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RESUMEN

;Las principales cusas que ocacionan la pérdida y desaparicién de gran -
nimero de cacticeas en México, estan relacionadas con problemas econdmicos,

- - . - - - - [}
politicos y sociales mas que blO]OgICOSLl

E? cactdcea Echinocactus grusonii es una de las especies que por su --

gran valor ornamental est3d en peligro de desaparecer.|

Tradicionalmente se propaga por medio de semillas y algunas veces por -
esquejes. Sin embargo, éstos métodos son lentos y proporcionan una baja can

tidad de plantas.

Considerando la urgente necesidad de propagarla es conveniente desarro-

llar métodos de propagacién que aseguren su preservacion.

En el caso de algunas cactdceas el uso del cultivo de tejidos ha permi-
tido obtener altos rendimientos en un tiempo corto, a diferencia del reque-

rido por los métodos tradicionales.

No existen antecedentes de éste tipo para E. grusonii, por lo que éste
trabajo se dedicé a establecer las bases para lograr su propagacién median-

te una via directa (evitando la formacidon de callo).

La primera parte del trabajo consistié en establecer el cultivo, para -
lo cual se pusieron a germinar asépticamente semillas de E. grusonii en me
dio 1Tquido de De Fossard, para asegurar la limpieza de los indculos culti-
vados.

De cada plantula desarrollada por semilla cortandolas longitudinalmente
y eliminando las porciones terminales (de rafz y 3pice) se obtuvieron dos -
inéculos. ‘

En una primera etapa el cultivo de los inéculos en el medio de Murashige
y Skoog (1962) complementado con cembinaciones especificas de auxinas (18A,
AIA y ANA), citocininas (BAP, Kn, 2iP y Zea) y dcido giberélico (GABI, per-
mitié detectar combinaciones que favorecieron el desarrollo de brotes de --

buena calidad, considerando la obtencién directa de ellos, con un rendimien



to de hasta 2.5 brotes de calidad deseada por plantula original, en los --

tratamientos elegidos, en un periodo de 3 a 4 semanas.

En una segunda etapa experimental se evaluaron los tratamientos elegi--
dos en la primera (tratamiento 3 - AIA, tratamiento 12 - AIA / Kn y trata -
miento 17 -AlA / 2iP) logrando identificar rangos hormonales &ptimos de -
AlA en combinacidn con Kn y 2iP que favorecieron tipos especificos de morfo
genésis, que condujeron al desarrollo de brotes, via directa y via forma -
cién de crecimiento amorfo, con un rendimiento de hasta 4 brotes de buena -
calidad por plantula original en la combinacidn de Kn (20 MM) con AIA =----
0.8 mg/1).



INTRODUCC I ON

Dada su situacidn geografica, México presenta una riqueza florfstica que
alcanza cifras de cerca de 20,000 a 30,000 especies vegetales (64), entre -
las que se encuentran las de la familia Cactaceae con mis de 2,000 especies
que caracterizan el paisaje de las zonas &ridas y semidridas de México (5,
12), las cuales ocupan aproximadamente un 65% del territorio del pais (11).

Su distribucién no solo se limita a éstas zonas, sino que existen algu-
nas que se encuentran en selvas tropicales, como las cactdceas epifitas (12,
13).

Por su aspecto tan peculiar, han sido motivo de atencidén en nuestro pais
desde tiempos remotos (11, 12, 25), actualmente el interés por éste grupo -
se ha extendido, adquiriendo un papel muy importante como fuente de alimen-
to (12, 25), ademds son importantes en la industria quimico-farmacéutica vy
Gtiles para evitar la erosién del suelo (18, 25).

Desde el punto de vista ornamental, son objeto de un gran comercio. El
creciente interés por algunas de sus especies incremeqta su demanda y comer
ciantes y viveristas tanto nacionales como extranjeros, recurren a colecto-
res comerciales para abastecerce de las especies mds raras o codiciadas, me
diante recoleccidn masiva de especies en sus lugares de origen y produccién
provocando un comercio en la mayoria de los casos ilegal (52).

La misma ley de oferta y demanda se encarga de aumentar los precios de
las especies mas raras, las de crecimiento mds lento o las que por alguna -
razén son de propagacién dificil, originando un gran presién sobre las espe
cies menos abundantes, muchas veces endémicas de areas geograficas restrin-
gidas, poniendolas en verdadero peligro de extincidén (51). Tal es el caso -
de la flora cactoldgica de la Isla Cedros en Baja California (14} o de espe
cies que han ido desapareciendo graduaimente.de las localidades en donde an

tes abundaban, como Echinocactus lindsay, Echinocactus grandis vy =

Cephalocereus senilis, entre muchas otras (18).

Otra causa que ha contribuido al problema de la extincidén de especies -
es la rapidéz con que estd siendo destriida la naturaleza, especialmente en
los paises subdesarrollados, en donde la presidn demografica origina la des
truccién del medio natural para fines agricolas y ganaderos, produciendo -

un gran desequilibrio ecoldgico.



A ésta causas se debe agregar la falta de una legislacidn adecuada sobre
la proteccidn de ésta familia y la dificultad de aplicarla eficazmente (52)
ademds de la escasa atencién que se ha brindado aeste problema.

Ya Vovides A. P. 1981 elabora una lista preliminar de plantas mexicanas
raras o en peligro de extincién, en donde se encuentran 91 especies de la -

familia de las cactdceas y entre las que figura Echinocactus grusonii.

Diversos son los intentos que se han desarrollado encaminados al estable
cimiento de tecnologias adecuadas, con el fin de propagar masivamente la ve
getacidn de zonas &ridas y asegurar su preservacion.

: .~ La propagacion comercial de cactdceas en México, se efectida por metodos
tradicionales, sexuales utilizando semillas (23, 28) o asexuales, como es_-
quejes e injertos (15, 54). Los métodoa asexuales (esquejes o injertos) se
han utilizado para incrementar la tasa de crecimiento. Existen especies en
que ninguno de éstos métodos se puede usar, entonces la propagacién debe ha
cerse por semilla. Sin embargo, en muchos casos la obtencidn de semillas es
dificil, debido a que algunas plantas son raras y autoestériles (45), ademds
de que el crecimiento por &stos métodos es muy lento y proporciona una baja
produccién de plantas.

Otra alternativa es la micropropagacién (45, 46, 57), por medio de la
cual se puede lograr el desarrollo de plantas completas en un medio nutriti
vo artificial, complementado con vitaminas, reguladores de crecimiento y --
una fuente de carbono, en condiciones asépticas (17, 22) a partir de porcio
nes vegetales pequeiias, como embriones, semillas, tallos, meristemos apica-
les o radiculares, callos, Eelulas aisladas, granos de polen, etc. (17, 29,
34), a la vez que &ste método brinda una notable disminucidn en el tiempo -
de propagacién y desarrollo en algunas especies, obtencién de plantas libres
de enfermedades, la obtencidn de ejemplares todo el afo, incrementando ''n"
veces el nimero de plantas, produccién de farmacos y otros productos natura
les, asi como la preservacién de germoplasma (17, 59, 60).

La propagacion de cactdceas por medio de cultivo de tejidos ha sido es
tudiada con varios fines, como biosintesis de alcaloides (58), estudios de
morfogénesis y fisiologia (30, 36, 39, 43, 44) y otros tantos referentes a
la propagacion masiva de algunas especies, entre los que se encuentran los

trabajos de Mauseth (1979) y Corona (1982) que resaltan la importancia del



uso de la metodologia de cultivo de tejidos como una alternativa para pro--
pagar cactaceas.

La gran amenaza que continuamente sufren las cactdceas del pais, ha pro
vocado la desaparicién de muchas especies valiosas, ademds de que las téc-
nicas convencionales, empleadas para su propagacién son lentas y no propor-
¢ionan gran cantidad de ejemplares. Por @stos motivos y por las cualidades
del método de propagacién in vitro se planteé la elaboracién del presente -
trabajo, aplicando la técnica de cultivo de tejidos a la cacticea - - - -
Echd nocactus grusonii.

Esta especie es originaria del estado de Querétaro, Hida*go y San Luis
Potosi, es un ejemplar muy atractivo por su flor de color amarillo y el as-
pecto peculiar de su tallo globoso, en los mercados se le conoce con el nom
bre de "Barril dorado" (11, 13).

Aunque se le encuentra con abundante frecuencia en pafses como Japdn, -
Alemania (en jardines y grandes colecciones) (13, 52), actualmente en Méxi-
co no se le encuentra con facilidad en su hdbitat natural y solo se observa
en baja frecuencia en algunas coleccidnes y Jardines Botdnicos.

Empleando para esta especie los métodos de propagacidn tradicionales, se
obtiene a largo plazo, pocos ejemplares, por lo que es necesario y convenien
te establecer una metodologia por cultivo de tejidos para la obtencién a -
corto plazo de un nimero mayor de plantas y contribuir de ésta manera a su
preservacion y a la satisfaccion de su demanda, distribuyendo dichos ejem-

plares en viveros comerciales y Jardines Botdnicos,



1. REVISION DE LITERATURA

1.1 LAS CACTACEAS (Echinocactus grusonii)

1.1.1 DESCRIPCION Y CLASIFICACION BOTANICA.

[Las cactdceas a través de procesos evolutivos se han adaptado a con---
diciones severas, condiciones bajo las que muchas otras plantas podrian pe
recer (5, 9, 16). Dentro de dichas caracteristicas de adaptacién algunas -
de las mas sobresalientes y por las que podemos distinguir facilmente a és-
ta familia son: a)} alta suculencia de sus tallos, usualmente relacionada --
con la necesidad de almacenar agua, h) gran desarrollo de parénquima, res-
ponsable de la suculencia, c) reduccién de la superficie transpiratoria al
adquirir formas globosas, d) atrofia hasta estados vestigiales del limbo -
de la hoja o su transformacién en escamas, espinas y gléquidas, e) engrosa-
miento de la cuticula y de las membranas celulScicas de los tegumentos, --
f) pruinosidad de las excresencias cerosas de sus células epidérmicas, = =
g) disminucidn y disposicién undida de los estomas, h) gran longitud y exten
cién de sus raices y conservacidén de agua en enormes raices tuberosas, i) -
asi como la presencia de areolas (al menos en estados juveniles) sobre el -
tallo (5, 11, 161_,1

Las areolas son los érganos mas distintivos de ésta familia, son &reas
diminutas claramente definidas sobre la posicién normal de las hojas. Se -
caracterizan por la produccién de hojas (en algunos cactus primitivos del -
género Pereskia), por la produccién de espinas, lana, pelos, flores, glé -
quidas, nuevos tallos y en algunos casos raices adventicias (5, 9, 12). En
muchos cactus en estado adulto, las hojas estdn representadas por monticu-
los 1lamados tubérculos (5). Como en la mayorTa de las cactdceas no hay ho
jas, la produccién de alimento es llevada por las células verdes del tallo.

La superficie del tallo estd cubierta por una capa cerosa (la epidermia)
que retarda o previene la evaporacidn. Algunos cactus han desarrollado es-
tructuras tuberosas subterrineas (raices o tallos) para almacenar agua y --

tienen espinas dirigidas que ayudan a concentrarla y aprovecharla.

Basandose wunicamente en las caracteristicas de tipo morfolégico, se -



han elaborado diversas clasificaciones (10, 12), pero solo el sistema de cla
sificacion de Buxbaum estd basado en estudios de anatomia comparada, por lo
que es uno de los sistemas de clasificacién mds usados (citado por Bravo, H.
1937).-

La familia se divide en tres subfamilias Pereskioideae, Opuntioideae vy
Cerecideae de las que la primera estd representada por los miembros mas pri
mitivos de la familia (11, 12), caracterizados por la presencia permanente
de hojas. En la subfamilia Opuntioideae se encuentran pocos géneros, pero -
algunos estdn representados, como Opuntia por numerosas especies. En la sub
familia Cereoideae se encuentran los miembros mds evolucionados de las cac
tdceas que son aquellos que han adquirido tallos en forma globosa, como es
el caso de los miembros del género Echinocactus. El nombre genérico de és-
ta especie es derivado del griego 'echinos' (erizo) y ''Kaktos' (una planta
espinosa) (13), se caracterizan por ser plantas grandes y robustas, globo -
sas o cilindricas, provistas de costillas mds o menos numerosas, apice no -
siempre cubierto con lana, areolas grandes y muy espinosas. Las flores na -
cen en forma de corona cerca del 3pice, y regularmente son amarillas. El --
fruto es oblongo y las semillas negras. A las especies de éste género asi -
como algunos Ferocactus se les llama Biznagas (8, 11, 13).

El género Echinocactus fué instituido en 1827 por Link y Otto (11, 13 )
se compone de 12 especies, entre las gue se encuentra Echinocactus grusonii
la que se ha descrito como una planta simple, globosa, con el 3pice lanoso,
tamafio de 1.20 a 1.30 m de altura y 40 a 80 on de didmetro, verde claro, --
costillas de 20 a 37 (16) delgadas, areolas distantes entre sT 1 6 2 an es
pinas amarillo pdlido a blanco cuando jévenes, después café oscuro o moreno
con la edad, espinas radiales 8 a 10, subuladas, de 3 cm de longitud, espi-
nas centrales usualmente 4 de hasta 5 cm de longitud, anchas, flores amari-
llas de 4 a 6 on de longitud, abiertas en la-luz del sol mds o menos 5 cm -
de antesis, los segmentos del perianto nunca se abren completamente, el tu-
bo de la flor con 3 cm de ancho cubierto con escamas lanceoladas, estambres
numerosos, amarillos, formando un cilindro grueso en el centro del perianto,
estilo amarillo, 18bulos del estigma de 10 a 12, ovario esférico cubierto -
con escamas acuminadas con abundante lana en las axilas, fruto oblongo a es

férico, 12 a 20 mm de longitud de pared delgada, provisto de lana blanca al



principio y mads tarde desnudo, semillas lisas, de color café oscuro, de -
1.5 mm de longitud (8, 11, 13, 16, 28) (FIGURA 1).

Se encuentra distribuido en San Luis Potosi e Hidalgo principalmente --
(5, 11, 13, 16).

Es una especie muy atractiva que se puede encontrar en algunas coleccio
nes, aungue solo se ven plantas pequefas.

