo, en la actualidad
se emplea para una gran cantidad de especies ya sea para Su comercio,

conservacion o investigacion.
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El CTV permite el establecimiento, regeneracién y desarrollo de cualquier
parte de una planta a partir de una simple célula hasta un érgano completo
(Pérez-Molphe-Balch et al., 1999), ya sea de 4pices de raiz y de tallo, primordios
de hoja, flores, frutos inmaduros, érganos aislados, embriones maduros o
inmaduros, segmentos de tallo y hoja y algunas veces ovarios, 6vulos, anteras y
polen, cultivando el tejido en condiciones asépticas, controladas y en medios
nutritivos adecuados (Evans, 1990; Merino, 1991; Doods y Roberts, 1995;
Jiménez, 1998; Pérez-Molphe-Balch et al., 1999).

En el siglo XIX, Haberlandt (1902) cultivd células aisladas de plantas y
postuld el principio de la “Totipotencialidad celular”, donde a cualquier célula si se
le provee de las condiciones nutricionales adecuadas es capaz de regenerar una
planta completa (Brown y Charlwood, 1990; Doods y Roberts, 1995); siendo esto
la base teédrica de los métodos y técnicas de cultivo actuales (Jiménez, 1998;
Pérez-Molphe-Balch et al, 1999). En el proceso de regeneracidn se ven
implicados factores genéticos, fisioldgicos y bioquimicos; ademas de
requerimientos nutritivos como sales organicas ya sean macro y micronutrientes,
vitaminas, aminoacidos, reguladores de crecimiento principalmente auxinas vy
citocininas. En las técnicas del cultivo de tejidos se han empleado diversos
medios de cultivo para la propagacién de muchas especies, siendo algunos de
ellos el medio Knudson C, White, Vaciny Went, Murashige y Skoog, entre otros
(Starling y Dodds, 1983).

Este ultimo, fue formulado en 1962 por Murashige y Skoog y con el cual fue
posible establecer el cultivo y obtener un rapido crecimiento de células de Tabaco
(Nicotina tabacum) (Murashige y Skoog, 1962). Este medio es conocido como
“MS” (por las iniciales de los investigadores) y consiste en una solucién de sales
minerales (alta concentracion de nitrégeno), vitaminas, fuente de carbono, y
hormonas (Murashige y Skoog, 1962; Starling y Dodds, 1983; Merino, 1991;
Debergh et al., 1994). Estos nutrientes minerales son los esenciales que permiten
el crecimiento y desarrollo de una planta in vivo y por lo tanto cumple con las

caracteristicas apropiadas para que en él se germinen y cultiven una gran
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cantidad de tejidos de diferente especies (Pérez-Molphe-Balch et al.,, 1999;
Anicua y Rivas, 2000).

En la actualidad el medio MS es el mas usado y se le atribuye un gran
potencial para soportar todas las fases de la organogénesis en algunas cactaceas
(Johnson y Emino, 1979; Mauseth, 1979). Para el CTV es importante la fuente de
material vegetal o explante a utilizar (Collin y Edwards, 1998). Un explante es todo
aquel o6rgano, tejido o segmento (semilla, embrién, hoja, tallo, cotiledén, raiz u
organo reproductor), que es utilizado para el inicio del cultivo (Chavez, 1997,
citado por Anicua y Rivas, 2000; Pérez-Molphe-Balch et al., 1999).

4.1.Reguladores de Crecimiento Vegetal (RCV)
Un elemento importante en el CTV son los “Reguladores de Crecimiento Vegetal”,
estos se definen como compuestos sintéticos que actian como hormona vegetal
natural. Las hormonas vegetales son un grupo de compuestos organicos
vegetales naturales, que actian en pequenas cantidades y que estimulan, inhiben
o modifican diversos procesos fisiol6gicos de las plantas (Hill, 1977; Davies, 1990;
Gaspar et al., 1996).

Existen 5 clases de hormonas vegetales reconocidas: Auxinas, Acido
abscisico, Citocininas, Etileno y Giberelinas (Gaspar et al., 1996). Los reguladores
de crecimiento mas usados en el CTV son las Auxinas y las Citocininas (Hu y
Wang, 1983; Brown y Charlwood, 1990; Fakhrai y Fakhrai, 1990; Gratton y Fay,
1990; Stepan-Sarkissian, 1990; Barba, 1991a).

Auxinas

Las auxinas principalmente estimulan el alargamiento celular y el crecimiento en
espesor de los tallos, la diferenciacion de las raices (rizogénesis) (Olguin, 1994),
la diferenciacion del tejido vascular (xilema y floema), el desarrollo de las partes
florales, retardan la senescencia de las hojas y suprimen el crecimiento de las
yemas laterales (Bidwell, 1990). Sin embargo, cuando se combinan con
citocininas estimulan la division celular (Davies, 1990). Se sintetizan y localizan
principalmente en los meristemos apicales y se transportan generalmente hacia

su base (transporte basipétalo) (Bidwell, 1990; Olguin, 1994). La principal auxina
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natural presente en muchas plantas es el Acido Indolacético (AIA). (Hill, 1977;
Barba, 1991a; Gaspar et al., 1996; PospiSilova, 2003).

Los tipos de auxinas mas comunes y de mayor uso que podemos encontrar
en el cultivo de tejidos son AIB (acido indolbutirico), AIA (acido indolacético), ANA
(acido a naftalenacético) y 2,4-D (2, 4- diclorofenoxiacético) (Hu y Wang, 1983;
Davies, 1990). De acuerdo con George y Sherrington (1984) y Gaspar et al.
(1996) este ultimo se ha empleado para la inoculacion de callos, cultivos en
suspensioén y principalmente para la embriogénesis somatica, mientras que AlA 'y
ANA se utilizan con mayor frecuencia para la induccion de raices en plantulas
generadas in vitro. Aunque para la obtencién de una respuesta morfogenética
dentro del cultivo in vitro las auxinas pueden ser necesarias en muy bajas
concentraciones o bien, la proliferacion de brotes puede proceder en ausencia de
ellas (Olguin, 1994).

Citocininas

Las citocininas son derivados de la adenina y su biosintesis ocurre en la punta de
la raiz; siendo la Zeatina (Z) la principal citocinina en las plantas, seguida por la
IPA (isopentenil adenina) que se forma naturalmente en las plantas aunque es
menos abundante (Bidwell, 1990; Burch y McGaw, 2000; PospiSilova, 2003). Las
citocininas se liberan a partir de su lugar de sintesis (apices de las raices) y se
transportan via xilema (transporte acropétalo) a través de los brotes hacia las
hojas donde se produce una rapida absorcién. Estas hormonas se caracterizan
principalmente por la habilidad para promover la divisién celular, ademas de otros
efectos como el alargamiento celular, previenen o retardan la senescencia de los
organos como las hojas, contrarrestan el letargo y se ha demostrado que
estimulan la formacién del xilema. Asi mismo hay evidencia de que las citocininas
se pueden encontrar en tejidos de crecimiento activo, como las hojas jovenes,
yemas apicales y semillas en desarrollo, aunque predominan en las raices
(Bidwell, 1990; Davies, 1990; Olguin, 1994; Gaspar et al., 1996; Burch y McGaw,
2000; Pospisilova, 20083).
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A pesar de que las auxinas suprimen el crecimiento de las yemas laterales
(Bidwell, 1990), las citocininas producen el crecimiento de yemas laterales
liberando a estas de la dominancia apical. Incluso en algunas especies, las
citocininas pueden aumentar la abertura estomatica ayudando al desarrollo de
cloroplastos (Davies, 1990). Incluso cuando se aplica ex6genamente puede
producir el reverdecimiento de las hojas cuando estdn amarillentas (Burch vy
McGaw, 2000). Dentro de este grupo encontramos citocininas como: Zeatina (2),
N®- 2 isopentenil adenina (2iP), N® Benciladenina (BA 6 BAP) y Kinetina (K). De
las cuales segun Burch y McGaw (2000) el 2iP y BA son citocininas muy activas
cuando se aplican exdgenamente (Pospisilova, 2003).

En el cultivo de tejidos la aplicacién de citocininas al medio de cultivo
induce la divisién celular, ademas de promover la morfogénesis formando brotes o
yemas (Davies, 1990; Burch y McGaw, 2000). Aunque la incapacidad de un brote
para formar raices (enraizar) en un medio carente de hormonas, quiza se deba a
un efecto inhibitorio, inducido por la elevada concentracion de citocininas
(Schmulling et al., 1989, citados por Burch y McGaw, 2000). Asi mismo las
citocininas combinadas con auxinas en concentraciones muy bajas permiten
activar las yemas axilares. Cabe mencionar que los niveles tanto de auxinas como
de citocininas son de suma importancia en el proceso de crecimiento u obtencién
de resultados y pueden ser especificos dependiendo de la especie con la que se
trabaje (Starling y Dodds, 1983; Fakhrai y Fakhrai, 1990; Olguin, 1994). Por otra
parte Gaspar et al. (1996), sefialan que los efectos que presentan tanto los
reguladores de crecimiento vegetal naturales como los sintéticos, son raramente
especificos, e influyen en el desarrollo y crecimiento. Sin embargo, en cultivo in
vitro la respuesta de las células, tejidos y oOrganos, pude variar con las
condiciones del cultivo, tipo de explante y genotipo.

4.2.Respuestas morfogenéticas
Los tejidos vegetales in vitro pueden producir diversas respuestas
morfogenéticas, dependiendo del tipo y edad del explante utilizado, el medio de
cultivo y los RCV adicionados. Las principales rutas son: organogénesis y

embriogénesis (Jiménez, 1998; Segura, 2000).
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Organogénesis

Se refiere a la génesis de novo de un 6rgano vegetal, a partir de tejido
meristematico o no meristematico (Schwarz y Beaty, 2000). Es un evento
caracterizado por un desarrollo de un primordio unipolar (tallo o raiz), a partir de
una yema, con su continuo desarrollo formando un brote, existiendo siempre la
conexion entre este y el tejido paterno (Jiménez, 1998; Segura, 2000). Cuando los
brotes obtenidos se forman directamente del explante, se dice que se
desarrollaron via organogénesis directa y se llama organogénesis indirecta
cuando los brotes se obtienen a través de una etapa intermedia de callo (Jiménez,
1998; Schwarz y Beaty, 2000). El callo es un tejido determinado y diferenciado, el
cual se desdiferencia ante la presencia de reguladores en el medio de cultivo,
presentando una proliferacién continua, acelerada y de apariencia desorganizada,
dando origen a una masa amorfa de tejidos (Barba, 1991b; Goémez, 1998a).

Embriogénesis

En la embriogénesis somatica los embriones no son el producto de la fusiéon de
gametos, pero son estructuras bipolares que tienen un eje apical-radical (brote y
raiz), aislados por un tejido epidérmico y no poseen conexion vascular con el
tejido materno (Jiménez, 1998; Segura, 2000). Estos embriones deben ser
capaces de crecer y formar plantas normales. Al igual que la organogénesis, la
embriogénesis somatica puede formarse via directa o indirecta, es decir por
ausencia o presencia de una etapa intermedia de callo, respectivamente (Gdémez,
1998b). Aunque la expresion de una determinada respuesta in vitro (regeneracién
de raices, tallos o embriogénesis) estd dada por la interaccion de numerosos
factores, tales como el genotipo de la planta donadora, tipo de explante y estado
fisiolégico, composicion quimica del medio nutritivo y ambiente del cultivo
(Ammirato, 1986; Brown y Thorpe, 1986, citados por Segura, 2000). Sin embargo,
los reguladores de crecimiento desempefan un papel fundamental en el control
de la morfogénesis, y generalmente una concentracion alta de auxinas en relacién
a las citocininas promueven la formacion de callo y raices, y una concentracidén
alta de citocininas respecto a las auxinas induce la formacién de brotes, aunque el
desarrollo de callo puede ocurrir en un amplio rango de concentraciones de RCV

(George y Sherrington, 1984).
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De manera general estas técnicas presentan una herramienta para
estudios sobre fisiologia, bioquimica, mejoramiento genético e ingenieria
genética, obteniendo plantas libores de patdgenos, la propagacion masiva, la
conservacion de germoplasma y la produccion de metabolitos secundarios
(Strauch, 1989; Jiménez, 1998; Pérez-Molphe-Balch et al.,, 1999). Ademas de
permitir una multiplicacién rapida y eficaz de las plantas haciendo posible

disponer de ellas en cualquier momento (Jiménez, 1998).

4.3.Micropropagacion
La micropropagacion es quiza la técnica dentro CTV mas empleada para plantas
de interés horticola, ornamental, entre otros (Hu y Wang, 1983; Debergh, 1987;
Evans, 1990). Este método se basa en la obtencién del mayor nimero de plantas
posibles, con caracteristicas uniformes, libres de enfermedades, en cualquier
época del afo y a partir de tan sélo una pequefia porcién de tejido (explante
inicial), principalmente si se trata de una especie rara 0 amenazada (Hu y Wang,
1983; Collin y Edwards, 1998). El proceso de micropropagaciéon consta de 5

etapas:

e Etapa 0: Seleccion y preparacion de la planta madre.

En esta etapa se selecciona la planta madre adecuada que sera utilizada como
fuente de explante, la cual debe cumplir con condiciones fitosanitarias y
fisiolégicas optimas, para reducir la probabilidad de enfermedades o algun tipo de
contaminacién (Debergh, 1987; Kane, 2000).

e FEtapa I: Establecimiento de cultivos asépticos

Se requiere establecer un cultivo libre de contaminaciéon microbiana, bacterial o
viral siendo esta la base para la etapa Il de Multiplicacién. En esta etapa se
realiza la desinfeccion del material vegetal, lo cual permite el establecimiento del
cultivo e inicio de la propagacion, contrarrestando o eliminando la contaminacion,
principalmente por bacterias. Este paso permite evitar la pérdida no sé6lo de una
sino de muchas plantas (Debergh, 1987; Collin y Edwards, 1998). Una vez

desinfectado el material inicial se cultiva y mantiene en condiciones de asepsia.
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Dentro del cultivo de tejidos en cactaceas se han empleado diferentes tipos
de explantes provenientes de tallo o cuerpo de la planta ya sea in vivo o in vitro,
disectando de diferentes maneras posibles para obtener explantes longitudinales
(Machado y Prioli, 1996; Mata et al., 2001), laterales (Frias, 1989; Castro-Gallo et
al., 2002; Santos-Diaz et al., 2003), apicales (Castro-Gallo et al., 2002; Pérez-
Molphe-Balch y Davila-Figueroa, 2002), basales (Papafotiou et al., 2001; Giusti et
al., 2002), transversales (Castro-Gallo et al., 2002) o tubérculos (Escobedo et al.,
2002), aréolas (Anicua y Rivas, 2000; Castro-Gallo et al., 2002; Martinez et al.,
2002) o médula (Kélar et al., 1976 citado por Olguin, 1994).

e Etapa II: Multiplicacion de brotes

Esta etapa requiere la adicion de reguladores de crecimiento. Gratton y Fay
(1990), mencionan que el principio basico en el cual el método de la propagacion
se basa, es la induccion de la formacién de brotes, usando medios que contengan
reguladores que promueven el crecimiento tales como las auxinas y citocininas
(Hu y Wang, 1983; Starling y Dodds, 1983; Brown y Charlwood, 1990; Olguin,
1994; Gaspar et al., 1996; Orellana, 1998; Kane, 2000).

