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RESUMEN

Las cacticeas son plantas que en mucho caracterizan los paisajes mexicanos.
Se localizan principalmente en las zonas 4ridas, aunque a algunas de ellas se les
encuentra en las zonas tropicales, subtropicales y templadas. Presentan las
caracteristicas basicas de las demas dicotiledoneas; sin embargo, la extraordinaria
diversidad de especies, la gran variedad de formas de vida, asi como las diversas
estrategias que evolutivamente han desarrollado para hacer frente a la escasez de
agua, han hecho de ellas un grupo muy atractivo y por lo tanto vulnerable a la
extincion.

Existen varios métodos para su propagacion, entre ellos se encuentra el cultivo
de tejidos o micropropagacion que se considera uno de los mas importantes, ya que
representa una herramienta mas que puede ser utilizada en la conservacion de
especies amenazadas o en peligro de extincion. Motivo por €l cual, el presente trabajo
se propuso desarrollar el cultivo in vitro de Mammillaria conspicua a partir de plantas
etioladas, en un medio adicionado con reguladores de crecimiento.

Para ello se evalué el efecto de diferentes concentraciones de 6-(y,y-
dimetilalilamino) purina (0.0, 1.0, 5.0, 10.0, y 20 mg/l) en un medio de cultivo
Murashige y Skoog (1962). A continuacion se llevo acabo la aclimatizacién y
transplante a suelo de las plantulas obtenidas hasta definir el porcentaje de
supervivencia en un periodo de 2 meses. Posteriormente se realizdo un Estudio
Estereolégico mediante Microscopia Electronica de Barrido para establecer las
diferencias morfoldgicas entre las plantulas obtenidas in vitro, las aclimatizadas y la
planta silvestre. Y Por ultimo se realizé la determinacién y comparacion de la
actividad metabdlica con relacién a su capacidad de fijar CO; en los tres tipos de
plantas.

Los tratamientos que presentaron una mejor respuesta (regeneracién de
plantulas) fueron los de 10 y 20 mg/l. El resto, incluyendo el grupo testigo sélo
presentaron generacioén de callo. En cuanto a la aclimatizacion, todas las plantulas
sobrevivieron alcanzando en promedio una talla de 3 cm. de alto x 2 cm. de ancho.
Con el estudio estereoldgico se observd que las plantas originadas en laboratorio
presentan una cuticula muy delgada, células muy hidratadas, y estomas mds
pequefios, que se encuentran abiertos en presencia de luz. Diferencias muy marcadas
y contrarias a las que se han originado in vivo o de manera silvestre, e incluso de las
que se han aclimatizado. Finalmente con la determinacién de la actividad metabdlica
se establecié que tanto las plantulas obtenidas in vitro, como las aclimatizadas y la
planta silvestre llevan acabo en condiciones de laboratorio un metabolismo de tipo
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L- INTRODUCCION

México es uno de los siete paises con mayor diversidad biolégica en el
mundo, privilegio que comparte con naciones de Latinoamérica, Africa y Asia
(Toledo, 1988). Sin embargo, también comparten la desaparicion de especies
silvestres, resultado de su creciente actividad econémica; asi como por la intensa
modificacién y destruccién de su hébitat, en especial por la agricultura y ganaderia
(Rubluo et. al, 1993; Scheinvar, 1995).

En el caso particular de las cacticeas, México presenta cerca de 1500 de las
2000 especies conocidas hasta el momento de esta familia, donde un elevado niimero
de ellas son endémicas (Scheivar, op. cit.). Las cuales por lo extrafio de sus formas y
lo colorido de sus flores son objeto de comercio internacional a través del trafico
ilegal, que las coloca como uno de los grupos mas amenazados de la flora mexicana
(Ceballos, 1993; Glass, 1998).

Un ejemplo de ello es Mammillaria conspicua, especie endémica del Estado
de Puebla en especial de las zonas de Tehuacin y Zapotitlan de las Salinas (Bravo-
Hollis, 1991), que aun cuando en la actualidad no se encuentra registrada ante la
Norma Oficial Mexicana (NOM-059-ECOL-1994) presenta la posibilidad de estarlo
en poco tiempo, debido a su colecta indiscriminada por su importancia ornamental y
al consumo constante por ganaderia menor (Alvarez, 1997).

Ante esta situacién, es importante contar con alternativas que permitan la
propagacidén y recuperacion de especies silvestres que corren el riesgo de estar
amenazadas o en peligro de extincién.

Una metodologia que ha demostrado su utilidad es el cultivo de tejidos
vegetales, ya que ademds de aventajar notablemente a otros métodos tradicionales,
ayuda a impedir o disminuir las colectas de campo y sirve como fuente de recurso
econémico al establecer sistemas de comercializacion basados en métodos de
propagacién controlados (Sanchez, 1993).

Dichas técnicas han sido ampliamente aplicadas con plantas ormamentales
desde la década de los setenta, en cuanto a cactdceas, se¢ han establecido medios de
cultivo aptos para su propagacion; se ha determinado la influencia de los reguladores
de crecimiento; se han realizado experimentos sobre la estimulacion de meristemos; y
se han estudiado las condiciones optimas para la activacién areolar. Sin embargo
pocos trabajos han reportado el cultivo de tejidos en cactaceas a partir de plantas
obtenidas de campo y sometidas a etiolacién.

La etiolacién es un fendmeno que se induce en la planta al colocarla en total o
parcial obscuridad. Durante esta, la planta disminuye su actividad fotosintética e
incrementa su actividad invertasa, manteniendo altos niveles de actividad auxinica;
observandose un alargamiento de la planta y proliferaciéon de nuevos brotes (Flores y
Ortiz, 2000). Por lo cual el presente trabajo se propuso desarrollar el cultivo in vitro
de Mammillaria conspicua a partir de areolas activadas in vivo por etiolacion.
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IL- ANTECEDENTES
2.1.- Origen de Ja Familia Cactaceae

Hasta ahora, sélo se han encontrado en el continente Americano escasas
evidencias fosiles que comprueban el origen y antigiiedad de las cactaceas, por lo que
se cree que son la familia vegetal mas joven de todo el continente,

Sin embargo, estudios recientes consideran su origen en el llamado trépico
seco centroamericano y antiilano, ya que alla se encuentra el grupo de cactus mas
antiguo, representado por la subfamilia Pereskioideae, quien todavia posee hojas
laminadas, bien desarrolladas y crasas (Leén y Valinte-Baunet, 1994).

2.2.- Distribucién y habitat

La familia cactaceae es considerada una de las mas variadas de la Tierra, pues
se encuentra representada en practicamente casi todos los ecosistemas. Y aunque
algunas de ellas como el género Opuntia llegan a habitar naturalmente latitudes tan
frias como Canad4, y otras como el género Rhipsalis se encuentran en regiones
tropicales, la mayoria se distribuye en zonas de clima arido y semidrido conocidas
como desiertos (Ledén y Valinte-Baunet, op. cit.).

Los desiertos son areas donde el aire descendente se concentra y se calienta,
en consecuencia reciben poca lluvia, en promedio llegan a tener menos de 25 ¢m. de
lluvia al afio. Y debido a que el aire contiene muy poca humedad, el clima es
extremoso, en particular durante el dia donde la insolacién, la evaporacién y la
transpiracién son muy intensas (Curtis-Barnes, 1999; Rzedowski, 1981).

