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Resumen

Echinocactus grusonii es una cactacea endémica de México, sin embargo, se encuentra en riesgo debido a la colecta y
comercializacion por su valor ornamental. Se establecié un protocolo para la induccién de callogénesis in vitro a partir de
mamilas de ejemplares juveniles de Echinocactus grusonii Hildm. Se evalu6 el agente desinfectante NaClO a diferentes
concentraciones y combinaciones con Tween 80, asi como, se evaluaron diferentes concentraciones de reguladores de
crecimiento (AlA y BAP) en medio MS al 50%. Se registrd el porcentaje de contaminacion, nimero total de callos por explante,
porcentaje de callos, nimero promedio de raices por explante. Los tratamientos de desinfeccién no presentaron diferencias
significativas, el tratamiento de 1 mg/L BAP + 4 mg/L AlA permite obtener mayor ndmero y porcentaje de callos (3.2 y 64%,
respectivamente). Estos resultados son importantes para la propagacion de cactdceas ornamentales a fin de reducir el consumo
ilegal de estas.

Palabras Clave: explante, reguladores, acido indol-3-acético, 6-bencilaminopurina, Murashige & Skoog.

Abstract

Echinocactus grusonii is an endemic cactus of Mexico, however, it is at risk due to the collection and commercialization of
its ornamental value. A protocol was stablished to induce callogenesis in vitro from mamillas of juvenile specimens of
Echinocactus grusonii Hildm. The desinfectant NaCIO agent was evaluated at different concentrations and combinations with
Tween 80, as well as, different concentrations of growth regulators (IAA and BAP) in 50% MS medium were evaluated. The
contamination percentage, the total number of calluses per explant, the rate of calluses, and the average number of roots per
explant were recorded. The disinfection treatments did not present significant differences, the treatment of 1 mg/L BA + 4 mg/L
IAA allows obtaining a more substantial number and percentage of calluses (3.2 and 64%, respectively). These results are
essential for propagating ornamental cacti to reduce their illegal consumption.

Keywords: explant, regulator, indol-3-acetic acid, 6-benzylaminopurine, Murashige & Skoog.

La especie Echinocactus grusonii Hildm. presenta una
amplia distribucién que va desde Querétaro hasta Hidalgo

1. Introduccion

La familia cacticea tiene sus origenes en el continente
americano; teniendo una mayor diversidad en México con
alrededor de 55 géneros y 850 especies endémicas (Mandujano
et al., 2002); su distribucién actual no es homogénea, se
restringe a zonas aridas o semidridas del pais (Miguel-Talonia
etal., 2014), también es comun encontrarlas en diferentes tipos
de ecosistemas tales como matorrales, pastizales, bosques
tropicales y matorrales de dunas (Aguirre, 2016).

*Autor para la correspondencia: dulce_galvan11212@uaeh.edu.mx

(Guzmén, 2003), sin embargo, debido a su endemismo, a la
sobrecolecta y destruccién de su habitat se encuentra en la
categoria de en peligro de extincion “P” segiin la NOM-059-
SEMARNAT-2010 (Rodriguez, 2006; DOF, 2010).

Por ello se requiere el desarrollo de estrategias para la
conservacion de este grupo de plantas, una alternativa son las
técnicas de cultivo de tejidos vegetales que permiten el
crecimiento aséptico de las plantas o partes de esta bajo
condiciones controladas de temperatura, humedad, luz, entre
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otras (Suérez-Padron, 2020). Una de las respuestas
morfogenéticas que podemos encontrar en la propagacion in
vitro es la callogénesis, el cual es un proceso de
desdiferenciacion y division celular intensiva formando una
estructura llamada callo (Villareal, 2015), este proceso
depende del tipo de explante, genotipo, medio de cultivo,
reguladores de crecimiento, asi como de la concentracién y
combinacion de estos. El cultivo de callos puede ser utilizado
para la micropropagacion y el mejoramiento vegetal a partir de
tejidos con alta diferenciacion como raices, tallo, hojas; o a
partir de tejidos menos diferenciados como hipocdtilos,
cotiledones, embriones zigdticos maduros e inmaduros
(Rodriguez et al., 2014).