La clasificacidn taxondmica de 8sta especie es como sigue (11, 13):

CLASE Dicotyledoneae
ORDEN  Cactales
FAMILIA  Cactaceae
SUBFAMILIA Cereoideae
TRIBU  Echinocacteae
SUBTRIBU Echinocactinae
GENERO  Echinocactus

ESPECIE  grusonii

1.1.2 ORIGEN Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA.

A principios del descubrimiento de América, las cactdceas fueron conoci
das en Europa y causaron asombro y admiraci6én. La primera obra que hace alu
sidon a éstas plantas es la '"Historia general y natural de las Indias' escri
ta en 1535 por Henandez de Oviedo y Valdez (citado por Bravo, H. 1978), en-
tre las primeras ilustraciones estdn las que decoran la iglesia de Ixmiquil
pan en Hidalgo, construida en 1550 (citado por Bravo, H. 1937, 1978) y ya -
en el siglo XVI| las cactdceas principiaron a figurar en las obras de muchos
botanicos (52).

Segdn Buxbaum 1969 (citado por Bravo, H. 1937) evolucionaron, apar&ir =
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de sus posihles antecesores africanos, después de que el continente America
no qudd separado de Africa por el océano Atlantico, lo que permitidé su dis-
persidn, establecimiento y evolucién en otros continentes.

(Al carecer las cactdceas de un registro fosil, no se sabe en que epoca
se oroginaron y diferenciaron. Actualmente se supone que las formas ances--
trales fueron plantas foliadas, extintas, que vivieron en territorios emer-
gidos del Caribe, tal hipStesis se deduce de la distribucidn actual de las
especies que presentan hojas, consideradas primitivas, como Pereskia cuyo -
origen filogenético se encuentra entre las antiguas decitiledoneas del or -
den Centrospermae, segdn algunos botdnicos.)

Esta opinidn se ha confirmado en la agzualidad por las investigaciones
de Buxbaum (1950), Boke (1963) y Engelman (1960) (citados por Bravo, H. --
1937, 1978) realizadas en flores y semillas de algunas especies y que ha --
permitidoestablecer las afinidades de éstas plantas con las de la familia -
Phitolacaceae.

De acuerdo con la hipétesis de Buxbaum, los géneros mexicanos muy nume-
rosos, comprendidos taxondmicamente en las subfamilias Pereskioideae, - - -

Opuntioideae y Cereioideae, tuvieron su origen, como las demis cacticeas ,

en las formas ancestrales del Caribe que emigraron hacia el noroeste, dife
renciandose durante su trayecto en los géneros actuales que crecen en la ma
yoria de los tipos de vegetacidn de México (11, 12).

Los miembros de €sta familia son nativos del continente Americano en -
el que se encuentran distribuidos desde América del norte a los 52°, hasta
el sur en la Patagonia y las Islas Galdpagos a los 52 °(16, 20). Un solo -
género contradice la afirmacién de que todos los cactus son originarios de
América, Rhipsalis, que se cree también originario de Africa y Madagascar,
sin embargo, algunos cientificos sostienen que en realidad procede del con-
tinente Americano y que su presencia en otras zonas obedece a la distribu -
cién que los pajaros llevaron a cabo de sus semillas en épocas remotas (11,
12).

Los cactus se encuentran en el continente Americanoc en zonas aridas y -
semiaridas, pero la gran adaptabilidad de éstas plantas ha permitido que se
dispersen en una gran variedad de hdhitats (11, 16).

El género Echinocactus es nativo de México y el suroeste de los Estados

Unidos.
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En México la especie Echinocactus grusonii es originaria de los estados

de Querétaro, Hidalgo y San Luis Potosi (11, 12, 13) y estd distribuida en
zonas cactolbgicas definidas del estado de Hidalgo, en la Barranca del rfo
Moctezuma , y desde los 1200 a 1800 y 1800 a 2400 msnm en Querétaro, actual

mente se les encuentra en el campo en una frecuencia muy baja.

1.1.3 USOS E IMPORTANCIA ECONOMICA.

Desde los primeros albores de la historia del hombre americano en las -
zonas desérticas, las cactdceas al igual que las agavaceas, jugaron un papel
muy importante en el sustento y la cultura de las primeras tribus némadas
que recorrian estos territorios, ifluyendo en forma marcada en los procesos
de sedimentacién y civilizacién de las mismas (65).

iEl principal uso de las cactdceas entre los indfgenas, fu“e como fuente
de alimento, bebhida y como fuente de materias primas, asi como de gran ayuda
en la medicinej(zﬁ, 25).

/Muchas de éstas utilidades actualmente siguen vigentes, se puede mencio
nar que como alimento humano, todos los 6rganos de las cactdceas desde los
tallos, frutos, semillas y hasta flores, son comestibles|(65).

[Las pencas de nopales, los tallos de algunos 6rganos, cardones y algu -
nas";iznagas, son ampliamente utilizados como forraje para el ganado, asi
como para animales salvajes.%

Con fines medicinales se han venido usando desde la epoca anterijor a la
conquista, por sus propiedades farmacol8gicas (11, 24).

Debido a que las cactdceas tienen un sistema radicular amplio y superfi
ciaf} unido a la facilidad de su propagacidn vegetativa (en algunas especies)
a la adaptabilidad a los suelos inhéspitos y a su resistencia a los factores
climdticos adversos, resultan excelentes medidad para evitar la erosion del
suelo_\(12}.

Lja que los pelos adsorventes del sistema radicular de las cactdceas son



caducos y sonstituyen una fuente constante de materia organica, son usadas
como fertilizante )(9).

ﬁe han utilizado para la construccién de techos y paredes de casas rdsgi
cas,ﬁhsf como en artesanias, para la fabricacién de objetos diversos. En nu
estro medio rural es frecuente su uso para formar setos vivos y delimitar -
propiedades%

(;Para l;—producciﬁn de azlicares, de alcohol y para la obtencién de vina-
gre| (25, 65).
Por su alto contenido de mucilago, se han venido utilizando para la pre
paracidn de pegamentos,

{Entre muchas otras sustancias producidas por las cacticeas, estdn las -
pectinas, Gtiles en la industria alimenticia, para la preparacién de merme-
ladas y jaleas (11).

}piversas especies de cactdceas se emplean en la obtencidn de fibra y --
pulpa.para la fabricacién de papel, también se han utilizado como fuente de
diversas sustancias quimicas, como Potasa, Amoniaco y Carbonato de Potasio,
asi como hule (24, 25). Las cactdceas ademis constituyen una importante --
fuente de colorantes con aplicaciones en la industri alimenticia, farmaceu-
tica y cosmetoldgica prIncipaImentq;lPor su contenido de sapogeninas, han -
sido usadas como sustituto del jabon (11, 25).

Como vemos la gran mayoria de los 6rganos de las cactdceas han sido -
utilizados de una u otra manera, hasta las espinas, que fueron usadas como
instrumento de tortura en practicas religiosas penitenciales y de autosacrj
ficio (11, 12).

LEn la actualidad las cactdceas tienen una gran valor como plantas de or
natoi Este comienza a partir del siglo XVIII, con la venida a México de ex-
ploradores y naturalistas europeos que llevan a sus paises varios ejempla -
res de cactdceas mexicanas, y a principios del siglo XIX existen numerosas
e importantes colecciones de éstas, asi como negocios dedicados a su impor-
tacién, cultivo y venta (51, 52). Aparecen los ptimeros tratados sobre las
cactaceas contemplando su taxonomia y cultivo, floreciendo colecciones euro
peas y surgiendo un sin nimero de clubes locales y sociedades nacionales de
estudiosos y aficionados a las plantas suculentas (24). Los aficionados au

mentan y su comercio alcanza volilmenes insospechados, incrementandose la -

1



popularidad de sus especies a través del tiempo (52, 66). A la fecha han ad

quirido precios altos, como es el caso de Carnegia gigantea de 2 pies de al

to que en 1980 se vendié a mds de mil délares (66).

Para satisfacer ésta gran demanda de cactdceas como plantas de ornato u
objeto de coleccidn, surgen multitud de establecimientos comerciales dedica
dos a su importacién, reproduccidn y venta.

Segiin datos de la Secretaria de Comercio Exterior, en 1981 México expor
té 89 769 Kg bruto de cactdceas con valor de 7,532 dGlares a Alemania Occi-
dental, Alemania Oriental, Estados Unidos y Japdn. Para 1984 de enero a ju
nio disminuyd la exportacidn a 53 Kg bruto ya que los cactus es esta fecha

fueron considerados como producto controlable (55).

1.1.4 PROBLEMAS DE EXTINCION.

<Posterionnente al descubrimiento de América, las cacticeas fueron uno de
los atractivos mds importantes de México (12, 24, 66) y actualmente tienen
un gran valor ornamental

{Por desgracia pocos mexicanos reconocen y aprecian el calor natural de
los cactus y su valor comercial ademds de los beneficios potenciales del co
mercio organizado. Por lo que el comercio es llevado por muy pocos nacio-
na-es y un grupo numeroso de extranjeros comerciantes que obtienengrandes -
beneficios, y que generalmente no estdn interesados en su cnservaciéq}(S] 3
52). Son Japén, Alemania y otros paises europeos los que han sabido apre -
ciarlas y se las llevan de contabando a sus paises. Este contrabando suma -
alrededor de 25 millones de ca-ticeas anuales saliendo del pais (65).

La demanda internacional de cactdceas es amortiguada por estahlecimien-
tos comerciales dedicados a estas plantas, Los paises en que ésta produc -
cién estd mas desarrollada son Japdén, Bélgica, Inglaterra, Francia, Espafa
y Estados Unidos (52, 66).

Lamentablemente estos establecimientos la mayoria de las veces no se dan
a basto para satisfacer la creciente demanda de ejemplares, dando lugar a -



que comerciantes sin escripulos recurran a la importacién de especimenes co
lectados en su hahitat, colectas irracionales que han puesto a muchas espe-
cies en peligro de extincidn, tanto en México como en algunos paises de Amé
rica del Sur (51, 52, 64).

La mayor parte del comercio de cacticeas mexicanas es completamente ile
gal, ya que existen leyes que prohiben su recoleccién (52, 51). De acuerdo
con la legislacién mexicana, por acuerdo del secretario de agricultura y fo
mento, publicado en el Diario oficial de la federacién No. 21, tomo 82, del
25 de enero de 1334 se requiere permiso de la Secretaria de Agricultura pa
ra la recoleccién, explotacidn y exportacién de plantas, frutos y semillas
de cactaceas. Lamentablemente en los Gltimos 10 afios, la cantidas de ejem -
plares amparados representa tan solo un minimo porcentaje de los que en --
realidad salen del pafs,ﬂya que estos permisos no especifican claramente
los especimenes que séw;an a colectar (nombre de la especie, estado de las
plantas, ndmero de las mismas, etc.) ademds de ser autorizados por agencias
o funcionarios totalmente ajenos a ésta labor (51).

Existen otras causas que amenazan la existencia de muchas especies ta--
les como : a) industrializacién y urbanizacién del pafs, h) apertura de nue
vas &reas agricolas y ganaderas, c) creacién de nuevos distritos de riego ,
d) construccién de caminos, e) competencia de otros componentes del ecosiste
ma, f) el tendido de lineas eléctricas, g) ataque por roedores y plagas, h)
existencias raras por condiciones como son, poblaciones endémicas aisladas
yde pequefio tamaiio (64, 66).

Estas causas han provocado que cada dia aumente el nimero de especies =
afectadas, lo que se puede apreciar en las listas elaboradas por diversos
institutos, como las del Jardin Botdnico de la UNAM, la realizada por Vovi-
des en 1981, las de Sanchez Mejorada (1982, 1984) en donde se observa un nd

mero considerable de cacticeas en peligro de' extincidn,
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1.1.5 METODOS DE PROPAGACION.

El cultivo de cactdceas no es nuevo, Hernandez de Oviedo y Valdés en -
1553 escribe 1a obra titulada :ﬂistoria general y natural de las Indias' -
casi a raiz de la conquista, en la que se hace alusidn al uso de las cacta-
ceas y la importancia ornamental que desde entonces tienen estas plantas --
(citado por Bravo, H. 1937, 1978).

El historiador Fransisco del Paso y Troncoso en su articulo 'La botdni-
ca entre los Nahoas' en 1883 (citado por Bravo, H. 1937) hace referencia -
al cultivo de algunas acatdceas (las mas bellas y variadas) en jardines.

Fué desde principios del siglo pasadc cuando el interés estético de las
cactdceas realmente empezd a desarrollarse, cuando fueron introducidas al -
viejo mundo y a fines del siglo pasado surgieron clubes y sociedades, edi -
tandose revistas especializadas que difundieron el interés por coleccionar-
las y cultivarlas (52).

A partir de la segunda guerra mundial en diversos paises de europa en -
Japén y Estados Unidos se establecen invernaderos para el cultivo y repro -
duccidn de cactdceas.

La propagacidn de cactdceas al igual que de muchas especies ornamenta -
les puede ser por semilla o bien vegetativamente,

Tiscornia en 1976 reporta que especies globosas pueden ser propagadas -

por separacidn de hijuelos o por semillas. Echinocactus grusonii solo se -

ha propagado por semilla, por ser una especie simple que no produce brotes
basales. Sin embargo, la obtencidn de semillas es dificil ya que su produc-
cion solo es de 1 6 2 veces al afo (13, 62), ademds de que actualmente se -

le encuentra en muy baja frecuencia en el campo, lo que hace la obtencién
mas dificil.
1.1.5.1 PROPAGACION POR SEMILLA

El cultivo de cacticeas por semilla es frecuente, aunque las plantas --

tienen un crecimiento lento en comparacién con otras especies. Se usa prefe
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rentemente cuando se quiere dbtener individuos con nuevas caracteristicas,-
cuando la multiplicacién asexual es lenta y cuando se trata de plantas de -

dificil propagacién vegetativa (3, 23, 29).

Se puede propagar con semillas obtenidas directamente del campo, sin -
embargo, algunas especies toman mucho tiempo en florecer o nunca lo hacen,
por lo que la propagacién debe ser continuamente con semillas importadas -
(54). En el campo de una planta germinada por semilla surge una plantula -
extremadamente sensible, y aunque es grande la cantidad de semillas germina
das, el ndmero de plantulas que llegan a ser una planta adulta, es reducido.

La germinacién de las semillas toma lugar solo bajo condiciones Gptimas
de calor, luz y humedad (28, 54) y el porcentaje de germinacién de las mis-
mas depende de las especies, la edad de las semillas, la luz, las caracte -
risticas de la testa, del embrién y la temperatura. En condiciones natura -
les frecuentemente vemos cactus muy grandes cerca de otros muy jévenes, nun
ca estados intermedios y esto indica que hay un lapso de varios afios donde
las condiciones reinantes no permiten la germinacion.

