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RESUMEN

Cultivo in vitro de Ariocarpus retusus Scheidw. (Cactaceae), especie en
peligro de extincidn

Ariocarpus retusus es una cacldcea endémica de México considerada como

especie vulnerable por la Unién [nternacional para la Conservacién de la
Naturaleza y los Recursos Naturales. El saqueo indiscriminado de esta especie,
principalmente con fines ornamentales, aunado a su lento desarrollo y a que sblo
se reproduce sexualmente, han ocasionado la disminucion de sus poblaciones en
su ambiente natural. Como una alternativa para el rescate de cactidceas en
peligro de extincién se ha propuesto el uso de las técnicas de Cultivo de Tejidos

Vegetales para su propagacién masiva,

En este estudio fue posible establecer las condiciones experimentales que

permitieron la regeneracion in vitre de A. retusus.

Explantes (cenfrales, laterales, tubérculos y raices) obtenidos de plantulas
germinadas in vitro fueron cuitivados en medio MS (1962) adicionado de BA (0 a
3 mg/l) en combinacion con ANA {0 a 1 mg/i) (24 tratamientos); 2iP (0 a 10 mg!!)
combinado con AIA (0 a 1 mg/t) y K (0 a 10 mg/l) en combinacion can AIA (O a 1
mg/t}{(ambas series con 8 tratamientos). Las respuestas obtenidas después de 12
meses de cultivo fueron: 1) la formacion de callo y 2) respuestas morfogenéticas
de dos tipos: a) via organogénesis: regeneracion de brotes y de raices y b} via
embriogénesis somatica; con el desarrolio de embriones sométicos {adventicios).

La presencia de fitorreguladores fue necesaria para la induccion de brotes. En
términos generales, altas concentraciones de citocininas {BA y 2iP) en ausencia
de auxinas {ANA y AIA) promovieron la formacion de brotes; los tejidos

respondieron negativamente a la presencia de K/AIA,



En los tratamientos con BA/ANA, el mayor numero de brotes se obtuvo en la
concentracion 2/0, con un total de 48 de ellos; el mejor tratamiento con 2iP/AIA
fue 1/0, donde se originaron en total 25 brotes. En ambos casos, la mayar
capacidad morfogenética fue expresada por los explantes laterales.

Fue posible obtener, en forma eventual, embriones somaticos derivados de callo
de un explante lateral en el tratamiento 0.5/0.1 con BA/ANA, los cuales se

desarrollaron en plantulas completas.

Si bien las estructuras regeneradas se originaron y crecieron en los medios de
induccion, su numero aumentd en el medio de cultivo sin reguladores del

crecimiento.



INTRODUCCION

La diversidad vegetal es un factor esencial en la exislencia de la vida en el
planeta, Las plantas juegan un papel importante en tos ciclos biogeo-quimicos y,
al ser los responsables del proceso fotosintélico, son la base de todas Jas redes
alimenticias, por o tanto, influyen en la estabilidad de todos l0s ecosistemas
(Raven, 1976; Clark, 1989). Cuanto mayor sea la diversidad vegetal en el mundo,
mas seres vivos se pueden valer de elia, de ahi que de la conservacién de las
floras regionales y de cada pais dependa la sobrevivencia de todas las formas de

vida animal, incluyendo a {a especie humana.

Se calcula que existen aproximadamente 240,000 especies de plantas con flores.
Desafortunadamente, alrededor de 60,000 especies vegetales de tropicos y
subtropicos, casi una cuarta parie del total, estan amenazadas de extincion
(Raven, 1986). Una especie amenazada o en peligro de extincidn, de acuerdo con
Etrlich y Wilson (1991), es aqueila que tiene una alta probabilidad de extinguirse
durante los proximos afios o décadas. La IUCN utiliza diferentes categorias para
indicar et grado de amenaza de las especies en su habitat natural, y define a las
especies en peligro de extincion "E" como aquelios taxa cuya supervivencia es
poco probable si los factores que los amenazan contindan operando, cuyo
numero ha sido disminuido a niveles criticos o cuyos habitats se han reducido tan
drasticamente que son considerados en inmediato peligro de extincién (Lucas y
Synge, 1978; IUCN, 1980). Raven (1978), purlualizd que la extincién de una
especie lendria efectos ecoldgicos significativos sobre el hdbital que ésla
ocupaba y, estimé que la desaparicidn de una especie vegetal, puede provocar la

extincién de 10 a 30 especies relacionadas,



La reduccion de la biodiversidad, tanto animal como vegelal, se ha acelerado
principalmente por las mdltiples actividades del hombre. Este, se ha convertido en
ia especie dominante y mas destructiva del planeta, ha crecido de forma tal que
ha afeclado seriamente los habitats naturales. Se considera que los tres
componentes que mas han influide negativamente en el ambiente a causa del
crecimiento de la actividad humana son la agricultura, la oblencion de energia y la
industria. De estas tres, la agricultura ha constituido el agente dominante de la
transformacion generalizada de las tierras al convertirias en terrenos de cultivo.
Desde el inicio del siglo XVII se han perdido seis millones de Km2 de bosgue,
una superficie mayor que toda Europa (Clark, 1988). La selva se ha reducido en
un 55% de su extension original y la seguimos destruyendo a un ritmo que supera
los 100,000 Km2 cada arie, no obstante que es el ecosistema mas rico y complejo
en diversidad biologica asi como el mas fragil, cubre sélo 7% de la superficie de
la Tierra y se estima que alberga entre el 50% y el 80% del total de las especies
del mundo (Linden, 1989; Repetto, 1990).

Raven (citado por Linden, 1989) sefiald que el efecto devastador que ha tenido la
actividad humana sobre la diversidad biolégica ha provocado que la tasa de
extincion se encuentre en niveles ain superiores a los que se presentaron al final

de la era Mesozoica, hace 65 millones de afios.

La flora y fauna silvestres de cada pais representan una riqueza que no ha sidd
valorada como la riqueza mineral, la monetaria y la cullural; sin embargo,
constituyen una herencia invaluable, producto de millones de afios de evolucién y,
por lo tanto, su estudio y conservacion deben ser motivo de preocupacién

nacional, al tomar en cuenta que son fuente de materiales en forma de alimentos,



medicinas, otras sustancias de interés comercial y mantienen la calidad deél

ambiente {Wilson, 1989),

La biodiversidad de México es enorme. Los calculos mas recientes indican que el
nimero de plantas vasculares presentes se aproxima a las 22,000, cantidad que
supera a la de paises con superficie territorial mayor a la nuestra (Vazquez-Yanes
y Cervantes, 1993). Esta riqueza bioldgica se debe a la diversidad geolégica,
topogréfica y climatica que presenta nuestro pais. Debido a su situacién
geogréfica, es el punto donde tres geofloras se encuentran: la holértica, la
autéctona y la neotropical, la mezcla de éstas durante el pasado geoldgico
contribuyeron enormemente a la rigueza actual de la flora mexicana {Vovides y

Gomez-Pompa, 1978).

México es considerado uno de jos paises que poseen gran parte de la diversidad
bioldgica mundial, diversidad que se encuentra seriamente amenazada. En las
Ulitimas décadas, los ecosistemas del pais se han venido transformando debido al
ritmo acelerado con el que se pierden areas de vegetacion natural,
aproximadamente 1 ha/min, siendo la causa principal el uso de grandes

superficies territoriales con fines agricolas y ganaderos {Toledo, 1988).

Aproximadamente, la fercera parte del territorio mexicano estd constituido por
zonas aridas y semidridas (Davis gt al., 1988). En México, estas regiones se
caracterizan por poseer el mayor nimero de especies endémicas, las gue muchas
veces forman poblaciones pequenas, o bien, presentan areas de distribucion muy
restringidas, por lo que resultan mas vuinerables a la drastica reduccién de sus
habitats. Dentro de fos grupos de plantas que presentan un porcentaje elevado de

endemismos esia la familia de las Cactaceas, la cual ha logrado en nuestro pais



su maxima diversidad y abundancia, y de la que se calculan méas de 540 especies

endémicas (Rzedowski, 1991).

Las cactdceas son originarias del continente americano, se distribuyen
ampliamente desde e! norte de Canada hasta la Patagonia en América del Sur; se
les encuentra principalmente en zonas dridas y semiaridas pero también habitan
regiones tropicales, de donde es probable que hayan evolucionado las formas

actuales (Bravo-Hollis, 1978).

Estas plantas presentan una serie de notables adaptaciones que les han
permitido sobrevivir en lugares donde el factor limitante es el agua, por ejemplo:
sus hojas se han reducido hasta transformarse en espinas, las cuales se agrupan
en zonas denominadas aréolas, siendo ésta la caracteristica distintiva del grupo;
los tallos son almacenadores de agua, fotosintéticos y presentan gruesas
cuticulas para evitar la evapotranspiracion, han adquirido diversas formas como
las columnares, globosas y articuladas; sus ralces son muy largas, pueden liegar

a medir hasta 20 metros y generalmente son de mayor longitud que el tallo.

De las 2,100 especies que se calculan para esta familia, en México se encuentran
unas 900 (Rzedowski, 1991), cifras que son estimativas ya que ain no existe un
inventario complelo de las cactaceas de América. No obstante esta relativa
abundancia, se estima que el 40% de las especies endémicas estan seriamente

amenazadas de extincion (Arias, 1990, 1991).

Las cactaceas se caracterizan por ser plantas de lento crecimiento y porque
muchas de ellas se reproducen exclusivamente por semiflas (Bravo-Hollis, 1978),

lo que representa que el nUmerc de individuos en una poblacién no se



restablezca rdpidamente de manera natural, es decir, que la velocidad de-
recuperacién de las poblaciones naturales es muy inferior a la velocidad en que

estan ocurriendo los cambios en la naturaleza.

Una alternativa para resolver problemas de propagacién en diversos grupos
vegetales ha sido utilizar técnicas especializadas como las del Cultive de Tejidos
Vegetales (CTV), las cuales consisten, de manera general, en cultivar bajo
condiciones asépticas praclicamente cualquier estruciura vegetal y mantenerlas
en condiciones nulricionales y ambientales controladas para dirigir asi las

respuestas morfogenéticas deseadas (George y Sherrington, 1984).

Estas técnicas, empleadas con éxito principalmente en la micropropagacion de
especies horticolas y ormamentales, se han aplicado recientemente como una
opci6n mas para la preservacion de especies amenazadas de extincion (Wochaok,
1981), entre ellas orquideas, cicadas, agaves, coniferas y cactaceas (Binh gt al.,
1890; Atree y Fowke, 1991; Chavez et al., 1992; Rubluo et al., 1993},

El CTV ha dado resultados satisfactorios en la propagacion de algunos miembros
de la familia Cactaceae (Johnson y Emino, 1979b; Starling, 1985; Fay y Gratton,
1892; Hernandez et al,, 1994), Por lo menos 24 aspecies pertenecientes a los 16
géneros de cactidceas han sido micropropagadas. La propagacion jn vitro de
cactdceas importantes comercialmente beneficiaria a numerosas especies
silvestres ya que, al contar con una fuente segura de plantas propagadas
vegetativamente para su comercio, se reducirlan las presiones de colecta en

aquellas poblaciones de especies vulnerables (Hubstenberger et al., 1992).



ANTECEDENTES

IMPORTANCIA DE LAS CACTACEAS

Las cactaceas, al igual que el resto de las plantas, cumplen importantes funciones
en el lugar donde habitan. Ademas de ser alimento y refugio de animales, resuitan
un excelente medio para evitar la erosion edlica y pluvial de las zonas aridas,
gracias a que tienen un sistema radical muy desarrollado que compacta el
sustrato y presentan adaptabilidad a factores climaticos extremosos. Los pelos
absorbentes de las raices de las cacticeas son caducos, por lo que también
constituyen una fuente importante de materia orgénica que constantemente se

incorpora al suelo (Bravo-Hollis y Sdnchez-Mejorada, 1991b).

Desde épocas prehispanicas las cactaceas han jugado un papel muy importante
en la vida del hombre, ya que han sido fuente de alimento, bebida, medicina,
forraje, materia prima para la construccion de viviendas, para la elaboracién de

armas de caza y pesca, y como plantas de ornato, entre otros usos.

Como alimento humano, practicamente todos los érganos de las cactdceas son
comestibles; raices, tallos, flores, frulos y semillas; sin embargo, los mas
consumidos a través del tiempo han sido los tallos y los frutos, principalmente de
los géneros Echinocactus, Ferocactus, Mammillaria, Mydillocactus, Melocactus,
Nopalea y Opuntia.

Los tallos de algunas especies son consumidos como forraje por el ganado; a
pesar de su escaso valor nutritivo, permiten sobrevivir a los animales durante las
épocas de sequia aprovechando el contenido acuoso de los parénquimas. Las

tunas y las pitayas, también son utilizadas como alimento de cerdos y galiinas.



Desde épocas anteriores a fa Conquista de México, los cactos se han utilizado en
la medicina tradicional dadas sus propiedades farmacolégicas. Los més
empleados han sido los nopales, sin embargo, actualmente se utilizan también
otras especies, principalmente como remedios para curar o tratar de aliviar
inflamaciones musculares, dolores reumaticos, fracturas, constipacion intestinal,
diarrea, Glceras gdstricas, controlar diabetes, cancer del estémago asi como

afecciones cardiovasculares y mentales, entre otros.

Ademas de los usos mencionados, estas plantas se han empleado con fines muy
diversos tales como combustible, cuando los ejemplares estan secos; material
de construccion, al utilizar los haces liberoiefiosos del sistema vascular de
algunas cactaceas columnares secas; para formar cercas o setos vivos; como
fuente de fibras y pulpa para la fabricacion de papel y materiales aislantes; para
la extraccion de pigmentos utilizados en la industria cosmetologica en la
elaboracion de tintes para el cabello; !a obtencion directa o indirecta de
colorantes: directa, a partir de tunas y pitayas de las que se extraen betacianinas
utilizadas como colorantes de alimentos, bebidas y cosméticos; e indirecta, a
partir de insectos del género Dactylopius, de los.que se obtiene un colorante
llamado grana o cochinilla del nopal; como fuente de mucilagos, para la
elaboracion de pegamentos y adhesivos y como fuente de pectinas para la

elaboracion de jaleas y mermeladas.