En cactaceas se han realizado diversos trabajos de
propagacion in vitro, un ejemplo son los desarrollados en
Turbinicarpus laui (biznaga cono invertido), Pelecyphora
aselliforfis (peotillo), A. myriostigma (birrete de obispo), y
Echinocactus platycanthus (biznaga burra), entre otras
(Rodriguez, 2006; Mendoza, 2007). En E. parryi se ha
inducido organogénesis directa a partir de epicétilos (Garcia-
Gonzélez et al., 2021a), en E. grusonii se han realizado
estudios de escarificacion de la semilla para la
micropropagacion in vitro (Correia and Bernardo, 2020), en E.
mihanovichii y Echinopsis chamaecereus f. lutea se ha logrado
la propagacion a partir de mini brotes obtenidos de la planta
madre via organogénesis (Vidican et al., 2020), o en
Echinocactus parryi se ha obtenido organogénesis a partir de
explantes como semillas, brotes y callos (Garcia-Gonzalez et
al., 2021h), pese a estos ejemplos, ningdn estudio se ha
enfocado en la induccién de organogénesis indirecta a partir de
la callogénesis en Echinocactus grusonii, por tanto, el objetivo
de este trabajo fue establecer un protocolo para la induccién de
callogénesis libre de patdgenos a partir de mamilas de
ejemplares juveniles de E. grusonii mediante el uso de
diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento a fin
de ser empleado para la micropropagacion de la especie.

2. Materiales y métodos

2.1. Obtencion del material biolégico

Se seleccionaron ejemplares vivos de E. grusonii
provenientes del jardin botanico “Cactaceas México”. Las
plantas presentaron un tamafio de didmetro aproximado de
entre 15 y 20 cm (Figura 1A). La seleccidn del explante
consistié en mamilas jovenes y sanas provenientes de la zona
central de la planta donadora los cuales destacan por presentar
un tamafio méas grande que las presentes en la zona del apice y
la base, las cuales incluian sus areolas; las mamilas
seleccionadas presentaron un color verde intenso (Figura 1D);
se retiraron las espinas y se realiz6 un corte profundo
procurando no cortar los anillos vasculares para garantizar su
posterior cicatrizacién segin lo recomendado por Adema
(2015).

2.2. Desinfeccién del explante

La desinfeccion se realiz6 segln lo propuesto por Pariani
(2015) con algunas modificaciones.  Los explantes se
enjuagaron con abundante agua corriente para retirar cualquier
residuo sélido, se pasaron a una solucion jabonosa mantenida
en agitacion constante por 10 minutos, al finalizar el tiempo se
desechd la solucidn, posteriormente se transfirio el material

dentro de una campana de flujo laminar ThermoScientific
previamente desinfectada, se agregd una solucion de alcohol al
70% y se mantuvo en agitacion por 40 seg., se desecho el
alcohol, siendo hasta este punto el tratamiento para control, y
para el resto de los explantes el tejido se paso a una solucion
bactericida (10 gotas de Microdyn en 25 ml H,O) donde se
mantuvo en agitacion constante por 15 minutos, pasado ese
tiempo se transfirieron a una solucidn de fungicida (Captan 50
al 2% p/v) mantenida en agitacion constante durante 5 minutos
para posteriormente realizar la evaluacion de los diferentes
métodos de desinfeccion 1) NaClO 1%, 2) NaCIO 1% + Tween
80, 3) NaCIO 0.5%, 4) NaClO 0.5% + Tween 80, 5) Control
positivo (sin desinfectante) por 15 minutos en agitacién
continua.

Al finalizar el tiempo, se realizaron 3 enjuagues con agua
destilada estéril en agitacion constante por 1 minuto para cada
uno de los cinco tratamientos; se realizaron 2 cortes
transversales en cada mamila para colocar 4 explantes por
frasco, el tejido que presentd clorosis fue eliminado. Cada
tratamiento se realizd con cinco réplicas, cada frasco
corresponde a una unidad experimental. Los explantes se
incubaron a una temperatura constante entre 25 y 30° C, con
un fotoperiodo de 12/12 horas luz-oscuridad y una humedad
atmosférica entre el 80 y 90% (Pariani, 2015).

Se consideré como variable de respuesta el porcentaje de
contaminacion, el cual se calculd tomando el ndmero de
explantes contaminados entre el nimero de explantes totales,
multiplicado por 100 para cada unidad experimental,
posteriormente se obtuvieron los promedios por tratamiento.