Considerando que estos dos reguladores y la interaccion de ambos son de
suma importancia para regular el incremento y crecimiento organizado en el
cultivo de células y 6rganos vegetales (Gaspar et al., 1996). Como sucedi6 con la
propagacion de Epithelantha micromeris, donde Velazquez y Soltero (2001)
emplearon la combinacién de citocininas y auxinas como: 2iP 4 mg/l con 0.20 mg/I
de ANA vy lograron obtener 14.75 brotes por explante, en Astrophytum
myrisotigma y Mammillaria uncinata Pérez-Molphe-Balch et al. (1998) obtuvieron
9.23 y 17.50 brotes por explante al emplear BA 1 mg/l con ANA 0.01 mg/l. aunque
para especies como Echinofossulocactus sp., M. candida y Stenocactus
coptonogonus el empleo de citocininas en ausencia de auxinas (BA 1 mg/l) resulto
favorable para la produccion de brotes formando 12.05, 13.25 y 16.75
respectivamente. Cabe mencionar que en esta etapa la tasa de multiplicaciéon de
brotes es progresiva obteniendo “n” nimero de brotes a partir de un sélo explante
(Kane, 2000).
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e FEtapa lll: Enraizamiento de los brotes obtenidos

Los brotes obtenidos se individualizan y colocan en medio para promover su
elongacion y desarrollo de raices (enraizamiento). La etapa de enraizamiento
puede hacerse en ausencia de Auxinas (George y Sherrington, 1984) empleando
medio MS completo o al 50% de sus componentes como en el caso de
Turbinicarpus laui (Mata et al., 2001; Santos-Diaz et al, 2003) y Mammillaria
candida (Elias-Rocha et al, 1998); aunque para algunas especies como
Pelecyphora aselliformis y P. strobiliformis (Pérez-Molphe-Balch y Davila-
Figueroa, 2002) y Cephalocereus senilis, Echinocactus platyacanthus Ferocactus
hamatacanthus, Mammillaria craigii, entre otras (Pérez-Molphe-Balch et al., 1998)
se ha reportado el uso de AlA y AIB. Hu y Wang (1983), senalan que después del
enraizamiento las plantas regeneradas in vitro estan listas y pueden transferirse a

sustrato.

e Etapa IV: Aclimatizacion

En la propagaciéon in vitro, la aclimatizacion es muy importante ya que las
condiciones dentro del frasco de cultivo son diferentes al medio ambiente, y la
pérdida de propagulos al ser transplantados a suelo es muy frecuente, lo que
hace necesario realizar la aclimatizacion in vitro y/o ex vitro de plantas
micropropagadas, con la cual se garantice su establecimiento a las nuevas
condiciones (Agramonte et al., 1998; Fuentes y Martinez, 2001). La aclimatizacién
implica acostumbrar las plantas a condiciones significativas de humedad relativa
baja y alta intensidad luminosa (Agramonte et al., 1998; Kane, 2000).

Las plantulas cultivadas in vitro crecen bajo un ambiente con alta humedad
relativa, baja intensidad luminosa, temperatura constante, escaso intercambio
gaseoso y medios ricos en compuestos organicos, especialmente sacarosa (Hu y
Wang, 1983; Agramonte et al, 1998). Cabe mencionar que todas estas
condiciones alteran o inducen cambios fenotipicos en las plantulas ahi
desarrolladas, razén por la cual es necesario aplicar una etapa de aclimatizacion,
con lo cual las plantulas podran gradualmente adquirir sus caracteristicas
morfoldégicas normales. Sin embargo, la fase mas importante de la
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micropropagacion es el establecimiento de las plantas en condiciones ex vitro,
donde las plantulas se desarrollen bajo condiciones autétrofas y continien su

crecimiento en condiciones de invernadero o ambiente natural.

Algunas cactaceas que han logrado establecerse a condiciones ex vitro
son: Epithelantha micromeris (Velazquez y Soltero, 2001), Astrophytum ornatum,
Coryphantha elephantidens, Ferocactus flavovirens, Mammillaria bocasana,
Pachycereus schottii, Stenocereus stellatus (Castro-Gallo et al., 2002), entre

otras.

Ventajas y desventajas de la propagacion

Finalmente se deduce que el uso de métodos tradicionales para propagar cierto
namero de plantas tomaria un tiempo considerable, mismo que se reduce con el
empleo del cultivo de tejidos. Ademas de que se cuenta con material vegetal libre
de patégenos y propagacion en menor tiempo, en cualquier época del afo. Con la
ventaja de que para el establecimiento e inicio del cultivo sélo es necesario una
pequena porcidon de tejido, logrando obtener en definitiva la regeneracién de

millones de plantas (Hu y Wang, 1983).

4.4.Cultivo de Tejidos en Cactaceas
Se han obtenido resultados satisfactorios en la micropropagacion de algunas
especies de la familia Cactaceae (Tabla 1).

Fay et al. (1995) publican un listado donde sefalan que para esta familia
hay 25 trabajos de propagacion para 22 especies. Siendo 17 encontrados en el
ano 1994. Entre la lista de especies se encuentran géneros como Echinocactus,
Astrophytum, Mammillaria, entre otros. Finalmente en la tabla 1 y de acuerdo con
Fay et al. (1995), se observa que la concentracion de auxinas y citocininas y la
combinacién entre ambas, empleadas para la propagacion, es especifica para
cada una de las especies. Asi mismo, el éxito del cultivo de tejidos en cactaceas
da la posibilidad de realizar un comercio legal y sustentable siempre que estos

procesos se puedan comercializar.
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Tabla 1.- Especies de la familia Cactaceae que se han propagado por medio del cultivo de tejidos

vegetales
. . H R B
Especie Explante Medio o(:qngo/lr;as meosr?:;:;? (g}tg)s Otros Autor
. callo,
Mammillaria elongata T MS 2IP/AIB raices y n.e EyAc Jo.hnson y
10/1 Emino, 1979
brotes
Leuchtenbergia principis A MS B%/%'\#A brotes 25 n.e Starling, 1985
BAyK +
AlAy
Cereus peruvianus Ayla MS + ANA: 0, brotes n.e Mgchado y
B5 Prioli, 1996
0.01,0.1y
1
K5+ 1% .
Mammillaria candida L MS Carbon brotes 2 n.e El'jﬁ%cghsa et
activado "
Coryphantha clavata 4.73
Echinocactus platyacanthus BA 1 9
Echinofossulocactus sp 12.05
Nyctocereus serpentinus BA 2 2.15 Pérez-Molphe-
Astrophytum myrisostigma 9.23 EyAc Balch et al.,
Mammillaria sphacelata AyB | Ms B{jg\yf\ brotes | 17.5 1998
Stenocactus coptonogonus ' 16.75
Ferocactus hamatacanthus BA/ ANA 5.83
Mammillaria formosa 1701 4.42
. 2,4-D/K - calloy Martinez et al.,
Echinocactus platyacanthus L MS ANA/BA brotes n.e n.e 1999
EyAc
- . brotes por (94-100% Mata et al.,
Turbinicarpus laui L MS BA 1.98 Org. ind. 269.8 sobre- 2001
vivencia)
2iP/ANA 84% de §
14.75
Epithelantha micromeris AyB | MS 4/0.20 brotes éxito en S\/o?{:guzego);
K8 17.25 Ac ’
Acharagma aguirreana 2iP 2 5.8
Coryphantha elephantidens BA 3 24
= ° BA3 43 | goocon
Pachycereus schottii . ) 90-100% | Castro-Gallo et
Y AyTa | MS 2iP 4 brotes 3 | de sobre- al.,2002
) BA 2 3.3 vivencia
Pilosocereus chrysacanthus 2P 4 o8
Stenocereus stellatus BA 1 7
Opuntia erinacea (B1A//A0N1A) 12.5
MS'y . .
Mammillaria obscura ne |Rober| 6/0.1 brotes 9.6 n.e Ramlzrg(z)zet al.,
1 t 1
Duvf';z//a Sulcata 10/ 0.01 0
Echinocactus platyacanthus 1.5

A: apical, B: basal, La: lateral, L: longitudinal, T: tubérculos, Ta: transversal, n.e: no especificado,

E: enraizamiento, Ac: aclimatizacién, Org. Ind.: organogénesis directa B/E: brotes por explante.
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5. Género Echinocactus

El género Echinocactus se subdivide en dos subgéneros Homalocephala y
Echinocactus y comprende plantas grandes y pequefias, simples (ramificadas
cuando sufren lesiones), con aréolas grandes y muy espinosas. Flores amarillas y
rosas, dispuestas cerca del apice. Frutos secos y carnosos con semillas lisas o
arrugadas y brillantes o parduscas (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991). El
género esta constituido por 6 especies: E. horizonthalonius, E. texenxis
(Homalocephala), E. polycephalus, E. parryi, E. platyacanthus y E. grusonii
(Echinocactus). De las cuales las tres ultimas son endémicas de México (Guzman
et al., 2003).

E. horizonthalonius (Lem. 1839) conocido como “biznaga meloncillo” se
distribuye en varios estados de la Republica (Sonora, Coahuila, Chihuahua,
Nuevo Ledn, Durango, Tamaulipas, Guanajuato, Aguascalientes, S. L. P. y
Zacatecas) y en E.U. Es un ejemplar pequero de hasta 30 cm de altura y 15 de
diametro. Sus espinas son gruesas, cubren densamente el cuerpo y presentan
colores variados, desde rojizo hasta grisaceo y a veces negro. Sus flores de color

rosa, brotan del 4pice de la planta.

E. texenxis (Hopffer, 1842), conocido vulgarmente como “mancacaballo”,
es una planta pequefna de 15 cm de altura y 30 cm de diametro. Presenta espinas
fuertes, gruesas y largas de color rojo con la base mas clara. Esta planta se

distribuye en Chihuahua, Coahuila, Nuevo Ledn y Tamaulipas y en E.U.

E. polycephalus (Engelmann & Bigelow, 1856) se distribuye en Sonora,
México y en E.U. Esta planta es poco ramificada y forma clones de hasta 30
ramificaciones. Puede medir de 15 a 70 cm de altura y de 20 a 30 cm de

diametro. Las espinas son rojas o grisaceas y cubren el tallo.

E. parryi (Engelmann, 1856) es un cacto pequefio de 16 a 25 cm de altura
y 21 a 30 cm de didmetro. Las espinas son blanquecinas, robustas y no cubren el

tallo. El 4pice es algo hundido, con lana blanca. Es una especie endémica de
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México y solo se distribuye en el estado de Chihuahua y es sefialada por la
Norma Oficial Mexicana (NOM-059-ECOL-2001) como especie Amenazada (A).

E. platycanthus (Link & Otto, 1827) conocido comunmente como “biznaga
dulce” es una especie que llega a medir de 50 cm a 2 m de altura y 40 a 80 cm de
diametro. Presenta apice hundido, espinas grandes y gruesas, amarillentas hasta
con tintes rojizos; flores de color amarillo intenso. Estas plantas crecen
lentamente y pasan muchos afos para adquirir su forma columnar o tonel,
llegando a alcanzar hasta 3 m de altura y a pesar varias toneladas. Es una
especie sujeta a proteccion especial (Pr) (NOM-059-ECOL-2001) y endémica de
México, distribuyéndose en los estados de Coahuila, Guanajuato, Hidalgo, Nuevo
Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Tamaulipas y Zacatecas.

5.1. Echinocactus grusonii (Anexo 1)

El nombre genérico se refiere a un cacto espinoso y el nombre especifico
recuerda a H. Gruson duefio de una gran coleccién (Glass, 1998). Esta especie
se caracteriza por presentar tallos de color verde claro, grandes, de 20 a 130 cm
de altura y 40 a 80 cm de diametro, apice con lana amarillenta, numerosas
espinas largas de color amarillo oro y flores de color amarillo cadmio que se
desarrollan en el apice lanoso. Es una planta muy ornamental por el color amarillo
de las espinas y se ubica dentro de la NOM-059-ECOL-2001 (SEMARNAT, 2002)
como especie en Peligro de Extincion (P). E. grusonii al igual que E. platycanthus
son las especies dentro de su género que alcanzan el mayor desarrollo (Bravo-
Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991; Guzman et al., 2003).

Echinocactus grusonii presenta una distribuciéon restringida en los estados
de Querétaro (Candn del Rio Moctezuma) e Hidalgo (algunas localidades en la
region de Zimapan) (Fig. 1) (Bravo-Hollis y Sanchez Mejorada, 1991; Glass, 1998;
Guzman et al.,, 2003), formando parte de la Subregién Meridional del Desierto
Chihuahuense (Zona Arida Queretano-Hidalguense) la cual se caracteriza por
presentar un clima semiarido poco extremoso, y su biota comprende un gran
namero de especies endémicas de cactaceas y otras familias de plantas

(Hernandez, 2006).
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Fig. 1.- Echinocactus grusonii, se distribuye en el Candn del Rio Moctezuma, Qro. y
localidades de Zimapan, Hgo (Tomado y modificado de http://mapserver.inegi.gob.mx).

Hernandez y Godinez (1994), presentan un listado de especies de
cactaceas mexicanas donde incluyen cuatro categorias de distribucion basadas
en el numero de localidades conocidas por cada taxén; E. grusonii se ubica en la
categoria 2, que incluye especies con distribuciones muy restringidas pero que
son conocida en otras areas ademas de su localidad tipo en un maximo de cinco
localidades y que generalmente las poblaciones se encuentran disyuntas dentro
de una porcion de un estado o de dos estados contiguos.