Para llevar a cabo la germinacion de las semillas estas deben ser desin
festadas (un desinfectante muy efectivo es el Hipoclorito de calcio). Las -
semillas son puestas sobre la tierra himeda y en la sombra. La temperatura
rquerida va de 15 a 20 °C (durante la noche) y 27.5 a 32 °C(durante el dfa)
aungue también responden a grandes temperaturas ripidamente cuando se some-
ten a éstas (23, 4o, 54).

PROPAGACION POR METODOS VEGETATIVOS

Muchos cactus no producen semillas en cultivo o éstas son de dificil ob
tencién, pero pueden ser propagadas por métodos vegetativos mediante esque-

jes o injertos.

Este tipo de propagacién se refiere a la reproduccién de individuos a par_

tir del uso de partes vegetativas de las plantas como yemas, tallos, hajas -
y raices, gracias a que €stos 6rganos tienen una alta capacidad de regenera

cidn (29).
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1.1.5.2 PROPAGACION POR ESQUEJES.

La multiplicacién por esquejes puede hacerse mediante la utilizacién de
piezas accidentalmente rotas, utilizar partes de tallos como en el caso de
tallos columnares o bien enraizando tubérculos o separando hijuelos como en
el caso de las especies globosas y por Gltimo enraizando las especies que -
por razones patoldgicas hallan perdido sus raices (28, 40) (FIGURA 2).

En este tipo de propagacidn se hacen cortes transversales, en forma ¢
nica o angulares, segin sea la especie. Una vez realizado el corte se reco-
mienda se deje en un lugar sombreado al rededor de una semana, hasta que la
herida seque, con el fin de evitar el ataque de insectos, hongos o bacteriad
al ponerlos sobre el sustrato. una vez seco se puede espolovorear con algu
nas sustancias de crecimiento vegetal, pero en el caso de las cactaceas el
desarrollo de raiz se da con bastante facilidad por lo que generalmente es-
tas no se usan, y se procede a ponerlo sobre el sustrato sin undir el esque
je mds de 2 a 4 em. (28, 40, 62).

1.1.5.3 PROPAGACION POR INJERTO.

Muchos catus pueden ser injertados con gran facilidad (28), éste es un
excelente método para incrementar la tasa de crecimiento de algunas especies
asi como para producir novedades, algunas de las cuales alcanzan precios e-
levados. En éste método es cortada una seccidn de la planta y preparada co-
mo un esqueje, pero no se deja a la luz ni al aire sino que es puesto inme-
diatamente sobre otra planta (patrén) (28, 40).

Al parecer dentro de la familia de los cactus no existe limite para -
posibles combinaciones de patrones y vdstagos . Existen cuatro métodos para
injertar: 1, de caras planas, 2. en cufia, 3. en cufia invertida y 4. en pivo
te (40), que se usan de acuerdo a la especie a injertar, el 1. para especies
globosas, el 2 y 3 para especies delgadas y el 4 principalmente para espe -
cies trepadoras (FIGURA 3.)

Este tipo de propagacidn requiere de ciertas precausiones como: 1)el pa
trén deberd ser vigoroso y libre de enfermedades, 2) se deberd unir inmedia
tamente el injerto evitando la formacién de burbujas y 3) se deberd injertar

en la temporada de crecimiento (28, 40).



FIGURA 2. METODOS DE PROPAGACION POR ESQUEJE
TOMADO DE HAAGE, W. 1963.
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FIGURA 3, METODQS DE PROPAGACION POR JNJERTO
TOMADO DE HAAGE, W. 1963.
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1.2 CULTIVO DE TEJIDOS
1.2.1 DESCRIPCION.

El término "cultivo de tejidos vegetales' se refiere al cultivo de cual
quier parte de una planta: embriones, 6rganos, tejidos, células o protoplas
tos en un medio artificial y en condiciones de total asepsia para lograr el
desarrollo de nuevas plantas. El cultivo es establecido en un medio sélido
o en un soporte inerte nutrido por medio liquido definido o indefinido quf-
micamente, complementado con reguladores de crecimiento, vitaminas y una --
fuente de carbono (17, 20, 22, 41, 59).

Se plantéan cuatro pasos que deben ser considerados cuando se utiliza -
el cultivo de tejidos para propagacidn: a) seleccidén del indculo, b) asép -
sia, c) medio de cultivo y d) condiciones ambientales. En cuanto a la gg =
leccidn del indculo, esta es de vital importancia. Murashige en 1974 propo-
ne algunos factores que deben ser tomados en cuenta para la eleccidn del -
mismo, ya due muchas vecesa el origen de éste es mis importante que la téc-
nica misma utilizada. Algunos de éstos factores son: tipo de 6rgano o teji-
do, edad fisiolégica y ontogenética del mismo, epoca del afo, tamafo del -
indculo, y apariencia completa de la planta madrej(20, 22).

Una vex seleccionado el indculo a cultivar es una parte muy importante
el mantenerlo en condiciones asépticas. Estas son dadas por la desinfesta -
cién del indculo, el medio, el material y el drea de trabajo (31, 49, 60).

Del material vegetal es necesario erradicar todo tipo de microorganis -
mos. El problema técnico de obtener inéculos sanos se reduce a: a) elimina-
cién del tEjido externo, de manera que se remuevan los microorganismos aso-
ciados y/o b) desinfestacién (esterilizacién superficial) de la porcidn de
la planta. Una tercera eleccién involucra el mantenimiento del material de
donde se tomardn los indculos, bajo condiciones asépticas (17, 22, 49). Es
necesario eliminar todos los microorganismos contaminantes dado que el medio
de cultivo manejado es excelente para su crecimiento y su gran proliferacién
provecando destruccidn del inSculo, alteracién del medio de manera no repre
ducible y eliminando las ventajas del cultivo de tejidos. Para la esterili-

zacion del material se han usado diversos compuestos quimicos, y el tipo de



de compuesto y de tratamiento usado depende de la sensibilidad del tejido -
(17, 20, 48, 49),

Mlas células, tejidos y 6rganos solo pueden crecer cuando se les abaste-
ce de los nutrientes necesarios. Se han establecido medios de cultivo apro-
piados para algunas especies, pero no existe uno satisfactorio de uso cunﬁn}
En general pueden ser semisélidos o liquidos, conteniendo eleme-tos inorgd-
nicos esenciales, vitaminas, fuente de carbono y reguladores de crecimiento
(auxinas, citocininas y giberelinas), dentro de los que éstos dltimos sin
duda son los que mds influencia tienen en el establecimiento de cultivos -
in vitro aunque es imposible generalizar acerca de la naturaleza y concen -
traciones necesarias para cada cultivo (17, 22, 48, 49).

Otros factores que pueden ejercer influencia en el establecimiento y -~
respuesta de los cultivos in vitro son el pH del medio y algunos factores -

fisicos como la luz (fotoperiodo e inetensidad luminica) ademds de tempera-
tura (48, 49).

1.2.2 ANTECEDENTES Y PERSPECTIVAS.

La técnica de cultivo de tejidos a pesar de que en los Gltimos afios ha
tomado gran impulso, tiene sus origenes a principios de éste siglo, cuando
Haberlandt en 1902 cultivd células del meséfilo, epidermis y anteras de - -
Tradescantia, ademds de médula, epidermis y tricomas de otras plantas, en -
medio artificial, con el objeto de demostrar la totipotencialidad de las cé
lulas. El no logré divisidn celular en sus cultivos, debido a la utiliza -
cién de un medio relativamente simple y a la seleccién como indculo de célu
las altamente diferenciadas (17, 22, 59, 60). A pesar de su fracaso,-Haber-
landt contribuyé a la especulacidn respecto a la presencia de una fitohor-
mona que |lamé traumatina y fué el primero en emplear el concepto de callo
para definir una masa amorfa de células.

No fué sino hasta 1934 cuando P. White logré establecer y mantener en -
continuo crecimiento raices de tomate. En este mismo afio Gautheret, reporta

la proliferacion de estructuras filamentosas en sus cultivos (60). El mane-
jo de ésta técnica guié al descubrimiento de hormonas vegetales, y a estu -



diosde diferenciacidn de células, crecimiento y desarrollo de érganos y o-
tros procesos morfogenéticos. Después de los primeros trabajos, las técni-
cas para el cultivo de tejidos y 6rganos han desarrollado una amplia aplica
cién en laboratorios (22, 27, 29, 60).

Una importante aportacién al desarrollo de ésta técnica la hicieron -
Murashige y Skoog en 1962 al proponer un medio de cultivo (formulacién de -
sales minerales especificas para lograr una rdpida proliferacién de células
de tahaco) que resultd efectivo para mantener el cultivo de una gran varie
dad de especies.

El uso de la técnica ha permitido en uno y otro caso, una gran posibili
dad de clonacién, esto es, la obtencién de grandes cantidades de plantas --
idénticas de especimenes valuables, eliminacion de enfermedades y en algu -
nos casos de virus mediante el cultivo de meristemos, ha permitido asimismo

la induccidén y el aislamiento de mutantes mediante el cultivo de células,-
obtencidén de homocigotos diploides por cultivo de microsporas, hibridacién
por fusién de células somdticas, cultivares seleccionados por cultivo de pro
toplastos y produccién de callo o células simples para desarrollar plantas
completas por organogénesis o directamente por embriogénesis in vitro (4,

31, 63).

1.2.3 RUTAS DE PROPAGACION

Existen dos vias importantes a seguir en el cultivo in vitro con fines
de multiplicacién y regeneracidn de plantas (1, 27), una indirecta que re -
quiere de la generacidn de callo (formado por células desorganizadas) y la
otra directa, manteniendo los elementos organizados del indculo madre (FIGH
RA 4.)

El uso de la via indirecta de multiplicacidon permite obtener gran nime-
ro de propdgulos, sin embargo, presenta varios inconvenientes ya que las cé
lulas tienen una gran actividad mitética, es posible que se desarrotlen mu
tantes. Las plantas formadas no siempre resultan viables ya que la forma -
cion de conecciones vasculares entre tallo y raiz asi como algunas estructu

ras morfolégicas correspondientes a desarrollo secundarios puede ser defi -
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ciente, ademds de que el potencial morfogenético disminuye con el aumento -
de los subcultivos.

En contraste en la ruta directa de multiplicacién no se presentan estas
situaciones, aunque los Tndices de multiplicacién son mucho mds bajos, del

5

orden de 10” comparados con 10]2 por la otra via (1, 17, 48).

El uso de una u otra via de propagacion, dependera de diversos factores
esto es, de las caracteristicas regenerativas de la especie a manejar, de -
los objetivos de la linea de propagacién a establecer y de los recursos, asft
como del tiempo .

En muchas especies la propagacién in vitro es relativamente facil, en -
otras es complicada, ya que no se conoce lo suficiente sobre los requerimien
tos nutricionales y hormonales. A pesar de ésto, los progrescs en éste cam
po han hecho del drea una de las mds promisorias y en la actualidad las téc
nicas de cultivo de tejidos se usan para estudios de biologfa celular, gené

tica y fisiologfa vegetal (20, 22, 31, 48).
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PLANTA MADRE

DESINFESTACION

-
INOCULO
! P
MERISTEMO U OTRO CELULAS SOMATICAS
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CALLO = _CELULAS ES
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Multiplicacién
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y proliferacion
de brotes
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BROT(S"—*RAIZ
/-ZNRAICE
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FIGURA 4. RUTAS DE PROPAGACION in vitro
(GUEVARA 1986 Y ABBOT 1978).



1.2.4 CULTIVO DE TEJIDOS EN CACTACEAS.

Aunque la técnica de cultivo de tejidos se considera vieja, (1902) solo
recientemente ha tenido importancia en la produccién comercial de material
vegetal.

Muchas especies vegetales han sido propagadas por éste método y dentro
de éstas las menos estudiadas han sido las cactdceas,ya que a pesar de ser
plantas de gran importancia no han recibido suficiente atencion (34, 46).

Se ha demostrado que especies de cactdceas y suculentas son potencial -
mente propagables por cultivo de tejidos (57). Entre los primeros que apli
caron ésta técnica en cacticeas estd Nitsch quién en 1951 (citado por - - -
Starling, R. 1985) intentd propagar Opuntia en un -edio con jugo de tomate
pero no consiguié tener cultivos derivados del tejido original. No fué sino
hasta 1957 cuando King, logré obtener la formacién de callo, empleando ta -
llos, hojas, raices, estambres, pistilos y 6vulos de diversas especies uti-
lizando el medio de White complementado con 2,4-D, logrando subcultivarlos
con poco exito ya que raramente formaban callo en cultivo permanentes.

Steinhart en 1962 con el fin de estudiar la biosintesis de alcaloides -
de Trichocereus spachianus in vitro, logré obtener tres distintos tipos de
callo: 2 compactos con diferente color y velocidad de crecimiento y uno des
menuzable de rdpido crecimiento, utilizando el medio de Hildebrandt, comple
mentado con glucosa, leche de coco y 2,4-0.

Minocha y Mehra en 1974 mantuvieron una continua proliferacién de callo

de Neomammillaria prolifera y realizaron una serie de experimentos para di-

ferenciarlo, variando las concentraciones de sales del medio de Murashige =
Skoog, diferentes fuentes de carbono como sacarosa, glucosa, fructosa y gli
cerol, complejos naturales como leche de coco y jugo de sandia, y utilizan-
do diferentes reguladores de crecimiento, en-forma individual y en combina
cién (2,4-D, AIA, IBA, ANA, Kn, GA) observandose distintas respuestas del -
callo, en cuanto a cambios de color, crecimiento, consistencia, etc. pero -
no lograron se diferenciacidn, excepto la iniciacidn de raices en cultivos
esporadicos.

Tal deferenciacién la obtuvieron Mauseth y Halperin en 1975 cultivando

areolas aisladas de Opuntia polyacantha en el medio de Lin y Staba modifica

do con 5 mM de Nitrégeno de Amonio, 1% de agar y 5% de sacarosa, complemen-
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tado con citocininas (BAP, Kn y Zea), auxinas (ANA, AIA y 2,4-D) y &cido -
giberélico, logrando la activacidn de) 100% de las areolas con 10 ppm de BAP
y la produccién de vestigios de hoja. La produccién de espinas se observé
con 50 ppm de GA y el desarrollo de raices con 5 a 50 ppm de ANA.