En nuestro pais, las regiones aridas y semiaridas se encuentran en el norte y
parte del centro, destacando el desierto Chihuahuense, el desierto Sonorense, el Valle
de Tehuacan, Puebla y la zona arida Querétaro-Hidalguense (Hemandez y Godinez,
1994).

2.3.- Caracteristicas
2.3.1.- Caracteristicas generales

Son plantas suculentas o camosas, cuyas formas son muy peculiares y
variables como resultado de la adaptacion a medios secos en que la mayoria crece, la
adaptacion posterior de otras a la vida epifita de las selvas tropicales, y posiblemente
también a los diversos tipos de polinizacién que experimentan, principalmente por
medio de insectos, aves y mamiferos (Bravo-Hollis, 1978). En general son plantas
perennes, fanerégamas, y dicotiledoneas. Cuyo ciclo de vida va de los 2 a los 100
aflos o mas, segun la especie. Y su madurez sexual se Heva acabo a los dos o tres
aflos, aunque a algunas especies les puede tomar varios lustros (CONABIO, 1997).




2.3.2.- Caracteristicas morfol6gicas

Cuentan con tres tipos de raices. Una principal, las secundarias y las
temporales. La raiz principal constituye el sistema de fijacion, pues se introduce
verticalmente en el suelo y su desarrolio es proporcional al tamailo y la fuerza de
traccion del vegetal; las secundarias intervienen particularmente en la adsorcién de
agua y las sustancias nutritivas disueltas en ella; y las temporales que solo aparecen
durante la "época de lluvia", estas llegan a alcanzar hasta varios Km. de distancia, ya
que la longitud a la que llegan est4 en relacién con el factor humedad, utilizandolas
para buscar y aprovechar la poca agua que haya quedado bajo las piedras.

El tallo conforma basicamente el cuerpo de la planta. Es de color verde por
que en el se concentra la actividad fotosintética (metabolismo tipo MAC). Su
apariencia carnosa, es resultado del gran desarrollo del parénguima, lo que les
permite conservar agua y nutrientes para sobrevivir durante prolongados periodos de
sequia. Ademas de que, por estar cubierto por una cuticula gruesa donde los estomas
se reducen, se hunden y se protegen se ve mas engrosado. Varian en forma, tamailo y
ramificacidn, pero en ellos siempre se aprecian tubérculos o costillas.

Los tubérculos (caracteristicos de las cactaceas globosas, como el genero
Mammillaria) se consideran la base hipertrofiada de las hojas, que se forman a partir
de la yema cotiledonar apical. Se ordenan en series espiraladas, asi en las plantas ya
desarrolladas, los tubérculos mas viejos se encuentran en la base del tallo, en tanto
que los recién formados estdn en el apice. En las cactaceas columnares, los tubérculos
se unen verticalmente para formar las costillas.

De dichos tubérculos o costillas nacen las areolas, estructuras de aspecto
algodonoso consideradas como yemas homélogas a las yemas axilares de las otras
dicotiledéneas. Las cuales debido a su meristemo dan origen a las espinas, cerdas,
pelos, nuevos tallos y flores.

Las hojas bien diferenciadas existen solamente en los géneros primitivos:
Pereskia, Pereskiopsis y Quiabentia, en el resto se encuentran espinas, adaptacion
que permite a la planta reducir la superficie de transpiracion.

Por ello se dice que las espinas son hojas modificadas. Estas se forman a
expensas de los tejidos meristemdaticos de las areolas de la misma manera que las
hojas, su crecimiento se debe a un meristemo que existe en su base, y el
endurecimiento a un proceso de lignificacion de los tegumentos. Sus funciones
consisten en proteger contra la depredacion por animales herbivoros, producir sombra
y proteccion al tallo reflejando los rayos solares o formando una verdadera coraza,
condensar la humedad ambiental y dirigirla hacia las raices donde es absorbida, y
facilitar la propagacion vegetativa cuando se adhieren a la piel de algin animal que
dispersa los tallos (Bravo-Hollis, 1978; CONABIO, 1997).




La flor es hermafrodita. Su forma cominmente campanulada. Sus colores
variados y combinados. Las hay diurnas y nocturnas. Y su produccién se restringe a
una por areola. Las inflorescencias sélo tienen lugar en las especies primitivas.

El fruto puede ser carnoso, jugoso o seco, envuelto en una cubierta mis o
menos delgada. Consta de una cdmara en cuyo interior se encuentran las sernillas
unidas por una estructura llamada funiculo, la cual determina su carnosidad o
suculencia. Su forma es variable desde globosos a alargados. Externamente son
lanosos, espinosos, 0 escamosos. Y su coloracién es blanca, verde, amarilla, purpura,
azul o casi negra {Bravo-Hollis, 1978, CONABIQO, 1997).

2.3.3.- Hibitos y formas de vida

Las cacticeas poseen formas de vida muy diversas, se consideran trepadoras
(sus tallos al crecer buscan un soporte al cual adherirse a través de sus raices
adventicias), epifitas (viven sobre los arboles sin llegar a ser parasitas), rupicolas
(viven sobre rocas calizas, basalticas o de granito), o gipséfilas (prefieren suelos ricos
en yeso). Por su habito de crecimiento, las hay arbéreas como Carnegiea gigantea
(saguaro), arbustivas como Opuntia cantabrigiensis (nopal), y terrestres como
Mammillaria conspicua (biznaga).

En general crecen solitarias, aunque algunas tienden a ramificarse en exceso,
principalmente desde la base llegando a formar colonias (CONABIO, 1997).

2.3.4.- Metabolismo

Poseen un metabolismo de tipo MAC o Metabolismo Acido de las
Crasulaceas. El cual se encuentra relacionado con plantas que suelen encontrarse
donde el agua es escasa o de dificil acceso, incluyendo regiones desérticas y
semidesérticas, marismas y sitios epifitos. En estos habitats, las plantas MAC (como
todos los vegetales), deben mantener el agua y obtener CO;, pero si abren sus
estomas por completo durante el dia para hacerlo, transpiran demasiada agua lo que
trae como consecuencia la muerte. Por lo tanto, estas plantas abren sus estomas y
fijan CO; en acido malico durante la noche, cuando la temperatura es mas baja y la
humedad relativa es mayor (Salisbury, 1994).

2.4.- Importancia

Las cacticeas representan para las zonas aridas un grupo ecol6gico muy
importante, ya que proporcionan a la fauna factores como proteccion (habitat) y
alimento (frutos, semillas, néctar y polen). Ademds son un freno en la degradacién de
los suelos deforestados por la agricultura y el pastoreo, entre otros.