5.2.Uso y problematica
El género Echinocactus es utilizado en la elaboracién de “frutos cristalizados”,
como alimento para el ganado y debido a la gran cantidad de celulosa que
presenta también es usado para la fabricacion de papel (UNAM, 1989 citado por
Anicua y Rivas, 2000; Fitz y Anderson, 1997; Bravo-Hollis y Scheinvar, 1999;
Becerra, 2000).
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La pulpa de Echinocactus grusonii y E. platyacanthus (principalmente) es
util para la preparacién del tradicional acitron, el cual es un dulce cristalizado que
se elabora con trozos del tallo, hervidos en agua de cal, escurridos y cocidos con
azucar (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991; Bravo-Hollis y Scheinvar, 1999;
Chazaro et al., 2001).

Actualmente E. grusonii es la especie mas atractiva y ampliamente
cultivada por su gran belleza y gran valor ornamental, debido principalmente al
color amarillo oro de sus espinas, lo cual, la convierte en la planta ornamental
ideal (Hernandez, 2006). Esto a lo largo de los afos ha ocasionado el intenso

saqueo de la especie de su habitat natural.

Wagner (1971 citado por Anicua y Rivas, 2000), menciond que antes de la
segunda guerra mundial, gran cantidad de ejemplares de E. grusonii se

exportaron a Europa con fines ornamentales y para colecciones.

La pérdida de especies vegetales inicia con la destruccidén de sus habitats,
debido a la expansion de las areas urbanas, desarrollo industrial, etc. En el caso
de E. grusonii, la construccion en 1995 de la presa hidroeléctrica Zimapan en el
Canén del Rio Moctezuma entre los Estados de Querétaro e Hidalgo, destruy6
gran parte de la poblacion por la inundacion de la mayor parte de su habitat, en
adicion, a la expansién de la agricultura de riego y desarrollo del turismo (Fitz y
Anderson, 1997; Hernandez, 2006). Hoy en dia ademas de ser una planta
ornamental, también forma parte de las grandes colecciones de cactaceas en

Jardines Botanicos a lo largo de todo el mundo.

En una busqueda via Internet, referente a los jardines Botanicos de
diferentes lugares del mundo, fue posible encontrar que E. grusonii forma parte
de la coleccion de cactaceas en lugares como Estados Unidos, Espana, Peru,
Finlandia, Francia, Suecia y Japon, entre otros. Encontrando que los Jardines
Botanicos de Estados Unidos son los que presentan con mayor frecuencia

ejemplares de esta especie. Lo que la ha colocado en una situacién critica.
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Asi mismo su venta por esta via es amplia y diversos sitios de
comercializacion de cactaceas cuentan con ejemplares de E. grusonii (Tabla 2),
cotizando las plantas en diferentes precios que van desde $40 hasta mas de tres

mil pesos mexicanos.

Tabla 2.- Comercializacion de ejemplares de Echinocactus grusonii en diferentes sitios de Internet.

EJEMPLAR PRECIO € PRECIO $ REFERENCIA
semillas (25) 3 42.64 www.baobabs.com
12 cm longitud 17.95 112.99 www.henkhallo.nl
19 cm longitud 34.95 496.71 www.henkhallo.nl

diferentes 0.99y249.0 14.07 y www.cactuswereld.nl

tamarios (n.e) 3,538.81

n.e: no especificado, €: precio en Euros, $: precio en Pesos Mexicanos.

La Norma Oficial Mexicana (NOM- ECOL-059-2001) coloca a E. grusonii en
la categoria de especie en Peligro de Extincion (P), y en la lista roja de la IUCN
(International Union Conservation of Nature é Union Internacional para la
Conservacién de la Naturaleza y los Recursos Naturales) como en Peligro Critico
(Critically Endangered, CR). Arias et al. (2005) senalan que la categoria de peligro

de extincién de la NOM, es equivalente a la de peligro critico de la IUCN.

Ambos listados coinciden parcialmente que esta situacibn es dada
principalmente por ser una especie cuya area de distribucion ha disminuido
drasticamente, poniendo en riesgo su viabilidad biolégica natural, debido a
factores tales como la destruccion o modificacién de su habitat, aprovechamiento
no sustentable, enfermedades o depredacion, entre otros, ademas de la reduccion
en el tamano de la poblacion en aproximadamente el ochenta por ciento. Arias et
al. (2005) también senalan que E. grusonii podria ubicarse en la apéndice Il de la
CITES (Convention on Internacional Trade in Endangered Species of Wild Fauna
and Flora & Convencion sobre el Comercio Internacional de especies
amenazadas de Flora y Fauna silvestre), la cual incluye especies que pueden o
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no estar en peligro de extincién, pero que su comercio debe ser evitado para

evitar una utilizacién incompatible con su supervivencia.

5.3.Cultivo de Tejidos en E. grusonii

Algunos trabajos donde se emplea el cultivo de tejidos para la propagacion de

especies pertenecientes al género Echinocactus se muestran en la tabla 3:

Tabla 3.- Trabajos de cultivo de tejidos realizados en diferentes especies del género Echinocactus

) ~ Hormonas Respuesta Brotes Enraiza- Establecimiento
Especie Explante Medio ) ) Autor
mg/l morfogen.  (B/E) miento ex vitro
E. grusonii y E. i Corona y Chavez-Avila,
. S MS n.e n.e n.e n.e plantulas n.e
grandis 1982
K4.3 9
. Brotes .
E. grusonii L MS 2iP/AIA n.e n.e Frias, 1989
(B/1) 10
6.7/0.2
AIA 0.5 90% de sobre- | Pérez-Molphe-Balch et
E. platyacanthus L MS BA 1 brotes 9 . .
(95%) vivencia al., 1998
2,4D/K - calloy .
E. platyacanthus 0.5cm MS n.e n.e n.e Martinez et al.,1999
ANA/BA brotes
BA, K: 0.5, . .
E. grusonii Ar MS 1 5v10 callo n.e n.e n.e Anicua y Rivas, 2000
Y
E. grusonii Ar MS BAn.e brotes n.e n.e n.e Martinez et al., 2002
Lizalde-Viramontes et
E. grusonii Pl MS BA 2 brotes 4.1 MS+AIB n.e
al., 2004
E. platyacanthus Pl MS | K/AIA 3/4 brotes 5.6 n.e n.e Ramirez et al.,2004
BA1,2Y | protesy 4
E. platyacanthus L MS 3 pseudo- si n.e Saby et al., 2004
K1,2y3 brotes 5

Ar: aréolas,

tratamiento, B/E: brotes por explante, n.e: no especificado.

L: longitudinal, PI: plantulas, S: semillas, MS: Murashige y Skoog,

B/t: brotes por

En los diversos trabajos realizados con algunos miembros del género

Echinocactus se han utilizado diferentes tipos de explantes desde aréolas hasta

fragmentos de plantulas disectadas de diferentes formas, se han sembrado en

medio MS, adicionado con diferentes citocininas, experimentando con una o dos
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de ellas, solas 0 en combinacién de auxinas, en concentraciones que van desde
0.5 hasta 10 mg/I.

Cabe mencionar que de los 9 trabajos enlistados solo 5 muestran los
resultados sobre el nimero de brotes obtenidos y solo uno realizado con E.
platyacanthus logré la aclimatizacion y sobrevivencia de las plantas regeneradas.
Sin embargo, aunque existen trabajos anteriores en los que se tratd de propagar
la especie de estudio mediante estas técnicas, ninguno de ellos contempla un
muestreo exhaustivo en la etapa de multiplicacién, ni dan a conocer el método por
el cual se llegaron a establecer las plantas a condiciones de invernadero. Es por
ello que en el presente trabajo con base en los resultados obtenidos de la
literatura, asi como del trabajo de Saby et al. (2004), se pretende definir una

metodologia para los miembros de este género.

Cabe senalar que trabajos como el de Rosas-Lopez (2002) que explica la
metodologia a seguir para el establecimiento in vitro de E. platyacanthus, fueron
la base para lograr la germinacion de semillas de E. grusonii mediante los
tratamientos previos de escarificacion y desinfecciéon, logrando el exitoso

establecimiento de la especie.

ll. JUSTIFICACION
Debido a que Echinocactus grusonii es una especie endémica de México, en
peligro de extincion, de distribucion restringida y sometida a una fuerte presion de
colecta, ademas de la inminente destruccion del habitat, es prioritario implementar
por medio del Cultivo de Tejidos Vegetales, la metodologia adecuada para la
propagacion y conservacion de esta especie, por lo que se plantearon los
siguientes objetivos.
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IV. OBJETIVOS

1. Objetivo general.
e Establecer la técnica de propagacion in vitro de Echinocactus
grusonii, Hildman (Cactaceae).

2. Obijetivos particulares.

e Aplicar en Echinocactus grusonii las mejores concentraciones de
Kinetina (k) y N° benciladenina (BA) utilizadas para Echinocactus
platyacanthus.

e Examinar el efecto de la N°- 2, isopentenil adenina (2iP) y

determinar la concentracién 6ptima para la obtencion de brotes.
e Comprobar que el sistema de propagacion in vitro establecido en
otro miembro del género, es eficiente para Echinocactus grusonii,

Hildman (Cactaceae).

e Realizar la aclimatizacién in vitro y establecimiento ex vitro de los

brotes obtenidos.
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V. MATERIAL Y METODOS
Doce frutos de Echinocactus grusonii donados por el Jardin Botanico del Instituto
de Biologia de la Universidad Nacional Auténoma de México (IB-UNAM), se
abrieron para obtener las semillas; las cuales se lavaron con agua corriente, se
secaron y guardaron en bolsas de papel de estraza, y se almacenaron a

temperatura ambiente.

1. Escarificacion y desinfeccion de semillas

Las semillas se seleccionaron y se escarificaron en acido sulfurico concentrado
(H2SO4) durante 15 segundos. Inmediatamente, se desinfectaron en: 50 ml de
agua destilada adicionada con 3 gotas de Tween 80 durante 30 minutos, seguido
de 50 ml de agua destilada con 3 gotas de Microdyn, durante 15 minutos.
Posteriormente se transfirieron a 50 ml de alcohol al 70% (v/v) por 2 minutos y
finalmente en 50 ml de blanqueador doméstico (hipoclorito de sodio (NaOCI) 6%
de cloro activo) al 20% (v/v) durante 15 minutos. Todos estos enjuagues se
realizaron en agitacion continua (Rosas-Lopez, 2002).

2. Establecimiento y germinacion in vitro

En condiciones asépticas, en una campana de flujo laminar, semillas de E.
grusonii escarificadas y desinfectadas fueron enjuagadas tres veces con agua
destilada esterilizada, y se sembraron en tres medios de cultivo diferentes: medio
Murashige y Skoog, 1962 (MS 100%), medio MS al 50% de sus componentes
(MS 50%) y Agua con agar bacterioldgico 8 g/l (A/A) (Anexo 2). En frascos de
vidrio de 120 ml de capacidad se colocaron 30 ml de medio de cultivo y se
sembraron 5 semillas por frasco, cada uno con 10 repeticiones, obteniendo un
lote de 50 semillas para cada medio de cultivo. Finalmente los frascos se
cubrieron con tapas de polipropileno y se sellaron con plastico adherible Ega-

pack.

3. Obtencion de explantes
Plantulas de 1.0 a 1.5 cm de longitud (2-3 meses de edad) se utilizaron como
fuente de explantes, se les realizd un corte transversal en la base (Fig. 2A) para

eliminar las raices y posteriormente un corte longitudinal (Fig. 2B). Se obtuvieron
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dos explantes longitudinales por plantula para utilizarse posteriormente en las

diferentes concentraciones.

Flantula

(A @--
2 Explantes
10a1.5cm Longitudinal
es

Figura 2.- Obtencién de explantes longitudinales a partir de plantulas germinadas in vitro de

Echinocactus grusonii.

4. Siembra de explantes.

Se sembraron 3 explantes longitudinales en cada frasco de cultivo conteniendo 30
ml de medio MS adicionado con K, BA (Saby et al, 2004) y 2iP en
concentraciones de 1, 2 y 3 mg/l, ademas de un grupo control (medio de
induccion). Cada uno de los 10 tratamientos tuvo 30 repeticiones (90 explantes) y
los explantes se colocaron exponiendo el tejido vascular en contacto con el

medio, evaluando los cultivos cada 7 6 15 dias.

5. Analisis estadistico

Las curvas de germinacion se ajustaron mediante modelos polinomiales para
representar matematicamente los resultados y asi poder realizar predicciones
sobre un tiempo de germinacién determinado con los modelos obtenidos. Los
ajustes fueron realizados usando el paquete estadistico JMP v. 4.0. Se realizaron
analisis de varianza para determinar las posibles diferencias entre hormonas y
concentraciones tanto para la formaciéon de brotes como para el crecimiento de
los brotes en las dos vias de Aclimatizacion. En los casos donde se registraron
diferencias se usaron comparaciones multiples de media (LSD) de Tukey para
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distinguir entre hormonas y concentraciones que difirieran significativamente entre

si. Estos andlisis se realizaron con Systat 10.0.

6. Individualizacion y enraizamiento de brotes.
Después de dos meses de incubacion, los brotes regenerados de 1 a 4 cm de
longitud se individualizaron del explante con ayuda de unas pinzas. Se sembraron
de 3 a 5 brotes por frasco en medio MS para promover la formacién de raices,
donde permanecieron por mas de un mes (Fig. 3).

c B

.\_" %‘:’ li '.“ A

Explante
inicial

Formacion Brotes
de Brotes individualizados

Enraizamiento
de Brotes

Figura 3.- Individualizacion y enraizamiento de brotes generados in vitro, provenientes de

explantes longitudinales de Echinocactus grusonii.

7. Aclimatizaciéon
Los brotes enraizados se aclimatizaron durante seis meses, siguiendo dos vias de
aclimatizacion: 1. Aclimatizacion previa in vitro y 2. Aclimatizacion directa a

sustrato (ex vitro).

7.1. Aclimatizacion previa in vitro
A brotes enraizados de 1.5 a 2.3 cm de longitud, con 40 a 50 dias de edad se les
elimind el exceso de agar de las raices y se subcultivaron en medio MS con la
concentracion de sacarosa al 50%, durante 3 meses. Después de este tiempo se
transfirieron a contenedores con sustrato (ver ex vitro) donde permanecieron 3
meses en condiciones de invernadero, completando los 6 meses de
aclimatizaciéon. Con un vernier digital se tomaron los datos de altura y diametro de
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cada brote al momento de su subcultivo a MS sacarosa al 50%, de su traspaso a

sustrato y al fin de 3 meses en el invernadero.