Otros de los trabajos en los que se obtuvo la diferenciaclén fué el de
Kolar, Bartek y Vyskot en 1976 quienes lograron la obtencién de brotes'en -

cultivo de callo de Mammillaria woodsl y promovieron el enraizamiento al co

locarlos en vermiculita para su crecimiento normal.
Mauseth en 1976 utilizando el medio de Murashige - Skkog con 5% de saca
rosa y 10 ppm de BAP 6 50 ppm deGA cultivd meristemos areolares de tallos -

de Opuntia polyacantha con el fin de describir los efectos que tienen las -

citocininas y el 4cido giberélico sobre la estructura y el metabolismo de -
los meristemos, encontrando que el BAP estimula los meristemos para la pro-
duccién de vestigios de hojas y el GA estimula el desarrollo de espinas.

Existe un nimero muy limitado de investigadores que estudian la propaga
cién de cactdceas por cultivo de tejidos, algunos de estos tienen objetivos
especificos como por ejemplo: Steinhart (1962) quién lo utiliza para estu -
diar la biosintesis de alcaloides,o0 morfogénesis en cacticeas, como - - =
Sachar e lyer en 1959, Mauseth y Halperin en 1975 y Mauseth en 1976 entre =
otros.

Johnson y Emino en 1979a. ha reportado que usando una-variacion del me-
dio Lin y Staba (1961) se puede obtener cultivo de callo de diversas espe -
cies de cactus. Ellos realizaron estos trabajos con el fin de determinar el
potencial de aplicacién de la técnica de cultivo de tejidos, y proponen que
dicho método puede ser usado para propagar especies amenazadas o en peligro
de extincidn, asi como la propagacién de nuevas variedades, estimulando pro
gramas de produccidn de cactus.

Con este fin Mauseth en 1979 reporta la propagacidon de 11 especies de =
cactdceas a partir de areolas sembradas en el medio de Lin y Staba, modifi-
cado por Mauseth y Halperin (1975) en concentraciones &ptimas de 1.0 y 10 -

mg/1 de BAP, exceptuando Hetiora salicornioides que no necesitd de éste re

gulador, lograron el enrajzamiento en un segundo medio complementado con -
10 mg/| de ANA.



De las 11 especies trabajadas por Mauseth, dos (Opuntia polyacantha y -

Mammillaria elongatha ) también han sido trabajadas por Johnson y Emino en

1977a, 1977b y 1979b quienes a su vez han propagado otros cactus, En éstos
trabajos ellos usaron areolas y las cultivaron en el medio de Murashige- -
Skoog complementado con varios reguladores de crecimiento: auxinas, citoci-
ninas y acido giberélico en diferentes concentraciones.

Los trabajos de Johnson y Emino 1979 al igual que el de Larzate, Gai -
ser y Brown en 1982, tuvieron como objetivo utilizar la técnica de cultivo
de tejidos como una alternativa para propagar comercialmente cactaceas.

.- Haciendo énfasis en utilizar ésta técnica de propagacién vegetativa en
cactdceas amenazadas o en peligro de extincién Corona y Yafes en 1984 1o -

gran obtener callo de Cephalocereus senilis, utilizando el medio basal de -

Murashige - Skoog, y auxinas como 2,4-D, ANA, AlA, IBA en combinacién con
una citocinina (Kn)} en diferentes concentraciones, obteniendo los mejores -
resul tados con 4 mg/! de Kn en combinacidn con 2 mg/1 de 2,4-D, aunque en
ninguno de los tratamientos se logré la formacién de yemas ni el enraizami-
ento de los callos.

Starling en 1985 utilizando el medio nutritivo de Murashige - Skoog com
plementado con 0 a 10 mg/1 de BA en combinacidn con 0 a 10 mg/1 de ANA y 3%

de sacarosa, obtiene vistagos esporddicos en cultivos de Ariocarpus trigonus

y Obregonia denegrii, y poca proliferacion de retofios en Astrophytum - - --

asterias.

Dfaz en 1985 trabaj6é con Astrophytum myriostigma y logré la prolifera -

cién de callo y la obtencién de plantas completas, utilizando trozos de ---
plantulas como indculos, los que proliferaron formando tejido calloso, uti~
lizando el medio de Groenewald, Wessels y Koleman (1977) modificado por Di-
az (1985) con Kn y 2,4-D a una concenteacién de 5 y 1 mg/l respectivamente
mas tarde se diferenciaron en el medio "A" para proliferacién de hrotes de
Murashige (1976) (citado por Anaya, S. 1986) con 30 mg/l de 2iP y 0.5 mg/]
de AIA, y el enraizamiento de brotes se llevé a cabo con el medio de Mura -
shige - Skoog (1976) sin reguladores de crecimiento.

M3s recientemente Anaya, S. 1986, optimizé esta metodologia seleccionan
doel nivel hormonal de 5 mg/1 de Kn y 0.5 mg/} de 2,4-D para promover el
desarrollo de callo, y el nivel hormonal de 30 mg/1 de 2iP y 0.5 mg/l de --

AlIA para favorecer la diferenciacién del mismo y la produccién del mayor nd
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mero de brotes en el menor tiempo, solo que la induccién de brotes se obtu-
vo en el medio utilizado para el desarrollo de callo (medio de Groenewald,-
Wessels y Koleman, 1977) y no en el reportado por Diaz en 1985.

¥Para Echinocactus grusonii se reportan métodos de propagacién, utilizan

do semillas (13, 16, 62), pero su propagacién por cultivo de tejidos no se
ha descrito de manera formal.

En 1982 Corona y Chdvez reportan que utilizando técnicas in vitro con -
pléntulas de semillas en el medio de Murashige - Skoog se tienen ya plantu-
las de E. grusonii y E. grandis pero no se presenta ningiin detalle sobre el
procedimiento y metodologia por el cual se logrd, por lo que no se tiene aln
una metodologia para su propagacién por cultivo de tejidos.

Dfaz G. en julio de 1985 (comunicacién personal), inicia experimentos -
preliminares con E. grusonii en el laboratorio de'FEtoproduccién de la Co-
misidén Nacional de Fruticultura, a partir de que una sola planta germinada
asépticamente y que permanecié bajo estas condictones durante varios meses,
logré producir 22 retofios, lo que condujo a la idea de una reproduccién ---
asexual eficiente.

En estos experimentos se usaron como inéculos, areolas aisladas, discos
de plantulas y pléntulas sin raiz, en el medio de Murashige - Skoog comple-
mentado con BAP, y se observé que en el segindo indculo (discos de pléntu -+
las) usando el medio complementado con 5 mg/l de BAP se logré la formavién
de brotes ademds de masas amorfas de tejido que en apariencia eran una masa
de esferas unidas entre si y que probablemente regenerarian en nuevas plan-
tas. Se pudo notar que este indculo presenta gran potencialidad probable -
mente debido a que las zonas en donde se incluye el tejido meristemdtico no
se dafian al hacer este tipo de corte y las areolas son estimuladas hacia la
produccién de brotes, lo que no ocurrié con los inéculos restantes.

Uno de los mayores logros de estos experimentos fué que la produccién de
brotes se dié por via directa, esto es, el tejido se mantuvo organizado, lo
cual nos evita los riesgos que implica geneticamente hablando, la propaga =
cién por via indirecta (desorganizacién de tejido y produccién de callo).

En base a estos experimentos previos se plnated la presente investiga -
cién, en la que se trabajé con plantulas de semillas germinadas en condi -

ciones asépticas, y como indculos: plantulas sin porcién apical ni rafz vy
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cortadas longitudinalmente, probando diferentes combinaciones de auxinas, -

citocininas y dcido giberélico.
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2. OBJETIVOS.

La forma comercial mis ampliamente utilizada del cultivo de tejidos ha
sido la propagacién clonal. Una gran cantidad de ornamentales, algunos fru
tales y vegetales y ci#tos géneros forestales estdn siendo reproducidos de

manera comercial con el uso del cultivo de tejidos.

Algunas de las investigaciones enésta drea han probado que la técnica
puede ser usada exjtosamente como un método de propagacidn de cactaceas. -
Hasta la fecha Echinocactus grusonii puedeser propagado por cultivo de
tejidos, sin embargo no se ha descrito la metodologia para la obtencidn de

plantas a partir de fragmentos de tejido cultivados asépticamente.

Por lo que en el presente proyecto se considera como objetivo general

Desarrollar y describir la metodologia con la que se lo-

gra la propagacion por via directa de Echinocactus grusonii

mediante cultivo de tejidos.

Y como ohjetivos especificos:

1. Lograr la germinacién aséptica de semillas donadoras de material vegetal.

2. Establecer el cultivo de indculos provenientes de plantulas de las semi-

llas germinadas asépticamente.

1]
3. En una primera etapa experimental, evaluar el efecto de auxinas (IBA, -

AlA y ANA}, citocininas (BAP, Kn, 2iP y Zea) vy &cido giberélico (AG31 -
en forma individual y tomadas de dos en dos, sobhre la produccién por via
directa de hrotes de buena calidad, determinando las mejores comhinacio-

nes.

4. Evaluar en una segunda etapa las combinaciones elegidas en la primera, -
ampliando el rango de concentraciones al menos de una de las hormonas in

volucradas.

5. Determinar concentraciones optimas que logren la obtencidn de un nimero
mayor de brotes de buena calidad en menor tiempo, comparando con lo obte

nido en la primera etapa.
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3. MATERIALES Y METODOS.

El medio basal utilizado fué el de Murashoge - Skkog (1962) cuya formu-
lacién mineral y concentraciones de complementos orgdnicos, se pueden ver -
en el APENDICE 1.

El medio fué complementado con varios reguladores de crecimiento: auxi-
nas (AlA, ANA y IBA), citocininas (BAP, Kn 2iP y Zea) en una concentracidn
de 10 y 20.M respectivamente.

Estos requladores se probaron de manera individual asi como combinados
de dos en dos de acuerdo al disefio mostrado en el CUADRO 1., ademis del wso---
de Gh3 a una concentracién de 10AM,

La preparacién de los medios se simplificé usando soluciones stock de -
macroelementos y microelementos, asi como de vi_taminas y reguladores de -
crecimiento (APENDICE 5 y 6).

El pH se ajusté a 5.7 - 5.8 con &cido clorhidrico o hidréxido de Pota -
sio al 0.1 N, segin fuera necesario.

Al medio se le agregaron 8 gr/l de agar antes de vertirlo en los frscos
de cultivo. Se pusieron 25 ml de medio por frsco, y se taparon para después
ser esterilizados durante 15 minutos a una presidn de 1.05 Kg{cm2 y una tem

peratura de 120 °C.
3.1 GERMINACION DE SEMILLAS.
El material empleado para la obtencidn de inéculos, consistié de plan--

tulas provenientes de semillas previamente germinadas en condiciones asépti

cas de Echinocactus grusonii .

La germinacién de semillas se llevé a cabo con el método desarrollado -
por Dfaz en 1985 (comunicacién personal), la germinacién fué bajo condicio-
nes asépticas, utilizando frascos de cultivo de 20 ml de capacidad, con un

soporte de algodén humedecido con 8 a 10 ml de mdio 1Tquido de De Fossard
(1976), para germinacién de semillas (APENDICE 2.). Los frscos se esterili
zaron en autoclave a una presidn de 1.05 Kg/cm2 y una temperatura de 120 °C

durante 15 minutos.
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Antes de la germinacién, las semillas fueron tratadas con una solucidn
de 4cido giberélico al 0.1 %, sumergiendolas durante 24 horas. Al cabo de -
éste tiempo, se pasaron a una solucién de Hipoclorito de Calcio al 7% mis -
3 gotas de tween 20 al 0.1% para desinfestar, agitando levemente por 30 mi-
nutos.

Ya en la campana de flujo laminar se enjuagaron tres veces con agua des
tilada estéril y se procedié a su siembra, poniendo de 2 a 3 semillas por -
frasco.

Hecha la siembra y dado que las semillas de cactdceas requieren luz pa-
ra su germinacién (23), se incubaron en un fotoperiodo de 16 horas luz por
8 de oscuridad (dias largos) bajo una intensidad luminosa de 1500 lux a una

temperatura de 26 a 30 °C por tres meses.

3.2 OBTENCION DE INOCULOS.

La obtencidn de los indculos se realizé a partir de las 14 a 16 semanas
de cultivo, cuando las plantulas tuvieron un tamafio aproximado de 1.0 a 1.3
cn de longitud.

Se efectuaron cortes transversales, eliminando la zona de las raices y

la del apice, y un corte longitudinal con el fin de obtener dos indculos -

por plantula (FIGURA 5.), teneindo precaucién de no eliminar la totalidad
de las areolas.

Los cortes se hicieron sobre un cristal graduado, c=n el fin de estanda
rizar el tamafio de los in6culos. Estos tuvieron finalmente un tamafio prome-

dio de 5 a 8 mm de longitud.

3.3 CULTIVO in vitro.

Los indculos sembrados en los tratamientos fueron incubados por tres me
ses en una cadmara de crecimiento a una temperatura de 26 a 30 °C y un foto-
periodo de 16 horas luz, con una intensidad luminosa de 1500 lux,

Todos los indculos fueron subcul tivados cada cuatro semanas a un medio

30



31

f’ SEMILLAS EN EL MEDIO PARA GERMINACION
DE R.A. DE FOSSARD (1976).

PLANTULA DE 14 A 16 SEMANAS DE EDAD

ﬁ (1.0 a 1.3 cm DE LONGITUD)

ﬁ‘i" CORTES TRANSVERSALES Y
#ﬁ LONGI TUD I NALES..

INOCULO EN EL MEDIO
MURASH IGE-SK0OOG  (1962) .

(._-
e

FIGURA 5. SECUENCIA SEGUIDA PARA LA OBTENCION DE INOCULOS.



fresco con el fin de evitar el agotamiento de nutrientes y la acumulacién -
de desechos metabdlicos que pudiecen afectar la constante proliferacién del
tejido.

El trabajo experimental se desarrollo en dos etapas, en la primera se -
observd el efecto individual y combinado de auxinas, citocininas y &cido gi
berélico, con el fin de determinar la o las mejores combinaciones de regula
dores de crecimiento que favorecieran el desarrollo de brotes axilares. Pa-
ra tal efecto se elaboré un disefio de tratamientos (6 X 5) de todas las hor
monas, en un disefio completamente al azar con cuatro repeticiones (cada re-
peticidn contiene un solo indculo) (CUADRO 1).

Se realizaron evaluaciones semanales del tipo de respuesta del tejido -

en cada tratamiento durante tres meses.