2.3. Medio MS'y barrido hormonal

Para la preparacion del medio se utiliz6 sacarosa (30 gr/L),
macro y micronutrientes de acuerdo con la formulacién del
medio de cultivo MS al 50%, y carbén activado (2 mg/L), se
afor6 al volumen final y ajusté el pH a 5.7-5.8 con NaOH 1N
o HCI 1N. Finalmente, se agregd agar (7 gr/L) manteniendo en
agitacién y temperatura constante hasta su disolucion. A cada
frasco se agregaron 25 ml de medio MS 50%, se taparon con
papel aluminio y ajustaron con una banda elastica, posterior a
ello, se esterilizaron a 120°C por 20 minutos con 1 atmosfera
de presion.

Se realizé un barrido hormonal para identificar las
concentraciones adecuadas de auxina (&cido indol acético
AlA) y citoguinina (bencil amino purina BAP) capaces de
producir el crecimiento de callos (Ferreira et al., 2006;
Bouamama et al., 2011; Lema-Ruminska et al., 2013; Garcia-
Gonzélez et al., 2021b). Para esto se evaluaron los siguientes
tratamientos: 1) 0.5 mg/L BAP + 2 mg/L AlA, 2) 0.5 mg/L
BAP + 4 mg/L AIA, 3) 0.5 mg/L BAP + 6 mg/L AIA, 4) 1
mg/L BAP + 2 mg/L AlA, 5) 1 mg/L BAP + 4 mg/L AlA, 6)
1 mg/L BAP + 6 mg/L AlA, 7) Control negativo, al cual no se
adicionaron reguladores de crecimiento al medio MS al 50%,
considerandose como variable de respuesta el crecimiento de
callo.

Cada tratamiento se realizd con 10 repeticiones, se
considerd cada frasco como unidad experimental, el cual
contenia cinco explantes de mamila. Se sometieron a las
condiciones de incubacidn mencionadas previamente hasta
alcanzar un periodo de 30 dias, posterior a este tiempo se revisd
la formacion de callos para seleccionar los tratamientos con



J. E. Davila-Sandoval et al. / Publicacion Semestral Padi Vol. 11 No. 22 (2024) 81-87 83

mejor respuesta de crecimiento, se tomo como criterio de
seleccion la formacion de una masa celular irregular verdosa.

2.4. Induccion de callo

Para la induccion de callo se seleccionaron Unicamente los
tratamientos que brindaron respuestas favorables al
crecimiento en el barrido hormonal, se incluyé un control
negativo. Para cada tratamiento se realizaron cinco
repeticiones, considerando a cada frasco como unidad
experimental, el cual contenia 5 explantes de mamilas. Se
sometieron a las condiciones de incubacién mencionadas
previamente; a los dos meses se midi6 el crecimiento de callos
para seleccionar el mejor tratamiento. Se calcul el promedio
de callos por explante, el nimero de raices por explante y el
porcentaje de crecimiento de callos, considerando para este
altimo el ndmero total de explantes que formaron callo entre el
namero total de explantes multiplicado por 100.

2.5. Andlisis estadistico

Se aplico una prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis con
una prueba posterior de Mann-Whitney para comprobar
diferencias significativas entre los tratamientos de
desinfeccion, y los tratamientos con diferentes concentraciones
de reguladores de crecimiento, y el nimero de raices. Se aplico
una prueba paramétrica de Tukey’s para determinar diferencias
entre los tratamientos con mejor respuesta al crecimiento y
numero de callos.

3. Resultados
3.1. Método de desinfeccion

No existen diferencias significativas entre los cinco
tratamientos de desinfeccion (F= 1.775, gl= 9.6, p > 0.05); es
decir, los tratamientos con desinfectantes presentaron
contaminacion al igual que el grupo control que no tenia
desinfectante. En la tabla 1 se observa el porcentaje de
contaminacion por tratamiento, cabe destacar que los
tratamientos de NaClO al 1% y NaClO 1% + Tween 80
permitieron reducir los porcentajes de contaminacion, por
tanto, utilizar cloro al 1% méas Tween 80 es adecuado para
disminuir la infeccion por patdgenos en mamilas de E.
grusonii.