7.2. Aclimatizacion directa a sustrato (ex vitro)

Brotes enraizados de 1.5 a 2.3 cm de longitud, (40 a 50 dias de edad) se tomaron
directamente del frasco de cultivo y se sembraron en charolas de plastico con
sustrato. Previo a esto, se enjuagaron las raices con agua de la llave para quitar
el agar, se colocaron sobre papel de estraza durante 12 horas para eliminar el
exceso de agua en las raices. Posteriormente, se aplicé un enraizador comercial
(RADIX 1500) en la raiz y base de los brotes y se sembraron en charolas con
tapas de plastico transparente con sustrato estéril mezcla de tierra de hoja de
Liquidambar spp. y piedra pémez molida en proporcién (1:1), el cual se asperj6
con una solucién de Captan (1 g¢/l). Las charolas con brotes enraizados
permanecieron cerradas, durante una semana en el cuarto de incubacioén para
posteriormente colocarlas durante 6 meses en el invernadero. En el invernadero,
las charolas fueron cubiertas por un cubo de madera de 60 x 120 cm, forrado por
malla de sombra para reducir la intensidad luminosa. Los primeros tres meses, los
brotes enraizados se regaron cada tercer dia de manera moderada con agua de
la llave y en los siguientes meses una vez por semana. Con un vernier digital se
tomaron los datos de longitud y diametro de cada brote al momento de su
subcultivo en sustrato, después de 3 y 6 meses en condiciones de invernadero.

8. Condiciones de incubacion
Para todos los ensayos in vitro y las plantas en aclimatizacién, las condiciones de
cultivo fueron 26 + 2 °C, fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad y 54

umol m?s ' de intensidad luminosa.

9. Condiciones de invernadero

Todas las charolas con plantulas se mantuvieron en condiciones de invernadero,
con una temperatura promedio en los meses de Febrero a Abril de 40.61 °C con
una minima y maxima de 1.20 y 44.73 °C respectivamente, un porcentaje de
humedad relativa promedio (HR) del 14.87% con una minima de 13% y maxima

de 82.06%.
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Figura 4.- Diagrama de flujo de la metodologia empleada para la propagacién de E. grusonii.
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VI. RESULTADOS Y DISCUCION

1. Germinacion in vitro

De los ensayos de germinacion realizados en los tres medios de cultivo (MS
100%, MS 50% y A/A), el inicio de la germinacién se observé al sexto dia en el
medio MS 50% y A/A, y al dia 9 en MS 100%. EI maximo porcentaje de
germinacioén se obtuvo a los 19 dias de iniciado el cultivo con el 95% para A/A,
seguido del 94% en MS 50% y para el medio MS 100% se obtuvo el 74% de
germinacién (Gréfica 1). Se consider6 que una semilla germiné cuando la radicula

emergio.

Germinacion de semillas
100

70 /% o —— IS 100%
60 F/ /( —a—MS 50%
: / —a——
“ r/ F

5 I

N Ir - r

o /]

U-ﬂ-ﬂvﬂr&vﬂﬁuxﬁﬂ — — T

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19
Dias de germinacién

Semillas germinac

Grafica 1. Ensayos de germinacion in vitro de E. grusonii. Medio agua + agar (A/A) y MS 50%
obtuvieron los porcentajes mas altos (95 y 94% respectivamente), lectura a los 22 dias de iniciado

el cultivo.

En la tabla 4 se muestran los ajustes a las curvas de germinacion y se
representan los modelos matematicos obtenidos, los cuales permiten realizar a
futuro predicciones sobre el tiempo de germinacion de semillas en cualquiera de
los medios ensayados.
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Tabla 4.- Ajuste de las curvas de germinacion mediante modelos polinomiales.

Medio Modelo R? F P

A/A=3.0039502 +6.5496241 Column 4 -
0.2849738 (Column 4-9.5)" 2
MS 50= -7.349621 + 6.6368421 Column
4 - 0.1458761 (Column 4-9.5)"2
MS 100% MS 100=-28.91769 + 4.7120301 )
Column 4 + 0.2978469 (Column 4-9.5)°2
Column 4: germinacién en dias, variable sustituible.

A/A 0.9 84.3278 <.0001

MS 50% 0.89 75.9215 <.0001

0.94 139.9791 <.0001

Resultados similares obtuvo Rosas-Lopez (2002) con E. platyacanthus, al
lograr un porcentaje del 100% en Agua+Agar a los 19 dias y un 88% en medio MS
50% en 34 dias. Lo anterior se puede atribuir a que las semillas de E. grusonii en
A/A presentaron el mayor porcentaje de germinacion porque este medio no tiene
solutos disueltos, lo que hace que el potencial hidrico sea mayor y por tanto, las
semillas tengan mayor disponibilidad de agua y germinen. Mientras que en el
medio MS 50% la presencia de solutos en el medio disminuye el potencial hidrico
y restringe la disponibilidad de agua; para el medio MS 100%, debido a la gran
cantidad de solutos se disminuyé aun mas la disponibilidad de las semillas a
tomar el agua presente en el medio y por tanto retarda la germinaciéon (Rosas-
Lépez, 2002). Para otras especies como Mammillaria pectinifera, Pelecyphora
aselliformis y Escobaria minima, en medio MS se obtienen bajos porcentajes de
germinacioén registrando el 23, 46 y 69% respectivamente (Giusti et al., 2002). Sin
embargo, para M. candida, Elias-Rocha et al. (1998) reportaron que el medio MS
completo proporciona 6ptimos resultados de germinacion, lo cual en E. grusonii

comparado con los otros dos medios no fue tan eficaz.

Por otro lado, el tratamiento de escarificacion y desinfeccion definido por
Rosas-Lépez (2002) para E. platyacanthus y empleado para E. grusonii resultd
eficiente, ya que permitié la germinacién de las semillas sin causar dafo alguno
en el embridn por la escarificacion con &cido y sin problemas de contaminacién.
Para otras especies como Turbinicarpus laui (Mata et al., 2001; Santos-Diaz et al.,
2003) y Polaskia chichipe (Rosas-Lépez, 2002), el empleo de tratamientos de
desinfeccion y escarificacion no fueron benéficos, ya que danaron al embrion y
redujeron la viabilidad de las semillas.
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Desarrollo y crecimiento de plantulas

A pesar de que la germinacion en los medios MS 50% y A/A fue similar en tiempo
y porcentaje; el desarrollo y crecimiento de las plantulas no fue igual. Sin
embargo, en todas las plantulas la estructura que surgié primero fue la radicula,
seguida por el hipocétilo y los cotiledones. A continuacion se describe la
morfologia de las plantulas de acuerdo al medio en el que germinaron, después

de 58 dias de incubacién (Imagen 1).

a. Plantulas en agua con agar

Después de 58 dias de incubacién, las plantulas alcanzaron una longitud de entre
0.5 a 0.7 cm, presentaron la formacion de hipocétilo de color verde claro
tendiendo al amarillo, los cotiledones de color verde claro y el epicétilo fue poco
diferenciado aunque algunas presentaron pequefas espinas en la parte apical
(Figura 5a, Imagen 1).

a b C

fres

Epicotilo_

«C »"
Hipocotilo |
%

<« R

A/A MS 100% MS 50%

Figura 5.- Desarrollo y crecimiento diferencial de plantulas de Echinocactus grusonii en los
diferentes medios de germinacion in vitro, a los 58 dias de incubacién. C: cotiledones, R: raiz, T:

tubérculos, A/A: agua con agar.

b. Plantulas en MS 100%

Las plantulas presentaron una longitud de 0.9 a 1.2 cm, el hipocétilo mostré un

color verde con zonas de tonalidad mas clara. El epicétilo de color verde presentd
aréolas muy juntas entre si, de apariencia plana, con espinas cortas y traslucidas.

(Fig. 5b, Imagen 1).
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c. Plantulas en MS 50%
Las plantulas alcanzaron una longitud de entre 1.3 a 1.6 cm, los cotiledones se

reabsorbieron en el tejido quedando prolongaciones a manera de diminutas
agujas. El tallo exhibié un color verde con tonalidad amarilla hacia la base y verde
uniforme mas intenso en la parte apical. Presenté numerosas aréolas, definidas,
en forma de pequefios tubérculos, con distribucion uniforme y espinas fuertes,

engrosadas y largas de color blanco brillante (Fig. 5¢, Imagen 1).

De acuerdo a lo anterior, para E. grusonii el mejor medio para la
germinaciéon y 6ptimo desarrollo morfologico en las plantulas fue el medio MS
50%.

Las diferencias en el crecimiento mostrado entre las plantulas germinadas
en los diferentes medios se pueden atribuir en el caso del medio A/A, que el
déficit de nutrientes no favorece el crecimiento, para el medio MS 50% se
favoreci6 el crecimiento de las plantulas por la presencia de nutrientes, lo mismo
para el medio MS 100%, aunque la gran porcién de solutos en el medio retrasé o
detuvo el crecimiento (Rosas-Lopez, 2002).

2. Siembra de explantes

Durante el tiempo de induccién de brotes (2 meses), en todos los tratamientos se
observé la oxidacion del explante, generalmente en el area donde se realizé el
corte transversal, presentandose de color café-rojizo. Con menor frecuencia la
oxidacién abarc6 la mitad del explante y las raices, e incluso el medio de cultivo
se oscurecié presentando una coloraciéon gris claro, café o vino. Hu y Wang
(1983) y Collin y Edwards, (1998) argumentan que las plantas contienen
compuestos fendlicos, que se producen como una respuesta al estrés,
provocando la oxidacion y que en el cultivo in vitro se distingue por la coloracion
café del explante y del medio de cultivo. En el presente trabajo la presencia de la
oxidacién en los explantes de E. grusonii no fue un factor limitante o perjudicial
para que se iniciara la morfogénesis, debido a esto, no fue necesario adicionar
antioxidantes al medio, utilizar medio fresco o la incubaciéon a baja intensidad

luminosa o en completa oscuridad (Hu y Wang, 1983; Fakhrai y Fakhrai, 1990).
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3. Respuestas morfogenéticas

Después de 15 dias en el medio de induccion, algunos de los explantes tomaron
una forma curva convexa con respecto a la superficie del medio, incrementaron su
volumen y longitud (1 a 2 cm); y la mayoria originaron raices adventicias a partir
del centro o parte inferior en la zona del corte. Asi mismo, se presentd la
formacién de brotes por activacibn de las aréolas. En la mayoria de los

tratamientos se observaron las siguientes respuestas morfogenéticas:

3.1. Organogénesis directa por activacion areolar: Al inicio de la fase de
induccion las aréolas presentaron escasas espinas traslucidas (Imagen
2a). Después de 18 a 20 dias el desarrollo de las espinas y tricomas, se
intensificé (Imagen 2b). Subsecuentemente las aréolas incrementaron su
volumen y los tricomas tomaron un aspecto algodonoso de forma redonda
u ovalada (Imagen 2c), este aspecto fue evidente previo al desarrollo de
los brotes principalmente con BA y 2iP, en K y el grupo control este
proceso se manifestd posteriormente entre 5 y 10 dias mas tarde (Imagen
2d).

Jiménez (1998) explica que en la morfogénesis por activacién areolar se
forma un primordio unipolar a partir de una yema (aréola), con continuo desarrollo
hasta formar un brote, existiendo siempre una conexién entre los nuevos brotes y
el tejido paterno. En E. grusonii macroscépicamente se observo que el explante y
los brotes estaban unidos aparentemente por el mismo tejido, diferenciando
claramente la parte basal del tallo del brote con el explante.

El proceso de formacion de brotes concuerda con lo observado por Frias
(1989), sin embargo, el autor reportdé que el desarrollo de los brotes inicié entre
los 10 y 15 dias de cultivo a partir de la activaciéon de aréolas, con la formacion de
nuevas espinas, crecimiento del tejido y consideré un brote cuando tenia una
dimensién de 1 mm de largo por 1 mm de ancho.

De acuerdo a la apariencia y desarrollo que presentaron los brotes
obtenidos a lo largo del periodo de cultivo, estos se clasificaron en: brotes de

apariencia normal (con calidad) y brotes de apariencia anormal (sin calidad).
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= Brotes de apariencia normal: Son brotes que a lo largo de su desarrollo
presentaron un aspecto y morfologia semejante al de una planta adulta,
con un tallo globoso de color verde ligeramente oscuro, con tubérculos bien
definidos cubiertos por tricomas blancos y espinas de color amarillo, la
base del brote se constrind y diferencié del explante, lo que facilité su
individualizacién. Los brotes con estas caracteristicas y superiores a 0.7
cm se consideraron de calidad (Imagen 3a, b, c).

» Brotes de apariencia anormal: Son brotes que a lo largo de su desarrollo
cambid su aspecto, crecieron aglomerados sobre el explante, tallos desde
1 a 4 cm de longitud, de color verde claro u oscuro con tubérculos grandes;
sus aréolas presentaron tricomas blanquecinos o café claro y de apariencia
gelatinosa o en forma de telararias cubriendo el tallo (Imagen 4a). La base
del brote fue ancha y no se distinguia o diferenciaba del explante. A pesar
del gran tamano de estos brotes la morfologia no fue la representativa de
E. grusonii, por lo que estos brotes no se consideraron de calidad.

Frias (1989), con la misma especie observé la formacion de brotes a partir
de masas amorfas sin tratarse de la formacion de callo. La autora sefnalé que las
masas amorfas quizas pueden ser un tejido potencial para formar un gran nimero
de brotes con calidad. Esto coincide con lo observado en este trabajo, sin
embargo, se observd que cuando se desarrollaron simultaneamente brotes
normales y brotes anormales, los primeros fueron de menor tamafo (Imagen 4b),
con base a esto se considera que para generar brotes de calidad a partir de
brotes anormales se requiere de mayor tiempo, mas periodos de cultivo y

manipulacion, lo cual podria generar problemas de contaminacion.

En Pelecyphora aselliformis y Mammillaria pectinifera Giusti et al. (2002),
obtuvieron la formacién de brotes con alguna anormalidad en proporciones de 0.5
y 1% respectivamente. Para E. grusonii se obtuvo la formacién de un 50.25% de

brotes anormales para los tratamientos con BA.
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Algunos brotes anormales ademas de presentar dimensiones mayores y su
morfologia distinta, desarrollaron de un brote dos o mas zonas apicales
claramente separadas, pero el resto del brote se fusionaba formando una sola
estructura, en otros casos el desarrollo de los apices fue mayor y se presentaron
formas crestadas (Imagen 5a, b). En los brotes crestados se observé la formacion
de brotes secundarios a partir de la activacion de las aréolas apicales (Imagen
5¢). Los brotes secundarios presentaron una morfologia similar al de los brotes
normales, con diferentes tamanos desde 0.5 hasta 1.5 cm de longitud, algunos de

ellos fueron de menor tamafo en comparacion con el brote del cual se originaron.