De acuerdo con los resultados observados en la primera etapa experimen-
tal, en la sequnda se seleccionaron de los 28 tratamientos iniciales, 3 de
ellos, los que se caracterizaron por presentar el mayor ndmero de brotes de
buena calidad, que presentan grandes posibilidades de exito a la adaptacidn
a condiciones ambientales.

En esta etapa se amplidé el rango de concentraciones con el fin de esta-
blecer rangos hormonales 6ptimos, al menos de una de las hormonas, que nos
permitiera mejorar la respuesta ya obtenida.

El CUADRO 2 muestra las combinaciones asi como concentraciones de las -

hormonas empleadas en ésta etapa.

MEDICIONES EFECTUADAS

Las evaluaciones semanales consistieron en registrar el tipo de diferen

ciacién del tejido, tomando en cuenta las siguientes alternativas:

1. Formacién de callo.
Crecimiento amorfo (C. A.)

Desarrollo de brotes axilares (calidad y cantidad)

& wm

Tipo de raiz, tomando en cuenta la cantidad y su ramificacidn.
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1. En cuanto a la formacidn de callo, se pretendia evaluarlo tomando en
cuenta su consitencia (grado de compactés), color, de acuerdo al catdlogo -

''Pantone Color Specifier' y el tamafio aproximado.

2. Para el crecimiento amorfo, solo se tomd en cuenta presencia o ausen
cia.
CCA - Con crecimiento amorfo.

SCA - Sin crecimiento amorfo.

3. En lo que se refiere al desarrollo de brotes axilares, dado que el -
objetivo de aplicar este primer cuadro fué determinar las combinaciones de
reguladores de crecimiento que los favorecieran, se registrd el nimero to-
tal de brotes producidos durante 12 meses de cultivo, ademds se considerd
la variable que se denomind '"'tipo de vigor' de los brotes, que refleja su -
calidad, con la que finalmente se determind el tratamiento que tuviera el -
mayor ndmeor de brotes de buena calidad. Para determinar el '"'tipo de vigor"
se tomdé en cuenta el tamafio finak de los brotes, el tiempo requerido por -
estos pardadquirir un tamafio minimo de 1.0 mm de altura por 1.0 mm de didme
tro , su forma y la abundancia de espinas en los brotes, relacionandose co-
mo se indica en el CUADRO 3.

4. Para el tipo de raiz se tomé en cuenta la cantidad y su ramificacién,

se consideraron cinco tipos de raiz que se diferenciaron como sigue:

a) Raiz abundante-simple (AS), tomando como rafz abundante la presencia
en el inbculo de mds de 10 raices.

b)Rafz abundante-ramificada(AR).

c) Rafz Poca-simple (PS), tomando como poca rafz la presencia en el iné
culo de 1 a 4 raices.

d) Rafz poca-ramificada (PR).

e) Ausencia de rafz en el indculo (SR).

Para cada tratamiento se contd el nimero de repeticiones que presentaron

cada uno de los tipos de raiz definidos.
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DIFERENTES CONCENTRACIONES DE AIA CON CONCENTRACIONES
FIJAS DE Kn y 2iP PARA OPTIMIZACION DE LA INDUCCION -
DE BROTES EN INOCULOS DE Echinocactus grusonii CULTI-

VADOS [n vijtro.

CUADRO 2.



BROTES VIGOR0OSOS (BV)* BROTES NO VIGOROSOS (BNV)*
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CUADRO 3. CARACTERISTICAS EMPLEADAS PARA DETERMINAR EL "TIPO DE VIGOR"

DE LOS BROTES.

* BV, BNV se muestran en la FIGURA 6a y 6b respectivamente.

#% Nimero de semanas requeridas por los brotes para alcanzar un tamafio mini

mo de 1 mm de altura {(a) por 1 mm de didmetro(@).

+ Didmetro que adquieren los brotes al final de la fase de experimentacidn

(12 semanas)

++ FC, FNC forma cilindrica y no cilindrica respectivamente. Para conside -

rarse de la primera forma es necesario una diferencia dea - § 0.5 mm.

% Un brote con abundantes espinas es aquel que tiene tubérculos bien defini
dos en forma de cono y con espinas gruesas que se distinguen dacilmente -

(FIGURA 7a) . Mientras que uno con pocas espinas, tiene tubérculos en for

ma de cono pero el dpice de €stos es mds achatado y sus espinas son mucho

menos gruesas y cortas, dando apariencia de puntos blancos en el dpice de
los tubérculos (FIGURA 7b).
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FIGURA 6.

ASPECTO DEL VIGOR DE LOS BROTES
a. BROTES VIGOROSOS (BV)
b. BROTES NO VIGOROSOS (BNV)
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FIGURA 7.

ASPECTO DE LA ABUNDANCIA DE ESPINAS EN LOS BROTES
a. ABUNDANTES ESPINAS
b. POCAS ESPINAS
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LLRESULTADOS Y DISCUSTION.

L.1 PRIMERA ETAPA.

De las plantulas desarrolladas entre las 14 a 16 semanas de cultivo, se
tomaron los indculos en estudio y para la aplicacién de cada uno de los tra
tamientos de la primera etapa, se seleccionaron 4 indculos de manera aleato
ria. Los resultados obtenidos se muestran en el CUADRO 4. En dicho cuadro
cada una de las celdas considera la notacién de las categorfas descritas en

la metodologia, que se refieren de modo redumido a lo siguiente:

CCA:Con crecimiento |
amorfo y SCA : Sin_TF*(ECA o SCA)

crecimiento amorfo.

Tipo o calidad de

brotes, expresado __i
en porcentaje. BV ,BmV ,BPV,BNV

Tipo de rafz, expresa
(AS ,AR,PS,PR,SR)s+—do en nimero de repe-
------------------------------ ticiones.

Antes de analizar en detalle el cuadro 4, de manera general se menciona
ra el comportamiento de los tejidos en cultivo.

Los primeros signos morfoldgicos de orgarogénesis que condujeron al de-
sarrollo de brotes, en algunas de las combinaciones hormonales probadas, -
fueron notados de los 10 a 15 dias de cultivo, éste desarrollo de brotes ha
sido reportado por algunos autores (32, 33, 35, 38, 39, 45, 56, 57) en cul-
tivos adicionados con reguladores de crecimiento, de varias especies de cac

tus. La iniciacidn de brotes comienza con la activacidn de areolas, que --

’———F”’ﬂ'_F__L__Total de brotes en cua
tro repeticiones.
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CUADRO 4. TOTAL DE BROTES, CALIDAD. COLOR DE CRECIMIENTO AMORFO

Y TIFO DE RAICES PRCDUCIDAS POR TRATAMIENTO A LAS DO-

CE SEMANAS DE
DE AUXINAS,

POR SEPARADO Y COMBINADOS.

CULTIVD, COMO CONSECUENCIA DEL EFECTO -
CITOCININAS Y ACIDO GIBERELICO APLICADOS



son meristemos areolares derivados directamente de la zona periférica del 3
pice del tallo (6, 7) y son comparables con los meristemos de yemas axila -
res en muchas plantas (6).

Por la activacién en el dpice areolar surgen nuevas espinas y el tejido
en la base de la areola aumenta semejando pequefias protuberancias con espi-
nas en el dpice, que van creciendo y finalmente forman brotesf

El desarrollo de brotes se pudo observar a lo largo de la mayor parte -
de la etapa experimental. En algunos tratamientos (12 y 17 : APENDICE 3) se
observé desde las tres semanas de cultivo, mientras que en otros (tratamien

to 26), hasta las 10 semanas.

A lo largo de ésta etapa el desarrollo de brotes fué directamente (a --
partir de la activacién de areolas) FIGURA 8, sin embargo, observaciones he
chas después de las doce semanas de cultivo, mostraron que los brotes pue -
des obtenerse por via indirecta, aclarando que no se refiere al desarrollo
de callo, sino al desarrollo de masas amorfas de tejido (crecimiento amorfo)
caracterizado por presentar estructuras semejantes a tubérculos no bien de-
finidos y de mayor tamafio que los normalmente formados en esta especie, en
sus estados juveniles. Estos tubérculos presentaron areolas en su apice --
que Unicamente produjeron lana, y posteriormente dieron lugar a brotes FIGU
RA 9. Los brotes asi obtenidos no estdn considerados en el cuadro de resul
tados (CUADRO 4) ya que como se menciond, estos se desarrollaron después --

del perfodo que abarcé la primera etapa experimental.

En el drea de cultivo de tejidos, de manera reiterada se reporta que la
respuesta se ve influenciada por las concentraciones y combinaciones hor-
monales empleadas (20, 41, 48, 60), ya que estas intervienen en estimular -
la actividad celular induciendo la desorganizaci6n del tejido que conduce
a la diferenciacidn de hrotes foliares y radiculares (inclusive en plantas
completas), o bien a la desorganizacién de células y su permanencia en es-

tado de callo.

o
Cabe mencionar que con fines practicos se consideraron brotes al ad -
quirir un tamafio aproximado de | mm de didmetro por 1 mm de altura.
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FIGURA 8, SECUENCIA PARA LA OBTENCION DE BROTES DE MANERA
DIRECTA.
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FIGURA 9. SECUENCIA PARA LA OBTENCION DE BROTES DE MANERA
INDIRECTA (DESARROLLO DE CRECIMIENTO AMORFO).
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Como se observa en el cuadro de resultados (CUADRO 4), en ninguno de -
los tratamientos estd presente el crecimiento de callo ya que para su desa-
rrollo, en cac_taceas , se requiere de un medio complementado con 2,4-D (19
32, 58, 66), o bien altas concentraciones de 2,4-D (de 2 a 10 mg/1) en com-
binacién con bajas concentraciones de Kn (de 1 a 2 mg/1) (19, 30, 33, 46),
en el presente trabajo éstas condiciones no se contemplaron, ya que el obje

tivo fué obtener plantas por via directa.

Otro tipo de respuesta observada en el cuadro de resultados, fué el de-
sarrollo de crecimiento amorfo, cuyas caracteristicas ya se han mencionado

y que se presentd asarosamente.

Estas diferentes respuestas presentadas por los indculos, estdn deter-
minadas por el balance cuantitativo de la interaccidn entre constituyentes
del medio de cultivo y factores enddgenos en sitios particulares del tejido
(Thorpe, T.A. 1981), ademds de la capacidad regenerativa del material vege-
tal.

El crecimiento de las plantas es un proceso dinamico y complejo el cual
esta rigurosamente controlado, y en donde los requladores de crecimiento -
juegan un papel importante, estando involucrados en los cambios morfogenéti

cos del vegetal.

En cultivo de tejidos, la clave de la respuesta morfogenética del iné-
culo estd relacionada con el balance o interaccién entre estos reguladores,
mas que en la suma de sus acciones individuales. Sin embargo, varios auto-
res mencionan que los factores externos y aquellos inherentes a los inbcu -
los son importantes para la diferenciacidn de drganos y que ademis de la a-
dicion exdgena de auxinas-citocininas, carbohidratos, aminodcidos, vitami -
nas, fosfatos y otros durante la regulacién de la organogénesis, debe to -
marse en cuenta la correlacion intercelular, determinacidn genética y el es
tado fisioldgico de la planta madre (ingram, D.S. y Helgeson, 1980 y Leo -
pold A.C. 1975).

Como se observa en el cuadro de resultados, la formacidén de brotes que
en éste caso son los 6rganos de interés para el estudio, se logré en la ma

yoria de los tratamientos complementados con reguladores de crecimiento. Co
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mo ya se ha mencionado su participacién en la organogénesis, junto con otros
factores, es importante, por lo que podriamos preguntarnos ahora ¢ Que ocu-
rre con los brotes, cuando fragmentos de tejido son cultivados en medio no
abastecido de requladores de crecimiento?

La respuesta al respecto en el experimento, como se observa en el cua -
dro 4 es que también estd presente su desarrollo.

Esta situacién contradice los reportes que se tienen para algunas cactd
ceas, en los que se menciona que no hay ningiin tipo de morfogénesis en un -
medio carente de reguladores (42).

Sin embargo, Steinhart en 1985 obtiene brotes en Leuchtenbergia - - - -

principis, aunque en poca cantidad, sin el uso de reguladores de crecimien-

to.

Esta respuesta obtenida pudo deberse a la gran capacidad regenerativa -
de la especie, ya que las cacticeas en condiciones naturales producen hijue
los como una respuesta a heridas, y en este caso, el corte para la obten -
cion del inbculo a partir del material original, produjo una respuesta del
tejido, la que consistié en la activacién de los puntos de crecimiento (me-
ristemos areolares), incluyendo la intervencién del contenido endégeno de

hormonas presentes en los tejidos.

El responsabilizar a éstas condiciones del desarrollo de brotes nos ha-
ria pensar en que el usar o no reguladores de crecimiento exégenos realmen-
te no tiene ninguna diferencia pues sin su uso podemos obtener brotes, sin
embargo, hablando del contenido enddgeno de hormonas, es sabido que dicho
contenido disminuye y se agota cuando los tejidos son separados de la plan-
ta. Pudo ser que al no existir reguladores exdgenos los niveles enddgenos
probablemente fueron los necesarios para inducir la formacidén de brotes pe-
ro no para seguir manteniendo su division celular , pués como se puede ob -
servar en el APENDICE 3, los brotes en el tratamiento que no se complemento
con reguladores de crecimiento, aunque se obtienen durante las primeras se-
manas de cultivo, se mantuvieron pequefios durante toda la etapa experimen -
tal.

Entonces la ausencia de reguladores de crecimiento, no imposibitita la

diferenciacidn de brotes,pero é€stos brotes si los requieren para continuar
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su crecimiento y divicién celular in vitro (37 y Roberts, 1976, citado por
Dodds y Roberts, 1982).

ANALISIS DE RESULTADOS

Después de haber comentado de manera general el comportamiento de los -

tejidos, pasaremos a analizar el CUADRO 4,antes referido.

_El resultado de nuestro experimento muestra que el efecto de las auxi -
nas (IBA, AIA y ANA) probadas individualmente, sobre la formacién de brotes
varfa, ya que la clase y calidad de hormonas de crecimiento aplicadas, usual
mente ejercen efectos diferentes sobre el crecimiento de tejidos vegetales,
y en éste caso solo en tejidos abastecidos con AIA se logra la proliferecion

de brotes.