Tabla 1: Evaluacion del método de desinfeccion con diferentes
concentraciones de NaClO
Tratamiento % de contaminacion*

1% NaClO 42

1% NaClO + Tween 80 42
0.5% NaClO 242

0.5% NaClO + Tween 80 362
Control positivo 362

*Valores con letras iguales no son estadisticamente diferentes.
3.2. Evaluacion del barrido hormonal

Posterior a los 30 dias de incubacion, de los siete
tratamientos evaluados en el barrido hormonal, se demostrd
que los mejores para obtener callos con una coloracion
verdosa, asi como mayor nimero y tamafio de estos fueron 0.5
mg/L de BAP + 6 mg/L AIA,1 mg/L BAP + 4 mg/L AlAy 1

mg/L BAP + 6 mg/L AIA (H=15.3, P=0.0002, N=70, t=7) (ver
Tabla 2) (Figura 1B y C).

La prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis indica que no
existen diferencias significativas entre tratamientos con
respecto a la fenolizacion (H= 3.85, p= 0.42; N= 70, t= 7);
todos los tratamientos presentaron oxidacién en los explantes
a pesar de la adicion de carbdn activado al medio de cultivo,
por tanto, se requiere la utilizacion de otros agentes
antioxidantes que ayuden a disminuir la oxidacién del callo
(Figura 1G).

Tabla 2: Nimero de callos obtenidos a partir de un barrido hormonal con
diferentes concentraciones de BAP y AIA

Tratamiento NUmero
promedio Tamafio %
de Fenolizacion®
callos”
0.5 mg/L de BAP obe - 102
+2mg/L AIA
0.5 mg/L de BAP obe - 102
+ 4 mg/L AIA
0.5mg/L de BAP (.73 Pequefio- 102
+ 6 mg/L AIA Grande
1 mg/L de BAP 0.2°¢ Pequefio- 302
+2mg/L AIA Mediano
1 mg/L de BAP 1.28 Pequefio- 10°
+ 4 mg/L AIA Grande
1 mg/L de BAP 0.1°« Mediano 102
+6 mg/L AIA
Control negativo 0.3°« Pequefio 502

*Valores con letras iguales no son estadisticamente diferentes (P > 0.5).
3.3. Callogénesis

Las concentraciones de 1 mg/L de BAP + 4 mg/L AlAy 1
mg/L de BAP + 6 mg/L AlA fueron las elegidas para inducir
el crecimiento de los callos debido a que inicialmente estos
presentaron un mayor nimero en un periodo de dos meses
(Figura 1E y F). De los dos tratamientos, aquel que contenia 1
mg/L de BAP + 4 mg/L AlA permitié obtener mayor nimero
de callos (F=5.855, gl=7.39, p < 0.05) y mayor porcentaje de
crecimiento de callos (F= 4.27, gl= 14, p<0.05). Por otro lado,
en lo que respecta al nimero y crecimiento de raices, ningun
tratamiento mostro diferencias significativas en el lapso de un
mes (H= 3.55, p= 0.098; N= 15, t= 3) (Tabla 3).

Tabla 3: Induccidn del crecimiento de callos y raices en dos concentraciones

de AIA
Tratamiento NUmero NGmero
total de % d dio d
callos o de promedio de
por callos raices por
explante explante
1 mg/L de BAP + 3.20 642 0.16?
4 mg/L AIA
1 mg/L de BAP + 2.2° 443 0.24?
6 mg/L AlA
Control negativo 0.8 16° 0?

*Valores con letras iguales no son estadisticamente diferentes (P > 0.5).

4. Discusion
La induccion de callogénesis se obtuvo a partir de la
combinacidn de reguladores de crecimiento con BAP y AlA a
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partir de mamilas de individuos juveniles de Echinocactus
grusonii. El uso de hipoclorito de sodio a una concentracion de
1 % permite disminuir la presencia de patdgenos en el medio
de cultivo durante los primeros dias; posterior a un mes de
incubacién, se aprecié contaminacién principalmente por
hongos, levaduras y bacterias.

Los desinfectantes son agentes  antimicrobianos
principalmente de tipo quimico, capaces de eliminar gérmenes
depositados sobre el material vegetal (Ramos-Meléndez and
Ramos-Perfecto, 2015). Para el cultivo in vitro de mamilas de
E. grusonii, es recomendable realizar una cadena de
desinfeccion que incluya el uso de alcohol al 70%, bactericida,
fungicida, NaClO y agentes surfactantes como el Tween 80.