Para el ser humano, han sido y son parte primordial de sus actividades
culturales {practicas magico-religiosas); pero principaimente una fuente econdmica,
de alimento, medicinas y materias primas (CONABIO, 1997, Sanchez-Mejorada,
1982).
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Un gran numero de ellas son comestibles y las partes aprovechables suelen ser
variables segiin las especies. Los tallos pueden ser utilizados como aporte de agua, ya
que poseen sales minerales que evitan la deshidratacién. Con otros se realizan
mermeladas y dulces cristalizados, como son las pencas jovenes de nopal y el acitrén.
Y algunos mas se comen a manera de verduras como los géneros Opuntia y Nopalea
comiinmente conocidos como “nopalitos”, los cuales se preparan de muy distintas
maneras: al vapor, en escabeche, asados, crudos, etc. Las flores, son ingeridas
principalmente por algunas etnias indigenas como compiemento alimentario, por
ejemplo los Seris comen las flores de Opuntia versicolor y los Otomies utilizan los
ovarios de Nopalea auberi. De la misma forma algunas comunidades rurales las
consumen capeadas con huevo o mezcladas con diferentes guisos, como es el caso de
las flores de Mirtillocactus geometrizans en los estados de Puebla y Oaxaca. Entre los
frutos, las tunas, xoconoshtles, garambullos, pitayas, pitahayas, jiotillas, alicoches,
chichipies, pochas, chilitos, etc. son los mas utilizados, pues se conocen desde la
época prehispanica. Su valor alimentario se debe a su alto contenido de azicares,
proteinas, grasas y vitaminas. Y pueden ser ingeridos crudos, cocidos, secados al sol,
en conserva, en aguas, jarabe, ates o mermeladas.

Por otra parte, este grupo vegetal ha sido utilizado ampliamente en la
medicina tradicional indigena, representada por chamanes y curanderos; asi como en
las practicas magico-religiosas que hasta la fecha se siguen realizando, sobre todo en
los grupos tribales asentados en la Sierra Madre Noroccidental, tales como los
Taraumaras, Tepehuanos, Coras y Huicholes.

Actualmente gracias a su gran eficacia y a la persistencia de su uso como
plantas “curativas”, numerosos investigadores se han dado a la tarea de encontrar y
aislar los agentes activos que poseen propiedades medicinales como: analgésicos,
diuréticos, cardiotonicos, laxantes, astringentes, desparasitantes, desinflamantes, etc;
y de esta manera incorporarlos a la medicina alopatica, homeopética o naturista.

Hasta el momento sdlo se han descrito algunos de los beneficios que la
sociedad obtiene de esta familia, sin embargo, existen otros de igual importancia; por
ejemplo: los haces vasculares de las cacticeas columnares (una vez desecadas) se
emplean como madera de construccidn y combustible; las espinas de muchas especies
son usadas como agujas, palillos y como herramientas para grabar cerdamica y cuero.
Los pelos sedosos de algunas biznagas y columnares se ocupan para la confeccion de
textiles. Del nopal se ha procesado caucho sintético (en Espaiia) y anticorrosivos (en.
E. U.); asi mismo, su celulosa es empleada en la produccién de pergaminos y la
extraccién de taninos (usados para el curado de pieles). Como setos vivos o para
delimitar propiedades en forma de cercas son altamente practicos y efectivos. Como
forraje, abono verde, fijadores de insecticidas y pegamento también son utilizados.
Del mismo modo, se han extraido diferentes pigmentos estables de una gran
variedad de frutos, los cuales son altamente recomendables para tefiir alimentos,
medicamentos, juguetes y cosméticos, ya que no son toxicos. Finalmente la demanda
de cactdceas para su empleo como plantas de omato ha ido en aumento a nivel
mundial (CONAB!O, 1997; Mizrahi et. al. 1997; Sanchez-Mejorada, 1982; Riha y
Subik, 1991).
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2.5.- Programas de conservacion

Existen dos principales estrategias de preservacién y conservacién, las cuales
estan encaminadas a la proteccion de las especies en su hébitat (in situ) o fuera de las
dreas donde crecen de forma natural (ex situ).

Las estrategias de preservacion in situ estin disefiadas para mantener el
ambiente natural representativo del lugar; es decir, la diversidad genética de las
especies silvestres en especial las endémicas, amenazadas y en peligro de extincion;
asegurando el aprovechamiento sustentable para la poblacién local.

Las estrategias de conservacioén ex situ pretenden mantener colecciones vivas
que actian como reservorios de germoplasma, en lo cuales se realizan actividades de
investigacion, propagacion y educacion, permitiendo la proteccion y supervivencia de
una parte de la variabilidad genética. Estas constituyen las mas importantes acciones
que impiden o disminuyen la sobrecoleccion de especies silvestres. Ademds de que
son una buena alternativa para los paises (como México) que carecen de tecnologias y
recursos econdmicos que les permitan aprovechar comercialmente (y de manera
racional) sus recursos naturales, pues tienen la ventaja de ser métodos de muy bajo
costo (CONABIO, 1997).

2.5.1.- Métodos de propagacién

Los métodos utilizados para la reproduccion de cacticeas son variados, €
incluyen la propagacién sexual a partir de semilla o diferentes formas asexuales ya
sean, hijuelos, esquejes, injertos o cultivo de tejidos (CONABIO, op. cit.).

2.5.1.1.- Cultivo de Tejidos

E! cultivo de tejidos también conocido como cultivo irn vitro o
micropropagacion es la obtencion de plantas nuevas a partir de pequefios explantes,
como embriones, semillas, granos de polen, tallos, meristemos 4picales, o células
aisladas, en un medio artificial y bajo condiciones asépticas. Tiene su fundamento en
la "Teoria de la totipotencialidad" la cual establece que cada célula es autosuficiente y
por lo tanto capaz de regenerar una planta completa, si se le coloca en un ambiente
propicio para ello. Por lo que este tipo de reproduccién se perfila como una de las
técnicas mds idéneas ya que posee muchas ventajas en comparacidn con otros
métodos tradicionales: 1) Permite reproducir grandes cantidades de plantas a partir
de pocos explantes, lo que facilita la propagacién en casos donde las especies son
escasas en la naturaleza. 2) Minimiza la necesidad de tener que intervenir las areas
naturales para obtener plantas madre o propégulos. 3) Reduce la mortalidad que
presentan las plantulas en las primeras fases de desarrollo, en su ambiente natural.
4) Ya que se trata de un cultivo en condiciones asépticas, permite la obtencion de
plantas libres de patégenos; facilitando el movimiento de material vegetal entre zonas
geograficas sometidas a regulaciones sanitarias. 5) Reduce considerablemente el ciclo
de cultivo. 6) Y promueve la precocidad favoreciendo el florecimiento temprano
(Pierik, 1999; Sanchez, 1993; Hurtado y Merino, 2000).
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2.5.1.2.- Elementos de cultivo
a) Medio nutritivo

Los ingredientes del medio de cultivo se clasifican en sales inorginicas
(macro y micro nutrientes) compuestos organicos y agentes gelificantes.

Las sales inorganicas representan los minerales esenciales para el crecimiento
y desarrollo de una planta. Los compuestos orgédnicos, son la fuente de energia
(carbohidratos), compuestos quimicos indispensables para el metabolismo
(vitaminas) y reguladores de crecimiento (hormonas). Los agentes gelificantes tienen
como papel ser un soporte natural para ef indculo.

b) Material vegetal

Se pueden utilizar dos tipos de material vegetal para su cultivo in vitro,
plantas cultivadas bajo condiciones controladas o plantas provenientes de campo
(Pierik, 1990; y Hurtado-Merino, 2000).