Esto es similar a lo reportado por Anicua y Rivas (2000) y Pérez-Molphe-
Balch y Davila-Figueroa (2002) que sefialan en Mammillaria bocasana, M.
carmenae, Pelecyphora aselliformis y P. strobiliformis la proliferaciéon continua de
brotes secundarios y terciarios a partir de un explante inicial, los cuales fueron de

menor tamano en comparacion con los brotes primarios.

Una probable causa de lo anterior es que la adicién de grandes dosis de
reguladores de crecimiento al medio de cultivo da como resultado la formacion de
plantulas con fisiologia, anatomia y morfologia anormal (PospiSilova et al., 1999).
Por su parte Jain y De klerk, 1998 (citado por Kane, 2000) dicen que la formacion
de brotes anormales se atribuye generalmente a la produccion de brotes
adventicios a través de una etapa intermedia de callo; sin embargo, esta etapa no
se presentd en el presente trabajo. Por lo tanto, los brotes anormales de E.
grusonii al no formarse a partir de una etapa de callo, tienen su origen directo de
las aréolas presentes en los explantes (Schwarz y Beaty, 2000).

3.2. Regeneracion apical: se observd en aquellos explantes donde el corte
longitudinal no fue equitativo y se dejé la mayor parte apical de la plantula,
incrementando el meristemo apical su tamano. Esta respuesta se observé
a los 25 dias de induccién en todos los tratamientos incluyendo el control.
Los mayores porcentajes de regeneracion apical se presentaron en Ky
2iP 3 mg/l, 54.44% y 52.22% respectivamente, control 52.22% y en BA 1

mg/l con 34.44% (Tabla 5).
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Tabla 5.- Explantes longitudinales de E. grusonii que regeneraron la parte apical durante dos

meses de induccién en tres citocininas a diferentes concentraciones.

Regeneracion

Tratamiento Apical/ %

(mg/l) Explante
(RA/90)

control 47/90 52.22

1 46/90 51.11

K 2 38/90 36.6

3 49/90 54.44

1 31/90 34.44

BA 2 23/90 25.55

3 25/90 27.77

1 43/90 47.77

2iP 2 41/90 45.55

3 47/90 52.22

El desarrollo de la parte apical en explantes de E. grusonii algunas veces
ocurrié con la generacion de brotes. Cuando se presenté el desarrollo del apice y
la formacién de brotes en el mismo explante, el primero fue doblemente mayor en
longitud y diametro en comparacion con los brotes formados en el dorso del
explante (Imagen 6a). En aquellos explantes donde se regeneré la parte apical sin
formacién de brotes, quizd se debié a que el crecimiento apical dominé sobre el
crecimiento de yemas laterales, inhibiendo el desarrollo de los brotes en esa zona
del explante (Imagen 6b). Sin embargo, la adicién de citocininas al medio rompié
la dominancia de la yema apical logrando producir brotes axilares (Collin y
Edwards, 1998).

Esta respuesta también se observd en Cephalocereus senilis (Tapia, 2006),
generalmente en ausencia de BA y presencia de ANA. Sin embargo, el
tratamiento control presenté la mayor respuesta con el 65%. Asi mismo para
Mammillaria schiedeana subsp. schiedeana Soria (2006) report6 un 25% de

explantes con esta respuesta.
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En la mayoria de los explantes de E. grusonii que regeneraron su parte
apical, se observo la formacion de raices durante la etapa de induccion de brotes,

las cuales en el medio MS basal continuaron su desarrollo.

3.3. Rizogénesis: A partir de 20 dias de induccién se observé la formacion de
raices via directa y de manera espontanea en la parte media y/o basal del
explante, los cuales presentaron generalmente una raiz principal
engrosada con raices secundarias delgadas y pelos radicales (Imagen 7);

en algunos casos las raices fueron delgadas sin un eje principal.

En los diferentes tratamientos se observé la formacion de raices
adventicias en los explantes y con mayor frecuencia en el tratamiento control
(84.44 %), seqguido por K 2 mg/l (70 %), BA 1y 2 mg/l (54.44 %) y finalmente 2iP
1 mg/l (51.11) (Tabla 6).

Tabla 6.- Porcentaje de rizogénesis en explantes de E. grusonii sometidos a diferentes
tratamientos de citocininas y tratamiento control. Datos tomados después de dos meses en

tratamiento de induccion.

Tratamiento Rizogeénesis/

(mg/l E()(F;{)/Igg;e Y%
control 70/90 84.44

1 54/90 60

K 2 63/90 70
3 59/90 65.55
1 46/90 51.11
2iP 2 35/90 38.88
3 34/90 37.77
1 49/90 54.44
BA 2 49/90 54.44
3 38/90 42.22
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Con esto se concluye que la formacion de raices fue indistinta sin presentar
tendencia hacia alguna citocinina, indicando que posiblemente las auxinas
endogenas presentes en los explantes se activaron e indujeron la formacién de

raices (Davies, 1990; Gaspar et al., 1996, PospiSilova, 2003).

Olguin (1994), para Ariocarpus retusus reporta la formacién de raices (sélo
una a partir de la base del explante, via directa e indirecta), asi como Tapia (2006)
para Cephalocereus senilis explica que la rizogénesis ocurrié en tratamientos de
BA/ANA a partir de callo o de las aréolas del explante, como una respuesta ante

la presencia de auxinas.

4. Hiperhidratacion

La hiperhidratacién es un desorden fisiol6gico que frecuentemente afecta a las
plantas propagadas in vitro, y es considerada una respuesta morfolégica al estrés
por agua o por la excesiva presencia de BA (Kevers et al., 1984; Ziv, 1991).
Debergh et al. (1992) explican que en los tejidos hiperhidratados se observa un
exceso de agua, apariencia traslicida y coloracién anormal ademas de que la

conexion del tallo con la raiz puede presentar imperfecciones.

Para E. grusonii el fenébmeno de la hiperhidratacién se present6 durante la
fase de induccion en los explantes cuyas aréolas quedaron en contacto directo
con el medio de cultivo, los brotes desarrollados presentaron un aspecto acuoso o
cristalino de color verde-amarillento, aréolas con tricomas de color amarillo y
espinas blancas (Imagen 8). Algunos de estos brotes presentaron mayor tamarno
(2 a 4 cm) y en ocasiones se fragmentaron y formaron grietas en el tejido en
donde se observo el desarrollo de tejido desdiferenciado con apariencia
desmenuzable como si se tratase de callo. Estas observaciones concuerdan con
las de Pérez-Molphe-Balch et al. (1998) quienes explican que los brotes
hiperhidratados presentan apariencia cristalina color verde con numero de
espinas reducido.

Los brotes hiperhidratados se observaron con baja frecuencia en todos los

tratamientos con reguladores de crecimiento y nula para el tratamiento control,
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aunque BA presentd el mayor numero (3.6 %) en comparaciéon con 2iP y K (1.9 y
1.5 %) respectivamente. Kane (2000) senala que el empleo de altas
concentraciones de citocininas produce brotes pequefios con sintomas de
hiperhidratacion. Sin embargo, los brotes hiperhidratados de E. grusonii
presentaron mayor tamano que los brotes normales. En Mammillaria carmenae,
Anicua y Rivas (2000) obtuvieron 20% de brotes vitrificados (hiperhidratados) con
apariencia acuosa-cristalina, fragiles y con malformaciones al emplear BA 5 mg/l y
al parecer se cree que hay una estrecha relacién entre BA y la hiperhidratacion
(Elias-Rocha et al., 1998). Para M. schiedeana subsp. schiedeana Soria (2006) en
los diferentes tratamientos donde empleo BA/ANA obtuvo un 40% de brotes con

hiperhidratacion.

Pérez-Molphe-Balch y Davila-Figueroa (2002), para Pelecyphora
aselliformis y P. strobiliformis del total de brotes generados solo obtuvieron el 5%
de hiperhidratacién, en Mammillaria elongata con el empleo de BA 0.2 mg/l se
obtuvo el 50% de hiperhidratacion (Papafotiou et al., 2001), lo cual es muy
elevado si se compara con el 3.6% obtenido en E. grusonii en los tratamientos de
BA. Para Mammillaria candida también se ha presentado la hiperhidratacién en
baja frecuencia con 2.67% (Elias-Rocha, 1998). Pérez-Molphe-Balch et al. (1998)
observaron una alta hiperhidratacién en 4 de la 6 especies de Mammillaria
durante su cultivo in vitro en medio suplementado con BA 1 mg/l. Por lo contrario
Giusti et al. (2002) encontraron que para Escobaria minima, al emplear BA 0.09
mg/l y Pelecyphora aselliformis con K 5 mg/l adicionado con ANA 0.01 mg/l no se

presentd o fue muy baja la hiperhidratacién respectivamente.

En el presente trabajo se observé que para E. grusonii la ocurrencia de
brotes hiperhidratados se puede disminuir si se evita el contacto directo de las
aréolas y brotes con el medio de cultivo, evitando el desarrollo de brotes con
posibles anormalidades morfoldgicas, anatémicas y fisiolégicas; caracteristicas
por las cuales dificiimente estos brotes llegan a transferirse con éxito a suelo
(Majada et al., 2000). Sin embargo, Elias-Rocha et al. (1998) y Pérez-Molphe-
Balch et al. (1998) concuerdan que para el cultivo de tejidos en cactaceas, la
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hiperhidratacion de los brotes se puede reducir empleando altas concentraciones

de agar y bajas concentraciones de reguladores de crecimiento.

5. Proliferacion de brotes

En el tratamiento control se obtuvo un total de 107 brotes por tratamiento lo que
corresponde a 1.19 brotes por explante, el tamarno de la mayoria de estos fue de
0.5 cm aproximadamente, esto se atribuye a que los tejidos posiblemente
contienen hormonas enddgenas que permitieron su desarrollo, pero no fueron

suficientes para que los brotes lo continuaran.

En reportes como el de Frias (1989), Machado y Prioli (1996), Anicua y
Rivas (2000) y Mata et al. (2001), también se observé la formacién de brotes en
ausencia de reguladores de crecimiento. Anicua y Rivas (2000) encontraron en
Mammillaria carmenae que el grupo control present6é el mayor nimero de brotes
(8.95 brotes por explante), sin embargo, estos no presentaron caracteristicas tan
similares a la planta madre.

De acuerdo con George y Sherrington, (1984) al utilizar un medio sin
reguladores de crecimiento se puede demostrar la habilidad que presentan los
tejidos para responder a la induccién morfogenética, la cual es dada por el empleo
de los reguladores de crecimiento. Ademas, explica que para que la morfogénesis
sea posible, las células deben ser capaces de responder a los reguladores de
crecimiento, es decir, deben ser competentes y tener la habilidad para responder
a la induccion morfogenética (estimulos del medio, quimicos o reguladores de
crecimiento), logrando su desarrollo.

Con esto se confirm6 que las plantulas de E. grusonii usadas como fuente
de explantes fueron competentes y respondieron ante la induccion de los

reguladores de crecimiento.

5.1.Tratamientos con BA
El mayor numero de brotes se obtuvo en los tres tratamientos con BA, donde la
concentracion de 3 mg/l fue la mas favorable con 659, seguida de 2 y 1 mg/l con

528 y 393 brotes respectivamente, generando de 4 a 7 brotes por explante.
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De manera general esta citocinina ha sido utilizada sola o en combinacion
con auxinas en la propagacion de cactaceas con resultados favorables (Tabla 7),
se le considera el mas efectivo para el control y crecimiento de yemas y
meristemos por ser un compuesto muy activo (Hu y Wang, 1983; Krikorian, 1985;
Kane, 2000).

Tabla 7.- Trabajos donde se ha utilizando BA para la formacién de brotes, en diferentes especies

de cactéaceas.

Reguladores Respuesta

Especie de crecimiento  in vitro Referencia
(mg/l) (B/E)
Cereus peruvianus BA (1)/ANA (1) Brotes Machado y Prioli, 1996
Corypahnta radians 415
Echinocactus 9
platyacanthus
Echinofossulocactus sp. 12.05 )
Mammillaria candida BA (1) 13.25 Perez"\g;"ﬂg‘zga"’h et
M. craigii 4.65 K
M. uncinata 5.25
Stenocactus 16.75
coptonogonus
Astrophytum myriostigma BA (2) Brotes Villavicencio et al., 1999
Echinocactus grusonii
Il . .
Mammillaria bocasana BA (5) %?ot?eg Anicua y Rivas, 2000

M. carmenae

Turbinicarpus laui BA 1.98 269 Mata et al., 2001
Mammillaria elongata BA(SS%/QA)NA Brotes Papafotiou et al., 2001
Pelecyphora aselliformis 0.9 13.2 Pérez-Molphe-Balch y
P. strobiliformis 1.98 12.4 Davila-Figueroa, 2002
Acharagama aguirreana 1 7

Astrophytum ornatum 2 11

Ferocactus flavovirens 1 4.8

Pachycereus schotti 3 4.3 Casto-Gallo et al., 2002
Pilosocereus

chrysacanthus 2 9.6

Stenocereus stellatus 1 7

Coryphanta werdermanii 1.5 2.9 Lizalde-Viramontes et al.,
Echinocereus delaetii 1 4.1 2004
Echinocactus grusonii 2 441

M. shiedeana Subs. BA (1)/ANA .

schiedeana (0.1) 224 Soria, 2006

B/E: brotes por explante, BA: N° benciladenina, ANA: acido naftalenacético.
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Las concentraciones empleadas varian de 0.9 a 5 mg/l y su efecto
primordial es el desarrollo de brotes, el niumero que se puede obtener variara en
funcion del tipo de explante y la especie utilizada, como en Pelecyphora
aselliformis y P. strobiliformis que al emplear concentraciones de 0.9 y 1.98 mg/I
los autores obtuvieron entre 12 y 13 brotes por explante, su aplicacion sin la
combinacién de una auxina parece ser mas efectiva como se observa en los
resultados obtenidos por Pérez-Molphe-Balch et al. 1998; Villavicencio et al. 1999;
Mata et al. 2001; Castro-Gallo et al. 2002; Pérez-Molphe-Balch y Davila-Figueroa,
2002; Lizalde-Viramontes et al. 2004 (Tabla 7).