El hipoclorito de sodio (NaClO), es el reactivo mas
utilizado en un tren de desinfeccion para el cultivo in vitro de
especies vegetales. EI mecanismo de accion del NaClO es
inhibir enzimas esenciales de los microorganismos al oxidar
los grupos tiol (S-H) causando cambios en la permeabilidad de
la membrana celular (Echeverria et al., 2007); se ha observado
que a mayor concentracion y tiempo de exposicion la
efectividad del desinfectante es mejor, tal como se observo en
el presente estudio; sin embargo, a su vez puede producir un
efecto fitotoxico en los tejidos (Borges et al., 2009), esto
reduce el crecimiento del explante o incluso provocar
necrosamiento del tejido.

El método de desinfeccion implementado en este estudio ha
sido utilizado en la micropropagacion de semillas de E.
grusonii (Rodriguez, 2006), E. parryi (Garcia-Gonzalez et. al,
2021) y en Opuntia ficus-indica (Bouamama et. al, 2011)
logrando cultivos libres de patégenos.

En un estudio similar donde se utilizé6 NaCIlO al 1% por 10
minutos de exposicién en explantes de Carica papaya
(papaya) se presentd 39.8% de contaminacion por hongos y
bacterias, al igual que el tratamiento adicionado con alcohol al
70% por 30 segundos donde se obtuvo una contaminacion del
21% (Ticona et al., 2019). En el presente estudio, las mismas
condiciones de concentracion y tiempos de exposicion
permitieron reducir la contaminacién hasta un 4%, siendo
altamente efectivo en mamilas de E. grusonii.

Los alcoholes son compuestos solubles al agua que actGan
destruyendo la membrana celular y desnaturalizando las
proteinas, por tanto, es un bactericida de accién intermedia
frente a bacterias gram negativas y positivas (Ramos-
Meléndez and Ramos-Perfecto, 2015). El alcohol al 70 % es
ampliamente utilizado para la desinfeccién de explantes en
cultivo in vitro de cactaceas, se ha probado que esta
concentracion en conjunto con hipoclorito de sodio, permite
reducir la contaminacion hasta del 10.5 % y 5.5 % en semillas
cultivadas in vitro de Echinocactus platyacanthus y E. chiotilla
(Villanueva et al., 2016). En este trabajo, se utilizé alcohol al
70 % como parte del tren de desinfeccion general de las
mamilas de E. grusonii, sin embargo, podria ampliarse el
tiempo de exposicion a 2 minutos como maximo en lugar de
40 segundos tal como se utilizo en este estudio.

En ocasiones, se utilizan tensoactivos como el Tween en
conjunto con el NaClO para potenciar su efecto desinfectante,
principalmente en tejidos con estructuras como espinas,
tricomas, o semillas rugosas. El Tween es un tensoactivo no
i6nico que en disoluciones acuosas tienden a agregarse
formando micelas que son lipofilicas por dentro e hidrofilicas
por el exterior, debido a esta caracteristica amfifilica puede
reducir la tension superficial de los solventes (Pérez-Rosés et

al., 2014) lo que permite una mejor penetracion del agente
desinfectante.

Por ejemplo, el uso de NaClO al 3% + Tween 80 con un
tiempo de exposicion de 15 minutos en Swietenia macrophylla
(caoba), permite obtener contaminaciones hasta de un 13.33%,
si se aumenta el tiempo de exposicion a 20 minutos, la
contaminacion se reduce hasta un 6.67 %, aunque se presenta
un 40% de explantes necrosados (Campos et al., 2020). Esto
demuestra que, a mayor concentracion y tiempo de exposicion,
se disminuye la contaminacion de patégenos, pero aumenta le
presencia de tejido necrosado. Pese a que en el presente trabajo
se logré disminuir la incidencia de contaminacion por
patégenos (hongos y bacterias), esta fue persistente; por lo que
se adicionaron agentes bactericidas y fungicidas.

El uso de bactericidas y fungicidas se recomienda para el
control de la contaminacion in vitro proveniente de la planta
madre, el explante o el medio de cultivo (Bogado et al., 2016).
El Microdyn actla como un bactericida de amplio espectro
cuyo compuesto principal es la plata ionizada o coloidal, un
coloide es una sustancia que permanece suspendida en una
solucién, este puede combinarse con grupos quimicos
sulfhidrico, carboxilo, fosfato y amino de las proteinas,
modificando sus propiedades fisicas (Mendoza, 2004).
Algunos trabajos mencionan que la plata tiene una alta
reactividad con compuestos de azufre, reaccionando con
enzimas que contienen este compuesto (Morones, 2009).