2.5.1.3.- Factores que influyen sobre el crecimiento y
desarrollo del cultivo

a) Luz

La luz es indispensable para las cacticeas, ya que estimula su desarrollo,
influyendo en la forma de los 6rganos y en la pertodicidad de vida. Una luz
insuficiente implica una mayor lentitud de crecimiento, deformaci6én, cambio en la
coloracion tipica, y menor resistencia a las enfermedades.

b) Temperatura

Las cacticeas requieren para un crecimiento Optimo en laboratorio de
temperaturas relativamente elevadas (entre 23 y 35°C). Esto se aplica sobre todo a las
de origen desértico y tropical; sin embargo, las plantas originarias de las regiones de
gran aititud o de las zonas alejadas del ecuador, prefieren temperaturas menores

¢) Humedad

Se conoce poco sobre la influencia de ésta en el crecimiento y desarrollo in
vitro, sin embargo se sabe que una alta humedad relativa en la camara de cultivo
favorece una mayor produccion infecciones.

d) Oxigeno

Por ultimo, no debe olvidarse que la aireacién es un factor importante para el
crecimiento de las células, por lo que debe facilitarse disponiendo poca cantidad de
medio en el frasco de cultivo (Pierik, 1990; y Hurtado-Merino, 2000).
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2.5.1.4.- Tipos de cultivo
Existen diferentes tipos de cultivo, los cuales se basan en medios nutritivos
especificos para el material vegetal que se utiliza, en relacién con lo que se desea
obtener. Estos son:

a) Cultivo de plantas completas

Este tipo de cultivo consiste en sembrar semillas intactas, para obtener
plantulas y plantas completas.

b) Cultive de embriones

Este cultivo implica el aislamiento y crecimiento de embriones inmaduros,
con el fin de obtener plantas completamente desarrolladas.

¢) Cultivo de células-aisladas

Es el crecimiento de células individuales obtenidas a partir de un tejido, callo
o cultivo en suspensién, con la ayuda de enzimas o mecénicamente.

d) Cultivo de protoplastos

Es el cultivo de células sin pared, que se producen por la degeneracion
enzimatica de esta.

e) Cultivo de 6rganos

Consiste en utilizar porciones de la planta como meristemos, yemas, vastagos,
raices, etc. para regenerar plantas completas (Pierik, 1990; Hurtado y Merino, 2000).

2.5.1.5.- Método de cultivo
a) Esterilizacion del material vegetal

Existen 2 fuentes principales de infeccién en la planta, su interior y su
exterior. Si existen infecciones internas debe determinarse la causa y tratarse. Si no,
se puede continuar con la desinfestaciéon superficial. La cual consiste en realizar un
lavado con agua, y con sustancias quimicas como etanol, hipoclorito sédico,
hipoclorito célcico, cloruro de mercurio, etc.

b) Aislamiento

Después de la esterilizacion, todo debe realizarse en un ambiente totalmente
aséptico o en una camara de flujo laminar. Ahi, el material vegetal se coloca sobre
una placa de vidrio donde se llevara acabo la obtencidon de los explantes (Pierik,
1990; Hurtado y Merino, 2000).
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¢) Inoculacién

Durante esta fase, el frasco que contiene el medio, debe estar en posicién
horizontal y con la boca hacia el flujo de aire, lo que reducirad el grado de
contaminacién. Los explantes se ponen sobre el medio, hundiéndolos ligeramente.
Para posteriormente colocarlos en incubacién (Pierik, 1990; Hurtado y Merino,
2000).

2.5.1,6.- Respuestas morfogenéticas
a) Formacién de callo

El callo es basicamente un tejido no organizado, formado por células
diferenciadas y no diferenciadas, que se dividen de forma activa.

b) Regeneraciéon de 6rganos

Un é6rgano es una parte de un organismo que se compone de varios tejidos
especializados para cumplir determinada funcion. Dependiendo de la especie vegetal
y de donde se haya originado el callo, se puede 0 no producir la formacion de
organos. Los que mas facilmente se regeneran, son las raices. La formacién de
vastagos se cree, esta influida por factores mas complejos como las concentraciones
hormonales.

¢) Regeneraciéon de embriones

El embnidn es el organismo formado después de la segmentaciéon. Cuando los
embriones regeneran a partir de células o tejidos somaticos, se habla de una
embriogénesis somética, que se considera opuesta a la embriogénesis cigotica,
resultado de la fertilizacion de una célula gamética (Pierik, 1990; Hurtado y Merino,
2000).

2.5.1.7.- Aclimatizacién y transplante

Debido a que las condiciones de las plantulas dentro del frasco de cultivo
difieren mucho de las del medio ambiente, es necesario someterlas a un tratamiento
de aclimatizacién para evitar la pérdida de propagulos al ser transplantados a suelo.
Es una de las etapas que tiene mayor importancia en la técnica de propagacion in
vitro, la cual consiste en la disminucion paulatina de dichos factores de manera
controlada, hasta que las plantulas son transportadas a un sustrato determinado y
colocadas en invernaderos o en campo (Hurtado y Merino, 2000).

2.6.- Trabajos realizados

Desde hace mucho tiempo, la técnica de cultivo de tejidos ha sido una parte
muy importante para comprender mas acerca de la fisiologia vegetal. Entre los
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trabajos mas importantes se encuentran, el realizado por Skoog y Miller (1957) donde
demostraron que las concentraciones de 2 clases de hormonas vegetales: las auxinas y
las citocininas, determinan las respuestas morfogenéticas de las plantas en
condiciones de cultivo in vitro, y que los requerimientos son especificos de cada
especie.

Mauseth y Halperin (1975) publicaron un estudio sobre el control hormonal
de la organogénesis en Opuntia polyacantha. Encontrando que cuando las areolas
eran cultivadas en medio MS modificado y algunas hormonas de crecimiento (BAP,
AG; y ANA) aumentaban en tamafio y produccion de hojas.

Mauseth (1976) trabajé en los efectos de las citocininas y el AG3 en la
estructura y metabolismo de los meristemos de brotes apicales en Opuntia
polyacantha. Estableciendo que al usar una citocinina (BAP) el meristemo aumenta
de tamafio y los primordios producidos se desarrollan como hojas fotosintéticas. En
cambio, el GA; produce que los primordios se desarrollen como espinas.

Mauseth (1977) establecié por primera vez las ventajas que representan las
técnicas de micropropagacién para la conservacion de especies amenazadas. El
trabajo estuvo enfocado a determinar un medio de cultivo apto para la propagacion de
11 especies de cacticeas, todas con éxito. El medio utilizado fue tomado de Lin y
Staba (1961} con la adicién de 5 Mm. de nitrato de amonio y 40 Mm. de nitrato de
potasio a una concentracion del 50%.

Johnson y Emino (1979) realizaron 2 investigaciones. La primera destinada a
la propagacioén in vitro de Mammillaria elongata usando medio MS y diferentes
auxinas y citocininas {2,4-D, 2ip, ANA, AIB, AlA). Hubo formacién de callo, raiz
y brotes, siempre con la combinacién de ambas hormonas. La segunda estuvo
dirigida al cultivo de 8 especies de cacticeas, con el mismo medio. Obtuvieron callos
en todas las especies, enraizamiento en 6 y diferenciacion de tatlos en 4.