Mencion aparte merece el uso de las cacticeas como plantas de ornato. El
interés por estas plantas se remonta al primer contacto de exploradores,
conqistadores y naturalistas europeos con la flora del nuevo mundo, a quienes

llamaron la atencién por sus raras formas y particular belleza. Al transcurrir el



tiempo este interés aumento, sobre todo entre aficionados y cientificos, por lo que
el comercio de cactdceas alcanzé volumenes insospechados (Bravo-Hollis y

Sanchez-Mejorada, 1991b).

Para satisfacer esta gran demanda, ya sea como plantas de ornato o como
objetos de coleccién, surgieron en el extranjero numerosos establecimientos
comerciales dedicados a la importacion, reproduccion y venta de caclos.
Actualmente, Ios paises con una desarrollada produccion comercial son Japon,
Holanda, Bélgica, Inglaterra, Francia, italia, Espafia y los Estados Unidos, donde
el nimero de cactofilos aumenta cada dia (Oldfield, 1985a; Bravo-Hollis y

Sanchez-Mejorada, 1991b; Kobayashi, 1993).

PROBLEMAS DE CONSERVACION

Existen diversos listados que enumeran y sitan a las diferentes especies de esta
familia en la categoria correspondiente de acuerdo al grado de amenaza, entre
los que estan los publicados por la lUCN y el CITES. Este Uitimo es un tratado de
caracter internacionat fundado para reglamentar los permisos de exportacion e
importacion de la flora y fauna silvestre de los paises signatarios y, al que se
incorporé México el 2 de julio de 1991 (Franco, 1994). Otros listados publicados
son los del INIREB (Vovides, 1981), los de la SEDUE (SEDUE, 1991) y los
publicados por la SEDESOL (SEDESOL, 1993).

Vovides (1981), reportd 93 especies de cactos de un total de 212 diferentes
plantas mexicanas amenazadas; el mismo autor, en un listado posterior, eleva el

numero a 167 taxa (Vovides, 1988).



En 1983, la [UCN registré 297 especies de cactaceas ubicadas en las distintas
categorias de plantas amenazadas. Esta Ultima cifra, contrasta notablemente con
las 111 especies mencionadas en las [istas publicadas por la SEDUE en 1991 y
SEDESOL en 1993 (IUCN, 1983; SEDUE, 1991; SEDESOL, 1993).

Se considera que las tres causas principales de la reduccion continua de las
poblaciones silvestres de cactdceas son, en orden de importancia (Sanchez-

Mejorada, 1982b; Arias, 1991).

a) la sobrecolecta del recurso
b) ia destruccidn y modificacién de su habitat

c) factores naturales

Todos estos factores estan relacionados sobre todo con una distribucién
geografica restringida y es prabable que dos o més factores puedan incidir en una

misma especie.

a) Sobrecolecta del recurso
Es la razén principal por la que han disminuido las poblaciones silvestres, debido

a su uso como plantas ornamentales.

Las cactdceas se encuentran entre las plantas mas intensamente comercializadas
a nivel mundial. La creciente demanda ha causado que muchas especies de fécil
cultivo hayan sido reproducidas masivamente; sin embargo, aquellas que son
dificiles de propagar o de lento crecimiento, son extraldas de su habitat (Oldfield,
1985a, 1985b; Milliken, 1987; Sajeva y Orlando, 1989) ya que este comercio ha

resultado altamente lucrativo (Carey, 1980).
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Debido a la dimensién y a los efectos de este comercio internacional, se lfegd a la
inclusion de toda ia familia Cactaceae en los Apéndices | y Il del CITES desde
1973 (Oldfield, 1985a; Maddams, 1993). El Apéndice |, incluye a aquellas
especies con las que no se puede comerciar por ser consideradas en inminente
peligro de extincion. El Apéndice Il, incluye a las especies cuyo comercio
internacional esté sujeto a permisos de exportacion, aunque no necesariamente
indica que se encuentren en peligro de extincion. En este Apéndice, se
encuentran todas las especies restantes no incluidas en e! Apéndice | (Hunt,
1992).

Se han reportado cifras muy elevadas del comercio desmedido de estas plantas,
el cual, en muchas ocasiones ha sido ilegal (Anénimo, 1985, Sanchez-Mejorada,
1982c; Milliken, 1987). Se reporta que los Estados Unidos importaron
aproximadamente 7 millones de ejemplares de cactdceas y otras suculentas en
1877, cifra que bajo considerablemente a 2.6 millones en 1982. Las importaciones
de plantas suculentas mexicanas, también disminuyeron de 1.5 millenes en 1977
a 81,600 en 1982 (Fuller, 1985; Sanchez-Mejorada, 1982c), En 1984, los Estados
Unidos importaron casi 80,000 cactos provenientes de México, y se calcula que
fue un 18% menos que en 1983 de acuerdo con datos del CITES (Campbeli,

1986).

Ademas de los Estados Unidos, existen numerosos paises europeos que
comercian con cactdceas y otras suculentas, entre los que estin Holanda,
Bélgica, inglaterra, Francia, ltalia y Espafia. Japén también comercia con cactos;
un estudio realizado por ia revista TRAFFIC (US), revel6 la importacion de entre

20 y 40 especies citadas en el Apéndice | en violacidon al CITES. En este pais,



existe una rara fascinacién por las formas o especimenes denominados.
aberrantes, los cuales alcanzan precios muy elevados; de hecho, los precios en
Japén por plantas silvestres colectadas podrian ser los méas altos del mundo; por
ejemplo, en 1987, algunos ejemplares de Astrophytum se vendieron en 1,300
ddlares (Milliken, 1987).

Desde el siglo pasado, los cactos y otras suculentas se cultivan en Europa.
Muchas de las especies ya han sido bien establecidas en cultivo, principalmente
en viveros comerciales dedicados exclusivamente a estas plantas. Esta
produccién es a gran escala, y se considera que en la actualidad el grueso de la
produccién ya es independiente de la fuente de material silvestre, incluyendo
semillas; sin embargo, a pesar de la disponibilidad de cactos propagados, ain
existe una demanda por caclos colectados de poblaciones silvestres que

continuamente son importados de México y otros paises (Oldfield, 1985a).

b) Destruccidn y modificacién de su habitat

Se considera que la destruccion y la modificacion del habitat han sido
ocasionados principalmente por los desmontes con fines agricolas, el
sobrepastoreo, ia apertura de nuevvas vias de comunicacion y ductos, la erosion
del suelo y la inundacién de zonas para embalses (Arias, 1991). Un ejemplo
reciente es el que ocurre en la zona de Matehuala - San Luis Potosi donde se
amplid la carretera, lo que provocéd la destruccion de poblaciones UGnicas de
cactaceas y oltras especies de zonas aridas. La carrelera pudo ser trazada y
construida en otro sitio para proteger el area de mayor diversidad bioldgica, sin

embargo no ocurrié asi {Arias, com. pers., julio/g4).



c) Factores naturales

Son pocos los estudios sobre los factores naturales y, al parecer, estan muy
relacionados con los efectos del saqueo, ya que la recoleccién de plantas reduce
el nimero de individuos en las poblaciones y por lo tanto disminuye el nimero
disponible de semillas para la reproduccién, ademds, se favorece el cruzamiento
entre individuos emparentados, lo que trae consigo defectos genéticos que se

refiejan en la capacidad adaptativa de las especies (Arias, 1991).

Entre las cactaceas mas severamente amenazadas por e! efecto combinado de
los factores anteriormente mencionados, se encuentran todas las especies del

género Ariocarpus, entre ellas Ariocarpus retusus (Lam. 1a).



CLASIFICACION BOTANICA
(Bravo-Hollis y Sdnchez-Msjorada, 199ta)

REINO Vegetal
DIVISION Embryophyta
SUBDIVISION Angiospermae
CLASE Dicotyledonae
ORDEN Caryophyllalies
FAMILIA Cactaceae
SUBFAMILIA Cacloideae
TRIBU Cacteae
SUBTRIBU Thelocactinae
GENERO Ariocarpus

SUBGENERO Ariocarpus
ESPECIE Ariocarpus retusus

DESCRIPCION BOTANICA DEL GENERO Ariocarpus
El nombre del género Ariocarpus proviene del término griego Ario, al referirse al
fruto que es semejante a los de<as plantas del género Aria, y de carpus, que

significa fruto. La especie A retusus, significa retuso o .con el apice truncado

(Britton y Rose, 1922; Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991a). Fue descrito por
Michael J. Scheidweiler en 1838; 1a especie fipo es A. retusus. Actualmente se
reconocen siete especies (Mitich y Bruhn, 1977, Bravo-Hollis y Sénchez-

Mejorada, 1991a; Hernandez y Anderson, 1992):

A. retusus Scheidweiler

A. agavoides (Castafieda) Anderson
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A. trigonus Schumann
A. scaphirostris Boedeker

A. kotschoubeyanus (Lemaire) Schumann
A. fissuratus (Engeimann) Schumann

A. bravoanus Hernandez & Anderson

Estas especies son endémicas de México, sin embargo, A. fissuratus también se

encuentra en el limite Sur de Texas (Martin, 1964).

Son plantas pequefas, con raices fusiformes grandes y tallos simples de forma
globosa o apianada. Se caracterizan por presentar un extenso sistema de canales
mucilaginosos considerados como una probable adaptacion para almacenar agua,
ya que durante los meses de sequia praclicamente desaparecen (Anderson,
1962; Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991a); tubérculos imbricados
dispuestos en series espiraladas en forma de roseta, de consistencia
cartilaginosa. Un aspecto sobresaliente del género es que presenta dimorfismo
areolar, es decir, las aréolas floriferas (meristemos que dan origen a Ias flores) y
las aréolas espiniferas {(meristernos que dan crigen a las espinas) se desarrollan
a partir de un solo meristemo: cuando la planta madura, el meristemo fiorifero
permanece préximo a la axila, en la base del tubérculo, y el meristemo espinifero
se desplaza hacia el dpice del tubéreulo; espinas ausentes o reducidas. El dpice
de la planta y las axilas de los tubérculos jévenes producen una densa masa de
tricomas, largos, setosos y amarillentos conocidos en conjunto con el nombre de

lana, que se desarroilan a partir de las aréolas floriferas.

El género comprende dos subgéneros: Roseocactus, caracterizado por la

presencia de un surco desde la base hasta el apice de cada tubérculo y con flores



casi siempre de color solferino, nunca amarillas y rara vez biancas; y Ariocarpus,
que nunca presenta surco areolar {Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991a;

Hernandez y Anderson, 1992).

Ariocarpus retusus Scheldweiler
Bull. Acad. Sci. Brux. 5:492, 1838

Nombres comunes: chaute, peyote cimarron.
Plantas que alcanzan 12 cm de altura y de 10 a 25 cm de diametro, color verde
azulado o grisaceoc. El Tallo crece parcialmente enterrado en el suelo, globoso;
los tubérculos son triangulares, atenuados hacia el dpice que en ocasiones se
prolongan en forma de un mucrén cénico, la superficie es convexa o casi plana,
alge ondulada y méds o menos arrugada, no estan fisurados, de 1.5 a 4 cm de
longitud y 1 a 3.5 cm de ancho, son casi tan largos como anchos (Britton y Rose,
1922, Backeberg, 1976, Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991a). presenta
dimorfismo areolar a partir del meristemo original que se elonga y se divide en
dos tipos de aréolas: la espinifera, localizada en la punta de los tubérculos, de
forma circular y pequena {1 a 5 mm de diametro) con poca lana, espinas
diminutas y a veces caduca; y la florifera, que es lanosa y esta ubicada cerca de

la axila de los tubérculos.

Las flores son diurnas y surgen de las aréolas floriferas de los tubérculos mas
jévenes situados en el dpice de la planta, miden de 4 a 5 cm de didametro y hasta
4.5 cm de longitud, su cofor s blanco, en ocasiones con tintes rojizos en la linea
media de los segmentos exteriores del perianto; presenlan numerosos estambres

de filamentos blanquecinos y anteras de color amarillo oro; los granos de polen



miden entre 80 y 85 micras. Las flores son producidas de septiembre a noviembre

{Minnich, 1990).

El fruto es ovoide, carnoso y conserva los restos secos del perianto; de 10 a 25
mm de longitud, su color es blanco verdoso hasta rosado palido, al secarse,
adquiere un color castafio y generalmente permanece oculto entre la masa de

tricomas en el centro de la planta, donde se desintegra dejando alli las semillas.

Las semillas son piriformes y pequefias, con testa tuberculada de color negro
mate; de 0.75 a 1.6 mm de longitud y 0.6 a 1.5 mm de diametro; el hilo es grande
y basal, el micrépilo estd en un extremo del hilo; el embridn es ovoide, con los
cotiledones muy gruesos que apenas se distinguen por un surco en ef dpice;
existe rudimento del perisperma (Anderson, 1962, Bravo-Hollis y Sanchez-
Mejorada, 1991a),

Dada la variabilidad en cuanto a la forma, tamafio y superficie de los tubérculos,
Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada (1991a), consideran a esta especie integrada
por un complejo de formas no lo suficientemente estudiadas para darles

reconocimiento taxondmico.

DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Se localiza en los estados de Coahuila, Nuevo Ledn, Zacatecas, Tamaulipas y
San Luis Potosi. Crece en colinas de piedra caliza cubiertas con rocas
fragmentadas siendo visibles sélo los tubérculos. Esta asociada a matorrales

rosetdfilos donde son comunes Agave stricta, Yucca carnerosana, Dasvylirion sp.

entre otras especies,
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USOS DE Ariocarpus retusus

Uno de los usos que se le atribuyen a esta especie es como planta medicinal para
combatir los efectos de! paludismo (Digust, 1928), asi como curativo para aigunas
enfermedades febriles. Su empleo en la medicina popular probablemente se
remonte al pasado, ya que fue encontrada la mitad de un ejemplar fosilizado en el
Valle de Tehuacan Pue., el cual se considera que fue llevado con fines curativos
a tal lugar, debido a que esta especie sélo se distribuye desde Coahuila hasta
‘San Luis Potosi {(Quintero, 1972; Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991a). Otro
de los usos asignados a esta especie, es el de la oblencién de pegamentos a

partir de su mucilago (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1891b).