Por su parte, los fungicidas son productos quimicos capaces
de disminuir el desarrollo y crecimiento de hongos. El Captan
50 es un fungicida protectante de amplio espectro, es decir,
actla por contacto (Melgarejo, 2011). Reacciona con enzimas
sulfhidrilicas con produccion de tiofosgeno, sustancia tdxica
para las células fungicas, interfiere en el proceso de respiracion
celular en los hongos inhibiendo la germinacién de las esporas
(Adama, 2023). Los fungicidas protectantes tienen baja
capacidad de penetracion dentro del huésped, sin embargo, en
caso de que llegasen a penetrar, pueden resultar toxicos para la
planta (Melgarejo, 2011), por esta razén un tiempo de
exposicidn prolongado del explante a la soluciéon de fungicida
puede ocasionar dafio en el tejido o impedir el desarrollo de
este.

Establecimiento de explantes

Una de las formas de propagacion mas utilizada en
cactaceas es por via sexual (a través de semillas) y/o vegetativa
(a través del enraizamiento de hijuelos o esquejes). La
propagacion por semillas es insuficiente para cubrir las
demandas de plantas tanto para reintroduccion o
comercializacion debido al tiempo de produccion,
disponibilidad y viabilidad de los propéagulos. Por su parte,
para el uso de esquejes se requiere del desarrollo de nuevos
brotes, lo cual puede llegar a ser de lento crecimiento para
algunas especies (Fuentes, 2017).

En cultivo in vitro los explantes mé&s utilizados han sido las
yemas axilares, discos de la hoja, secciones de raiz y
meristemos, de preferencia provenientes de plantas jovenes o
con crecimiento activo, tal como se utilizé en este estudio, ya
que se ha observado que entre mas indiferenciado este el tejido,
mejor respuesta. También se ha visto que entre mas pequefio
el explante, tendrd una mejor respuesta a la regeneracion
(Adema, 2015).
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Figura 1: Induccion de callogénesis en Echinocactus grusonii. A) Planta madre de E. grusonii. B) Induccién de callogénesis a 1 mg/L BAP + 4 mg/L AlA.
C) Induccioén de callogénesis a 1 mg/L BAP + 6 mg/L AlA. Flechas blancas sefialan el crecimiento de callos. D) Corte de mamilas como fuente de explantes. E)
y F) Crecimiento de callos en mamilas. G) Fenolizacion de los explantes (izquierdo), callos de coloracién verdosa (derecho).

En cactaceas, la mayoria de los tallos presentan hendiduras
longitudinales las cuales producen unas crestas llamadas
costillas, a su vez, estan divididas por hendiduras transversales
formando las mamilas donde se ubican las areolas, que son
elementos semejantes a las yemas existentes en los tallos de las
demaés dicotiledéneas (Ceroni y Castro, 2013), y por tanto, son
tejidos altamente indiferenciados e ideales para utilizarlos
como fuente de explantes; es por esto, que la formacion de
callos en tratamientos aun sin la adicién de reguladores de
crecimiento tienen la capacidad de generar diferentes
estructuras, tal como se observd en el presente trabajo
mediante la evaluacién del barrido hormonal. Una respuesta
similar fueron los estudios de Garcia-Gonzalez et al. (2021b)
quienes obtuvieron callos sin la presencia de la auxina 2, 4-D
en explantes de E. parryi.

Es importante probar diferentes concentraciones de
reguladores de crecimiento para el establecimiento de los
explantes ya que nos permite identificar las cantidades
adecuadas para inducir una respuesta morfogenética, tal como
lo presenta Lema-Ruminska et al. (2013), quienes obtuvieron
embriones sométicos de Copiapoa tenuissima a partir de callos
crecidos en diferentes concentraciones de acido abscisico
(ABA)a0,0.1, 1y 10 uM teniendo porcentajes de 66.7, 83.6,
66.7 y 83.6 % respectivamente; observaron que una menor
concentracion de la auxina permite un buen desarrollo en el
peso fresco del callo, pero a mayor concentracion de ABA
disminuye la tasa de proliferacion.; un trabajo similar fue el de
Bouamama et. al, (2011) quienes utilizaron 2 mg/L de 2, 4-D
+ 2.5 mg/L de la citoquinina thidiazuron (TDZ) obteniendo
mayor nimero de embriones somaticos a partir de callos en
Opuntia ficus-indica. Algunas especies requieren cantidades