Vyskot y Jara (1984) describen una técnica basada en la estimulacion
hormonal para el crecimiento y desarrollo de meristemos queiscentes en Mammillaria
carmenae, M. prolifera y Astrophytum myriostigma, cultivadas en un medio
s6lido MS enriquecido con AIA, ANA, BA y Kin, obteniendo tallos directamente de
los meristemos axilares.

Ault y Blackmon (1987) llevaron acabo la reproduccién de Ferocactus
acanthodes, especie amenazada del desierto de Sonora. Utilizaron como material
vegetal plantas obtenidas de semillas, y como medio de cultivo el MS, suplementado
con fosfato de sodio, inositol, adenina, acido nicotinico, piridoxina, tiamina, cinetina
y é4cido naftalenacético. Logrando !a proliferacién de tallos axilares, en un promedio
de 6.6 plantulas por explante.

Clayton y colaboradores (1990) publicaron un estudio, sobre propagacién in
vitro de 11 especies de cacticeas raras y en peligro de extincion: Escobaria
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missouriensis, E. robbinsorum, Sclerocactus spinosior, Toumeya papyracantha,
Mammillaria wrighfti, Pediocactus bradyi, P. despainii, P. knowltonii, P. paradinei,
P. winkleri y S. mesae-verdae, pertenecientes a la subtribu Cactinae. Los explantes
utilizados fueron obtenidos de plantulas germinadas in vitro. Los cuales estuvieron
sometidos a diferentes concentraciones de citocininas y auxinas, midiendo su efecto
sobre proliferacion de brotes axilares. Reportaron que se requirieron desde
concentraciones bajas, moderadas y hasta altas de citoquinina para obtener la
proliferacion de dichos brotes y que todas las especies enraizaron espontineamente
utilizando un medio sin hormonas.

Dabekaussen y otros investigadores (1991) desarrollaron un sistema de cultivo
para estudiar la activacion areolar in vitro en explantes de Sulcorebutia alba;
observaron que la citoquinina (BA) jugd un papel esencial previo a la activacion
areolar; y que la concentracion de 0.25 mg de BA en el medio de cultivo tuvo buenos
resultados. La utilizaci6én de la citoquinina 2ip no fue conveniente, ya que esta
incremento la formacion de callos. Las condiciones fisicas optimas para la activacion
areolar fue a una temperatura de 27°C y una irradiacién de 2.3 W.

Fay y Gratton {1992) publicaron una revisién bibliogréfica sobre el cultivo de
tejidos en cactaceas y otras suculentas. Resumiendo los avances mas importantes de
las familias Apgavaceae, Aizoaceae, Aloaceae, Asclepiadaceae, Cactaceae, y
Euphorbiaceae.

Garay y Rubluo (1992) evaluaron las respuestas morfogenéticas in vitro de
una cactacea en peligro de extincion, Aztekium ritteri. Los explantes utilizados fueron
pequefios fragmentos de tallo, que se colocaron en medio MS con vitaminas L2 y
combinaciones de diferentes reguladores (BA, ANA, 24D, AIB y Kin). Obtuvieron
formacion de callo, brotes, y estructuras embrionarias.

Quintana (citado por Sanchez, 1993), mantiene desde 1992 un programa de
propagacion in vitro de especies ornamentales en el cual se reproducen 6
especies de cactus: Leuchtenbergia principis, Strombocactus disciformis,
Mammillaria aureilanata, M. bocasana, M. perezdelarosa y Melocactus dawsonni.
Donde por lo menos una ha alcanzado la fase de aclimatizaciéon y transplante en
invernadero, asi como su venta comercial.

Pérez y otros investigadores (1998) realizaron la micropropagacidén de 21
especies de cacticeas mexicanas de los géneros: Astrophytum, Cephalocereus,
Coryphantha, Echinocactus, FEchinocereus, FEchinofossulocactus, Ferocactus,
Mammillaria, Nyctocereus y Stenocactus, todos con éxito. El material vegetal
utilizado fue semillas y segmentos de brotes juveniles que fueron incubados en medio
MS adicionado con diferentes concentraciones de BA y ANA.

Bhau (1999) llevo a cabo la regeneracién de Coryphanta elephantidens a
partir de explantes de raiz que fueron cultivados en un medio MS adicionado con 3%
de sacarosa y diferentes concentraciones de auxinas (2,4-D, AIA, AIB, ANA) y
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citocininas (BAP, Kin). Observaron que a altas concentraciones de 2,4-D
promovieron una rdpida formacién de callo, mientras que el AIA un lento
crecimiento. BAP provee un menor potencial en la formacién de brotes que Kin con
las otras auxinas.

Finalmente Flores y Ortiz (2000) realizaron la propagacién in vitro de
Cephalocereus senilis a través de activacion areolar por etiolacién. Donde las plantas
se colocaron en semioscuridad (Sum/m?/s) por 8 semanas. Utilizaron como regulador
de crecimiento una citocinina (BAP), obteniendo mejores resultados con la
concentracién de 10 mg/t después de 30 semanas de cultivo en medio MS.

Por otra parte, pocos trabajos se han dado a la tarea de medir indicadores
fisiologicos en cacticeas propagadas in vitro. En general, estan enfocados a estimar
los factores que determinan el tipo de metabolismo que realizan las cacticeas en
condiciones de campo (Ting y Rayder, 1985) y s6lo algunos pocos como el realizado
por Malda y colaboradores (1999) determinan el tipo de metabolismo in vitro
comparando las fluctuaciones diarias de las concentraciones de acido malico en
plantas propagadas in vifro y cultivadas ex vitro de Obregonia denegrii y
Coryphantha minima. Determinando que las dos especies en ambos tipos de cultivo
se comportaron como tipicamente MAC.

Asi mismo casi no existen estudios estereoldgicos en cacticeas, como el
realizado por Scheinvar (1999) quien apoyandose en la técnica de Microscopia
Electronica de Barrido (MEB), describié las caracteristicas morfolégicas de células
epidérmicas, estomas, tricomas y granos de polen, de una nueva especie de Opuntia
encontrada en Ayutla, Municipio de Arroyo Seco, Estado de Querétaro.

IIL.- OBJETIVOS
3.1.- Objetivo general

Llevar acabo la micropropagacién de Mammillaria conspicua a través de
areolas activadas in vivo por etiolacién.

3.1.1.- Objetivos particulares

a) Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de la citocinina 6-(y,y-
dimetilalilamino) purina {2ip], en explantes de Mammillaria conspicua.

b) Efectuar la aclimatizacién y transplante a suelo de las plantulas obtenidas
in vitro,

¢) Realizar un estudio estereolégico mediante Microscopia Electrénica de
Barrido en las plantulas obtenidas in vitro, las aclimatizadas y la planta
silvestre.

d) Determinar y comparar la actividad metabdlica en relacién a su capacidad
de fijar CO; tanto en las plantulas obtenidas in vitro, las aclimatizadas y la
planta silvestre.
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Figura 1.- Mammillaria conspicua en estado silvestre,
Valle de Tehuacan, Puebla.