Diversos estudios quimicos realizados en varias cacticeas proporcionaron datos

de la presencia de carbohidratos en A retusus, ademds de olros compuestos

como el R-sitosterol, un fitosterol, los flavonoides kampferol y quercetina;
pigmentos como betacianos y flavonoles encontrados en flores y frutos; taninos y
alcaloides, éstos Ultimos de gran interés debido a sus propiedades

farmacoldgicas (Bravo-Hollis, 1878).

l.a presencia de alcaloides en el género Ariocarpus, denomilnado antiguamente
como Anhalonium, fue reportada por Lewin en 1888 (citado por Bravo-Hollis,
1978). La invastigacion de alcaloides en cactaceas se enfocd principalmente
hacia el grupo de plantas denominado con el nombre genérico de "peyotes”, en el
cual se incluye a Ariocarpus, cen el fin de buscar el principio activo del peyote
{Lophophora williamsii}, planta alucindgena de uso ritual en las tribus del norte de

México (Anderson. 1960; Brave-Hollis, 1978).
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En A. refusus se encontraron los siguientes alcaloides de estructura quimica
conocida: hordenina (también presente en el peyote), N-metiltiramina y N-metil-

3,4-dimetoxi-B-feniletilamina (Bravo-Hollis, 1978).

A. retusus, al igual que las demas especies de su género, se ha comercializado

como planta de ornato debido a su rara forma y la belleza de sus flores.

PROBLEMAS DE CONSERVACION EN Ariocarpus retusus
El saqueo indiscriminado de plantas silvestraes con fines comerciales es la causa

principal de la reduccion continua de las pobiaciones del género Ariocarpus.

Los Ariocarpus han sido muy solicitados por coleccionistas y cientificos, razén por
la cual son colectados de su habitat natural, lo que ha causado serios dafios a las
poblaciones silvestres debido a que son plantas que crecen muy [entamente y
alcanzan su madurez reproductiva después de varios arnos (Sajeva y Orlando,
1989). Se reporta que las espacies de este género pueden tardar hasta 20 afos
para alcanzar un didmetro de tan solo 6 cm (Oldfield, 1985b) y, aunque no existen
datos precisos de la edad a {a que florecen en el campo, observaciones en
invernadero indican que esto ocurre después de los 4 6 5 afios (Reyes, com.

pers., mar20/94).

Estas plantas se han comercializado ilegalmente en volimenes muy altos, siendo
exportadas principalmente de México hacia los Estados Unidos, Japdn y varios
paises de Europa. A pesar de que las importaciones de caclos mexicanos hacia
los Estados Unidos disminuyd en 1984, se reporta que se incrementd ia
proporcidn de especies de lento crecimiento, especialmente del género

Ariocarpus. En ese afio, los Ariocarpus constituyeron casi la mitad del total de los



caclos importados de México; asl pues, se contaron 39,587 ejemplares, de los -
cuales 14,116 fueron de A. retusus. E! mismo afo, fueron legaimente
reexportados de los Estados Unidos hacia Japdn y Europa, solo 5,550 Ariocarpus
{Campbell, 1986).

En Japén también existe una gran demanda por las especies silvestres de
Ariocarpus, algunos de estos especimenes colectados en el campo se estiman
con una edad aproximada de 60 afios, y que desafortunadamente durante el

comercio sufren una alta mortalidad {Milliken, 1987).
Gracias al control en ¢l comercio internacional de estas especies, recientemente
se ha fomentado su propagacién en viveros europeos (Oldfield, 1985b};, no

obstante, continta ef saqueo de plantas de las poblaciones silvestres.

Por lo anterior Ariocarpus retusus ha sido catalogada como especie vulnerable

"V* en las listas de espacies amenazada‘g {Vovides, 1981, 1988; IUCN, 1983;
Villalcbos, 1988; Hunt, 1992). Se consideran especies vulnerables aquellas que
sus poblaciones han disminuido por sobreexplotacién o reduccion drastica de su
habitat y que, de seguir siendo afectadas, pueden pasar a la categoria de

especies en peligro de extincién "E” (IUCN, 1980).

En marzo de 1992 fue incluido todo el género Ariccarpys en el Apéndice I, ef mas
restrictivo del CITES. Las especies que se agregaron en ese afio fueron A.

kotschoubeyanus, A. fissuratus, A. retusus y el recientemente descrito A.

bravoanus (Hunt, 1992; Sajeva y Orlando, 1992).
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CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

El CTV es una rama de la Biologia que comprende un conjunto de técnicas
basadas en la Teoria Celular, expresada por Schleiden y Schwann en 1838 -
1839, la cual postula que ias células son auténomas y totipotentes, es decir, que
cada celula vegetal tiene el potencial de regeneracion para formar plantas

completas {Staba, 1980; Gautheret, 1982).

En general, estas técnicas consisten en cultivar asépticamente (in vitro) cualquier
esiruclura vegetal (expiante) como por gjemplo; células, protoplastos, embriones,
érganos, tejidos, etc., bajo condiciones ambientales y nutricionales controladas
(pH, fotoperiodo, intensidad luminosa, temperatura, medic de cultivo, elc),
dirigiendo de este modo los eventos biosintéticos y/o morfogenéticos deseados

(Murashige, 1978; George y Sherrington, 1984).

La formacién de plantas nuevas a partir de los tejidos cultivados puede ser
obtenida siguiendo tres vias: a) a parlir de yemas preexistenies a las que se
promovid su proliferacion y crecimiento ; b) a partir de la morfogénesis cuando
nuevos brotes son formados directamente en los explantes o en tejidos
desorganizados y, ¢} a través de la formacidén de ‘embriones somaéticos,
semejantes a los embriones cigéticos, que pueden desarrollarse en plantulas

(George y Sherrington, 1984).

Skoog y Miller, en 1957 {citados por George y Sherrington, 1984), demostraron
que los reguladores del crecimiento, compuestos organicos que actuan en
pequenas cantidades y que estimulan, inhiben o modifican diversos procesos
fisiolégicos de las plantas, constituyen junto con el tipo y estado de desarrotlo del

explante los factoras mds importantes en la determinacion de las respuestas
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morfogenéticas de los tejidos (Litz y Jaiswal, 1991). Los reguladores del -
crecimiento mas utilizados en CTV son aguelios que promueven e) crecimiento,
fales como las auxinas y tas citocininas. Las auxinas estimulan ta elongacion
celular, activan el crecimiento en espesor de los tailos y promueven la
rizogénesis. Se sinletizan y se encuentran principaimente en los meristernos
apicales y se transportan generaimente hacia abajo {transporte basipétalo). Las
citocininas, en cambio, activan principalmente {a divisién celular y retardan la
senescencia de los organos; hay evidencias de que Ias citocininas se concentran
en tejidos con crecimiento activo, predominantemente en las raices, ya que son
sinletizadas en sus &pices, de donde son transportadas hacia la parte superior de
la planta (transporte acropétalo). €n los tejidos cultivados n vitro, generalmente,
una concentracion alta de auxinas en relacion a las citocininas promueve la
formacién de callo y raices y, una concentracién alta de citacininas respecto a las
auxinas induce la formacién de brotes, mieniras que el desarrollo de callo puede
ocurrir en un amplio range de concentraciones hormonales (George y
Sherrington, 1984),

Estas tecnicas han constituido herramientas muy imporlantes en diversas areas

de la ciencia y fa tecnologia:

* en la Investigacién baslca, donde este sistema proporciena un modelo para
estudios bioquimicos, fisioldgicos, anatémicos y.de genética molecular, entre
otros (8anchez, 1985).

* en {a micropropagacién de plantas ALIMENTICIAS: por ejemplo el espéarrago
{Asparagus officinalis), 2anahoria (Daucus carota), jitomate (Lycopersicon

esculentum), ORNAMENTALES: anturio (Anthurium andreanum), palmas
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(Chamaedorea spp.), crisantemo (Chrysanthemum morifolium), helechos
(Cyclosorus dentatus), orquideas (Cattleya spp.); FRUTALES: manzano (Malus
sp.), fimén (Citrus limon), platanc (Musa sp.); FORESTALES: pinos (Pinus spp.),
sequoias {Sequoia spp.) y MEDICINALES: toloache (Datura stramonium), agaves

{Agave spp.), entre otras especies (Murashige, 1978; George y Sherrington,
1984).

* en el mejoramiento genético de las especies a través de distintos procesos de
modificacion genética (fusién de protoplastos, biolistica, rescate de embriones
hibridos) y de la seleccién por medio de diversas técnicas, es posible lograr
caracteristicas bioquimicas, fisiolégicas o morfolégicas deseadas en las plantas
que puedan ser utilizadas en la produccién agricola ¢ industriai como por gjemplo:
la obtenci6n de variedades resistentes a herbicidas, enfermedades, a la sequia, a

la salinidad, etc. (Robert y Loyola, 1985; Gray y Finer, 1993).

* en la preservacién de germoplasma vegstal in vitro libre de patégenos, que
pueda ser almacenado mediante subcultivos periddicos, al utilizar medios
minimos, por medio de la refrigeracién o la congelacién con nitrégeno liquido, que

conserve su estabilidad genética (Rubluo, 1985; Grout, 1830).

Los métodos de CTV han proportionads grandes posibilidades para la
multiplicacién masiva y rdpida de muchos y diferentes tipos de plantas; sin
embargo, su aplicacién en la micropropagacion de especies amenazadas es
relativamente reciente. Su uso ha sido recomendado como una alternativa en
aquellas especies con limitada propagacion vegetativa o donde la disponibilidad,
numero y viabilidad de las semilias es escasa, lo que permite que puedan ser

regeneradas en un lapso relativamente corto y, posteriormente, liegar a ser
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reintroducidas a su hébitat, lo cual representaria una de Iés primeras etapas en la
recuperacion de pobiaciones amenazadas de extincion (Wochok, 1981; Rubluo,
1985; Ledn, 1987: Fay, 1994; Mistretta, 1994).

CULTIVO DE TEJIDOS EN CACTACEAS

Debido a que las cactaceas constituyen un grupo taxonémico con un aito indice
de especies en peligro de extincidn, principalmente causado por el saqueo de
ejemplares, algunos investigadores han propuesto que el uso del CTV, seria de
gran utilidad para la propagacion de esta importante familia de plantas (Mauseth,
1978b; Johnson y Emino, 1879b; Starling, 1985). Estas técnicas representarian
una alternativa para el estudio y el mantenimiento de germoplasma valioso (Smith
et al., 1991), asi como para resolver el problema de como satisfacer la demanda
en aquellas especies de interés comercial y de esta forma reducir [2 presion que

afecta a las poblaciones silvestres (Oldfield, 1985b; Fay, 1994).

A pesar de ser apreciadas como ornamentales de aito valor comercial y gran
demanda, hasta 1983 se consideraba que las cactaceas habian recibido poca
étenciOn debido a que los reportes de su propagacion in vitro eran escasos
comparados con los de otros grupos de plantas (Starling y Dodds, 1983). Soélo
recientemente se han publicado mas trabajos scbre el cultivo in 11(_rg de plantas
suculentas, de éstas, la familia de las cactaceas es la que ha recibido mayor
atencidn y donde también se ha I;grado la micropropagacion con mas éxito (Fay y
Gratton, 1992).

Hace ya mas de 35 afos que se realizaron los primeros intentos para cultivar
cactos in vitro. El primer estudio-fue publicado en 1957, cuando Merril King indujo

la formacion de callo en varias especies (Starling y Dodds, 1983) y, desde
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entonces, la mayoria de las investigaciones sobre el cultivo de tejidos de
cactaceas han sido empleadas con fines de propagacion (Bonness et al., 1993);
no obstante, también se han realizado estudios con otros objetivos, entre los que
se encuentran los de Sachar e lyer, en 1959 {citados por Fay y Gratton, 1992),
quienes investigaron los efectos de las auxinas, citocininas y giberelinas sobre la

formacion de callo a partir de tejido de placenta de Opuntia dillenii; los de

Steinhart, en 1962, sobre la biosinlesis de alcaloides en callos de Trichocereus
spachianus (Bchipopsis spachianus) {citado por Johnson y Emino, 1979b);
estudios morfogenéticos como los de Mauseth en QOpuntia polyacantha y
Echinocereus engelmannii (Mauseth y Halperin, 1975; Mauseth, 1976, 1977 y
1979a), estudios sobre el crecimiento y optimizacidn en la produccién de callo de
Mammillaria prolifera {Neomammillaria] (Minocha y Mehra, 1974); los efectuados
por Seeni y Gnanam en 1980 acerca de la fotosintesis en plantas CAM, en
cultivos de células en suspensién de Chamaecereus sylvestrii (Echinopsis
chamaecereus) (citado por Fay y Gratton, 1992); otros estudios se han enfocado
al desarroilo de métodos para la extraccion aséptica de tejidos sin dafar a la
planta madre (Havel y Kolar, 1983); mas recientemente, los de Dabekaussen et
al. (1991) quienes investigaron los factores que afectan la activacion areolar-en
Sulcorebutia alba (Rebutia canigueralii), y 1os estudios realizados por Bonness et
al. {1993) referentes al desarrollo y produccion de pigmentos en callos de

Cephalocereus senilis.

La primera investigacion con éxito en la propagacion jn vitro de una cactécea se
realizd con Mammillaria woodsii (Kolar gt al., 1976) de la que se regeneraron

brotes via callo a partir de tejido medular cultivado en medio MS con 2 mg/i de Ky

AlA respectivamente; el medio de cuitivo empleado fue el mismo que los autores

utilizaban para inducir la organogénesis en callos de Nicotiana tabacum, por lo
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que enfatizaron que condiciones nutritivas y hormonales idénticas fueron -
aceptables ain cuando se ftrataba de dos lipos de plantas ecologica y

sistematicamente diferentes.

En estudios posteriores se logré con éxito la regeneracion de plantulas a través
de éstas técnicas, en los gque Se obluvieron también otras respuestas
morfogenéticas tales como callo y raices (Johnson y Emino, 1979a, 1979b; Krulik,
1980). Algunes investigadores lograron inducir brotes sin pasar por una fase de
callo (organogénesis directa), lo cual ofrece la ventaja de poder clonar individuos,
ya que, si ocurre la formacidn de callo, éste tiene la desventaja de ser inestable
genéticamente y llegar a perder su potencial para producir brotes o bien, puede
producir plantas aberrantes (Starling y Dodds, 1983). Esta inestabilidad genética
producida bajo condiciones in vitro, conocida como variacion somaclonal, ligada a
estudios de mejoramiento genético puede significar grandes beneficios

(Beversdorf, 1990).