De los escasos reportes sobre la propagacion in vitro para E. grusonii estan
el de Frias (1989) y el de Lizalde-Viramonte et al., 2004, en el primero se empled
BA 4.5 mg/l sola o en combinacidn con auxinas y el autor sefala que la
combinacién de ambas hormonas da como resultado una baja produccion de
brotes (2) y que el empleo de BA en ausencia de la auxina incrementd el numero
de brotes por tratamiento (5), el segundo reporte sefiala que empleando BA 2 mg/I
obtuvieron 4.10 brotes por explante por activacién areolar. El nimero de brotes
obtenidos en el presente trabajo es de 5 a 7 brotes por explante en

concentraciones similares empleadas en los reportes previos.

Para E. grusonii la presencia de BA fue aparentemente favorable en la
cantidad de brotes obtenidos (1,580 brotes) pero no en su formacion, debido a
que el desarrollo de los mismos no fue el adecuado por la serie de anormalidades
que presentaron y por lo tanto con pocas posibilidades de enraizar y establecerse

en condiciones ex vitro.

Este mismo fendémeno lo observaron Starling (1985) en Ariocarpus
trigonus, Obregonia denegriiy Astrophytum asterias y Elias-Rocha et al. (1998) en
Mammillaria candida con buenos resultados en el numero de brotes por explante
(7), pero los brotes obtenidos no presentaron caracteristicas morfoldgicas bien
definidas, por lo cual su sobrevivencia al momento de trasladarse a suelo no fue
posible. Frias (1989) reporta igualmente que los brotes regenerados de E.

grusonii con BA, presentaron crecimiento amorfo.
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Estas anormalidades presentadas son la combinacion de diferentes
factores. En 1998 Flinn et al. sefalaron que la combinacién entre el tipo de
explante y regulador de crecimiento son necesarios para la formacion de brotes,
aunque también es importante el tiempo minimo de exposicién del explante con
las hormonas, ya que un menor tiempo o por el contrario una exposicion
prolongada de las citocininas no mejorara la produccién de brotes. Ademas de
que los cambios anatémicos asociados con la organogénesis se incrementan,
activan o suprimen dependiendo del regulador de crecimiento y de la
concentracion usada, asi como del tiempo que el explante permanece en el medio
(L6pez-Escamilla, 2000). De acuerdo a lo anterior probablemente el tiempo de
induccion de dos meses para los explantes de E. grusonii en BA, no fue el
adecuado, ya que el 50.2% de los brotes obtenidos presentaron anormalidades
morfolégicas (brotes sin calidad) situacidén que no se presentd en las otras dos
citocininas empleadas (K y 2iP). Cabe mencionar que la mayoria de los brotes
normales obtenidos no superaban los 0.7 cm de longitud por lo tanto no se
consideraron como brotes de calidad.

5.2. Tratamientos con Kinetina
Con K la mejor concentraciéon para la produccién de brotes fue de 3 mg/l (244
brotes por tratamiento), seguida de 1 y 2 mg/l con 186 y 160 brotes
respectivamente, generando un promedio de 1 a 2 brotes por explante.

Frias (1989) observé que el empleo de K 4.3 mg/l (20 uM) en ausencia de
auxinas en E. grusonii estimul6 el desarrollo de brotes, obteniendo 3 por
tratamiento y en combinacién con AIA 0.5 mg/l se increment6é el niumero a 15
brotes, es importante sefialar que Frias solamente utilizd 4 explantes por
tratamiento, reporté un tipo de crecimiento amorfo y solo obtuvo el 57% de brotes
de aspecto normal, lo cual es bajo comparado con el 84% obtenido en el presente
trabajo con K 3 mg/l y a diferencia de Frias se emplearon 90 explantes por
tratamiento, lo que proporciona una mayor confiabilidad en los resultados
obtenidos. Otro trabajo realizado con esta especie, es el de Anicua y Rivas (2000)
que emplearon K 0.5, 1, 5 y 10 mg/lI durante seis meses de induccion obteniendo

principalmente la formacion de callo, probablemente las altas concentraciones de
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la citocinina asi como el prolongado tiempo de exposicion a la misma no permitié
la formacion de brotes, en cambio los mismos autores reportaron para
Mammillaria bocasana y M. carmenae con K 5 y 10 mg/l respectivamente la

formacién de 15.1 y 30.1 brotes por explante.

El empleo de K en la propagaciéon de cactaceas es menos empleado en
comparacién con BA, pero los reportes que se tienen han sido satisfactorios para
algunas especies (Tabla 8), se puede observar que las concentraciones utilizadas
son elevadas (10 mg/l) como en Ariocarpus kotschoubeyanus y Mammillaria
bocasana siendo mas efectiva para la primera especie, generando 25.2 brotes por
explante y menos favorable para la segunda con 2.8 brotes por explante, como se

observa, la misma concentracion puede dar diferentes resultados.

Tabla 8.- Trabajos de propagacion de cactaceas donde se ha empleado Kinetina.

Kinetina Respuesta

Especie in vitro Referencia

(mg/l) (B/E)
Echinocactus grusonii K 463gAIA 9 (B/t) Frias, 1989

K 0.1 75 (B/t)
Cereus peruvianus Machado y Prioli, 1996

p K 10/ANA 63 (B/Y) y

0.01
Mammillaria candida 5 2 Elias-Rocha et al.,1998
Ariocarpus kotschoubeyanus 10 25.24 Bertaud de Ledn et al., 1999
M. bocasana :% 12

] 23 Anicua y Rivas, 2000

M. carmenae 10 30
Epithelantha micromeris 8 17.25 Velazquez y Soltero, 2001
Mammillaria luethyi 1 1.58 Escobedo et al., 2002
Pelecyphora aselliformis 5 10.2 Giusti et al., 2002
Mammillaria bocasana 10 2.8
M. prolifera 1 2.5
M. pectinifera K 10/AlIA 4 4.5 Ramirez et al., 2004
Echinocactus platyacanthus K 3/AIA 4 5.6
Echinocereus schmolii K 10/AIA 1 2.4

B/E: brotes por explante, B/t: brotes por tratamiento, K: kinetina, ANA: &cido

naftalenacético, AIA: Acido indolacético.

También en Epithelantha micromeris se puede observar que las altas

concentraciones de K (8 mg/l) son satisfactorias en la producciéon de brotes,
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generando 17.25 brotes por explante. Como es posible observar para E. grusonii
en las diferentes concentraciones de Kinetina empleadas el numero de brotes por
tratamiento o por explante obtenidos son superiores en comparacion con especies
como Mammillaria luethyi que produjo 1.58 brotes por explante contra los 2 brotes
por explante obtenidos en el presente trabajo. Asi mismo se super6 los 63 brotes
por tratamiento obtenidos en Cereus peruvianus con K 10 mg/l, obteniendo 186

brotes para E. grusonii en K 1mg/I.

Finalmente, en el presente trabajo al emplear K 3 mg/l y obtener un total de
244 brotes se mejoré y superé el numero de nueve brotes por tratamiento
obtenidos por Frias (1989) al utilizar K 4.3 mg/I.

Cabe mencionar que con esta citocinina también se presentaron brotes

anormales: 1, 0.6 y 15% en K 1, 2 y 3 mg/l respectivamente.

5.3. Tratamientos con 2iP
En los ensayos realizados con 2iP se pudo observar que en las tres
concentraciones ensayadas (1, 2 y 3 mg/l) el nimero de brotes por tratamiento
fue de 221, 271 y 280 respectivamente, registrando entre 2 y 3 brotes por

explante, con el 96 al 99% de brotes bien desarrollados.

El empleo de 2iP en esta especie lo reporté Frias (1989) utilizando 6 mg/I
donde obtuvo 2 brotes por tratamiento y logré un incremento de 19 y 16 brotes por
tratamiento al adicionar AIA 0.2 y 0.8 mg/l respectivamente. Estos resultados
comparados con los reportados en el presente trabajo son bajos, debido a que
Frias obtuvo 57 brotes repartidos en 6 tratamientos ya que sélo utilizé cuatro
explantes por tratamiento en 2iP/AIA, en contaste a los 90 explantes por
tratamiento utilizados en este trabajo, generando un total de 772 brotes en los tres
tratamientos de 2iP, probablemente este numero pudiera incrementarse al
adicionar AIA como lo reporta Frias (1989).

En la tabla 9 se muestran algunas especies de cactaceas que han sido

propagadas utilizando 2iP:
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Tabla 9.- Lista de especies que se han propagado empleado 2iP en concentraciones de 1 a 10

mg/l

Especie (nz1ig|:;l) R?/ZE:?;}E)’." Autor
Mammillaria elongata 10 n.e Johnson y Emino, 1979
Echinocactus grusonii (6'73 )2/§AIA 19 (BA) Frias, 1989
Epithelanta micromeris (4)/ANA (0.2) 14.75 Velazquez y Soltero, 2001
Acharagma aguirreana 2 5.8
Astrophytum ornatum 2 29
Coryphantha elephantidens 3 1.8
Ferocactus flavovirens 3 3.3
Mammillaria bocasana 2 1.6
Mammillaria oteroi 3 3.5 Castro-Gallo et al. 2002
Pachycereus schotti 3 2
Pilosocereus chrysacanthus 2 2.2
Stenocereus stellatus 3 3.7
Thelocactus hexaedophorus 3 2.5
Pelecyphora aselliformis 3.28 2.37 Pérez-Molphe-Bach y
Pelecyphora strobiliformis 3.28 2.26 Davila-Figueroa, 2002

B/E: brotes por explante, B/t: brotes por tratamiento, 2iP: N°- 2, isopentenil adenina, ANA:

acido naftalenacético, AlA: Acido indolacético, n.e: no especificado.

De acuerdo a estos reportes, se observa que los resultados obtenidos en el
presente trabajo superan o igualan los obtenidos en otras cactaceas que se han
propagado empleando las mismas concentraciones de 2iP (1, 2 y 3 mg/l), algunas
de ellas son: Astrophytum ornatum, Coryphantha elephantidens, Mammillaria
bocasana, Pachycereus schotti, Pilosocereus chrysacanthus, Thelocactus
hexaedophorus, Pelecyphora aselliformis'y Pelecyphora strobiliformis (Tabla 9).

Finalmente comparando los resultados, se observd que cada especie
responde de manera diferente y requiere de niveles especificos hormonales, para

obtener respuestas 6ptimas.

De manera general se pudo observar una relacion proporcional entre el
namero de brotes regenerados y la concentracion empleada, ya que

aparentemente al incrementar la concentracion aumenté el nimero de brotes por
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explante obtenidos, registrando de 4.37, 5.87 y 7.32 brotes paraBA 1,2y 3 mg/l y
de 2.46, 3.01 y 3.11 brotes para 2iP 1, 2 y 3 mg/l respectivamente. En el caso de
K esta relacién no se observd, pero si se incrementd la cantidad de brotes de K 1
a 3 mg/l con 2.07 y 2.71 respectivamente.

Resultados similares reportaron Castro-Gallo et al. (2002) para
Astrophytum ornatum, Pachycereus schotti y Pilosocereus chrysacanthus,
observando que el numero de brotes aumentaba conforme se aumentd la
concentracion de BA, al emplearse en concentraciones de 1 a2 ode 1,2a 3
mg/l, con lo cual obtuvo de 2.7 a 3.8, de 2.5 a 4.3 y de 2.3 a 3.3 brotes para cada
especie. Sin embargo, existen especies como M. bocasana y Stenocereus
stellatus donde al aumentar la concentracion de BA disminuye el numero de
brotes (Castro-Gallo et al., 2002). En el mismo trabajo los autores emplearon 2iP
y observaron que al aumentar la concentracién de la hormona se incrementé la

produccién de brotes.

Por otro lado, en el presente trabajo en las concentraciones empleadas con
BA desafortunadamente el desarrollo de los brotes se vio fuertemente afectado
por una serie de anormalidades que dieron paso a lo que se denomind brotes
anormales y al fenédmeno de la hiperhidratacion que no permitié su desarrollo, tan
solo de los 659 brotes contabilizados para BA 3 mg/I unicamente 380 (57.6%)
presentaron un buen aspecto pero su tamarnio fue menor, (0.3-0.5 mm) con la
base ancha y sin diferenciarse del explante, lo que dificulté su individualizacién. El
resto de los brotes 261 (42.4%) mostraron anormalidades (Tabla 10).

Con K los brotes anormales estuvieron presentes en un 0.7 y 15.2% y la
hiperhidratacion entre el 0.8 y 3.8%, siendo considerablemente menor con

respecto a BA, solamente K 3 mg/l presenté 37 brotes anormales (15.2%).

En presencia de 2iP las malformaciones fueron escasas (0.7%) asi como el
fenémeno de la hiperhidratacién (0.9 — 2.9%) (Tabla 10).
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Tabla 10.-NUumero de brotes obtenidos a partir de explantes longitudinales de E. grusonii después

de dos meses de induccidn bajo tres citocininas a diferentes concentraciones y un grupo control.

Citocinina Explantes o,  Brotes por Brotes + Brotes o Brotes o Brotes o
mg/| con o tratamiento por DS normales anormales & hiper- 7o
respuesta explante hidratados
C 0 75/90 83 107 1.19 0.09 107 100 0 0 0 0
1 86/90 95 186 2.07 0.18 177 95.1 2 1.1 7 3.8
K 2 81/90 90 160 1.78 0.17 159 99.3 1 0.7 0 0
3 86/90 95 244 2.71 0.25 205 84 37 15.2 2 0.8
1 86/90 95 221 2.46 0.22 219 99.1 0 0 2 0.9
2iP 2 81/90 90 271 3.01 0.31 266 98.2 0 0 5 1.8
3 82/90 91 280 3.1 0.28 270 96.4 2 0.7 8 29
1 88/90 97 393 4.37 0.39 171 43.5 211 53.7 11 2.8
BA 2 89/90 98 528 5.87 0.44 177 33.5 322 61.0 29 5.5
3 82/90 91 659 7.32 0.63 380 57.7 261 39.6 18 2.7

C: control, DS: error estandar

De acuerdo al andlisis estadistico hubo diferencias significativas entre las
hormonas en cuanto a la produccién de brotes (F= 79.773 y P < 0.05),
encontrando que BA difiere significativamente de las otras dos citocininas (P <
0.05). Esto es relevante debido a que BA produjo el mayor nimero de brotes por
explante. Asi mismo, se hallaron diferencias significativas entre las
concentraciones empleadas (F=7.412, P=0.001), encontrando que 2 mg/l difirié
estadisticamente de 1 y 3 mg/l (P < 0.05). De acuerdo a lo anterior la hormona y
concentracion ideal por el nimero de brotes que produce es BA 2 mg/l. Sin
embargo, de acuerdo a las caracteristicas o anormalidades que presentaron los
brotes obtenidos en BA se descarta que sea la citocinina adecuada, deduciendo
que 2iP 3 mg/l es la éptima para la produccidén de brotes aunque 2iP da un menor
nuamero de brotes en comparacion con BA y mayor que K, estos son de calidad y
presentan las caracteristicas distintivas de la especie desde el inicio de su

formacién hasta el momento de individualizarse.