14




IV.- MATERIALES Y METODOS

4.1.- Descripcion de la especie

Mammillaria conspicua. Presenta un tallo simple, globoso de hasta 14 cm. de
didmetro, con el d4pice redondeado, y el centro ligeramente hundido. Los
tubérculos se encuentran muy juntos, son generalmente coénicos, de 6 a 7 mm.
de altura, de color verde grisiceo. Las axilas llevan lana y cerdas. Las areolas son
pequefias principalmente circulares, lanosas s6lo en el dpice. Con 16 a 25 espinas
radiales de hasta 6 mm. de longitud de color blanco, y 2 espinas centrales de 10 mm.
de longitud del mismo color, pero con la punta castafio claro en las plantas adultas, y
castaflo rojizo en las jovenes. Sus flores son de color rosa, con la franja media mas
oscura. Y el fruto es rojo carmin (Figura 1).

Distribucion. Endémica del Estado de Puebla. Localidad tipo: Valle de
Tehuacan, en especial de la zona de Zapotitian de las Salinas.

Clasificacidn,

Orden: Cactales

Familia: Cactaceae

Subfamilia: Careoidaeae

Tribu: Cactinae

Subtribu: Cactinae

Género: Mammillaria

Subgénero: Mammillaria.

Especie: Mammillaria conspicua (Bravo-Hollis, 1991).

4.2.- Material vegetal

El material consistié en una planta joven de Mammillaria conspicua, de Scm.
de alto x 2.5cm. de ancho, y aproximadamente 3 afios de edad, proveniente de campo
(Valle de Tehuacén, Puebla).

4.3.- Métodos
4.3.1.- Cultivo de Tejidos.

Para llevar acabo el cultivo in vitro el material vegetal fue sometido a
etiolacion, colocandose en parcial obscuridad (10um/m?%s) durante 20 semanas.
Pasado dicho tiempo, las partes etioladas fueron cortadas y selladas con parafina,
Posteriormente se procedié a la desinfestacién superficial: las espinas fueron
cortadas y eliminadas, a continuacién se lavaron con agua corriente y un poco de
detergente comercial durante 30 minutos, se colocaron en etanol al 8¢ % por un
minuto, en hipoclorito de sodio al 3 % con 0.005 % de triton X-80 por 25 minutos, y
se enjuagaron cuatro ocasiones con agua destilada estéril.
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La obtencién de los explantes se realizé cortando fragmentos de tejido con
areolas de aproximadamente 1 cm. de didmetro, que se colocaron en 50 frascos con
30 ml. de medio de cultivo estéril MS (1962) adicionado con 30 g/l de sacarosa, 1
mg/t de tiamina-HCI, 1 mg/l de piridoxina-HCI, 1 mg/l de 4cido nicotinico, 1 mg/l de
glicina, 100 mg/1 de inositol, 7 g/l de agar y concentraciones de 0.0, 1.0, 5.0, 10.0 y
20.0 mg/i de 2ip (10 repeticiones por c/u); ajustados a un pH de 5.8; y esterilizados
durante 15 minutos, a una presién de 1.05 Kg/cm?, y una temperatura de 120-121°C.

Todas las fracciones se incubaron bajo condiciones de: 16 horas luz, con 25
pm/m?/s de irradiacién luminosa (PAR) y 8 de obscuridad; a una temperatura de entre
los 23-26°C.

Después de 4 semanas las fracciones fueron subcultivadas 2 medio fresco con
la misma composicién al descrito anteriormente. Observando las respuestas
morfogenéticas. Los callos y las pléntulas obtenidas fueron evaluados en: tiempo de
formacién, forma, apariencia y tamaiio (Ver diagrama de flujo).

4.3.2.- Aclimatizacién y transplante

Finalizada la etapa de cultivo in vitro, las plantas pasaron a la fase de
adaptacion: fueron colocadas por una semana en un lugar donde la iluminacién y la
temperatura eran mayores (60pm/m*/s y entre 25-27°C respectivamente).

Una vez transcurrida dicha fase, las plantas fueron llevadas al invernadero,
donde se sacaron del frasco, se lavaron las raices con agua destilada y se sembraron
en una mezcla de tezontle y tierra negra (1:1) estéril; colocada en charolas de
germinacién desinfestadas. Las cuales fueron cerradas para conservar la humedad
relativa (80%).

Las plantas permanecieron asi tres semanas. Posteriormente las charolas
fueron perforadas poco a poco, para que las plantulas fueran desarrollando tolerancia
a la baja humedad relativa. Después de 2 meses, se determiné el porcentaje de
supervivencia {Ver diagrama de flujo).

4,3.3.- Estudio estereolégico

Como primer paso, los fragmentos de callo y tallos de las plintulas obtenidas
in vitro, las aclimatizadas y la planta silvestre se sometieron a escarificacién con
alcohol al 96% por 15 segundos.

Hecho esto, se colocaron en el fijador (gluteraldehido al 2.5%) durante 2
horas, después se lavaron 2 ocasiones con Buffer de fosfatos y se deshidrataron
gradualmente con alcohol al 20, 30, 40, 50, 60, 70, y 80 (en cuya concentracion se
realizaron los cortes de aproximadamente 2mm’. de tejido), para continuar con
alcohol al 90 y 100%, dejandolos {5 minutos en cada cambio.
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Ya deshidratados, los cortes se secaron a punto critico; es decir, se
introdujeron en una camara de secado enfriada previamente a 0°C, donde ¢l alcohol
absoluto impregnado en los cortes de callo y tallos se sustituyo por COz liquido,
mediante varios lavados. A continuacion la temperatura y la presién se elevaron
hasta alcanzar 31.1°C y 1073 psi (72.8g/cm?). Temperatura y presion a las cuales,
el CO; llega a su punto critico. Después de 5 minutos el CQO; se evaporo lentamente.

Posteriormente, se colocaron en un portamuestras cilindrico de cobre, y se
cubrieron con 8nm. de oro, usando una cémara ionizadora (Jeol Modelo Fine Coat
ION Spotter JFC-1100) a 1200 voltios. Los cuales se observaron en ¢l MEB y se
registraron fotograficamente con pelicula Verichrome para formato de 120 mm
(Bozzola y Rusecll, 1992). Registros donde se estudic y comparo la morfologia de las
células y estomas de las diferentes muestras (Ver diagrama de fujo).

4.3.4.- Determinacién de la actividad metabélica
Esta consisti6 en la medicién cada 2 hrs. del consumo de CO; a lo largo de 24
hrs. por medio de un analizador por infrarrojo (Modelo LI-6400), para establecer el

tipo de metabolismo que realizaron las plantulas in vitro, las aclimatizadas y la planta
silvestre (Ver diagrama de flujo).

4.4.- Diagrama de flujo

Colecta (Valle de Tehuacén, Puebla) J

—

Mammiliaria conspicua

(Obm“‘"’“s“ de un ejemplar joven de ] —> LEtiolacién durante 20 semanas J

[ Cultivo in vitro j <
1

v v

Desinfestacion, diseccion y Preparacion de medio de cultivo MS,
siembra del material vegetal adicionado con diferentes tratamientos:
0.0, 1.0, 5.0, 10.0 y 20.0 mg/1 de 2ip.