El primero en reportar la propagacién vegetativa de cactos in vitro por
erganogénesis directa fue Mauseth (1979b), quien indujo la brotacion en 10
especies a partir de aréolas cultivadas en presencia de BA (1.0 a 10 mg/l); desde
entonces la tendencia ha sido tratar de mantener cultivos mas estables, sobre
tode, cuando las plantas son propagadas con propdsitos de conservacion (Fay y

Gratton, 1992; Mistretta, 1994).

De acuerdo a los estudios realizados, las técnicas de micropropagacion en
cactidceas se pueden resumir en las siguientes etapas: el establecimiento de
cultives asépticos por medio de la esterilizacion superficial de los explantes y la

del medio nutritivo, la proliferacion de propagulos, el enraizamiente y la
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aclimatacion ex vitro de los mismos (George y Sherrington, 1984; Starling y
Dodds, 1983).

El tipo de explante utilizado para la micropropagacion es un factor importante, se
ha encontrado que distintos tipos de tejidos pueden ser éptimos en diferentes
especies, En cactdceas, debido a sus caracteristicas anatémicas particulares, se
ha utilizado principaimente el tallo o cuerpo de la planta, ya sea de plantulas
germinadas in vitro o de plantas maduras, el cual ha sido disectado de diferentes
formas para obtener la médula, secciones apicales, laterales o basales,

tubérculos o s6lo las aréolas.

Las cactaceas, al igual que las demds angiospermas, tienen las yemas
localizadas en el sitio donde la hoja se une con el tallo, Estas yemas,
denominadas yemas axilares, se desarrollan en aréolas en los cactos y las hojas
de estas yémas axilares corresponden a las espinas. Las aréolas normalmente
son inactivas después de que se han formado las espinas, sin embargo, pueden
ser reactivadas in vitro para producir brotes (Mauseth, 1879b; Bonness et al.,
1993). Los tubéreulos, que contienen a las aréolas, son andlogos a la base de las
hojas de las demas plantas con flores (Johnson y Emino, 1979b; Mauseth,
1979b).

Después de la esterilizacion superficial, los tejidos vegetales son inoculados en
un medio nutritivo, generalmente solidificado con agar. El medio de cultivo mas
utilizado hasta la fecha ha sido el desarrollado por Murashige y Skoog (1962),
conocido como MS, del cual se ha comprobado que tiene el potencial para
soportar lodas las fases de la organogénesis en algunas cacticeas (Johnson y

Emino, 1978b; Mauseth, 1978b),
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La respuesta de los tejidos estd determinada en gran medida por el tipo y
concentracién de los reguladores del crecimiento contenidos en el medio. En
cactéceas, las citocininas mas utilizadas para romper la latencia de las yemas
axilares (aréolas) son el BA, ademas de la Z, Ky el 2iP (Fay y Gratton, 1992). Se
ha demostrado que las auxinas pueden ser necesarias en muy bajas
concentraciones o bien, la proliferacién de brotes puede praceder en su ausencia
(Clayton et at.,, 1990). Generalmente, el 2,4-D se ha empleado para la induccion
de callos y en muchos de los casos de embriogénesis somatica, mientras que el
AlA y el ANA se han ulilizado mas para la induccién de raices en plantulas

regeneradas in vitro.

La experiencia en los dltimos afios ha demostrado que la proliferacion de brotes
in vitro de cactaceas puede lograrse a través del rompimiento de la dominancia
apical, y de esta forma activar las yemas axilares (aréolas) con fa adicién de
citocininas al medio de cultive, o bien, de citocininas combinadas con auxinas en
concentraciones muy bajas (Fay y Gratton, 1992). Los resultados obtenidos,
también sefialan que los niveles requeridos de auxinas y citocininas en el medio

pueden ser especificos para cada espscie.

En la tabla |, se resumen el tipo de explante, medio de cultivo y reguladores del
crecimiento que algunos investigadores han utilizado para la obtencién de

plantulas de cactaceas regeneradas in vitra.
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CULTIVO DE TEJIDOS EN Ariocarpus

Los repartes del cultivo in vitro en ef género Ariocarpus son escasos. Krulik, en
1980, cultivé secciones de tallo de A. scaphirostris en medio MS, sin embargo, no
se espacifican los reguladores de! crecimiento empleados ni las concentraciones,
la unica respuesta reportada es la obtencion de calio. Starling (1985) cultivd
dpices de A. trigonus también en medio MS suplementado con BA y ANA y
eventualmente se obtuvieron algunos brotes.

Recientemente, Stuppy y Nagl (1992) lograron la regeneracidn jn vilro de A.

retusus via embriogénesis somética a partir de calio cultivado en medio MS

suplementado con agua de coco. Esle y otros trabajos demuestran el creciente
interés que tienen investigadores extranjeros para propagar cacticeas mexicanas

en peligro de extincion, tales como las del género Ariocarpus,



TABLA L- Algunas especies de cacticeas regeneradas in vitro.

MEDIO REGULADORES DEL
ESPECIE EXPLANTE - DE CRECIMIENTO RESPUESTA REFERENCIA
CULTIVO | ) IN VITRO
\ i llaria wooedsii Mcdula MS K20 + AIA{2.0) Callo v brotes Kélar e al.. 1976
M elongata Tubdrculos MS 2iP (10.0) + A1A (1.0) Brotes Johnson y Emino. 1979a
Mamnrillaria srp. Tubéreulos MS 2iP(10.0) + IBA (1.0} Brotes "
% especies Artolas y sceciones, MS No ¢ especifican Callo ¥ Brotes "
de tallo
10 cspecies Artolas Lin v Staha BA(1.0210.0) Brotes Mauscth, 1979
Epiphyllum chrysocardium Seccionces de tallo MS BA (1.0) + ANA (0.1) Broles Lazantc et al., 1982
AM._carmenae Tubérculos M. BA(Q2.0) + ANA{(1L.OY Brotes Vyskot v Jira. 1984
M. prolifera Tubérculos M BA(0.521.0) + ANA(0.5a 1.0y Brotes "
Astrophytum myriostig Artolas MS K(0.5)_+ AlA (5.0) Brolcs "
Trichocereus spachianus Artolas MS K(0.5) + AIA(5.0) Brotes -
Leuchtenbergia principis Apices MS BA (10.0) + ANA (0.1) Broics Starling, 1985
Ariocarpus trigonus Apices MS No se¢ cspecifican Brotes esporddicos
Ferocactus acanthodes Apices MS K{(10.0) + ANA (1.) Callo v brolcs Ault v Blackmon. 1987
Echi tus grusonii Scecioncs de Lallo MS K(43) + AlA(0.8) Callo v brotes Frias. 1989
M. haogeana Seccioncs de talio M$ BA (1.0) Brotes Maninez-Vazquez v Rublug, 1989
M._san-angelensis Seccioncs de tallo MS BA(0.121.0) + ANA (0.0}) Brotes b
Coryphaniha macromeris Plintulas MS BA(10.0) + 24-D(0.1) Brotes Smith et al., 1991
Aztekium ritteri Scexionzs de tallo MS BA(1.0) + ANA{001) Brotes Rodriguez -Garay y Rubluo, 1992
Medi cocciteus Apices MS BA (1.0) + ANA (0.05) Brotes Infanic, 1992
Melocactus bellavistensis Plantulas MS BA(5.0) + ANA (L.0) Broles Hetndndez ef al., 1994
2iP (2.0) + ANA (0.3)
Af lulim'lo&hlli Socciones de tallo MS 2iP(10.0) + ATA(1.0) Callo v brotes Arriaga. 1994

[
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Dado que la totipotencialidad de las células vegetales puede ser promovida jn
vitro a través de la variacién controlada de las condiciones de cultivo para la
regeneracion de nuevos individuos, es posible que a partir de tejidos de plantulas

cultivadas in vitro de Ariocarpus retusus se logren diferenciar raices, brotes y/o

embriones somaticos. Con base en esta hipbtesis, se plantearon los siguientes

objetivos:

OBJETIVOS

a) Objetivo General

Establecer las condiciones experimentales que permitan la regeneracion in vitro

. de Ariocarpus retusus Scheidw. a partir de tejidos de plantulas.

b) Objetivos Particulares

Bajo las condiciones experimentales a ensayar:
1. Determinar el tipo de explante con mayor potencial regenerativo.
2. Determinar las mejores concentraciones y combinaciones de los reguladores

del crecimiento para la regeneracion in vitro de A. retusus.
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MATERIALES Y METODOS

Como material bjolégico se utilizaron semillas de Ariocarpus retusus colectadas

de 3 plantas originarias de los estados de Zacatecas, Tamaulipas y San Luis
Potosi cada una. Las semillas fueron germinadas in vitro para obtener plantulas,

1as cuales se utilizaron como fuente de explantes.

Desinfeccién y siembra de las semillas

Las semillas fueron previamente seleccionadas y se emplearon aquellas que no
presentaron daflos en la cubierta seminal. Fueron lavadas durante 15 minutos con
detergente liquido comercial "Sailax" al 2% (v/v) en agitacion continua. Después
de ser enjuagadas con agua destilada, se escarificaron sumergiéndolas en &cido
sulfdrico concentrado {HyS04) durante 30 segundos. Posteriormente se agitaron
2 minutos en etanol al 70% (v/v) y finaimente se desinfectaron con hipoclorito de
sodio concentrado (NaQCl, 6% de cloro activo) adicionado con 2 gotas de
detergente puro Tween 80 por cada 50 ml de solucién, durante 20 minutos en

agitacion constante.

Bajo condiciones asépticas, en una campana de flujo laminar, las semillas fueron
enjuagadas 3 veces con agua destilada esterilizada y posteriormente se
sembraron 4 semillas por cada frasco con medio de cullivo. Se sembraron en tota!
254 semillas (Fig. 1).
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El medio basal para a germinacién de las semillas fue el de Murashige y Skoog -
(1962) {MS) con sacarosa 30 gl y MS al 50% de la concentracion de todos sus

© componentes con sacarosa 15 y 30 gfl, la concentracién de agar fue de 8 gii
{Apéndice 1).

Obtencién y siembra de explantes

Los explantes se obtuvieron a partir de plantuias provenientes de semillas de A.
retusus germinadas in vitro.

Las pldntulas con un tallo de 6 a 10 mm de longitud fueron disectadas para
obtener 4 tipos de explantes que se denominaron de la siguiente manera {Fig. 2;
Lam. 1b):

CENTRAL {C) Correspondid a (a region central del
tailo que contiene al meristemo apical

LATERAL {L) Regiones laterales del tallo unidas
respectivamente a un tubérculo

TUBERCULQO (T) Todo el tubérculo, desde la base

RAIZ {R} Todala raiz, desde la corona

Por cada plantula se obtuvieron al menos § explantes: un explante central, dos

explantes laterales, un tubérculo y una raiz,

De acuerdo con la disponibilidad del material bioldgico, para cada uno de los
tratamientos con reguladores del crecimiento se utilizaron tres ptantulas, y como

minimo se inocularon tres explantes de cada tipo en un total de cinco frascos.
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Fig. 2.- Diseccion de pléntulas de A retusus para la obtencidn de exblantes: C,
central; L, laterales; T, tubérculos y R, raiz. Altura del tallo: 6 a 10 mm.

Para inducir las respuestas morfogenéticas en los explantes inoculados, se utilizd
medio MS (1962) con sacarosa 30 g/l (Apéndice I}, adicionado de 3 diferentes
combinacionas de los siguientes reguladores del crecimiento (Tabla [1): BA (0,
0.1, 0.5, 1.0, 2.0 y 3.0 mg/i) en combinacidén con ANA (0, 0.1, 0.5 y 1.0 mg/l); 2iP
(0, 1.0, 5.0 y 10.0 mg/l) combinado con AIA (0y 1.0 mght) y K (O, 1.0, 5.0y 10.0
mg/l) combinado con AlA (O y 1.0 mg/I}).

Las relaciones numéricas de mg/l entre citacininas/auxinas, se denotaran

separadas por una diagonal, por ejemplo: 3/1 {citocinina 3 mg/l/ auxina 1 mg/l).

La concentracion de agar fue de 8 g/l para los tratamientos con BA/ANA y 12 g/l

para los tratamientos con 2iP/AIA y K/AIA. -
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Tabla II.- combinaciones de los reguladores del crecimiento empleados
para el cultivo de explantes de A. retusus en medio Murashige y Skoog
(1962) (M5), pH 5.7, sacarosa 30 g/l, agar 8 g/l (BA/ANA) y agar 12
g/1 (2iP/AIA y K/AIA).

BA
(ng/1)
[} 0.1 Q.5 1.0 2.0 3.0
[+] 1 2 3 4 5 [
ANA 0.1 7 8 9 10 11 12
(mg/1)
0.5 13 14 15 16 17 18
1.0 19 20 21 22 23 24
2ip
(mg/1}
0 1.0 5.0 1l0.0
AIA ] 1 2 3 4
(mg/1)
1.0 5 6 7 8
K
(mg/1)

0 1.0 5.0 10.0

AIA 0 1 2 3 4
(mg/1)

1.0 5 [ 7 8




39

Los medios de cullivo para la germinacion de las semillas, asi como aquellos
donde se cultivaron los explantes, se ajustaron a un pH de 5.7 con soluciones de
HCly KOH 0.1 N.

Cada frasco, de boca ancha con capacidad de 120 ml, contenia 30 ml de medio
de cuitivo, los cuales fueron esterilizados en un autoclave a 121°C y 1.5 Kalem?

durante 15 minutos.

- Los cultivos se incubaron en una camara de crecimiento a 26 + 2 °C,
fotopericdo de 16 h luz con intensidad luminosa de 1800 tux. El desarrollo de los
cultivos se siguid mediante observaciones periddicas cada 5 dias durante 50 dias
para la germinacién de las semillas y cada 30 dias durante 12 meses para los

explantes,
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RESULTADOS Y DISCUSION

Floracién

El periodo de floracion de tres plantas silvestres de A. retusus mantenidas en

condiciones de invernadero fue registrado durante tres afos consecutivos (1992,
1993 y 1994). Esta ocurrid entre los meses de julio y diciembre, sin embargo, dos
de las tres plantas no florecieron en 1993, v la unica que florecié, lo hizo al final
de ese afio. Moss (1993), registrd el inicio de la floracidn a mediados de
septiembre en el lapso de tres afios. Peterson (1993), menciona que las plantas
del género Ariocarpus son dificiles de mantener fuera de su habitat natural y en
ocasiones es casi imposible que florezcan o que produzcan semillas. En las
mejores condiciones, muchas lo hacen una vez al afio entre los meses de

noviembre a enero.