El desarrollo de raices, que en su mayoria fueron abundantes y ramifica
das, se vieron favorecidas por las tres auxinas probadas, como hera de espe
rarse, ya que se habla de su uso como enraizadores (20, 37, 39). Y en el -
caso de AIA ademas de contribuir al desarrollo de raiz, también contribuye

a la divicidn celular en brotes (60).

Todas las auxinas fueron probadas a una misma concentracién (10 M), -
sin embargo, el AIA es la mas inestable de las tres ya que es fotolabil - -
(Kenneth, V.T. ,1972) y tiene por tanto una relacién inversa con respecto -
al tiempo de exposicidon a la luz, por lo que la disminucién en el conteni-
do de auxinas en los tejidos quizd permitid alcanzar el balance auxina-cito
cinona (considerando los niveles enddgenos de citocininas) adecuado para la
activacidn del desarrollo de brotes. Por lo tanto podriamos pensar en la -
posibilidad de que una disminucién en la concentracidén de auxinas mas esta-

bles (IBA y ANA) que AIA permitird también la proliferacion de brotes.

El total de brotes obtenidos para este tratamiento es igual al del tra-
tamiento que no se complementd con reguladores de crecimiento, por lo que -
se consideraria que la aparicidn de brotes en el tratamiento de AlA estd in
fluenciado mds por las concentraciones endégenas de hormona que por el AlA

exdgeno , pero ya que uno de los aspectos importantes que determinan el - -
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exito de la regeneracion de plantas no solo es la cantidad de brotes, sino
también la calidad de é€stos, conviene fijarnos en la calidad alcanzada por
los brotes en ambos tratamientos.

Al respecto, como se observa a continuacién la calidad de los brotes ob
tenidos no es muy diferente entre los dos tratamientos, concluyendoce enton
ces que al menos en esta especie, el uso de AIA de manera individual a una
concentracion de 10 M no mejora ni la cantidad ni la calidad de los brotes

obtenidos.

TRATAMIENTO PORCENTAJE DE VIGOR
DE LOS BROTES
BV BmV BPV BNV

Analizando ahora el efecto de las citocininas provadas en forma indivi
dual, (tratamientos 5, 10, 15, 20) tenemos que como hera de esperarse todas
disminuyen el desarrollo de rafz siendo poca para el caso de BAP, Kn y 2iP
y nula para el caso de la Zeatina. En cuanto a su efecto sobre el desarro-

1lo de brotes, se puede decir que solo la zeatina no promovié su desarrollo.

Con respecto al uso de la zeatina en propagacién in vitro de cactaceas,
solo se tiene un reporte en el que se menciona que la zeatina probada a di-
ferentes concentraciones induce la formacién de yemas en Opuntia polyacantha
pero solo en algunos inéculos (42). Por lo que fué de interés evaluar su -

efecto en Echinocactus grusonii ya que como se menciona anteriormente el -

efecto que pueda tener un regulador de crecimiento sobre los tejidos culti-
vados dependerad de la concentracidn, asi como del indculo y de la especie -
trabajada. '

Ahora bien, los resultados nos muestran que la zeatina sola o en combi-

nacién no contribuye al desarrollo de brotes en E. grusonii.
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En el caso de las demas citocininas, todas promueven el desarrollo de -
brotes, siendo mayor en BAP (5 brotes) y 3 y 2 brotes para Kn y 2iP respec=
tivamente. Sin embargo, en ninguno de estos tratamientos el porcentaje de

vigor de los brotes supera al del tratamiento testigo.

TRATAMIENTO PORCENTAJE DE VIGOR
DE LOS BROTES
BV Bmv BPV BNV

1 Testigo o 66 33 ==
5 BAP - 20 80 s
10 Kn e 33 = 66
15 2iP e =t 50 50
20 Zea - == T -=

En relacidna lo anterior se puede decir que el uso de citocininas de ma
nera individual, y adn cuando estén actuando con los niveles endégenos de
auxinas, estimulan deficiente desarrollo de brotes, en cuanto a cantidad vy
calidad de los mismos. Sin embargo, estos reguladores estimulan una gran -
divisién celular (37, 41) y promueven el desarrollo de crecimiento amorfo ,
que como ya se ha mencionado tiene la apariencia de ser un conjunto de tubér
culos no bien definidos y que muestra ser una via alternativa para la obten

cion de brotes.

Si consideramos ahora el efecto de auxinas en combinacidn con citocini-
nas podemos observar que en todas las combinaciones de auxinas con BAP (tra
tamiento 6, 7 y 8) el desarrollo de raiz es deficiente y solo las combina -
ciones con AIA y ANA contribuyen al desarrollo de brotes, siendo para AIA -
de 2 y para ANA de 3. Al respecto Larzate, Gaiser y Brown (1982) con una -
combinacién de 0.1 mg/1 de ANA y 1.0 mg/! de BAP logran el inicio del desa-
rrollo de brotes de Epiphyllum chrysocardium, en aproximadamente 10 dias, -
para su posterior enraizamiento in vitro y adaptacidn a invernadero.



Refiriendoce a la relacién entre auxinas y citocininas Skoog y Miller
(citado por Thorpe, 1978) comentan que un nivel relativamente alto de cito-
cininas sobre auxinas ocaciona formacién de brotes, en tanto que una rela =
cién inversa, favorece la formacién de rafz en tejidos de tabaco. Sin embar
go, hacen notar que las generalidades de tal relacién de reguladores, puede

variar dependiendo de la especie y el indculo trabajados.

Las combinaciones de BAP con AIA y con ANA contribuyeron al desarrollo
de brotes, estos brotes no presentan caracteristicas sobresalientes con res
pecto a su vigor, si los comparamos con los brotes del tratamiento que no -

se complementd con reguladores.

Por lo que se dice que la interaccién de pestos reguladores no favorece

ni el nimero ni la calidad de los brotes.

TRATAMIENTO PORCENTAJE DE VIGOR
DE LOS BROTES
BV BmV BPV BNV

1 Testigo == 66 33 ==
11 Kn / IBA s 33 66 ==
13 Kn / ANA e 50 50 -
12 Kn / AIA 20 80 - w

La combinacién de Kn con ANA aunque promueve efectivamente el desarro -
1lo de brotes, promueve el crecimiento amorfo.
Estos resul tados muestran que la Kn en combinacién con AIA tiene un pa-

pel determinante en la formacién de brotes.

Al respecto Hill, J.R. en 1977 reporta la obtencidn de plnatas a partir

de tejidos de semillas germinadas de la suculenta Conophytum ingniflorum en

un medio complementado con la combinacién de 2.0 mg/1 de AlA y 2.5 mg/1 de
Kn y Silberstein, et al en 1983 combinando también Kn y AlIA en concentra -
ciones de 10 y 0.01 mg/] respectivamente, también logra el desarrollo de --

brotes en la suculenta Euphorbia flanaganii. Para ambos casos se observa -

que la relacidn entre auxinas y citocininas se mantiene en la proporcién a-
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decuada para la proliferacién de brotes, esto es, la citocinina se encuentra

en mayor proporcidn que la auxina.

En cuanto a la evaluacién de las combinaciones de las auxinas con la ci
tocinina 2iP (tratamientos 16,17, 18) el desarrollo de rafz se observa cla-
ramente disminuido en las tres combinaciones y se presenta el desarrollo de
brotes, 2 brotes en el caso de las combinaciones con IBA y ANA y 5 en la -
combinacién con AlIA. Si comparamos el vigor de los brotes en estas combina
ciones con los del tratamiento testigo, nos damos cuenta que la adicidn en
el medio de 2iP en combinacién con IBA o ANA no mejora ni el vigor ni la -
cantidad de'brotes, en tanto que la adici6n en el medio de 2iP en combina -
cién con AIA mejora tanto la cantidad como la calidad de los brotes, llegan

do a ser hasta de un 40% el total de brotes vigorosos (BV).

TRATAMIENTO PORCENTAJE DE VIGOR
DE LOS BROTES
BV BmV BPV BNV

1 Testigo -- 66 33 2
16 2iP / IBA - 50 50 -
18 2iP / ANA - 50 - 50
17 2iP / AIA Lo Lo 20 -

En esta combinacidon ademds se presenta el crecimiento amorfo, por lo --
que aumenta la posi_bilidad de lograr una mayor proporcidn de brotes vigo-
rosos considerando el tiempo de incubacién de los tejidos mayor de 12 sema-
nas.

Con respecto al uso de 2iP en la propagacidn in vitro de cactdceas - --
Johnson y Emino en 1977 reportan dos trabajos en los que usaron 2iP en con
centracton de 40 mg/l logran la mayor proliferacién de tallos en - - - - -

Mammillaria elongatha y una concentracién de 20 mg/1 en Opuntia polyacantha,

mostrando la importancia que tiene esta citocinina al igual que la Kn, como
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ya se ha mencionado, sobre el proceso de ohtencién de brotes.

El que los mejores resultados, en el caso de Kn y 2iP solo se hayan ---
presentado al combinarse con AlA, apoya la afirmacién expresada anteriormen
te con referencia a que en la respuesta morfogenética del inéculo es mds im
portante el balance o interaccidn de reguladores de crecimiento que sus - -

acciones individuales

Para el caso de las auxinas evaluadas en combinacién con la Zeatina (tri
tamientos 21, 22 y 23) se observa que todas disminuyen el desarrollo de raiz
y solo las combinaciones con IBA y ANA (tratamientos 21 y 23) promueven el

desarrollo de brotes, aunque todos de mala calidad (100% BNV).

En algunas de estas combinaciones (Zea / AIA y Zea / ANA ), estd presen
te el desarrollo de crecimiento amrorfo, y como lo muestra la FIGURA 10 a -
las 18 semanas de cultivo, en éstos tratamientos se presentan brotes de muy
buen aspecto, lo que nos permite suponer la posibilidad de obtencidn de bro
tes vigorosos con estas combinaciones, si se considera mayor el tiempo de -

incubaciédn.

Evaluando ahora los efectos de las combinaciones de acido giberélico vy
auxinas (tratamientos 26, 27, 28) solo la combinacién con 1BA promovié el -
desarrollo de brotes aunque ninguno es vigoroso. En cuanto al desarrollo -
de rafz se observa que es minimo para cada caso solo una repeticidn presen-
td rafz abundante, lo que es quizad resultado del uso de auxinas y no del &-
cido giberélico, ya que algunos autores como Mauseth y Halperin 1975, 1976,
reportan que los primordios formados bajo la influencia de GAB producen es-

pinas.

En cuanto al efecto del dcido giberélico en combinacidén con citocininas,
se observé que la combinacién con Zea, Kn y BAP (tratamientos 24, 14, 9) fa
vorece el desarrollo de brotes.

En los dos primeros, los brotes desarrollados son brotes no vigorosos,
en tanto que en el caso de la combinacidn con BAP existen brotes medianamen
te vigorosos. El desarrollo de brotes en este tratamientos, asi como la =--
presencia de crecimiento amorfo en la combinacién con 2iP (tratamiento 19)

suponemos es debida al igual que en las combinaciones con auxinas al efecto
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de la hormona adicional y no al &cido giberélico, lo que podemos apoyar si

observamos los resultados del tratamiento donde se provd el Aﬁ3 en forma -
individual en el que no se tiene ninguna respuesta, ademds que esta hormona
es reportada como promotor de la elongacidn y represor de la formacién de -

brotes y cualquier clase de tejido organizado (41).

En cuanto al uso del acido giberélico en cultivos in vitro de cactus -
los reportes que se tienen resaltan su influencia en la activacion de areo-

las y posterior produccién de espinas (43).

En numerosos trabajos de investigacidn, se hace uso de reguladores de
crecimiento combinados o individualmente para obtener el medio que logre la

propagacidn de especies vegetales.

En cactdceas el uso de reguladores de crecimiento es muy variada, como
se observa en los diferentes reportes que sobre el tema se tienen, sin po -
der generalizar su uso. Como ya se ha mencionado, las interacciones entre
los factores del crecimiento, especialmente auxinas y citocininas, y entre
estos y otros factores (no analizados en este trabajo) participan en los me
canismos de regulacidén del crecimiento, desde la elongacién celular hasta -

la formacién de &rganos.

Los resultados muestran que existen requladores de crecimiento con los
cuales el tejido de cactdceas responde, ya sea con desarrollo de brotes, ra
iz, crecimiento amorfo o incluso de los tres, Combinando estos reguladores
es posible plantear una secuencia para la obtencidn de plantas, con el pro-

pésito final de la propagacién vegetativa.

Es conveniente anotar que el desarrollo de rdiz es favorecido por la a-

plicacién de auxinas (1BA, AIA, ANA),

En cuanto al desarrollo de crecimiento amorfo no podemos asegurar que -
las combinaciones hormonales en las que ocurridé sean determinantes para su

desarrollo ya que fué asaroso.

En lo que respecta al desarrollo de brotes, este se ve favorecido por al
gunas combinaciones entre auxinas y citocininas promoviendo el desarrollo -

de brotes de distinto vigor, por lo que es importante determinar cual de es
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tas comhinaciones nos permite tener los hrotes de mejor calidad. Esto con
el propésito final de establecer uno de los pasos por los que se logra la -

propagacidn in vitro de la planta por via directa.

Dado que las diferencias gue puedan presentarse entre las distintas re-
laciones hormonales pueden observarse a través de la presencia de raiz, el
crecimiento alorfo (C.A.] y fundamentalmente, dado el interés de nuestro es
tudio, el desarrollo de brotes (nimero y calidad) se procedié a determinar
si la rafz y el C.A. tienen alguna relacién con el desarrollo de brotes.

Para ello se aplico una pequefia prueba estadistica construyendo tablas
de 2 X 2 en las que se considera presencia o ausencia de las caracteristi-

cas mencionadas. (TABLA 1)

BROTES
SIN CON___ TOT
SIN 58 37 95
C.A. CON 1 6 17
TOT 69 43 12
BROTES
SIN CON TOT
SIN 33 18 51
CON 35 26 61
TOT 68 &4 . 112

TABLA 1. NUMERO TOTAL DE CASOS CON PRESENCIA O AUSENCIA
DE LAS CARACTERISTICAS EN ESTUDIO.
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Al aplicar la prueba estadistica de Ji2 con la correccidn de Yates-
para tablas de 2 X 2 (TABLA 2}, los resultados indican que se acepta la hi
pétesis nula, pués los riesgos de rechazo de dicha hip6tesis son altos, --
100 y 44% respectivamente, por lo que se concluye que no existe relacién -

entre el desarrollo de brotes con C. A. y con raiz.