De acuerdo con Hu y Wang (1983) y Kane (2000) 2iP es la citocinina usada

con menor frecuencia para la propagacion de especies en general, sin embargo,
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suponen que su adicién al medio de cultivo puede dar resultados éptimos como
se observé en E. grusonii al formar el mayor numero de brotes de calidad.
Aproximadamente el 90% (2744) de los brotes de E. grusonii obtenidos en
la fase de induccién se individualizaron y enraizaron, y el resto no continué con
esta etapa debido a que presentaron un tamafo menor a 0.5 cm (principalmente
los brotes normales obtenidos en BA) permaneciendo en el explante en medio MS

basal para que continuaran con su crecimiento.

6. Individualizacién y enraizamiento de brotes

Brotes individualizados de 1 a 4 cm de longitud de E. grusonii provenientes de
los diferentes tratamientos de induccién, se sembraron en medio MS y formaron
raices a partir de la zona central del brote, de manera espontanea después de 15
dias de incubacion (Imagen 9a).

Después de 45 dias de incubacion, el 100% de los brotes individualizados
formaron raices y la mayoria de estas fueron abundantes y presentaron de
manera general una raiz primaria de color verde claro y raices secundarias de

color blanco o amarillo, con algunos pelos radicales café claro (Imagen 9b).

De acuerdo con Blazkova et al. (1997) la induccion de raices se puede
presentar por la adicion de auxinas, reduccién de minerales o sacarosa, O
modificacién de la temperatura o el fotoperiodo. Sin embargo, en la mayoria de
los trabajos se reporta el empleo de algun tipo de auxinas en el medio de cultivo
para obtener la formacién de raices en los nuevos brotes, como Pérez-Molphe-
Balch et al. (1998), en su trabajo de propagacion de 21 especies de cactaceas
mexicanas obtuvo que todas respondieron y formaron raices ante la induccién de
auxinas ya sea AIB o AIA 0.5 6 1mg/l. Papafotiou et al. (2001) emplearon medio
con AIB para enraizar Mammillaria elongata y obtuvieron porcentajes del 50 a
67% de éxito.

Castro-Gallo et al. (2002) al agregar AIA y AIB al medio indujeron la
formacién de raices en Astrophytum ornatum, Mammillaria oteroi, Coryphantha

elephantidens, Ferocactus flavovirens, M bocasana y Thelocactus hexaedophorus
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con porcentajes de 73 a 96% y de 50 a 67% de éxito en el enraizamiento
respectivamente. También para: Acharagma aquirreana, Pachycereus schottii,
Stenocereus stellatus y Pilosocereus chrysacanthus (Castro-Gallo et al., 2002),
Pelecyphora aselliformis y P. strobiliformis (Pérez-Molphe-Balch y DAavila-
Figueroa, 2002) y Ariocarpus kotschoubeyanus (Moebius et al, 1999), la
formacién de raices resulté ser exitosa empleando como enraizador medio
adicionado con carbon activado. Sin embargo, Elias-Rocha et al. (1998) para
Mammillaria candida, Mata et al. (2001) para Turbinicarpus laui y Anicua y Rivas
(2000) para M. bocasana y M. carmenae, reportaron que con el emple6é de medio

sin reguladores de crecimiento se obtuvo la formacién de raices.

E. grusonii después de 15 dias presenté la formacion de raices vigorosas
en medio MS sin reguladores de crecimiento, esto fue similar en Turbinicarpus
laui, que formé raices en 2 semanas. En otras especies la formacién de raices fue
tardada y tom6é mas de un mes para obtener su desarrollo, algunas de ellas son:
Carnegiea gigantea, la cual tardb mas de 6 semanas para obtener la formacion de
raices adventicias (Baker y Marin, 1999), o Cereus peruvianus que después de 9
semanas formo raices en todos los brotes (Machado y Prioli, 1996), y Mammillaria
candida la cual tardd cerca de 4 meses para enraizar (Elias-Rocha et al., 1998).

Burch y McWaw (2000) menciona que las citocininas son inhibidores del
proceso de formacion de raices. Sin embargo, para E. grusonii las citocininas
empleadas en el medio de induccién de brotes formaron parte importante en la

formacién de raices.

7. Aclimatizaciéon

Para la propagacion por medio de las técnicas de Cultivo de Tejidos, no sélo es
importante la proliferacion de plantulas; si no que éstas puedan adaptarse por
completo al medio ambiente, es decir que tengan una transformacién de la
condicién heterétrofa (cultivo in vitro) a una autétrofa (ambiente natural). Las
plantulas propagadas in vitro se desarrollan dentro de envases con bajos niveles
de luz, condiciones asépticas, en medio conteniendo nutrientes y azlicar como

fuente de energia y en una atmosfera con humedad relativa elevada, por lo cual
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su desarrollo es heterétrofo (Preece y Sutter, 1991; PospiSilova et al., 1999;
Kadlecek et al., 2001).

Todas estas condiciones de cultivo contribuyen a anormalidades
morfolégicas, anatdémicas y fisiolégicas o a tener fenotipos con los cuales las
plantas no sobreviven a las condiciones ambientales cuando se traspasan
directamente al campo o invernadero (Preece y Sutter, 1991; PospiSilova et al.,
1999).

Preece y Sutter (1991) explican que la aclimatacién es el proceso durante

el cual las plantas llegan a “acostumbrarse” a un nuevo clima o situacién como

resultado de un proceso natural. Aclarando que el proceso mediante el cual las
plantas in vitro llegan a establecerse fuera del frasco de cultivo se llama

aclimatizacion, el cual implica la intervencién del hombre, guiando y manipulando

los procesos por los que las plantas se acostumbran a las nuevas condiciones.
Por lo tanto, es necesario acostumbrar a las plantulas a bajos niveles de humedad
relativa, elevados niveles de luz, ambiente séptico y otras condiciones que llegan
a estresar a las plantas micropropagadas (Hu y Wang, 1983; Preece y Sutter,
1991; Kane, 2000). Preece y Sutter (1991) y PospiSilova et al. (1999) mencionan
que las plantas tras acostumbrarse gradualmente a las nuevas condiciones,
pueden incluso corregir las posibles anormalidades fisiolégicas y anatémicas.
Lambers et al. (1991 citado por Rosas-Lépez, 2002) argumentan que una planta
ha sido aclimatizada por completo cuando ésta incrementa su resistencia al estrés

que fue expuesta.

Las charolas con brotes enraizados de E. grusonii permanecieron 8 dias
bajo las condiciones de incubacién, ya en condiciones de invernadero, los brotes
enraizados se regaron moderadamente cada tercer dia. Sin embargo, el principal
problema que presentaron fue el estrés causado por la pérdida excesiva de agua.
Fila et al. (1998 citado por PospiSilova et al, 1999) explican que en las plantulas
provenientes del cultivo in vitro, la toma de agua se ve limitada por la poca
conductividad hidraulica de la raiz y la mala conexion entre ésta y el tallo, y la
poca toma de agua y la pérdida excesiva de ésta causan la desecacion, la cual de

acuerdo a Hu y Wang (1983) es la principal causa de muerte en esta etapa.
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Para los brotes enraizados de E. grusonii el empleo de charolas con tapas
de plastico transparente, ayudd a evitar o disminuir la desecacién, permitiendo

mantener la humedad y el agua.

Evaluacion del crecimiento de los brotes

=  Altura

Brotes con aclimatizacion previa in vitro

Después de 6 meses, los brotes aclimatizados incrementaron de una a dos veces
su altura inicial promedio, la cual fue de 1.9 cm, al final de la evaluacién los brotes
provenientes de los tratamientos de induccién con K y 2iP, asi como el control
alcanzaron una altura promedio de 4 cm, a excepcion del tratamiento de 2iP 3
mg/l (8.57 cm) asi como de los brotes provenientes de los tratamientos con BA

que alcanzaron una altura ligeramente menor de 3 cm en promedio (Grafica 2).

" Crecimiento de altura en cm. 5.65

4.82

ex vitro

| DAlura Inicial 2 Altura Final |

Gréfica 2.- Medidas inicial y final en cm del crecimiento de la altura en brotes de E. grusonii
aclimatizados por dos vias (in vitro y ex vitro), provenientes de las diferentes concentraciones de
citocininas. El mayor crecimiento se presentd en los brotes aclimatizados directamente en sustrato
(ex vitro).
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Brotes con aclimatizacion directa a sustrato (ex vitro)

Los brotes por esta via de aclimatizacion crecieron de dos a tres veces su altura
promedio inicial que fue de 1.7 cm. La mayoria de los brotes procedentes de los
diferentes tratamientos ensayados alcanzaron una altura final en un rango de 3.5
a 4.8 cm, a excepcion del tratamiento K 3 mg/l que registr6 la mayor altura
promedio de 5.65 cm (Grafica 2),

= Diametro

Brotes con aclimatizacion previa in vitro

Los brotes colocados in vitro antes de su transferencia a suelo incrementaron
cerca del doble su didmetro promedio inicial, ya que crecieron en un rango de
0.53 hasta 1.30 cm como maximo. El mayor crecimiento se registré en los
tratamientos con K 1, 2 y 3 mg/l con 2.25, 2.02 y 2.08 cm de diametro promedio
final respectivamente, seguidos de 2iP y BA que presentaron un diametro final
promedio menor a 1.6 cm (Gréfica 3).

Cecimiento de diametro en cm.

2l
B

2]
2P
ex vitro

2l
K

1o s
Ba

R
2P

12l
K

=

in vitro

‘mDiémetro Inicial @Diametra Final |

Gréfica 3.- Medidas inicial y final en cm del crecimiento de diametro en brotes de E. grusonii
aclimatizados por dos vias (in vitro y ex vitro), provenientes de las diferentes concentraciones de
citocininas. El mayor crecimiento se presento en los brotes aclimatizados directamente en sustrato

(ex vitro).
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Brotes con aclimatizacion directa a sustrato (ex vitro)

Los brotes transferidos directamente a condiciones ex vitro incrementaron de 3 a
4 veces su diametro inicial promedio, principalmente aquellos provenientes de los
tratamientos de 2iP 1, 2 y 3 mg/I que inicialmente midieron 0.68, 0.63 y 0.65 cm y
al final presentaron un diametro promedio de 2.64, 2.47 y 2.32 respectivamente, al
igual que el grupo control. El resto de los brotes provenientes de K y BA
presentaron un didmetro promedio final en un rango de 2.02 a 2.36 cm, aunque
en BA 3 mg/l el didmetro promedio final fue superior ya que midié 2.55 cm
(Gréfica 3).

Para los brotes provenientes del tratamiento control, el aumento en
diametro y altura se observo principalmente en la aclimatizacién directa a sustrato
(ex vitro), presentando una altura y diametro promedio final de 4.36 y 2.33 cm
respectivamente.

El 6ptimo crecimiento de las plantulas de E. grusonii sin importar el medio
de induccion del que provengan, de manera general se observdé en la
aclimatizacion directa a sustrato (ex vitro), logrando finalmente, que estas se

acostumbraran y desarrollaran bajo condiciones de invernadero.

De acuerdo al analisis estadistico hubo diferencias significativas entre las
hormonas en cuanto al crecimiento de los brotes con aclimatizacién previa in vitro
(F=4.571 y P=0.011). Los brotes provenientes del tratamiento de induccién 2iP
difieren significativamente de las otras dos citocininas en cuanto a su crecimiento
(p < 0.05). Asi mismo, de acuerdo al analisis estadistico hubo diferencias
significativas entre las hormonas en cuanto al crecimiento de los brotes con
aclimatizacion directa a sustrato (ex vitro) (F= 23.89 y P= <0.01). Para los brotes
aclimatizados directamente en sustrato, se observd que aquellos provenientes de
los tratamientos de induccion con 2iP difieren significativamente de BAy K (P <
0.05), en cuanto al crecimiento de los brotes. Esto es relevante debido a que los
brotes aclimatizados previamente in vitro como ex vitro provenientes de los
tratamientos de induccién de 2iP son los que presentaron los valores de

crecimiento mas altos, ademas de presentar desde el inicio de su formacion las
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caracteristicas morfolégicas definidas y distintivas de la especie, considerandolos
brotes de calidad.

8. Sobrevivencia

En seis de los diez tratamientos ensayados, se registraron los mayores
porcentajes de sobrevivencia con valores superiores al 90% y para los brotes
aclimatizados directamente ex vitro sélo cuatro de los diez tratamientos fueron
mayores al 90% (Tabla 11).

El porcentaje de sobrevivencia mas bajo registrado para la aclimatizacion
previa in vitro se obtuvo para los brotes enraizados de K 1 mg/l (65 %), BA 3 mg/I
(74 %), BA 2 y K 3 mg/l (82 %), y el mayor éxito de sobrevivencia se obtuvo con
los tres tratamientos con 2iP al obtener 100 % para 2y 3 mg/l y 94 % para 1 mg/I.

En los brotes aclimatizados directamente en sustrato (ex vitro) los mayores
porcentajes de sobrevivencia se presentaron en plantas provenientes de K al
obtener el 100% en 1y 3 mg/l y un 94% en K 2 mg/Il. Para los brotes provenientes
de 2iP se obtuvo una sobrevivencia de 80, 76 y 67% y BA 77, 68 y 92% para 1, 2
y 3 mg/l respectivamente.

Tabla 11.- Porcentaje de sobrevivencia en brotes de E. grusonii aclimatizados por dos vias
(previa in vitro y directa a sustrato -ex vitro) y provenientes de los diferentes medios de induccién

con citocininas.

%SOBREVIVENCIA

Tratamiento . o
Aclimatizacién

(mg/l)
in vitro ex vitro
control 100 83
1 65 100
K 2 100 93
3 82 100
1 94 80
2iP 2 100 76
3 100 67
1 96 77
BA 2 82 68
3 74 92

-57-




PROPAGACION in vitro DE Echinocactus grusonii HILD., (CACTACEAE) ESPECIE EN PELIGRO DE EXTINCION

La menor tasa de sobrevivencia reportada en los brotes aclimatizados en
sustrato se debié a la muerte de las plantas durante el periodo de aclimatizacién
en condiciones de invernadero. Ya que esta fue inevitable debido al estrés
causado por la pérdida excesiva de agua, que se presentd en las primeras
semanas después de colocarse en condiciones de invernadero. Roberts et al.
(1990) y Collin y Edwards (1998) explican que cuando las plantas desarrolladas in
vitro se traspasan a condiciones de invernadero, el agua se pierde rapidamente
debido a que los estomas no responden al estimulo que normalmente induce el
cierre, perdiendo el agua por la cuticula que esta poco desarrollada.