Al parecer las flores de A. retusus no presentan autogamia y requieren de la

polinizacion cruzada para producir semillas {Arias, com. pers., oct/94), por lo que
un segundo problema en su propagacidn resulta ser que plantas distintas no

formen flores al mismo tismpo para poder polinizarlas.

El numero de flores registradas por cada planta fue de una a cuatro y
generalmente emergieron asincrénicamente. Las flores fueron de color blanco con
tintes rosados a verdosos en los segmentos extericres del perianto, con un
didmetro promedio de 5 cm y permanecieron abiertas hasta 5 dias. Fue
caracteristico que pre\}io a la floracién se formara lana abundante en el apice de
las plantas; todas estas observaciones concordaron con lo descrito para la

especie (Minnich, 1990; Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991a).
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Cuando ceincidieron en el tiempo de antesis, al menos dos flores de plantas
diferentes se polinizaron con la ayuda de pinceles. A los siete meses comenzaron
a emerger los frutos, los cuales se colectaron aproximadamente ires meses
después, hasta que estuvieron secos para asegurar la maduracion de las semillas
(Tabla ill). La mitad del! cuerpo de los frutos permanecieron cubiertos por la lana
del apice de la planta, por lo que fue necesario el empleo de agujas de diseccién
para extraerlos, Cabe sefialar que los frutos obtenidos de estas polinizaciones no

se utilizaron en este experimiento.

No obstante que el objetivo fundamental en el presente estudic fue la
regeneracion in vitro de plantas, los datos de la floracion registrados se reportan

come una breve aportacion al estudio de esta especie.

Semiilas

Cuando las plantas son propagadas con propdsitos de conservacion es
importante mantener |a diversidad genética, por lo que es conveniente iniciar los
cultivos con semillas (Fay y Gratton, 1992);, ademas, éstas pueden resistir una
enérgica esterilizacién superficial y germinar para producir plantulas libres de
contaminantes, mismas que pueden ser utiizadas como fuente de explantes

(George y Sherrington, 1984),

Debido a que en ensayos preliminares ocurrié un alto indice de contaminacién por
hongos y bacterias, fue necesario elevar las concentraciones de los
desinfectanies y el tiempo de la desinfeccion, la que se realizd con etanol &l 70%
e hipoclorito de sodio concentrado (6%), tratamiento que puede considerarse
severo ya que en semillas de otras cactaceas éste se ha utilizado generalmente

como unico agente desinfectante, como se reporta para Mediocatus coccineus



Tabla IXI.- Antesis y fructificacién de 3 plantas de A. retusus
mantenidas en condiciones de invernadero

Planta Antesis Niimero de Polinizacién No. de frutos Fecha de

flores obtenidos colecta

A 13-15/sep/1992 1 AxB 1 julio/1993
26/oct /1992 1 AxC - - -
10-12/jul/1994 1 AXC - - -

B 1 ago-15 sepf1%92 3 BxA 1 julio/1993
10-12/jul/1994 1 BxC - -
c 20-26/0ct /1992 4 cxB - - -
10-15/dic/1993 2 - - - - -
10-12/jul/1994 3 CxB - -

[14



43

(Infante, 1992), o bien, con Ferocactus acanthodes, cuyas semillas se
desinfectaron solamente con hipoclorito de sodio al 1% antes de ser inoculadas

en el medio de cultivo {Ault y Blackmon, 1987).

En A. retusus, es recomendable utilizar semillas provenientes de frutos cerrados
debido a que éstas presentan la cubierta seminal de tipo tuberculada, jo que
incrementa el riesgo de que, después de su dispersién, se acumulen tierra y otras
impurezas entre las ornamentaciones, como ocurre en las semillas de frutos viejos
que suelen permanecer entre las axilas de los tubérculos basales de la planta,
sitio de donde se obtuvieron las semillas utilizadas en tos ensayos preliminares
que presentaron una alta incidencia de contaminacion. Una vez controlada ésta,
ocurrid que las semillas no germinaron. Benson (1882), reportdé que en algunas
especies de cactdceas la cubierta seminal es muy dura, por lo que se recomienda
escarificarla antes de su siembra, ya sea por métodos mecdnicos como por
friccidon con arena o lija, o bien, por métodos quimicas tratindola con &cido
sulfarico. En A. retusus, este proceso se realizd al sumergir las semitlas en acido
sulfirico  concentrado; 30 segundos fueron suficientes para permitir la
germinacién; las semillas no respondieron después de estar expuestas 1 minuto

al acido, probablemente éste penetrd y afecté al embrion.

Germinacién

En ensayos preliminares con semillas no escarificadas la germinacién en medio
MS no se logro. Posteriormente, en el experimento formal, la germinacién de
semillas escarificadas ocurrié en los tres medios de cultivo ensayados (Tabla V),
en los que ya a los 5 dias después de la siembra habia respondido el 6.4% de las
semillas en medio MS-50% sacarosa 15 g/l y casi 3 veces ese porcentaje (17.5%)

en madio MS-50% sacarosa 30 g/l; no obstante ello, después de 50 dias de
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iniclados las cultivos, germinaron més semillas en fos medios MS (66.3%) y MS- .

50% sacarosa 15 g/l (63.8%) que en el medio MS sacarosa 30 g/l (33.3%).

Si se observa la grafica 1 y la tabla IV, resulta evidente que en los medios de
cultivo MS y MS-50% sacarosa 15 g/l, hubo un aumento aproximado de 10
semillas germinadas cada § dias, conducta que continué hasta los 30 y 25 dias
respectivamente, después, los aumentos fueron de 2 a 3 semillas cada 5 dias, en
tanto que en el medio de cultivo M5-50% sacarosa 30 g/, los aumentos después
de la primera fecha de observacion fueron de 1 a 2 semillas germinadas, asi
hasta el dia 25 en que se alcanzé un total de 19 semillas germinadas y ya no

germinaron mas dentro del periodo y condiciones ensayadas.

El hecho de que no germinara la totalidad de las semillas puede explicarse por la
posible accién de algliin mecanismo de latencia. Se sabe que muchas semillas no
germinan por esta causa a pesar de tener las condiciones favorables para ello. En
algunos casos, una sola planta puede producir diferentes grados de latencia en
semiillas individuales, de tal forma que la germinacidén exhibe una distribucion
discontinua en el tiempo, es decir, en un grupo de semillas puede existir un
ntimero reducido inicial de semillas germinando, seguidas de otras con un periodo
prolongado de latencia que pueden germinar repentinamente. Se considera que
las cactaceas, que generalmente habitan ambientes aridos, presentan
mecanismos naturales de latencia. Resulta notable que muchas semilias de
plantas silvestres, que maduraron mientras la planta madre estuvo expuesta a
condiciones naturales severas, entran en-latencia (Rabenda, 1990). Esto puede
interpretarse como un caracter adaptativo de las especies que mantienen asi un
lote de semillas que no moririan en caso de cambiar las condiciones en que

estaria ocurriendo la germinacién de un primer grupo de semillas. Moss {1993},



Tabla IV .- Germinacion in vitra de semillas escarificadas de A. retusus en medio a) Murashige y Skoog(1962)(MS);

b) MS-50%, sacarosa 15 gf; ¢) MS-50%, sacarosa 30 g/l; pH 5.7, agar 8 g/l, 16 h luz, 1800 Jux.

a) Medio MS b) Medio MS-50%, sacarosa 15 g/l ¢) Medio MS-50%, sacarosa 30 g/l
TIEMPO | SEMILLAS GERMINADAS/ % SEMILLAS GERMINADAS/ % SEMILLAS GERMINADAS/ %
(dias) NUMERO INICIAL NUMERO INICIAL NUMERO INICIAL

[ 0768 0 07108 0 57 Q

5 11189 123 71108 6.4 10/57 17.5

10 19/89 213 30108 21.7 15157 263
15 26/89 29.2 411108 37.8 16/57 280
20 34/89 382 507108 46.3 18/57 315
25 41789 46.0 61/108 56.4 19/57 333
30 49/89 55.0 63/108 58.3 19/57 333
35 52/89 58.4 65/108 60.1 19/57 333
40 52/89 584 67/108 62.0 19/57 333
45 55/89 61.8 68/108 62.9 19/57 333
50 59/89 66.3 69/108 63.8 18/57 333

Sy



Gréfica 1.- GERMINACION IN VITRO DE
SEMILLAS DE Ariocarpus retusus
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sac. = sacarosa
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realizd algunos ensayos para la germinacion in vivo de semillas de Ariocarpus y
detectd que semillas recién colectadas germinaron mas rapidamente en un lapso
de 10 dias, mientras que Moreton (1982), menciond que semillas del mismo

género podrian tardarse de 15 a 30 dias.

La germinacion in vitro de las semillas de A relusus puede considerarse

relativamente lenta si se compara con la obtenida in vivo en otras cactaceas, por

ejemplo, Ferocactus histrix, en la cual se obtuvo un porcentaje del 96% en 17 dias

(del Castillo, 1982, 1986). No obstante, ya que A. retusus es una especie de lento

crecimiento, asegurar e! 66.3% de sobrevivencia in vitro es un resultado

significativo en la conservacion de esta especie.

El medio MS ha sido 8! mas empleado para germinar semillas de cactaceas in
vitro con el fin de obtener plantulas que se utilizan como fuente de explantes
(Starling, 1985; Smith gt al., 1991), incluso también se ha empleado MS al 50% en
la concentracién de sus sales {Ault y Blackmon, 1987), sin embargo, aln cuando
se reportan pocos datos en relacién a los porcentajes de germinacién, se
considera que éstos son frecuentemente mas elevados en el sistema de cultivo in

vitra que al aplicar técnicas convencionales (Fay y Gratton, 1992).

Sin dejar de considerar que los porcentajes de germinacion pudieron ser influidos
por el origen de las semillas (provenientes de tres frutos diferentes) fue evidente
que los valores mas elevados de semillas germinadas en los periodos de tiempo
més cortos se presentaron en el medio MS-50% sacarosa 15g/l, y sin embargo al
término del periodo ensayado, el mas alto porcentaje de semillas germinadas
ocurrid en el medio MS con ia mayor concentracion de sales minerales y de

sacarosa. No se determind cual de estos dos factores ejercio una mayor
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promocién de la germinacion, no obstante se observd que una alta concentracion .
de sacarosa en presencia de una baja concentracién de sales minerales (MS-50%

sacarosa 30 gfl) parecid inhibir la germinacion de las semillas.

La escarificacion de la cubierta seminal hizo posible la germinacion. El desarrollo
de una plantula se observo in vitrg; en la figura 3 se presentan esquematicamente

las diferentes fases entre los 6 y 40 dias de edad.

Las plantulas fueron generalmente de forma eliptica. En etapas iniciales, el
hipocdtilo fue la porcion mas desarrollada con respecto a la raiz y los cotiledones
se presentaron como dos pequeiias protuberancias conicas en el apice. Dos
semanas después de la germinacion, la raiz principal empezd a formar raices
secundarias y aumentd de longitud. Después de 20 dias de la siembra, los
primeros dos tubérculos emergieron abriéndose paso entre los cotiledones; esta
regidn adquirié una tonalidad verde oscuro, a diferencia de la parte basal que

' permanecié de color verde claro.

c
Cc

A7 - i
=l =T mea t

lom

l Lyca
6 dias 15 dias 27 dias
Fig. 3.- Desarrollo de una plantula de A. retusus germinada jn vitro. c¢:

cotiledones; t: tubérculos.
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Los subsecuentes tubércuios surgieron del centro de la plantula defimitada en
forma de anillo por los cotiledones y los primeros fubérculos. Los tubérculos
presentaron forma cGnica y en su veértice 5 espinas setosas. El aspecto

arrosetado de las plantulas de A. retusus se mostrd similar al descrito por Meyran

{1956) para A. trigonus.

Expilantes

Con la finalidad de asegurar la asepsia de ios explantes, éstos se obtuvieron de
plantulas germinadas in vitro, ya que resulta mas facil esterilizar semillas que
tejidos de plantas maduras (Starling, 1585), por otra parte, ia capacidad
regenerativa de los tejidos jovenes es mayor que en un individuo adulto (Vyskot y

Jara, 1984). Plantas adultas de A. retusus presentan una epidermis muy coridcea,

lo que dificulta enormemente la diseccion de los tejidos. Cabe sefalar que
pldntulas desarrofladas in vitto de aproximadamente 4 meses de edad

presentaron tejidos compactos y fibrosos que impidieron su manipulacion y corte.

En el presente estudio los explantes se obtuvieron de plantulas de 2 meses de
edad a partir de la siembra de las semillas, tiempo en el que alcanzaron una talla
de 6 a 10 mm de longitud, sin la raiz. La diseccién de los distintos tipos de
explantes se logrd con relativa facilidad, no obstante que en la mayoria de los
casos fue necesario esperar a que emergieran completamente por lo menos los 2

primeros tubérculos para poder disectarlos.

Es pertinente sedalar que a diferencia de otras especies de cactdceas, los -
miembros del género Ariocarpus no presentan aréolas en todo el tallo, estas
zonas meristematicas estan restringidas al dpice (aréola espinifera) y a la base

(aréola florifera) de los tubérculos, en forma conjunta con el meristemo apical.
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Para garantizar que al menos uno de estos puntos estuviera presente en los .
explantes, las plantulas de A. retusus se disectaron como se muestra en la figura
2. En esta especie las aréolas dejan de ser funcionales en estado adulto, por lo
que ésta es otra desventaja al emplear sus tejidos maduros, pues se reduce alin
mas la disponibilidad de explantes con una mayor capacidad morfogenética que

pudiera llevar al desarrollo de nuevos individuos.

En este trabajo se utilizé toda la planta disectada, incluyendo a la rafz, la que
generalmente es dasechada. Algunos investigadores recomiendan la escision de
los tubérculos individuales enteros como método mas efectivo para evitar la

destruccion de fa planta madre {Hubstenberger et al., 1992).

Aunado al tipo y ai desarrollo de los explantes los reguladores del crecimiento son
otro factor fundamental en el control de la morfogénesis. En general, se sabe que
bajos niveles de auxinas o ausencia de ellas son requeridos en combinacién con
altos niveles de citocininas para la proliferacin de brotes (Hubstenberger et al,,
1992}, por lo cual las concentraciones de los reguladores del crecimiento
empleados en el presente estudio para el cultivo de los explantes de A. retusus

fueron mayores para las citocininas que para las auxinas.