VALOR Ji? G.L.  PROBABILIDAD
BROTES VS. 4 000 1 1.000
C.A.
BROTES VS.
S 0.585 1 0.445

TABLA 2. RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTLCO PARA PROBAR LA
HIPOTESIS DE INDEPENDENCIA ENTRE CARACTERISTICAS.

Considerando dnicamente el ndmero de brotes obtenidos por trata --
miento se construyd la TABLA 3 en la que se observa que solo tres de las
combinaciones evaluadas promueven un aumento en el nimero de brotes con --
respecto al tratamiento que no tuvo reguladores de crecimiento. Estas com
binaciones son BAP / Sin Auxina, Kn / AIA y 2iP / AlA, las cuales produje

ron un total de 5 brotes.

Si observamos rapidamente estos resultados, podriamos aventurarnos
a concluir que ni el balance o interaciones entre auxinas y citocininas ni
el efecto individual de éstos tiene mayor relevancia en la producccidén de
brotes, ya que su variacién con respecto al tratamiento que no se complemen
to con reguladores de crecimiento es baja e incluso en algunos casos el --
uso de reguladores trajo con sigo una disminucién en el nimero de brotes -

producidos.



20 4 M

i SIN A £BA AlA ANA 1 TOT
C SIN ci 3(7.0) 0 3(7.0) 0 i 6(14.0)
Tome | s01.e 0 2.7)  3(7.0) | 10(3.3)
S 3(7.00  3(7.0)  5(11.6)  2(4.7) . 13(30.2)
:a 2iP i 2(4.7) 2(4.7) 5(11.6)  2(4.7) i 11(25.6)
:a Zea i 0 2(4.7) 0 1(2.3) i:_ 3(7.0)
s ToT : 13(30.2) 7(16.3) 15(34.9) 8(18.6) 43(100)

TABLA 3. NUMERO DE BROTES PRODUCIDOS PQR TRATAMIENTOQ CONSI-
DERANDO LAS AUXINAS Y CITOCININAS EVALUADAS.
( ) PORCENTAJE DE BROTES CON RESPECTO AL TOTAL.

Sin embargo, como se ha mencionado esta es una conclusidén aventurada
si no se consideran otros factores que intervienen necesariamente en el --

proceso organogenético.

El que las variaciones observadas en el nimero de brotes producidos en
cada combinacién evaluada hayan sido leves podemos decir que fueron causa-

das por varios factores entre los que consideramos:

a) E1 nimero de observaciones, ya que los indculos evaluados por trata
miento fueron pocos y no permitieron asegurar que el resultado presentado

sea verdaderamente efecto de cada combinacion.

b) Otro aspecto importante a considerar es referente a la obtencidn de
los indculos. Pués creemos que uno de los principales problemas en el es-
tudio organogenético fué que el inSculo al provenir de semillas presenta -
alta variabilidad y por tanto una respuesta no homogenea, ademas de otros
puntos no considerados como las condiciones ambientales bajo las que se co

lectaron las semillas y la época del afio en que se obtuvieron los indculos
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para el cultivo aséptico (febrero de 1986) que quizd no haya sido la mds -
adecuada, ya que las cacticeas en condiciones naturales son estimuladas al
crecimiento durante los meses de Mayo - junio (28) y como también lo men -
ciona Murashige en 1974, la época del afio en que se obtiene el indculo tam

bién puede influir en sus caracteristicas regenerativas.

c) En cuanto a los requerimientos del medio de cultivo, Thorpe y Ste -
fania (1981] mencionan a cinco grupos de componentes definidos que son re
queridos para los procesos de organogénesis: Las sales inorgdnicas, la --
fuente de energfa, las vitaminas, la fuente de nitrégeno orgdnico y los re
guladores de crecimiento, y sobre el medio ambiente fisico incluyen el es-

tado fisico del medio, el pH, la humedad, la luz y la temperatura.

Al respecto las condiciones prevalecientes en nuestros experimentos son
las que se han reportado para otras especies de cactus que han sido propa-

gadas exitdsamente.

Ya que ésta etapa se aplicd como una etapa de exploracidn para ver la
respuesta del inbculo en cuanto a la produccidn de brotes en cada una de -
las combinaciones, aunque no hay un efecto significativo del uso de hormo-
nas exdégenas, es importante determinar que combinaciones permiten obtener
los resultados mds prometedores, por lo que regresando a la TABLA 3 parcial
mente decimos que las mejores combinaciones fueron, el tratamiento 5(BAP /
Sin A) , tratamiento 12 (Kn / AIA) y tratamiento 17 (2iP 6 AIA), sin em -
bargo, como ya se ha mencionado no solo la cantidad sino también la cali -
dad de los brotes son importantes para determinar el exito de la regenera-
cidon de plantas, por lo que es de interés ahora considerar la cantidad de
brotes de huena calidad, tomando en cuenta que BV y BmV son brotes de cali

dad deseada y BPV y BNV, brotes de calidad no deseada.

Para tal efecto se construyd la TABLA Q,.en la que se observa claramen
te que solo tres de las combinaciones presenta mayor cantidad de brotes de
calidad deseada. Tales combinaciones son el tratamiento 3( SIN C / AlA)
el 12 (Kn / AIA) y 17 (2iP / AIA) con 3, 5 y 4 brotes de calidad deseada -

respectivamente.
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SIN A 1BA AlA ANA TOT
RSyl e e
I SIN C 1(2) 0 3(0) 0 L(2)
T
0 BAP 1(4) 0 0(2) a(3) 1(9)
20uM  ©
I Kn 1(2) 1(2) 5(0) 2(0) 9(4)
N
| 2ip 0(2) 1(1) 4(1) 1(1) 6(5)
N
A Zea 0 0(2) 0 0(1) 0(3)
s ____________________________________________________

TABLA 4. NUMERO TOTAL DE BROTES DE CALIDAD DESEADA Y NO DESEADA
PRODUC IDOS POR TRATAMIENTO.
( ) BROTES DE CALIDAD NO DESEADA.

La combinacién SIN A / BAP (trtamiento 5) a pesar de presentar gran nii
mero de brotes (5 brotes) no resulta ser de mayor relevancia ya que solo -

uno de los brotes es de calidad deseada.

Las pequefias diferencias en cuanto a la calidad y catidad de brotes da
das por los tratamientos aplicados, permitieron detectar reguladores de -
crecimiento que son de gran importancia para la propagacién de brotes con

altas posibilidades de sobrevivencia al trasplante. Estog reguladores fue

ron AIA en combinacién con Kn y 2iP que al ser evaluados en una segunda =--
etapa experimental permitieron detectar rangos hormonales Sptimos (al me -
nos de una de las hormonas) que mejoraron la respuesta obtenida en lo que
se refiere al ndmero de brotes de calidad deseada, como se discute a con-

tinuacion.
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.2 SEGUNDA ETAPA

Las combinaciones elegidas en la primera etapa se llevaron a una segun
da, en la que se evaluaron diferentes concentraciones de AlA, manteniendo-

se constantes las de las citocininas, como se indicd en el CUADRO 2.

A continuacion se presenta en la FIGURA 11 el comportamiento de los --
indculos a las 12 semanas de cultivo en cada tratamiento y de manera des -
criptiva en el CUADRO 5.

En ésta etapa el desarrollo de brotes es la caracteristica predominan-
te, presentandose en todos los tratamientos evaluados, Su desarrollo se em
pieza a notar al igual que en la primera etapa de los 10 a 15 dfas de cul-
tivo. La obtencidn de brotes ocurrié en algunos tratamientos desde las -
3 semanas (APENDICE 4) y en otros hasta las 11 semanas, lo que permitié -
ver su desarrollo a lo largo de la mayor parte de ésta etapa.

El desarrollo de brotes al igual que en la primera etapa se originé -
a partir de la activacién de areolas y una pequefia parte de crecimiento --
amorfo, observandose cambios importantes en cuanto al nimero de brotes en

relacién a los tratamientos.

En lo que se refiere al desarrollo de rafz, se presenta en todos los -
tratamientos, pero la abundancia y ramificacion de las mismas varia depen-
diendo de la combinacién, presentandose la respuesta mds uniforme en los -
tratamjentos donde estd presente solo el AlA en sus diferentes concentra -

ciones (tratamiento 1 a 6).

En cuanto a crecimiento amorfo, se presentd indistintamente en trata -
mientos en donde se evallGa AlIA en forma individual y AIA en combinacién --

con 2iP.

Para el caso de AIA en combinacién con Kn el crecimiento amorfo siem--
pre estuvo presente aungue no en todas las repeticiones, lo que probable -
mente es dehido a la variabilidad del material al provenir de semilla y a

la capacidad de los inéculos para regenerar este tipo de morfogénesis.
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FIGURA 11. RESPUESTA DE LOS INOCULOS A LAS DOCE SEMANAS DE
CULTIVO EN LA SEGUNDA ETAPA EXPERIMENTAL.
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4.2.1 ANALISIS ESTADISTICO.

Al igual que en la primera etapa experimental, el andlisis solo se re-
fiere a las diferencias presentadas entre las distintas relaciones hormona
les en cuanto a la regulacidn de la produccién de brotes. Agqui también se
considerd importante determinar la posible relaci6n entre el desarrollo de
brotes y el de raiz y C.A., para lo cual se construyé la TABLA 5, en la -~
que se considera el nimero total de casos con presencia o ausencia de las

caracteristicas en estudio.

BROTES
SIN CON TOT
SIN 16 39 55
RAIZ CON 18 59 77
TOT 34 98 132
BROTES
SIN CON TOT
SIN 27 77 104
C. A. CON 7 21 28
TOT 34 98 132

TABLA 5. NUMERO TOTAL DE CASOS CON PRESENCIA O AUSENCIA
DE LAS CARACTERISTICAS EN ESTUDIO EN LA SEGUNDA
ETAPA EXPERIMENTAL.

Al aplicar el andlisis de Jiz con la correccién de Yates para probar -

la hipbtesis de independencia de efectos, la hipétesis nula no se rechaza
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ya que los riesgos de rechazo son muy altos 29 y 100% respectivamente. Con
cluyendose que no existe relacidn entre las caracteristicas analizadas, por
lo que se procedié al andlisis solo del desarrollo de brotes (nimero y ca-

lidad).
ANALISIS DEL DESARROLLO DE BROTES.

Considerando dnicamente el nimero total de brotes producidos por trata

miento, se construyd la TABLA 6.

CITOCININAS 20 uM

E SIN C Kn 2iP 'E TOT
_____ M MO BRI AR RO

0 | 32.00 k(275 k@75 | 11(2.56)

A 0.2 § 4275  6(.13) 19013100 | 25(13.98)

i 0.8 i 2(1.34) 15(10.34) 16(11.03) 233{22.714)

o 3(2.08 128.27)  8(s.50) | 23(15.88)

* L5 oSG 138.96)  3(2.08 | 29007.22)

mg/ 1.861 7(4.82)  14(9.65) 7(4.82) 1} 28(19.29)
TOTE 24(16.50) 64(4k.13)  57(39.31) EIHSUOD}

TABLA 6. NUMERO TOTAL DE BROTES PRODUCIDOS POR TRATAMIENTO.
() PORCENTAJE DE BROTES CON RESPECTO AL TOTAL.

En esta tabla se puede observar que el nimero total de brotes varia --
considerablemente dependiendo de la combinacidn, por ejemplo, para el tra-
tamiento que no fué complementado con requladores de crecimiento tenemos
3 brotes, al adicionar AIA éste ndmero varia, aumentando, disminuyendo e

incluso manteniendose igual al cambiar la concentracién de AIA, sin ser --
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aparentemente camhios significativos.

Si observamos el efecto de Kn y lo comparamos con el de AlA, nos pode-
mos dar cuenta de que hay importante efecto, pués se incrementa el nimero
de brotes producidos en todas las concentraciones de AlIA observandose mar-
cadamente en el tratamiento 9 (0.8 mg/1 de AIA en combinacién con Kn) ya -
que de 2 brotes producidos en 0.8 mg/1 de AIA, el ndmero asciende a 15 al

combinarlo con Kn.

Para el caso de 2iP la situacién es diferente, pués es verdad que el -
ndmero de brotes producidos varia al cambiar la concentracién de AlA, sin
embargo, comparando con los tratamientos en que solo se presenta AlIA algu-
nas combinaciones aumentan el nimero total de brotes, como son las combina
ciones de 0.2 y 0.8 mg/1 de AIA con 2iP siendo de 19 y 16 respectivamente
el nimero de brotes producidos, y combinaciones como la del tratamiento 17
(1.5 mg/1 de AlA en combinacién con 2iP) en que el nimero de brotes dismi-

nuye de 5 en 1.5 mg/1 a 3 al combinarlo con 2iP,

En ambos casos se hace evidente la influencia del balance o interaccidn

entre ambos reguladores en la produccién de brotes.

En el caso de Kn parece existir una relacién directa entre las concen-
traciones de AIA usadas y la produccién de brotes, en tanto que para 2iP -
parece ser contrario, pués el total de brotes producidos por tratamiento =
primero aumenta y llega a un 6ptimo a partir del cual comienza a disminufr

al aumentar las concentraciones de la auxina.

En esta etapa se observa una mayor homogeneidad en la respuesta en com
paracidn con la primera a pesar de que los inSculos también provienen de -
semilla. Se piensa que esta mejor respuesta de los inéculos podria estar
relacionada con la mayor capacidad regenerativa de los tejidos, ya que la
etapa se establecié durante el mes de Junio, tiempo en que estas plantas -
presentan crecimiento vegetativo en condiciones naturales. Ademas de que

el nidmero de observaciones fué mayor.

Para analizar estadisticamente los resultados de la TABLA 6, se elaboré
el analisis de varianza (ANOVA) considerando el nidmero de brotes obtenidos

por repeticién en cada tratamiento.
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Los resultados del andlisis estadistico se encuentran en la siguiente
tabla, en la que se ohserva que la F calculada tanto para las citocininas
usadas, como para las concentraciones de auxina y las interacciones entre
estas, son altamente significativas con un 0,05, por lo que se puede -
concluir que los efectos diferentes sobre el nimero de brotes producidos
estdn dados por las citocininas como por AIA asi como por las combinacio

nes entre sus niveles,

F. V. 5. C 6. L. C. M R. V g 0.05
CITOCININAS 30.422 2 15.211  15.135 3.15
CONCENTRAC | ONES 20.055 5 4,011 3.991 2.37
DE AlA
L 46.512 10 k.651 k.627 1.99
NAS
TRATAMIENTOS 96.989 17 5.705
ERROR 72.4 72 1.005
TOTAL 169.389 89

TABLA 7. RESULTADOS DEL ANALISIS DE VARIANZA APLICADO AL TOTAL
DE BROTES PRODUCIDOS POR TRATAMIENTO.