Durante el establecimiento de las plantulas de E. grusonii a condiciones
de invernadero se observé que la coloracién verde del tallo cambidé a un tono
rojizo, debido probablemente a la incidencia solar, observando que la parte
cubierta por el sustrato permaneci6é de color verde, mientras que la porcion fuera

del sustrato se enrojecio.

Con un cubo de madera cubierto por malla de sombra 70%, se ayudo6 a
disminuir la incidencia solar ya que dentro de este fue de 95.55 pmol m?s ' de
intensidad luminosa y fuera de él de 435 pmol m?s ' de intensidad luminosa, por
lo tanto el cambio de coloracién se evitd. De acuerdo con Kadlecek et al. (2001) el
uso de sombra ayuda a reducir la irradiacién durante los primeros dias de la
aclimatizacion. PospiSilova et al (1999) plantean que en el invernadero la
irradiacion solar es mucho mas alta y la humedad es mas baja que en los envases

de cultivo.

Probablemente la perdida de agua se debié a que cuando las plantulas se
traspasaron a sustrato y al tratar de quitar el exceso de agar de las raices, estas
se danaron, principalmente a nivel de los pelos radicales, con lo cual la absorcién
de agua y nutrientes por medio de las raices pudo verse afectado (Roberts et al.,
1990; Collin y Edwars, 1998; Kadlec¢ek et al., 2001; Debergh y Maene, 1981 citado
por Preece y Sutter, 2001). Cabe mencionar que de acuerdo a Preece y Sutter

(2001) las raices producidas in vitro no son funcionales, llegando a existir una
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pobre conexidn de éstas con el tallo, las cuales al transferirse a suelo mueren,

pero se desarrollan raices nuevas que si son funcionales (Collin y Edwars, 1998).

Para los brotes enraizados de E. grusonii, una vez colocados en sustrato,
la formaciéon de las nuevas raices fue notorio, y se observé que éstas se
desarrollaron en la base de la planta, debajo de las raices producidas in vitro, las
cuales conforme a su crecimiento empujaron las raices formadas in vitro hasta
desprenderlas por completo y finalmente se secaron y murieron. La transferencia
de los brotes enraizados de E. grusonii provenientes de los tratamientos de
induccion a sustrato fue exitosa, ya que el desarrollo y crecimiento de diametro y
altura de estos fue notorio (Imagen 10 y 11). De acuerdo con PospiSilova et al.
(1999) y KadleCek et al. (2001) el traspaso de las plantulas in vitro a condiciones
ex vitro se considera exitoso cuando es notorio el incremento del desarrollo de las

plantas.

Pocas son las especies en las cuales se reporta el establecimiento de
plantulas en condiciones de invernadero. Algunas de ellas como: Ariocarpus
kotschoubeyanus (Moebius et al., 1999), Turbinicarpus laui (Mata et al., 2001;
Santos-Diaz et al., 2003) Mammillaria candida (Elias-Rocha et al., 1998),
Pelecyphora aselliformis, P. strobiliformis (Pérez-Molphe-Balch y Davila-Figueroa,
2002), Mammillaria elongata (Papafotiou et al., 2001), Acharagma aguirreana,
Astrophytum ornatum, Coryphantha elephantidens, Ferocactus flavovirens,
Mammillaria bocasana, M. oteroi, Pachycereus schottii, Pilosocereus
chrysacanthus, Stenocereus stellatus, Thelocactus hexaedophorus (con 90 a
100% de sobrevivencia en sustrato) (Castro-Gallo et al., 2002), entre otras.

Para Johnson y Emino (1979) la transferencia de los brotes de Mammillaria
elongata obtenidos in vitro fue exitosa, ya que bajo condiciones de invernadero se
enraizaron y continuaron su desarrollo. Utilizaron como sustrato vermiculita y
perlita (1:1) y cubriendo con bolsas de plastico perfordndolas después de dos
semanas, tiempo en el cual se adaptaron al invernadero y establecieron raices
funcionales. Estos autores observaron que la transferencia de brotes pequefios no

fue exitosa.
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Para los trabajos realizados con E. grusonii como el de Frias (1989),
Martinez et al. (2002) y Lizalde-Viramontes et al. (2004) no se reporta la
transferencia de los brotes obtenidos a condiciones de invernadero, o como en el
caso de Anicua y Rivas (2000), donde este proceso no se realizd debido a que no

obtuvieron la formacién de brotes.

A la fecha se tienen 2294 brotes en condiciones in vitro y 533 plantulas de E.

grusonii en condiciones de invernadero.
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VIl. CONCLUSIONES

e Por medio del Cultivo de Tejidos Vegetales se logré obtener la propagacion
de E. grusonii a partir de plantulas germinadas in vitro.

e La germinacién de semillas se logré6 en los tres medios ensayados,
principalmente en Agua-Agar (95%) y MS 50% (94%), sin embargo, el
medio MS 50% fue el éptimo en la germinacion de semillas de E. grusonii
por las caracteristicas de crecimiento que presentaron las plantulas
desarrolladas en este medio.

e El proceso de escarificacidon y desinfeccion fue un paso importante para el
establecimiento in vitro de E. grusonii, y da la posibilidad de aplicarse en

las especies de este género.

e Todos los brotes formados en el medio de induccién se obtuvieron por

organogénesis directa.

e La regeneracién apical, rizogénesis e hiperhidratacién se presentaron en
rangos del: 25 al 54%, 37 al 84% y 0.8 al 3.8% respectivamente de manera

indistinta en todos los tratamientos ensayados.

e En el tratamiento control (sin reguladores de crecimiento) se obtuvo la

proliferaciéon de brotes, (107 brotes) y con desarrollo minimo.

e La concentracién optima para la proliferacién de brotes de E. grusonii fue
2iP 3 mg/l (280 brotes), presentaron morfologia adecuada y tuvieron el

mayor crecimiento durante la aclimatizacion.

e Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las
hormonas y concentraciones empleadas para la proliferacion de brotes,
encontrando que BA 2 mg/l fue la mas representativa, sin embargo, los
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brotes formados presentaron anormalidades morfologicas o sintomas de
hiperhidratacion.
Se observé una relacién proporcional entre el niumero de brotes y la

concentracion de citocinina empleada en el caso de BA y 2iP.

El 100% de los brotes individualizados formaron sus raices de manera
espontanea en 15 dias en medio MS basal y sin la adicion de auxinas.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el crecimiento

de los brotes aclimatizados tanto in vitro como ex vitro.

La aclimatizacion directa fue la mas favorable sin importar el tratamiento de

induccién del que provenian registrando un 67 al 100% de sobrevivencia.

Con los resultados obtenidos fue posible corroborar que los mejores
resultados del sistema de micropropagacién propuesto para E.
platyacanthus fue eficiente para E. grusonii y dan la posibilidad de
emplearse en la propagacién de otras especies pertenecientes al mismo

género.

Propuestas a futuro

De acuerdo a ensayos posteriores, fue posible determinar que el empleo
de explantes longitudinales de E. grusonii mayores a 2 cm pueden
incrementar el numero de brotes obtenidos, debido a la gran cantidad de
aréolas presentes en los explantes por lo que se recomienda utilizar esta
medida o realizar ensayos especificos con relacion al tamafo del explane
inicial, asi mismo para los tratamientos con BA, es necesario realizar a
futuro ensayos sobre el tiempo de induccién (menor a 2 meses) para tratar
de reducir el nimero de brotes con anormalidades, asi como la
hiperhidratacion y de este modo favorecer la produccién de brotes con
caracteristicas deseables debido a que esta citocinina es la que produce un

mayor numero de brotes por explante.
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Imagent: Germinacidn.
Diferencias  en el  desarrallo
marfoldgico entre plantulas de E
grusond, cultivadas en tres medios
de germinacidn. lzgquierda medio
Aguafdgar, centro MI100% ¥
derecha M3 50% (escala: 0.6 cm).

Imagen 2: Activacidn areolar. a) Aréolas con
espinas delyadas, escasas y traslucidas al
inicio de la induccidn hormaonal (escala; 0.2
cry, b) intensificacidn v desarrallo de tricamas
¥ espinas en las aréolas después de 13 dias de
induccidn (escala; 0.2 cm), ©) crecimiento de
las aréolas con tricomas en forma de
algodoncillos  blancos (escala: 04 cm). d)
Crecimiento, diferenciacidn y formacidn de
brates en explante de £ grusond en medio de
induccidn, a parir de la activacion de aréalas
fescala: 0.6 cm).

Imagen 3: Brotes
normales. Brotes de
calidad, formados en:
al  tratamiento  sin
haormonas, b}
tratamientos con ZiP
y c) tratamientos con
Kinetina (escala: 0.7

Imagen 4: Brotes anormales. 3
Aglomeracidn de brotes anormales
caracteristico de los tratamientos con
BA. by Explante con BA 2 mg,
formacidn de brotes con morfologia
narmal (Br) v brotes anormales (Ba)
caon tubérculos v tricamas blancos en
forma de telarafia cubrienda el brote
(escala: 1 cm).
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Imagen 6: Regeneracion
apical. a) regeneracidn
apical  del explante vy
formacidn de brotes en la
parte dorsal del explante
fescala 0B com) b
regeneracion  apical  del
explante despues de 25
dias En medig de
induccidn (escala: 0.8 cm).

secundarias (1] (escala
crmy.

al brote hiperhidratado
apariencia  cristalina,

(escala: 1.5 cm).

Imagen 5: Brotes anormales. a) brotes
secundarios (bs) con dpice dicotomico, en
medio de induccidn BA, formados a partir
de un brote inicial (hi} (escala: 1 cm), b)
brote crestado formado en medio de
induccion BA (escala; 0.5 cm) y c) brote
inicial crestada (bi) gue farmd en la parte
apical  brotes  secundarios  (bs)  de
morfologia normal (escala: 1 cm).

Imagen ¥: Rizogénesis.
Formacidn de raices después
de 20 dias en medio de
induccidgn. Se ohserva un gje
principal (&) y raices

0.8

Imagen 8: Hiperhidratacidn.

coh
tallo

verde claro v espinas blancas
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iy

J“ Imagen 9: Enraizamiento de
brotes. &) vista inferior del
frasco de cultivo, se observa el
desarrollo de raices
espontaneamente en 4 hrotes
- de £ grusoni a los 15 dias en
© medio MS basal (escala: 2.8
p crn). b) raices de un brote de
| 40 dias en medio MS basal, se
- observa el origen de la raiz (0]
| en la parte inferior central de
este, formando  una  raiz
primaria  (Rp) wverde claro,
! \ raices secundarias iRs)
= '“_ [ 5 blancas o amarillentas y pelos
T radicales (Pr) abundantes de
color café claro (escala: 1 cm).

Imagen 10: Plantas en
condiciones de
invernadero. “ista superior
de una charola con plantas
de E: Grusonl
aclimatizadas En
condiciones de invernadero
(escala: 4.5 cm).

Imagen 11: Plantas de
E. grusonii con 22
meses en condiciones
de invernadero (escala;
g.5cm).
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VIll. ANEXOS

Anexo 1.- Descripcidon botanica segun Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada,
1991

Echinocactus grusonii conocido comunmente como “Barril dorado o asiento de
suegra” es una especie que presenta tallos grandes, simples, globosos, con el
tiempo cilindricos, a veces producen brotes en la base, de 20 a 130 cm de altura,
frecuentemente de 40 a 80 cm de diametro, de color verde claro; apice con lana
amarilla. Costillas 21 a 37 mas bien delgadas y altas. Aréolas grandes, alargadas,
distantes entre si cerca de 1 cm a veces mas o menos confluentes, las cercanas
al apice con lana amarillenta. Espinas de color amarillo oro cuando jovenes,
después mas palidas, y las viejas con algo de tinte castano. Espinas radiales 8 a
10, subuladas, de 3 cm de longitud. Espinas centrales generalmente 4, hasta de 5
cm de longitud. Flores de 4 a 6 cm de longitud y 5 cm de diametro, que no se
abren ampliamente; pericarpelo esferoidal llevando escamas acuminadas que
desarrollan en sus axilas abundante lana; tubo receptacular de 3 cm de diametro,
cubierto con escamas lanceoladas y largamente acuminadas; segmentos
exteriores del perianto largamente acuminados, de color castafio en el envés y
amarillo en el haz; segmentos interiores del perianto de color amarillo cadmio, con
brillo sedoso, erectos, angostamente lanceolados, acuminados, mas cortos que
los exteriores; estambres numerosos, conniventes, formando un grueso cilindro
en el centro, amarillos; estilo amarillo; I6bulos del estigma 12. Fruto oblongo hasta
esférico, de 12 a 20 mm de longitud, de pared delgada, cubierta con escamas y
lana blanca o desnudo hacia abajo. Semillas de 1.5 mm de longitud; testa
brillante, de color castaro.
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Anexo 2.- Formulacion del Medio Murashige & Skoog (MS), 1962.

Concentracion (mg/l)
Elementos
MS MS 50%
MACRONUTRIENTES
NH.NO; 1.65 0.825
KNO; 1.9 0.95
MgSQ,+7H,0O 0.37 0.185
KH,PO, 0.17 0.085
CaCl, 0.44 0.22
MICRONUTRIENTES
Kl 0.00083 0.000415
HsBO; 0.0062 0.0031
MnSQO,+H,O 0.01689 0.008445
ZnSQ04+7H,0 0.0086 0.0043
Na;MoO,42H,0 0.00025 0.000125
CUSQO4+5H,0 0.000025 | 0.0000125
CoCly»6H,0 0.000025 | 0.0000125
Sol Fe
Na, EDTA 0.0373 0.01865
FeSO,7H,0 0.0278 0.0139
INOSITOL 0.1 0.05
VITAMINAS
Acido nicotinico 0.0005 0.00025
Piridoxina-HCI
(B6) 0.0005 0.00025
Tiamina-HCI (B1) 0.0001 0.00005
GLICINA 0.002 0.001
SACAROSA 30 15
AGAR 8 8
pH 5.7-5.8

La esterilizacién del material y medio de cultivo se realiz6 en un autoclave a 121°Cy 1.5

kg/cm? de presién durante 18 minutos.
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