Las respuestas obtenidas después de 12 meses de cullivo fueron 1) la formacion
de callo y 2) respuestas morfogenéticas de dos lipos: @) via -organogénesis;
regeneracion de brotes y de raices; y b} via embriogénesis somética: formacion

de embriones somaticos (adventicios).
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Callo

Ef callo puede definirse como un conjunto de céiutas vegetales desorganizadas
que proliferan en una masa de tejido irregular que varia ampliamente en textura,
apariencia y tasa de crecimiento, dependiendo del tlipo de tejido que le dio origen -

y la composicidn del medio (Donnelly y Vidaver, 1988).

La formacion de callo ocurrié por lo menos en uno de los cuatro tipos de

explantes para cada uno de los tratamientos con BA/ANA, 2iP/AIA y K/AIA.

En este trabajo se observd la presencia de varios tipos de callo los cuales se
denominaron de acuerdo a su consistencia en. callo friable (f), facilmente
desmenuzabie de color verde claro brillanle; callo compacto (c), no desmenuzable
de consistencia dura y que generalmente fue de color verde intenso;
semicompacto (sc), de consistencia intermedia entre fos callos friable y compacto,
pero que presento caracterislicas mas cercanas al compacto, y, el callo esponjoso
(e), de aspacto y consistencia similar al de una esponja y que presentd color
verde claro opaco (Tablas V, Vi y VII). En algunos casos sobre los cailos se
desarroliaron tricomas (lana), un tipo de espinas muy suaves gque de manera
natural se presenta en ésta y otras especies de cactos; la presencia de tricomas

se designd en las tablas con una "t" después del tipo de callo corresbondienle.

En la tabla V se muestran los resuitados del calio formado en fos tratamientos con
BAJ/ANA donde se obluvo el mayor nimero de brotes, caracteristicamente todos
sin auxina. En ausencia de (os reguladores del crecimiento (0/0) la respuesta de
los explantes fue nula excepto para ios explantes centrales (66%) que formaron
callo friable. Se observa también que hubo un incremento en la proliferacion de

callo y en la respuesta de los explantes a medida que aumentd Ia concentracion
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Tabla V.~ Formacién de calloc (a) en explantes de Arjocarpus Eﬂg‘ﬁ
Scheidw., cultivados en medio Murashige y Skoog (1962), suplementado
con BA y ANA, pH 5.7, 8 g/l agar, 26 £ 2 °C, 16 h luz, 1800 lux.

REG. DEL CREC. caLLo**
(mg/1)
TRAT. EXPLANTE | EXPL.CON 6 12 TIPO
BA ANA RESPUESTA ™ (%)| MESES MESES
1 0 0 c 2/3 (66)  ++ ++ £
L 0/6 (0) - - -
T 0/4 (0) - - -
R 0/3 {0} - - -
3 0.5 0 c 3/3 (100} +++ ++4 f
L 3/6 (50) +++ 4+ £
T a/a (100) * ++ c
R 1/3 (33) + ++ f
4 1 i} c 3/3 (100) +++ 4+ £
L 2/6 (66) ++ +4-k 3
T 4/4 (100) + 4+ c
R 3/3 (100) +++ +4++ b4
5 2 1} c 3/3 (100)  +++ 44 £
L 6/6 (100) +++ ot £
T 4/5 (80) + +++ ct
R 1/3 (33) +++ 4+ £
6 3 1] c 3/3 (100} +++ +++ sct
L 6/6 (100) +++ +++ sct
T 6/6 (100) +++ +++ ct
R 1/3 {33} ++ +4++ £

{a) tratamientos en que ocurrié la mayor formacién de brotes

C - centrales £ - friable +++ (>1 - 23 cndy
L - laterales ¢ - compacto ++ (0.6 - 1 cm3)
T - tubérculos sc - semivompacto + (£0.5 cm3)

R - ralces t - con tricomas - nulo

* explantes con respuesta/ ** cantidad promedio por

total de explantes - explante
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de citocinina. Se sabe que, en cultivo de tejidos, allas concentraciones de auxinas
generalmente promueven |a formacién de callo, sin embargo en estos
tratamientos donde no se aplicaron, pudo suceder que hayan actuado auxinas
enddgenas en conjunto con las elevadas concentraciones de citocinina exogena
que estimularon la proliferacion del mismo no sélo en ios primeros meses de

cultivo, sino durante todo su periode de incubacion.

Los explantes centrales siempre proliferaron en callo (100%), ain en ausencia de
reguladores del crecimiento, el que generalmente fue de tipo friable. Resulta
notorio sefialar que los tubérculos respondieron mas rapidamente en presencia de
una mayor concentracion de citocinina (3/0); es probable que, al tratarse de
tejidos organizados que contienan puntos meristematicos (aréolas), resulté mas
dificil su desdiferenciacion, por lo que a bajas concentraciones de la citocinina la
respuesta fue escasa; por olra parte, en todos los casos el tipo de callo fue
compacto, el cual en los niveles mas elevados de BA (2/0 y 3/0) estuvo asociado

con lana en su superficie.

La respuesta de formacion de callo en los ensayos con 2iP/AIA ocurrio de manera
muy similar a los tratamientos con BA/ANA (Tabla VI). Nuevamente la
proliferacién de ésle se dio atn en ausencia de la auxina, asi como cuando se
combinéd con la citocinina, lo que hace suponer que su efecto se vio estimulado
cuando ambos regufadores del crecimiento fueron tomados del medio por los

tejidos y alcanzaron en éstos un nivel propicio para inducir |a respuesta.

Los tratamientos con 2iP/AIA fueron los Gnicos que presentaron callo esponjoso,
sobre todo al elevar las concentraciones de citocinina (5/0, 5/1 y 10/1). En cuanio

a la naturaleza de callo que predomind en cada tipo de explante la respuesta fue
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Tabla VI.~ Formacién de callo en explantes de Ariocarpus retusus
Scheidw., cultivados 6 meses en medio Murashige y Skoog (1962),
suplementado con 2iP y AIA, pH $.7, 12 g/l agar, 26 * 16 h luz,
1800 lux.
REG. DEL CREC. CALLO
(mg/1)
TRAT . EXPLANTE| EXPL.CON CANT{- TIPO
2ip AIA RESPUESTA (%) DAD
1 0 0 c 0/3 (0) - -
L 1/6 (16) ++ sc
T 0/5 (0) - -
R 0/3 (0) - -
2 1 1} c 2/3 (66) +++ £
L 5/6 (83) +++ £
T 5/8 (62) ++ c
R 0/3 (0) - -
3 5 o (o] 2/3 (66) +++ e
L 476 (66) +++ e
T 11/11 {100) ++ et
R 2/3 (66) +++ e
4 10 Q c 2/3 (66) +t++ sc
L 6/6 (100) +++ £
T 8/8 (100) ++ e
R 0/3 (0) - -
5 0 1 c 1/3 (33) + £
L 1/6 (16) + £
T 0/6 (0) - -
R 0/3 (0) - -
6 1 1 c 1/3 (33)  +++ c
L 4/6 (66) +++ e
T 4/8 (50) ++ £
R 1/3 (33) + sc
7 5 1 c 2/3 (66) +++ e
L 6/6 (100) +++ e
T 8/8 (100) ++ e
R 1/3 (33) + [
8 10 1 c 3/3 (100)  +++ e
L 2/6 (33)  +++ e
T 5/7 (71)  +4+ et
R 3/3 (100) ++ e
€ - centrales £ - friable +++ (>1 - 53 cm3)
L = laterales c© = compacto ++ (0.6 = 1 _cm’)
T - tubdrculoeas e -~ asponjoso + {£0.5 em3)
R - raicen' :c semicompacto « nulo

~ con tricomas

-

explantes con respuesta/ ** cantidad promedio por

total de explantes explante
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Tabla VII.- Formacién de callo en explantes de Ariocarpus retusus
Scheidw., cultivados 6 y 12 meses en medio Murashige y Skoog (1962),
suplementado con K y AIA, pH 6.7, 12 g/l agar, 26 * 2 °C, 16 h luz,
1800 lux.

REG. DEL CREC. CALLO
(mg/1)
TRAT. EXPLANTE| EXPL.CON . CANT;; TIPO
K J AIA RESPUESTA™ (%) DAD
1 o 0 [of 0/3 (0) - -
L 1/6 (16) ++ sc
T 0/5 (0) - -
R 0/3 0) - -
2 1 0 c 2/3 (66)  ++ sc
L 0/6 (0) - -
T 0/10 (0) - -
R 0/3 (0) - -
3 5 0 c 2/3 (66)  ++ c
L 1/6 (16) + £
T 07 (0} - -
R 0/3 {0} -
4 10 0 ¢ 0/3 {0) - -
L 0/6 (0} - -
T 1710 (10)  +++ c
R 0/3 (0) - -
5 o 1 c 0/3 (0) - -
L 2/6 (33) + £
T 0/5 {0) - -
R 0/3 (0) - -
6 1 1 c 3/3 (100}  +++ £
L 2/6 (33)  ++ £
T 3/11 (27) + £
R 1/3 {33) + f
7 5 1 c 2/3 (66) +++ £
L 2/6 {33) +++ sc
T 2/9 {22) ++ sc
R 0/3 (0) - -
8 10 1 c 3/3 (100)  ++ ¢
L 0/6 (0) - -
T 1/8 (12) ++ sc
R 0/3 (0) - -
Cc - centrales ' £ - friable +++ (>1 - 53 emd)
L - laterales ¢ - compacto ++ (0.6 ~ 1_em3y
T - tubérculos sc - semicompacto + (0.5 cm3)
R - raices - nulo

* gxplantes con respuesta/ ** cantidad promedio por

total de explantes explante
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heterogénea, por ejemplo: en los explantes laterales se formé callo semicompacto .
(sc), friable {f) y esponjoso.

En el ensayo con K/AIA, la respuesta difiere de lo ocurrido en los tratamientos con
BAJANA y 2iP/AIA, ya que en éstos tratamientos el callo se formd en presencia de
citocinina y en ausencia de auxina, situacién que no se repite con K/AIA,

donde se observa generalmente una respuesta relativamente favorable cuando la

citocinina esta en combinacién con la auxina (Tabla Vil).

RESPUESTAS MORFOGENETICAS

Brotes

El desarrollo de los brotes in vitro fue evaluado cada mes, Dada la baja velocidad
de las respuestas, éstas se reportan a los 6 y 12 meses de cultivo (Tablas, Villy
1X).

Los brotes fueron definidos como aquellas estructuras que presentaron tubérculos
dispuestos en roseta con una regidén apical central de la cual surgian mas
tubérculos; el didmetro de la roseta fluctué entre 0.3 y 2.5 cm. Los tubérculos
fueron de forma conica con espinas setosas en el dpice. Cabe sefialar que, en la
mayoria de los brotes obtenidos, la parte basal del tallo no se diferencié del todo,
se confundia con el callo del cual se hablan formado y llegaban a formar mas

callo (Lam. 1c).

La tabla VIl muestra el nimero de brotes obtenidos por tipo de explante en cada

uno de los 24 tratamientos con BA y ANA después de'8 y 12 meses de cultivo.



Tabla VIIl.- Desarrollo de bortes in vitro a parir de explantes de Ariocarpus retusus Scheidw., a
los 6 y 12 meses de cultivo en medio Murashige y Skoog (1962), suplementado con BA y ANA,

pH §.7, sacarosa 30 g/l, agar 8 g/l, 26 £ 2°C, 16 h luz, 1800 lux.

EXPLANTES NUMERO DE BROTES
TRAT. | REG-DELCREC. | ..o CON
) RESPUESTA" (%) MESES TOTAL
BA ANA 8 12
1 ] 0 [ 073 0 0 ] o
L 06 0, 0 0 1]
T o4 0 0 [ 0
R 03 0 0 ] o
0
2 01 0 [~ 013 (0] 0 0 o
L 116 (16 0 5 5
T 04 0 0 0 0
R o3 0 0 0 o
5
3 05 0 c 213 66 o 10 10
L 6 50, 0 18 18
T 174 25 0 6 &
R 03 ) 0 0 [i}
34
4 1 0 c 3 66] 2 12 14
L 116 16 2 7 8
T 0/4 0 3 0 0
R 0/3 0 0 o Q
23
5 2 0 c 13 }33 10 0 10
L 6/8 00 19 2 21
T /5 100 1 [ 17
R 013 (0 0 o
48
8 3 0 c 3 66 4 3 7
L a8 66 10 1 1
T &6 (100 10 15 25
R 073 {0 4 0 0
43
7 0 0.1 [ 113 33 0 10 10
L 18 18, 0 1 1
T 17 14 1 0 1
R ”m 33 0 1 1
13
8 0.1 0.1 c 313 {100, 0 7 7
L o/8 0, 0 0 o
T 0f5 30 0 0 0
R "’ (33 0 1 1
8
9 0.5 0.1 [ 013 0 ] 0 [
L 08 0’ 0 0 0
T 074 0 0 0 Q9
R 013 0 ] [} 0
0
10 1 01 4 n 33 a 1 1
L 16 16 1 1 2
T 115 {20 1 0 1
R 0/3 (0 0 0 0
4
11 2 0.1 c 0/3 0} 0 0 0
L 38 (50} 0 5 5
T 355 {80} 0 3 3
R 03 ) 0 0 0
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12 ) 01 c 13 33 1 0 1
L 116 16 0 2 2

T 24 50 1 2 3

R 03 (0 0 o 0

6

13 0 0.5 c 073 [} 0 0
L 0/6 fo [} 0 0

T /4 0 0 0 0

R o3 0 0 0 0

0

14 01 0.5 c 03 0 0 ] 0
L 06 0 0 0 0

T [ 0 0 0 0

R 073 0 0 0 0

0

15 05 05 c 073 (0 0 0 0
L 6 (50 0 4 4

T 0/4 0 0 0 0

R o3 0 0 5 0

4

18 1 0.5 c 0 Eo 0 0 o
L o6 i 0 0 [

T 211 {18 1 1 2

R 03 (0! 0 0 [

2

17 2 0.5 c 073 (0 0 0 [
L 26 (33 1 2 3

T [ 0 0 0 o

R 013 o o o [

3

18 3 0.5 c 01 0 [ 0 0
L 6 (80 1 8 9

T 04 0 [ 0 a

R 013 ()} 0 0 0

]

19 0 1 c 03 0 0 0 0
L 0/6 0 0 0 0

T 318 37 1 2 3

R 073 [ 0 [ [

3

20 0.1 1 c 113 (33 0 2 2
L 0/6 {0 [ 0 0

T 16 (16 0 1 1

R 013 (0! 0 [\ 0

3

21 (X 1 c 013 (o; 0 0 0
L 06 {0 0 0 0

T 18 (16} 0 1 1

R 013 {0 [ 0 2

22 1 1 c 0/3 0 [ 0 0
L 0/6 0 0 0 0

T 0/6 0 0 0 0

R 013 0 0 0 0

o

23 2 1 c 043 (0} 0 [ 0
L 0/8 (0 0 o o

T 2/5 (40 1 1 2

R 03 (© [} 0 0

2

24 3 1 c 13 (33) 1 0 1
L 0/6 (0) 0 0 [}

T 15 (20, 2 0 2

R 073 [ 0 0 0

3

C- centrales T - tubérculos * explantes con respuestaitotal de explantes
L - laterales R - raices
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El mayor niimero de brotes se obluvo en el tratamiento 5, BA 2 mg/l en ausencia
de la auxina, con un total de 48 brotes regenerados y en el que respondieron et
100% de los tubérculos y explantes laterales, al menos un explante central v,
como ocurrio en la mayoria de los tratamientos, en las raices la respuesta fue casi
nula. Después de 12 meses, el mayor nimero de brotes fue regenerado por

explantes laterales {(21), seguidos de los tubérculos (17) y los centrales (10).