pequefias de auxinas para la induccién y mantenimiento de los
callos, tal como ocurre en la especie Cereus peruvianus (De
Oliviera et al., 1995). Esto difiere de los resultados obtenidos
en el presente trabajo debido a que no se registré crecimiento
a concentraciones menores de AlA.

Induccidn de callogénesis

El establecimiento de los explantes es importante para la
induccion de respuestas morfogéneticas tanto directa como
indirecta. En este estudio se logré la induccion de callogénesis,
una respuesta morfogenética indirecta que permite tener una
gran diversidad de aplicaciones en el cultivo in vitro, por
ejemplo, el desarrollo de embriones somaticos. Se establecio
gue a 1 mg/L de citoquinina (BAP) y mayor concentracion de
la auxina AIA (4 y 6 mg/L) se pueden obtener mayor
porcentaje de callos (64% y 44%, respectivamente). Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por Garcia-Gonzalez
et al. (2021), quienes obtuvieron mayor numero de callos
embriogénicos en E. parryi a la concentracion de 6 mg/L
(79.05%) y 4 mg/L (49.08%) de la auxina &cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2, 4-D) en medio basal MS después de
30 dias de cultivo, a pesar de utilizar como fuente de explantes
la zona central o media de la planta, tal como se utiliz6 en el
presente estudio.

En E. grusonii se observaron callos de coloracion verde,
aungue conforme transcurria el tiempo de incubacion, algunos
se tornaban marrones (Figura 1G), esto también fue observado
en Opuntia ficus-indica (Bouamama et al., 2011) cuando
posterior de 4 a 5 subcultivos, los callos cultivados en medio
MS al 50% adicionado con 1% de carbon activado, 2 mg/L de
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2, 4-D y 2.5 mg/L de TDZ se tornaban marrones lo cual
imposibilitaba la produccion de embriones somaticos.
Lema-Ruminska et al., (2013) menciona que a una mayor
concentracion de auxina cambia la coloracion del callo (de
verde a amarillo-marrén) y disminuye la tasa de proliferacion;
es probable que este efecto sea similar al observado en los
callos de E. grusonii donde se apreci6 una disminucion en el
crecimiento a mayor concentracion de auxina, por tanto, el
tratamiento de 1 mg/L de BAP + 4 mg/L AIA es el més
favorable para obtener callos sin que presenten el problema de
oxidacién del tejido. En E. grusonii se obtuvieron 3.2 callos
por explante, resultado favorable comparado con el estudio
realizado en Opuntia ficus-indica (Ferreira et al., 2006) donde
la concentracion de 4 mg/L de picloram (auxina) permiten la
induccion de 1.33 callos con embriones somaticos; esto
permite un gran nimero de aplicaciones a futuro entre los que
destacan el desarrollo de embriones soméaticos o la formacion
de semillas sintéticas con fines de propagacién masiva, no
obstante, en E. grusonii se requiere explorar a largo plazo los
resultados del crecimiento de los callos con la concentracion
de 4 mg/L de AIA o en su defecto, probar con otro tipo de
auxinas para valorar la respuesta morfogenética de los callos.

5. Conclusiones

Se logro establecer el cultivo in vitro de mamilas a partir de
individuos juveniles de Echinocactus grusonii, si bien, la
concentracion de 1% de hipoclorito de sodio con la adicion de
Tween 80 no elimina en su totalidad al agente patdgeno
(bacterias y hongos), puede reducir su presencia hasta un 4%.

La combinacién de reguladores de crecimiento de 1 mg/L
BAP + 4 mg/L AIA permite obtener un mayor nimero y
porcentaje de callos (3.2 y 64%, respectivamente), asi mismo,
esta combinacion favorece la presencia de un callo de
coloracion verdosa lo cual es favorable para el desarrollo de
otras aplicaciones del cultivo in vitro en Echinocactus grusonii
para favorecer la conservacion y comercializacidn sustentable
de la especie.
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