> Incubacidn ] <

]

Anélisis estereologico Obtencxén de plantulas Determmacnén dela
mediante MEB Aclimatizacién y transplante acqudad metabdlica

Comparacién con la planta silvestre ]
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V.- RESULTADOS

A lo largo del experimento se observd que todos los tratamientos (0.0, 1.0,
5.0, 10.0 y 20.0 mg/l de 2ip) mostraron crecimiento de callo sobre la superficie del
corte, pero la primera evidencia de formacion de éste fue en la concentracion de 10.0
mg/t 2ip a la 3® semana de incubacién. El cual se caracteriz6 por ser de color verde,
friable, cristalino, sin presencia de oxidacién y vitrificacion (Figura 2). Cuyo tamaiio
alcanzé hasta 2.5 cm. de alto x 3 cm. de ancho. En el resto de los tratamientos no fue
evidente sino hasta después de la 7* semana de incubaci6n.

La formacién de las plantulas ocurrié inicialmente en el mismo tratamiento
(10.0 mg/1 2ip) en que apareciera por primera vez el callo a la 5° semana de
incubacién, seguido del tratamiento con 20mg/1 a la 8" semana. Esta se inicié con la
agrupacion de células con mayor definiciéon morfogénetica que el resto de las células
del callo, las cuales fueron diferenciandose hasta tener una apariencia semejante a la
de la planta madre: *forma globosa con el centro ligeramente hundido, tubérculos
muy juntos, areolas circulares y gran cantidad de espinas blancas con la punta castaifio
rojizo, solo que en dimensiones pequefias (Figura 2). No hubo presencia de
oxidacién; y los brotes progresaron hasta alcanzar un promedio de 1.5 cm. de alto x 1
cm. de ancho. El resto de los tratamientos solo mantuvieron la proliferacién de callo.

Cnadro 1.- Respuestas morfogenéticas de.los explantes de Mammillana consp:cua

cultivados en medio MS.
. Respuesta
(T;a;/ﬁf‘z‘tlgj Calio | Plantulas
Produccion | Color | Consistencia | Produccion | Color Forma
0.0 100.0 % | Verde Friable 0.0 % Verde
1.0 100.0 % | Verde Friable 0.0% Verde | Tipica de
5.0 100.0 % | Verde Friable 0.0 % Verde | laplanta
10.0 100.0 % | Verde Friable 76.6 % Verde madre*
20.0 100.0 % | Verde Friable 90.0 % Verde

Independientemente de la talla, las plantulas que presentaron raiz fueron
transferidas a suelo. Después de un periodo de 2 meses, todas presentaban buena
apariencia en general, y alcanzaron en promedio una talla de 3 cm. de alto x 2 cm. de
ancho (Figura 3).

Cuadro 2.- Aclimatizacién y transplante. :

Condiciones ambientales Caracteristicas
Sustrato Tezontle y tierra negra (1:1)
Irradiacion luminosa 60 um/m*/s
Humedad relativa 80.0 %
Temperatura Entre 25-27°C
Resultado
100.0 % de supervivencia
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En cuanto a las diferencias morfolégicas observadas en las fotografias
tomadas mediante MEB durante las diferentes etapas del cultivo y la planta silvestre,
se encontré que:

En general, las células de la epidermis son planas, de tamafio uniforme, forma
definida, estrechamente unidas entre si. En cambio las células del callo son de
diferentes dimensiones y redondeadas. En las plantulas obtenidas in vitro se
encuentran hidratadas, dispuestas de manera alargada, sin la capa cerosa desarrollada,
y sin particulas adheridas a su superficie. A diferencia de las células de las plantulas
aclimatizadas y de la planta silvestre, que se aprecian deshidratadas, mayormente
engrosadas, y con particulas unidas a ellas (Figura 4).

Los estomas, se observan como aberturas sobre la superficie de la epidermis,
las cuales en las plantulas obtenidas in vitro se encuentran abiertas, en tanto que en
las aclimatizadas y la planta silvestre estan cerradas; y cubiertas en esta ultima por lo
que parece ser una delgada capa de cera. Estas aberturas o poros estométicos poseen
en todos los casos un patrén de distribucion homogéneo, sin embargo su tamaiio varia
de 2.2 p. de didmetro en las plantulas obtenidas in vitro a 2.0 p. en las plantulas
aclimatizadas y 2.8 u. en la planta silvestre. Dichos poros estomaticos se¢ encuentran
limitados por dos células oclusivas semejantes entre si con 7.2 p. de largo x 2.3 p. de
ancho en las plantulas obtenidas in vitro; y 5.3 p. de largo x 2.4 . de ancho en las
plantas aclimatizadas. Excepto en la planta silvestre, que presenta una de mayor
dimension que la otra: donde la mas pequefia mide 5 p. de largo x 2.3 p. de ancho, y
la més grande 7.12 p. de largo x 2 p. de ancho (Figura 5).

Por otra parte se determino que é] numero de estomas fue de 5.32/mm’ en las
plantulas obtenidas in vitro, 4.7/mm? en las aclimatizadas y 7.1/mm’ en la planta
silvestre.

Finalmente, durante la determinacién de la actividad metabdlica se observd
que tanto las plantulas obtenidas in vitro, como las aclimatizadas y la planta silvestre
presentan una tasa de fijacién de CO, durante las horas de luz (Tablas 1, 2 y 3).

Esta tasa de fijacién de CO, parece ser, en las plantulas obtenidas in vitro, mas
alta durante las primeras 10 hrs. de luz, siendo el pico méaximo a fas 2 hrs. después de
que la luz se enciende; de! mismo modo que en las plantulas aclimatizadas, aunque
estas tuvieron su pico maximo l4hrs. después de que el fotoperiodo se inicia.
Mientras que la planta silvestre presento 2 pequeiios picos, uno a las 2hrs. y el otro a
las 14hrs. de haber comenzado el periodo luminoso (Grafica 1).
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Figura 2.- Callo (a) y plantulas (b) obtenidas in vitro a las 12 semanas de incubacion.

Figura 3.- Plantulas aclimatizadas dos meses después del transplante a suelo.
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Figura 4.- Imagenes tomadas mediante MEB donde se aprecia la forma de las
células aun no diferenciadas o callo (A), las células epidérmicas de una planta
in vitro (B) y de la planta silvestre (C).
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Figura 5.- Imigenes de estomas tomadas mediante MEB de una plintula obtenida in vitro (A), aclimatizada (B)
y la planta silvestre (C).
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Grifica 1.- Dinamica de fijacion de CO; a lo largo de 24 hrs., donde el periodo de
obscuridad fue de las 10 a las 18 hrs. y €l de luz de las 18 a las 10 hrs.
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VL.- DISCUSION
a) Cultivo in vitro

El presente estudio mostrd que, la utilizaciéon de medio de cuitivo semisdlido
MS adicionado con diferentes compuestos orgéanicos, permite la rapida proliferacion
de las células meristematicas en Mammillaria conspicua, por lo que se considera
como un medio efectivo para su cultivo. Esto concuerda con un gran numero de
trabajos, ya que es uno de lo medios mas usados desde hace tiempo con éxito en casi
todas las especies (Mauseth, 1977; Johnson y Emino, 1979; Vyskot y Jara, 1984; Ault
y Blackmon, 1987; Garay y Rubluo, 1992).