El segundo tratamiento favorable fue el nimero 6, con BA 3 mg/l, también sin la
auxina, en el cual se formaron 43 brotes; respondieron todos los tubérculos y sélo
el 66% de los explantes centrales y laterales. Estos dos ultimos, al igual que
todos los explantes regenerativos del tratamiento 5, formaron la mayoria de los
brotas dentro de los primeros 6 meses de cultivo, a diferencia de la conducta de
los tubérculos los cuales formaron la mayor cantidad de brotes a partir det
séptimo mes de cultivo. Esto parecio ser la regla en este estudio pues la mayor
frecuencia de las respuestas morfogenéticas en pricticamente el resto de los
tratamientos con formacién de brotes, se dio después de 6 meses de initiados los

cultivos.

La induccién y el desarrollo de los brotes ocurrid en los medios inicialés, no se
requiri6 de un segundo medio de cultivo. Sin embargo, una vez formados, su
crecimiento se vio favorecido en madio MS sin reguladores del crecimiento (Lam.
1d} y preferentemente con una alta cantidad de Bacto-agar que limitara la
disponibilidad de agua ya que los brotes facilmente se hiperhidrataban, ocurria el
sobrecrecimiento de los tejidos internos, fa plantula reventaba y terminaba
desorganizada en forma de callo, el cuai Hlegd a ser regenerativo adn en este

medio sin reguladores del crecimiento. La hiperhidratacion de los brotes en
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medios frescos fue la principal razén por la cual no se efectuaron subcuitivos a fo

largo de un afio de incubacién.

£l hecho de que la morfagénesis de los brotes ocurrié en presencia de la auxina y
citocinina, indica la capacidad de los tejidos para regular en forma endégena la
concentracion de estas sustancias adicionadas al medio que permitieron a las

células demostrar su totipotencialidad en las condiciones de cultivo ensayadas.

Otro factor que debid intervenir en el logro de un balance hormonal fue el tiempo
en que permanecieron los explanies sin subcultivo, en ese tiempo los reguladores

del crecimiento debieron reducir su actividad.

En los mejores tratamientos regenerativos, obtenidos con una alta concentracion
de BA, se requirid de varios meses {mas de seis) y con eilo la posible pérdida de
actividad de BA para lograr el desarrollo de la mayor cantidad de brotes. Dentro
de los primeros meses de cultivo ocurrié la induccion de la morfogenésis y en
algunos casos también se logrd la formacién de brotes que “"escaparon” a una
posible inhibicién por alta concentracion de BA (tratamiento 5. 2/0). Esta
condicidn permisiva puede suceder mediante algun proceso de inactivacion o

bien, por expulsidn de ta hormona del tejido (George y Sherrington, 1984).

La formacién de brotes estuvo asociada principalmente a la presencia de BA,
exceptuando los tratamientos 9 (0.5/0.1), 14 (0.1/0.5), y 22 (1/1) en los que ain
cuando se adiciond 1a citocinina, no hubo formacion de brotes y sélo en dos

tratamientos (7: 0/0.1 y 19: 0/1) en ausencia de BA se formaron brotes.
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Fue en ausencia de la auxina y en su mas baja concentracion (0.1) que se
generaron las mayores cantidades de brotes, por ejemplo en los tratamientos: 3,

4, 5,6, 11y 12 (0.5/0, 110, 210, 3/0, 2/0.1 y 3/0.1 respectivamente).

En términos generales, altas concentraciones de BA en ausencia de ANA
promovieron la formacion de brotes; los tejidos se mostraron muy sensibles,
negativamente, a la presencia de ANA pues ain a 0.5 mg/l se redujo
notablemente el nimero de brotes regenerados, esta respuesta se apega a lo
establecido por Skoog y Miller (1957 citados por George y Sherrington, 1984)

sobre que el balance a favor de las citocininas promoveria el desarrollo de brotes.

Se demostrd una capacidad morfogenética diferencial, de acuerdo at tipo de
explante, que de mayor a menor fue: explantes laterales, centrales, tubérculos y

rajces (numero total de brotes, 95, 69, 67, y 2 respectivamente).

La regeneracion da los brotes cominmente implicé una fase previa de callo, sin
embargo, se observaron varios casos de organogénesis directa, casi todos a
partir de los tubérculos, en los cuales los brotes se desarrollaron del apice de los

mismos {Lam. 1e).

El ensayo adicional de 2iP para explorar las respuestas de A. retusus ante otros

reguladores del crecimiento parecid arrojar resultados similares a los obtenidos
con BA y ANA (Tabla IX), y también se observaron algunas diferencias.

La formacién de brotes esluvo asociada a fa presencia de 2iP; sélo en el
tratamiento 5 (0/1) ocurrid ia formacion de un brote, atn sin 2iP.

Fue en ausencia de la auxina (AlA) (tratamientos 2 y 3; 1/0 y 5/0 respectivamente)

y en el tratamiento 8 (10/1) en los que se formaron la mayor cantidad de brotes.



62

Tabla IX.- Desarrollo de brotes in wvitro a partir de explantes de
Ariocarpus retusus Scheidw., cultivados 6 meses en medio Murashige y
Skoog (1962), suplementado con 2iP y AIA, pH 5.7, sacarosa 30 g/1,
agar 12 g/1, 26 * 2 °C, 16 h luz, 1800 lux,

REG. DEL CREC. BROTES
(mg/1) EXPLANTES
TRAT. EXPL coN « .
2ip AIA RESPUESTA™ (%) NUMERO TOTAL

1 3} 0 c 0/3 (0) [¢] N

L 0/6 (o) s}

T 0/5 (o) 0

R 0/3 (0) 0 0
2 1 0 c 2/3 . (66) 3

L 3/6  (50). 15

T a/8 L 7

R of3 ' o 25
3 5 0 c /3 o0

L 2/6 8

T 2/11 (18) 2

R 1/3 (33) 6 16
4 10 0 c 0/3 (0) 0

L 0/6 (0} 0

T a/8 (50) 4

R 0/3 (0) 0 4
5 0 1 c 0/3 (0) 1]

L 176 (16) 1

T o/6 (0} [+]

R 0/3 (0) 0 1
6 1 1 C 1/3 {33) 5

L 0/6 (0) o

T 0/8 (0) 1}

R 0/3 (0) [4 5
7 5 1 c 1/3 . (33) 3

L 1/6 (16) 2

T 1/8 (12) 1

R 0/3 (0) 0 6
8 10 1 [ 0/3 (0) 0

L 0/6 (0) 1]

T 5/7 {(71) 12

R 3/3 ©(100) 6 18

C - centrales T ~ tubérculos * explantes con respuesta/

L - laterales R - ralces total de explantes
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La mayor capacidad morfogenética fue expresada por los explantss laterales (26
brotes) y los tubérculos (26 brotes) seguidos de las raices (12 brotes) y los

explantes centrales (11 brotes).

Una comparacion entre los resultados de los tratamientos BAJANA (1/0) y 2iP/AIA
(1/Q) a los seis meses de iniciados los cultivos indicd que un menor numero de
brotes se formaron en BAJANA (4} en tanto que con 2iP/AIA (25) se formaron &

veces mas brotes, su induccidn y desarrollo fueron mas rapidos.

El efecto de estos dos reguladores del crecimiento (2iP/AIA) para la proliferacién
de brotes fue comprobado en Mammillaria elongata (10/1) por Johnson y Emino
(1979a), y mas recientemente por Arriaga (1994) para M. huitzilopochtli, en la
misma concentracion (Tabla 1).

No obstante en A. retusus la mejor respuesta se logrd con las concentraciones

mds bajas de 2iP y en ausencia de AlA (1/0), esto sugiere que debe realizarse
una exploracién mas extensa con diferentes combinaciones de los mismos

reguladores del crecimiento, que podria rendir mejores resultados.

Las diferencias mas notorias que se encontraron entre los tratamientos de
BAJANA y 2iP/AIA fueron:

a) en el mismo tratamiento (1/0), un mayor ntimero de brotes se formaron en

menos tiempo con 2iP/AIA que con BAJANA,

b) con 2iP/AIA los cuatro tipos de explantes formaron brotes. En el caso de las
raices esto fue notable pues con BAJANA la respuesta resulté minima, en tanto

que con 2iP/AIA fueron atin mas morfogenéticas que los explantes centrales.
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En estos eventos {a y b), la combinacion 2iP/AIA logré un estimulo mas eficiente
sobre el control de la morfogénesis no soélo para inducir esta respuesta en los
mismos explantes (L, T, C) sino para aumentarla (L, T) y aun promoverla en

raices.

Una de las razones por la que pudieron encontrarse diferencias entre los
resultados de los dos grupos de fitorreguladores esta en el hecho de que 2iP y
AlA son reguladores del crecimiento naturales que se encuentran en los tejidos
vegetales, en tanto que BA/ANA son compuestos sintéticos (Dodds y Roberts,
1982). Esta observacion encuentra apoyo en lo sefialado por Bui Dang Ha (1974,
citado por Street, 1979) sobre el efecto de la naturaleza de auxinas y citocininas
en las respuestas morfogenéticas: callo de Asparaqus formd brotes sélo con BA

en combinacion de AlA o ANA, pero no en presenciade Z 6 2,4-D.

En otro ensayo adicional se exploré la respuesta de los explantes a los
reguladores del crecimiento K/AlA; no obstante que con ellos se repora la

regeneracion de brotes en Mammillaria woodsii (2/2) (Kélar et al., 1976),

Astrophytum myriostigma y Frichocereus spachianus (0.5/5) (Vyskot y Jara, 1984),
y Echinocactus grusonii (4.3/0.8) (Friés, 1989), en A. retusus la respuesta fue

totalmente nula, ademas de que sélo con estos fitorreguladores ocurrid la

oxidacion de los explantes (el 25% del total).

Raices
La formacion de raices fue otra de |as respuestas organogenéticas observadas en
este estudio, la cual sucedid por via directa (a partir del explante) o via indirecta

(a través de una fase de callo).
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En las tres series de tratamientos (BAJANA, 2iP/AIA y K/AIA), todos los casos de
regeneracion de raices por organogénesis directa ocurrieron exclusivamente en
tubérculos, donde las raices (generalmente una por explante) se formaron en la
base de los mismos. La formacion de raices via indirecla se pudo observar a
partir de callo de explantes centrales, laterales y también de los tubérculos. No
existio una clara relacidn entre el desarrollo de éstas y los niveles de citocininas y

auxinas en el medio de cultivo.

"Desarrollo de plantulas

Via organogénesis se llegaron a formar plantulas completas en los medios de
induccién y en los medios sin reguladores del crecimiento después de que se
subcultivaron los brotes a tal condicion (Lam. 1f). Las plantulas tuvieron un
aspecto normal por lo que se realizaron ensayos para establecerlas en suelo, sin
embargo, esto no se logré pues las plantulas se marchitaron y terminaron por
morir. Entre fas posibles causas de ello estan las siguientes: 1) es probable que
las ralces no tuvieran una conexion vascular con el brote; 2) alteraciones
provocadas por hiperhidratacion (vitrificacién) (Ziv, 1991; Debergh et al., 1992):
es posible que el tallo presentara cloroplastos no funcionales o malformaciones
an la epidermis a nivel de los estomas y su falta de actividad; o la carencia de una
cuticula. Para una determinacidon precisa de estos cambios seria necesario

realizar estudios estructurales.

Embriogénesis somatica

Si bien los estudios exitosos de regeneracion de brotes y plantas completas de
cacticeas son escasos, los de induccién de embriones somaticos se encuentran
en menor nimero y, hasta donde se sabe, sélo existen 5 reportes: el de Minocha

y Mehra (1974) con Neomammillaria prolifera; e! de Rodriguez-Garay y Rubluo
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(1992) con Aztekium ritteri; el de Infante (1992) con Mediocactus coccineus; el de .

Stuppy y Nagl (1992) con A. retusus y el presente trabajo con la misma especie
(Tabla X; Lam. 2).

Stuppy y Nagl (1992) demostraron que es posible inducir la formacion de
embriones somaticos en esta especie, respuesta que obtuvieron en un medio sin
reguladores del crecimiento suplementado con agua de coco a partir de una
plantula hiperhidratada que se desorganizé en callo. El agua de coco

(endospermo liquido de las semillas de Cocos pucifera L.} es un complemento

organico que contiene sustancias promotoras del crecimiento especialmente con
aclividad citocinina, sin embargo, al tratarse de un compuesto de composicion
quimica no definida, su uso muchas veces no asegura la repetibilidad de los
eventos, no obstante ello, se dice que el empleo de concentraciones definidas de
fitorreguladores no legan a sustituir completamente el efecto de este complejo
(Dix y van Staden, 1982).