De aqul que haya sido importante determinar las diferencias entre las
combinaciones con el fin de proponer aquellas que tengan mayor influencia
sobre la produccién de brotes de E. grusonii, para lo cual se aplicé la --
prueba de Tukey de diferencias minimas significativas (DMS), resultando lo

siguiente:
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LTRATAHIENTbS X TRATAMIENTO

CITOCININAS Kn 2.133
2iP 1.90
SIN C 0.80 T

CONCENTRACIONES DE A I A

TRATAMIENTOS X TRATAMIENTO
0.8 2.2 T3
0.2 1.933 B
1.86 1.86
1.0 1.533 N
1.5 1.4 o
0 0.733

En cuanto a las citocininas podemos decir que ambas - (Kn y 2iP) son esta
disticamente diferentes con respecto al nivel SIN C con un 0.05 y que no
hay diferencias estadisticas entre ambas citocininas por lo que si se bus-
ca un aumento en la produccién de brotes en tejidos cultivados de E. =
grusonii deben usarse citocininas ya sea Cinetina (Kn) o bien Isopentenil-

adenina (2iP) a una concentracién de 20 AM.



Para el caso de las concentraciones de AIA, como se observa, los ni---
veles 0.2, 0.8 y 1.86 mg/) son estadisticamente diferentes con respecto al
nivel 0 mg/1 con un 0.05 y que entre estas tres no existen diferencias -
estadisticamente significativas en cuanto a su efecto sobre el nimero de -

brotes producidos.

De lo anterior se puede concluir que si se quiere mejorar la respuesta
de brotacién en los indculos se debe usar ademds de Kn o 2iP concentracio-
nes de 0.2, 0.8 6 1.86 mg/1 de AIA.

Ya que las mejores combinaciones para esta etapa estdn incluidas las
dos citocininas y tres de los niveles de AIA es necesario considerar otras
caracteristicas tales como la calidad de los brotes y el costo de las hor-
monas, ya que tomando en cuenta Gnicamente el nimero de brotes producidos

encontramos que son seis las combinaciones recomendadas.

Para hacer la evaluacién de la calidad de los brotes producidos en es-
tos tratamientos se elabord la TABLA 8 la cual considera unicamente el ni-
mero de brotes producidos de calidad deseada, esto es, la suma de brotes -
vigoroses (BV) y brotes medianamente vigorosos (BmV) para los tratamientos

elegidos.

CITOCININAS 204 M

Kn 2ip TOT
0.2 2 10 12

A
; 0.8 9 9 18
A 1.86 9 7 16
mg/1 TOT 20 26 46

TABLA 8. NUMERO TOTAL DE BROTES DE CALIDAD DESEADA
PRODUCIDOS POR COMBINACION.
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En ésta tabla se observe que para Kn el nlmero de brotes desarrollados
de calidad deseada varia del nivel 0.2 al 0.8 mg/1 y 1.86 mg/1 (de 2 bro-
tes a 9). Para 0.8 y 1.86 mg/1 no hay diferencias en el nimero de brotes
de calidad deseada, y considerando los costos como otro criterio de selec-

cion, el nivel de 0.8 mg/1 serd el mis conveniente.

Para 2iP el nivel de 0.2 y 0.8 mg/1 de AIA muestra solo una diferencia
de 1 brotes, en tanto que entre el nivel 0.2 y 1,86 mg/l existe una dife -
rencia de 3 brotes, por lo que usar una concentracién de 0.2 mg/1 de AIA -
en combinacién con 2iP, resulta ser el tratamiento que mejora la cantidad

de brotes de calidad deseada.

Observando dnicamente estas dos combinaciones elegidas tenemos:

Kn / 0.8mg/1 2iP / 0.2 mg/l

9 10

y si tomamos eh cuenta que :

1. La diferencia en el nimero de brotes producidos de buena calidad no

es significativa entre los tratamientos, por lo gue son iguales.

2. El costo entre ambas citocininas es diferente, siendo mayor para 2iP.

3. Solo existe una diferencia de 0.6 mg/l entre ambas concentraciones

de AIA,

Entonces la combinacién de Kn 20 M y 0.8 mg/1 de AIA es la Gptima pa
ra lograr la mayor produccién de brotes de buena calidad, aumentando las -
posibilidades de los brotes al exito del trasplante, aspecto que es muy im
portante, ya que como se ha mencionado (63) una parte muy importante en lo
que se refiere a la propagacién vegetativa es su exito no solo en la pro-
liferacidn in vitro, sino su transformacidn efectiva de una condicidn hete
rétrofa a una autétrofa lo que implica la adaptacién de la planta al medio

ambiente.
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En esta etapa se mostrd que la respuesta morfogenética del! inéculo =~
estd influenciada por la presencia de hormonas (Kn y AlA), sin embargo, no
debemos pasar por alto que dicha respuesta también se ve favorecida por el
contenido endégeno de hormonas en los tejidos, asi como por el efecto de -

comdiciones medio ambientales y la capacidad regenerativa de la especie.
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5. CONCLUSIONES.

La técnica de desinfeccidn de semillas consiste en exponerlas a una so
lucién de hipoclorito de calcio al 7% mis 3 gotas de tween 20 al 0.1% duran
te 30 minutos, ya que con esta se llega a acumular solo un porcentaje de -

contaminacion del 5% después de 20 dfas.

La utilizacién de pldntulas provenientes de semillas germinadas asépti
camente es una buena opcidn para la obtencidn de inGculos, ya que se garan
tiza la sanidad de éstos, contribuyendo por tanto al exito en el estableci

miento del cultivo.

Uno de los factores que determind las diferentes respuestas del indculo
fué el balance entre auxinas y citocininas y entre estas y el contenide en
dégeno de hormonas, ademds de otros factores ya discutidos, como son la --
procedencia del inéculo y la época en que se obtuvo, aunque seria necesa

rio evaluar tales factores para darles validez experimental.

En algunos de los casos aunque el medio de cultivo carecia de regulado
res de crecimiento, existié la organogénesis, pero el proceso fué lento vy

los &rganos obtenidos (raiz ybrotes ) se desarrollaron pobremente.

Ademds de é€stos organos se obtuvo la formacién de masas amorfas que se
Tlamaron crecimiento amorfo, el cual después de casi 5 meses en cultivo, -
en el caso de la primera etapa y antes de 12 semanas en la segunda, mostrd

ser un tejido potencial para la obtencién de brotes de excelente calidad.

La comparacion de las diferentes combinaciones de auxinas, citocininas
y acido giberélico, permitié detectar que AIA en combinacidn con Kn y AlA
en combinacidn con 2iP, fueron los tratamientos mds prometedores para lo -
grar la obtencidn del mayor nimero de brotes de calidad deseada. La eva -
luacidn de éstas combinaciones en una sequnda etapa, aumentando el rango -
de concentraciones de AIA permitid corroborar la desicidén tomada después -

de la primera etapa. Ya que en esta evaluacion se logré mejorar la respues
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ta en cuanto a la cantidad de brotes de buena calidad.

El mejor tratamiento durante la segunda etapa fué el que presentd Kn a
204 M en combinacién con 0.8 mg/1 de AlA, con el que se logrd obtener en -
promedio hasta 4 brotes de buena calidad por plédntula original, en un perio

do corto de tiempo (hasta de 4 semanas).

Considerando las conclusiones anteriores, podemos dar las alternati
vas a seguir con el fin de establecer, posteriormente, una metodologia com

pleta que permita la propagacidén masiva de Echinocactus grusonii

De esta forma deberd tomarse en cuenta, sobre la obtencidon de indculos
que las semillas aunque funcionaron como una buena alternativa para su ob-
tencidn, presentan una gran variabilidad por lo que es preferible tratar -
de determinar el tipo de inbculo a obtener a partir de brotes desarrollados
in vitro ya que la obtencién de indculos de plantas in vivo es dificil, prj’
mero por la escases de material y segundo por la dificultad en el manejo -

de esta especie.

Deberd evaluarse la obtencidn de inGculos en diferentes epocas del afo
con el objeto de determinar su efecto en el patron morfogenético de teji -

dos de Echinocactus grusonii.

Sobre el nimero de réplicas para cada tratamiento deberd tomarse en --
cuenta un nimero mayor que el presentado en el trabajo, ya que se menciond,
que la falta de repeticiones en la primera etapa fué uno de los motivos --
por los que no se pudo asegurar que la respuesta morfogenética presentada

fuera el resultado de la influencia de los tratamientos.

Deberadnbuscarse las mejores condiciones bajo las que se logre la cons-
tante proliferacidon de ''crecimiento amorfo' , con el fin de contar con una

nueva alternativa para la obtencidn de mejores brotes.

Es necesario también evaluar las citocininas Kn y 2iP a diferentes con

centraciones al igual que se hizo con AlA, para optimizar el proceso de ob
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tencidén de brotes de buena calidad.

Finalmente, para poder contar con la metodologia completa de propaga--

cién in vitrode Echinocactus grusonii, deberd establecerse las mejores con

diciones nutricionales para el enraizamiento in vitro de los brotes, asi -
como evaluar diferentes sustratos para su mejor adaptacién. Conjuntamente
deberdn evaluarse los efectos de la variacidn de condiciones ambientales -
como iluminacidn, temperatura, humedad relativa, etc. sobre el desarrollo

de brotes in vitro y su adaptacién a condiciones ambientales.
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APENDICE 1. NATURALEZA Y CONCENTRACIONES DE SALES MINERALES Y COMPLEMEN
TOS ORGANICOS (MURASHIGE - SKOOG 1962) EMPLEADOS COMO MEDIO

DE CULTIVGC.

A. SALES MINERALES

Elementos mayores
Nitrato de Amonio ("HhNOB)
Nitrato de Potasio (KN03)
Cloruro de Calcio Dihidratado (CaCIZ.ZHZO}

Sulfato de Magnesio Heptahidratado (HgSOh.7H20}

Fosfato de Potasio Monobdsico (KHZPOH}
Sal disédica de EDTA {NazEDTA}
Sulfato de Hierro Heptahidratado [FeSOh.?Hzﬂ}

Elementos menores
Sulfato Manganoso Tetrahidratado (HnSOQ.hHZOI
Sulfato de Zinc Heptahidratado (ZaSOh.?HZO)
Acido Bérico (H3303]

loduro de Potasio (KI)
Molibdato de Sodio Dihidratado {Nazﬂooh.ZHZOI
Sulfato Ciprico Pentahidratado (CuSOk.SHzﬂ)
Cloruro de Cobalto Hexahidratado (C0012,6H201

B. CONSTITUYENTES ORGANICOS

Glicina

Inositol
Tiamina-HCI
Acido Nicotinico

Piridoxina

Fuente de Carbono

Sacarosa

Soporte
Agar

REQUERIMIENTOS
mg /|

1650
1900
h4o
370
170
37.3
27.8

22:.3
8.6
6.2
0.83
0.25
0.025
0.025

100
0.1
0.5
0.5

30,000

8,000
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APENDICE 2. NATURALEZA Y CONCENTRACIONES DE SALES MINERALES Y COMPLE -
MENTOS ORGANICOS (R. A. DE FOSSARD 1976), EMPLEADAS COMO -
MEDI0 DE CULTIVO PARA GERMINACION DE SEMILLAS.

A. SALES MINERALES
REQUERIMIENTOS

Elementos Mayores mg / |
- Nitrato de Calcio Tetrahidratado (Ca(NOB}Z.ﬁHZO} L72.3
- Nitrato de Potasio (KNOB) 101.1
- Sulfato de Magnesio Heptahidratado {HgSOh.7HZO] 123.25
- Fosfito de Potasio Monobdsico (KH,P0,) 122.4
- Sal Disddica de EDTA (NazEDTA} 18.0
- Sulfato de Hierro Heptahidratado (FESDM.?HZDI 13.9
Elementos menores
- Sulfato Manganoso Tatrahidratado {HnSOh.ﬁHZOI 2.535
- - Sulfato de Zinc Heptahidratado (ZnSOh.?HZ} 4.305
- Acido Bérico {H3303) 0.497
- Sulfato Cidprico Pentahidratado (CuSOh-SHZOI 0.025
- Molibdato de Sodio Dihidratado (NaZHOOA.ZHZO} 0.024
B. CONSTITUYENTES ORGANICOS
Fuente de Carbono
- Sacarosa 2056.86

Soporte
- Algodén.
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APENDICE 5. COMPOSICION DE SOLUCIONES MADRE PARA LA PREPARACION DE
MEDIOS DE CULTIVO, *

SALES MINERALES

a) Nitratos b) Hierro quelado
NH_,*NO3 165 gr/1 NazEDTA 373 gr/l
KNO, 190 gr/1 FeS0,,.7H,0 278 gr/1

c) Halégenos
CaCl,.6H,0 44 gr/]

d) Fosfatos

KH,PO, 17 gr/)
& 0.083 gr/1 H3B0, 0.62 gr/1
CoCl,.6H,0  0.0025 gr/1 Na,M00;,.7H,0 0.025 gr/1
e) Sulfatos

MgS0,.H,0 37 gr/l

HnSDh.?Hzo 2.23 gr/l

ZnS0;, . 7H,0 0.86 gr/1

Cusoh.5H20 0,0025 gr/1

CONSTITUYENTES ORGANICOS

Glicina 0.2 gr/l

Tiamina-HCI 0.01 mg/1
Acido Nicotinico . 0.05 gr/l
Piridoxina 0.05 gr/1

& ; 5 : B
Las sustancias no incluidas en el apéndice fueron agregadas directamente.
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APENDICE 6. COMPOSICION DE SOLUCIONES MADRE DE LOS REGULADORES DE CRE-

CIMIENTO EMPLEADOS, A UNA CONCENTRACION DE 1 mM.

AUXINAS
Acido Indol Butirico (IBA)
Acido Indol Acético (AlA)
Acido Naftalen Acético (ANA)
CITOCININAS
Bencil Amino Purina (BAP)
Cinetina (Kn)

Isopentenil Adenina (2iP)

Zeatina (Zea)

GIBEREL INAS

Acido Giberélico (GA3)

203.00 mg/1
175.00 mg/1
186.20 mg/1

225.26 mg/|
215.21 mg/1
203.00 mg/1
219.00 mg/1

346.00 mg/1
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