En el presente estudio, en forma eventual se formaron embriones somaticos
derivados de callo de un explante lateral, en el tratamiento con 0.5 mg/l de BA
combinado con 0.1 mg/l de ANA, asi como del callo originado de una plantula
germinada en medio MS-50% sacarosa 15 g/l que también se hiperhidrato y se
desorganizé.

El callo que formd a los embriones fue de color verde claro, friable, himedo y con
dreas cristalinas, debajo del cual habia porciones de tejido de aspecto oxidado
donde crecian y proliferaban los embriones en mayor numero y se encontraban
los mas desarrollados, éstos presentaron caracteristicas similares a las
mencionadas en el trabajo reportado por Stuppy y Nagt (1992) (Lam, 2a).

En los cultivos también se dié el proceso de embriogénesis somatica directa,
cuando los embriones adventicios se originaron directamente sin mediacion de

callo a partir de la superficie de otros embriones somaticos, este proceso
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Tabla X.- Trabajos reportades de embriogénesis somidtica en cacticeas

MEDIO DE

INDUCCION
EBPECIE EXPLANTE Y REG.CREC. RESPUESTA REFERENCIA
(mg/1)

Neomammillaria aréolas MS con agua ES Minocha y
prolifera de coco(20%) P Mehra, 1974
K (1.0) +
2,4-D (10.0)

Aztekium callo M8 K (2.0) + Estructu- Rodriguez-
ritteri 2,4-D (2.0) ras pare- Garay y
cidas a ES| Rubluo,
1992
Mediocactus Ph MS + ANA ES Infante,
cocclneus (0.5=1.0) 1992
Ariocarpus Ph MS con agua ES Stuppy y
retusus de coco(20%) P Nagl, 1982
Ariocarpus Ph MS-50%, saca- ES olgu;n,‘
retusus rosa 15 g/l 1994
Laterales MS BA (0.5) ES
+ ANA (0.1) P

Ph -~ Plantulas hiperhidratadas
ES - Embriones somiticos
P - Pléantulas

*El presente estudio
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denominado embriogénesis somatica secundaria fue comun observarlo en los |
embriones somaticos {muy pequefios} mas inmaduros que entraron en ciclos
rapetitivos de embriogénesis somatica directa y formaron cumulos de embriones
somaticos {Lam. 2b). Evans et al. (1981) y Sharp et al. (1982) (citados por
Williams y Maheswaran, 1986}, mencionan que la embriogénesis directa en un
cultivo parece ocurrir a partir de células pre-embriogénicas determinadas que
requieren solamente (un estimulo permisivo) de reguladores del crecimiento o
algun otro factor que les brinde condiciones favorables para expresarse como
tales, mientras que la embriogénesis indirecta requiere de una redeterminacion
celular, que se puede adquirir durante la proliferacién de callo.

Los embriones somaticos fueron inicialmente estructuras de forma oval hialinas
que con el tiempo cambiaron a cofor blanco, fueron compactos y de superficie
lisa, en cambio, Stuppy y Nagl (1992) describieron las primeras etapas de
desarrolio de Iqs embriones de color amarillo pélido. Los embriones se
caracterizaron por ser bipolares en cuyo extremoc apical, libre, existia una
depresién o hendidura que marcaba el desarrollo de los futuros cotiledones (Lam.
2c). En la region basal o polo ligad.o al callo se observo, de manera muy similar al
astudio repor{ado para esta misma especie, el desarrolio de un anillo de rizoides
donde posteriormente se desarroliaron raices. No se detectd la presencia de un
suspensor.

La formacion de los embriones somaticos estuvo relacionada con la presencia de
filtamentos hialinos, que en ocasiones formaron densas regiones pubescentes de
aspecto lanoso, en las que se enconlraban entremezclados los embriones
somdticos (Lam. 2b). Rodriguez-Garay y Rubluo (1992), notaron también la
presencia de filamentos similares a lana y mencionan que *..se desarrollaron
incontroladamente en los cultivos de A. rilteri y ocasionaron que los embriones no

progresaran”, En A, retusus no parecieron afectar a su desarrolio.
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Pocos embriones somalicos lograron desarrollarse en estructuras globulares de
color verde que presentaron aréolas y diminutas aspinas, la mayoria de ellos no
completaron su desarroflo y nuevamente formaron callo, situacion que también
reportaron Stuppy y Nagl {1992); posteriormente germinaron y se diferenciaron en
plantulas completas {Lams. 2d y 2e). A diferencia de lo reportado por estos
investigadores, no fue necesario remover a los embriones del callo que los origind
para promover su germinacion.

Las plantulas fueron subcultivadas en medio basal donde lentamente adquirieron
un aspecto normal, semejante al de aquellas obtenidas a partir de (embricnes
cigbticos) semilias (Lam. 2f). Solo una de estas plantulas obtenidas de embriones
somaticos fue posible establecerla en suelo con éxito en condiciones de

invernadero.

Si bien en el estudio de Stuppy y Nagl (1992) y en el presente trabajo se logrd la
propagacidén de la misma especie mediante la via de obtener embriones
adventicios, cabe sefialar que ambos trabajos fueron casi simultdneos pues
sucedid que cuando ya se tenian los resultados la publicacidn de dichos
investigadores fue de gran utilidad para el analisis e interpretacién que aqui se
ofrece. Se abtuvieron respuestas muy similares, como el hecho de que fue posible

regenerar plantulas de A. retusus via embriogénesis a través dei calio de una

pléntula hiperhidratada y, entre las aportaciones originales, esta el haber inducido
las respuestas morfogenéticas en medios quimicamente definidos asi como
identificar a los explantes laterales como el tejido embriogénico; asimismo se
logrd la regeneracion de plantulas completas via organogénesis en todos los tipos
de explantes ensayados y con ello comprobar que es posible la induccidn de su

potencial morfogenético.
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Si la regeneracién de brotes via organogénesis (directa o indirecta) fue un
resultado satisfaclorio para esta especie de lento crecimiento, la obtencién de
plantulas regeneradas via embriogénesis somatica lo es ain mas. Las ventajas de
la embriogénesis sobre Ia organogénesis son, entre otras, el obtener plantulas
completas ya con su raiz, lo que evita tener que someterlas a procesos de
enraizamiento (in vilfo o ex vitro) que muchas veces no permiten establecerlas en
suelo con éxito, por otro lado, el numero de regenerantes suele ser mayor por
procesos de embriogénesis que por organogénesis, ademas de gque se considera
que los embriones somalicos son mas estables genéticamente que los brotes

regenerados via callo.
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CONCLUSIONES

- Con la aplicacion de las técnicas de CTV fue posible la regeneracion de nuevos

individuos de A. retusus a partir de tejidos de plantulas germinadas in vitro.

- La germinacion de las semillas ocurrio en los tres tipos de medios de cultivo
ensayados. Los més altos porcentajes de germinacion se obtuvieron en los

medios MS {66.3%) y MS-50% sacarosa 15 g/l {63.8%).

- Las respuestas de los explantes cultivados después de 12 meses fueron; 1) la
formacién de callo y 2) respuestas morfogenéticas de dos tipos: a) via
organogénesis: regeneracion de brotes y raices; y b} via embriogénesis somatica:

formacién de embriones sométicos adventicios.

- Se obtuvieron cuatro tipos de callo: friable, compacto, semicompacto y
esbonjoso. Sin reguladores del crecimiento la formacién de callo fue minima, la
cual aumentd a medida que se incrementé la concentracion de citocininas asi
como cuando se combind con las auxinas. Los explantes que mas proliferaron en
callo fueron los centrales y los laterales; los tubérculos generalmente necesitaron
elevadas concentraciones de citocininas y el tipo de callo que formaron fue

compacto.

- La induccién y desarroilo de los brotes ocurrié en los medios iniciales y no fue
necesario un segundo medio de cultivo, no obstante, su crecimiento se vio

favorecido en medio MS sin reguladores del crecimiento.
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- La morfogénesis de los brotes ocurrié en presancia de auxinas y citocininas, sin .
embargo, el mayor nimero de regenerantes estuvo generalmente relacionado con
altas concentraciones de citocininas y bajas concentraciones o ausencia de
auxinas. Las mejoras combinaciones fueron: BA 2.0 mg/l, con un total de 48
brotes; y 2iP 1.0 mg/l, con 25 brotes, en ambos tratamientos a partir de los

explantes |aterales, tubérculos y centrales.

- Entre las combinaciones de citocininas/auxinas ensayadas, no fue
completamente evidente si la serie de tratamientos 2iP/AIA fue mejor que la serie

con BAJANA, en virtud de que sélo tuvieron un tratamiento en comtin (1/0).

- La respuesta de los explantes a la formacidn de brotes con los fitorreguladores
K/AIA fue nula.

- Bajo las condiciones experimentales ensayadas, todos los explantes utilizados
fueron regenerativos. Se demostrd una capacidad morfogenética diferencial de
acuerdo al tipo de explante, que de mayor a menor fue: explantes laterales,

centrales, tubérculos y raices.

- La regeneracién de brotes cominments requirid una fase previa de callo, sin
embargo, en algunos casos fue posible obtener regenerantes via organogénesis

directa a partir del dpice de los tubérculos.

- La rizogénesis a partir de los explantes cultivados ocurrié via organogénesis
indirecta, en los cuatro tipos de explantes, y via organogénesis directa,

exclusivamente en tubérculos.
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- Fue posible la formacion eventual de embriones somaticos en un medio de
cultivo con y sin reguladores del crecimiento, de los cuales sélo algunos lograron

desarrollarse en plantulas.

- No obstante que algunos de los brotes regenerados por organogénesis
desarrollaron raices en los medios de induccion, o sin fitorreguladores, no se
logré su establecimiento en suelo, a diferencia de una sola plédntula obtenida por

embriogénesis somatica.

Los resultados agui presentados contribuyen a la formacion de una metodologia
de micropropagacion que permitiria el establecimiento de plantas en condiciones
de invernadero como un primer paso para la reintroduccién a su hébitat; al mismo
tiempo, se evitaria la desaparicion de este recurso genético al propagarlo
masivamente con e! fin de satisfacer la demanda comercial y, de este modo,
impedir el saqueo de sus poblaciones silvestres; por otra parte, esta metodologia
podria ser aplicada a las especies del género Ariocarpus o a otras relacionadas

filogenéticamente.

La pequeiia pero significativa coleccion in vitro que se mantiene en el Laboratorio
de Cultivo de Tejidos Vegetales del Jardin Botdnico, demuestra de manera
objetiva que los resultados de la presente investigacion pueden contribuir al
conocimiento, conservacién y en un futuro al aprovechamiento sustentable de

Ariocarpus retusus sobre una base de produccién controlada,
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LAMINA 1. Organogénesis {c ~ £)

Ariocarpus retusus Scheidw., planta adulta en floracién.
Escala = 3.8 cm

Aspecto de los explantes disectados a partir de pléntulas
germinadas jin wvitro. ¢: central, L: laterales, R: raiz,
y T: tubérculos.

Escala = 1 cm

Brotes regenerados in yvitro por organogénesis indirecta a
partir de explantes laterales. La parte basal del brote
no est& completamente diferenciada () y se une con el
callo (c¢) que le dio origen. Cultive en medioc de
inducecién.

Escala = 0.7 cm

El crecimiento y desarrollo de los brotes in witro fue
favorecido en medio MS sin reguladores del crecimiento.
Escala = 0.5 cm

Brotes regenerados in vitro (b) por organogénesis directa
a partir del 4pice de un tub&rculo (t).

Escala = 0.25 cm

Conjunto de brotes que formaron rafces en el medio de -
induccién...

Escala = 1.2 cm



LAMINA 1. Organogénesis (¢ - f)
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LAMINA 2. Embricgénesis Somética

Callo embriogénico derivado de un explante lateral
(BA/ANA: 0.5/0.1 mg/l), con porciones de tejido de
aspecto oxidado (ox). Los embriones somdticos inicial-
mante fueron ovalados y hialinos (h), después de color
blanco (b), Yy posteriormente estructuras globulares
verdes (v) gque llegaron a germinar. Algunos no progre-
saron y nuevamente se desorganizaron en callo )
enmbriogénico y no embriogénico.

Escala = 1.5 mm

Embriones somidticos secundarios (ess) originados via
directa a partir de otro embrién som&tico (es). Notar la
presencia de filamentos hialinos (fh).

Escala = 1 mm

Embrién somatico en cuyo extremo apical se observa un
crecimiento (—) que indica el desarrollo de los cotiledo-
nes; la regién basal estd ligada al callo (c).

Escala = 0.3 mm

Embridén somitico (es) en germinacién. En la regi6én apical
se observa un surco que separa a los cotiledones (c). En
el extremo opuesto se encuentra la radicula (r).

Escala = 1 mm

Plantula originada por embriog&nesis scomitica. Notar las
raices (r) y otros embriones somaticos (es) en la base.
Escala = 0.4 cm

Plantulas obtenidas a partir de la gerxminacién de embrio-
nes somaticos y subcultivadas en medio MS sin reguladores
del crecimiento. Observar el desarrollo de las raices (r)
en el medio de cultivo.

Escala = 0.5 cm



LAMINA 2. Embriogénesis Somatica
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APENDICE I. Composicién de los medios a)Murashige y Skcog (1962) (MS)
sacarosa 30 g/l; b)MS-50%, sacarosa 15 g/l y c) 30 g/l. pH 5.7, agar 8
‘g/l.
CONCENTRACION
CONSTITUYENTE (mg/1)
MS [ MS-50%
Macronutrimentos inerdSnicos
. NH4NO3 1,650 825
KNO3 1,900 950
MgS04+7H0 370 185
KH,PO4 170 85
CaCly+2Hz0 440 220
Micronutrimentos inorgénicos
KI 0.83 0,415
H3BO3 6.20 3.1
Mns0y+4H;0 22.3 11.15
2n504+7HZ0 8.6 4.3
Na,MoO4 ¢ 2H20 0.25 0.125
CuS04+5H0 0.025 0.0125
CoCly6Hp0 0.025 G.o125
NayEDTA 37.3 18,65
FeS04'7H30 27.8 13.9
Compuestos 08
vitaminas
Ac. Nicotfinico 0.50 0.25
Piridoxina=HCL 0.50 0.25
Tiamina-HCL 0,10 0,05
Inositol 100 50
aminodcidos
Gligina 2 1
sacarosa {g/l) a) 30 b) 15
c) 30
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