Sin embargo, el crecimiento de callo y la formacién de piéntulas pudo ser
especificamente iniciado por el fenomeno de etiolacion, €l cual estimula a la planta a
producir altos niveles de auxina, cuyos efectos sobre el crecimiento tienen como
consecuencia el alargamiento celular. Estudios realizados con cultivos celulares, en
medios artificiales, han determinado que una célula indiferenciada como una célula
meristemadtica, tiene dos posibles trayectorias: puede crecer y dividirse o puede
alargarse sin division celular. La célula que se divide continuamente permanece
esencialmente sin diferenciar, mientras que la célula que se alarga tiende a
diferenciarse y especializarse (Salisbury, 1994; Curtis-Barnes, 1999; Flores y Ortiz
2000). De modo que, las auxinas enddgenas producidas in vive por etiolacién en
combinacion con las distintas concentraciones de la citocinina (2ip), promovieron la
proliferacioén y desarrollo de una masa celular (callo), y con las concentraciones mas
altas (10 y 20 mg/1) la formacidn de plantulas o brotes (Cuadro 1). Respuestas que se
obtuvieron de modo semejante en trabajos donde variaron las concentraciones de
auxina y citocinina, pero que no sucedieron cuando estas eran utilizadas por separado,
ya que en algunos de ellos la auxina sélo tenia un efecto de expansion (formacién de
células gigantes) y la citocinina tenia muy poco o ningin efecto (Skoog y Miller,
1957; Mauseth y Halperin; 1975; Mauseth, 1976). Demostrando que el proceso de
morfogénesis esta regulado en gran medida por la combinacién hormonal auxina-
citocinina (Skoog y Miller, 1957; Johnson y Emino, 1979; Vyskot y Jara, 1984;
Clayton et. al., 1990; Rubluo et. al., 1993).

b) Aclimatizacién y transplante

Durante la transferencia a suelo existe la posibilidad de pérdida de propagulos,
debido a que las plantas deben enfrentarse a condiciones dificiles, donde la
irradiaciéon luminosa es mucho mas alta, y la humedad relativa y ¢l aporte nutricional
son menores (Bhojwani y Dhawan, 1988).

En este caso, no hubo ninguna perdida durante dicho periodo, siendo el
porcentaje de supervivencia de 100% (Cuadro 2). Similar al obtenido por diversos
autores como Vyskot y Jara, 1984; Garay y Rubluo, 1992; y Malda et. al., 1999.
Hecho que se debid principalmente, a que las plantulas fueron transplantadas una
vez que presentaron raiz; las cuales se desarrollaron naturalmente en el medio
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utilizado. Parecido a lo observado en el cultivo in vitre de Mammillaria wrightii
(Clayton et. al., 1990). Y a otros trabajos donde indujeron su formacién por el uso de
AlA en el medio (Vyskot y Jara, 1984; Clayton et. al., 1990; Pérez et. al., 1998). Lo
cual se vio favorecido, por que dicha fase se realizd de manera gradual, reduciendo
las condiciones de esterilidad y humedad relativa. Ya que las plantas obtenidas in
vitro son muy susceptibles a dafiarse ficilmente por cambios bruscos en las
condiciones ambientales (Bolar et. al., 1998). Ademas de que fueron colocadas en un
ambiente propicio, donde la intensidad luminica y la temperatura estuvieron
relacionados con las necesidades de la planta (Hayashi et. al, 1998).

Esto permitié a las plantulas desarrollar una mayor tolerancia a la baja
humedad relativa del ambiente, lo que facilita su adaptacion a condiciones autétrofas
donde tendrén que regular adecuadamente sus procesos de absorcién, translocacién y
transpiracién de agua (Hurtado y Merino, 2000 ).

c) Estudio estereoldgico

Las plantulas que se obtuvieron in vitro, son distintas en muchos aspectos de
las que se han aclimatizado y de las plantas silvestres. Debido a que la gran mayoria
sufre cambios importantes en su morfologia, al ser transplantadas o como
consecuencia del medio en el que se desarrollan (Bravo-Hollis, 1978; Bolar et. al.,
1998).

Las plantulas que se originaron in vitro generalmente no tienen la cuticula o
capa de cera desarrollada, y sus células estin muy hidratadas, resultado de la alta
humedad relativa que se da en el interior de los frascos. Asf mismo, como se
encuentran bajo condiciones de esterilidad, no hay establecimiento de
microorganismos (bacterias u hongos) o de otras particulas en su superficie.

Después de la transferencia, los cambios principalmente se observan en las
caracteristicas de la epidermis, en el grosor de los tallos u hojas, y en la estructura y
numero de estomas (Grout y Aston, 1977; Wetzstein y Sommer, 1983). Es decir,
incrementan el grosor de la cuticula (Wetztein y Sommer, 1983); disminuyen la salida
de CO: y el indice de transpiracién a través del cierre estomatal, como respuesta al
cambio de humedad y a las condiciones de cultivo distintas (Malda et. al., 1999).
Como en el caso de las plantulas aclimatizadas y la planta silvestre, en las cuales las
células de la epidermis se observan deshidratadas y cubiertas por una capa de cera
mayormente engrosada.

d) Determinacién de la actividad metabélica

La fotosintesis es un proceso mediante el cual, los organismos incorporan
bioxido de carbono de la atmésfera y lo transforman en compuestos organicos.

Las plantas MAC en condiciones de campo, llevan acabo esta incorporacién
de CO; durante la noche. Sin embargo, en ¢l presente experimento tanto las pléntulas
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obtenidas in vitro, como las aclimatizadas y la planta silvestre fijaron continuamente
CO; en el periodo de luz. Lo cual no concuerda con las fases tipicas del metabolismo
MAC descritas por Nobel (1998), donde los registros diarios de fijacién de CO; en
Agave deserti y Ferocactus acanthodes en condictones de campo muestran que esta
se lleva acabo de las 18hrs. a las 6 de las mafiana (periodo de obscuridad) y de las 6 a
las 18hrs (periodo de luz) solo se observo una ligera incorporacién del gas durante las
primeras horas de luz, probablemente por la via C3.

Lo observado en plantas pudo estar influenciado por las condiciones de
laboratorio, ya que estudios recientes han comprobado que aun cuando la capacidad
de una planta de realizar metabolismo MAC esta genéticamente determinada, su
contro! también es ambiental. Es decir, tienen la capacidad de cambiar hacia una
mayor tasa de fijacién de CO, mediante un modo fotosintético tipo C3 cuando las
condiciones ambientales son favorables. Ya que hay una relacién directa entre la tasa
de fijacién de CO, y los factores ambientales como la temperatura, la humedad
relativa o la PAR. (Gibson y Nobel, 1986; Salisbury, 1994).

Por lo que los resultados obtenidos en esta investigacion concuerdan con
algunos trabajos donde se observé que al colocar una planta MAC en un lugar con
una humedad relativa alta (80%), una temperatura menor a 25°C y menos de 500
pum/m’/s de irradiacién luminosa (PAR), estas mantenian una tasa de fijacién
continua a lo largo del dia, a través de la via C3 (Gibson y Nobel, 1986; Malda et. al.,
1999). Pero que difieren de otros, en los cuales las cactaceas obtenidas in vitro con
metabolismo C3, una vez transferidas a condiciones ex vitro (invernadero) revirtieron
al tipico metabolismo MAC después de 2 meses de aclimatizacién (Altesor et. al.,
1992; Malda et. al., 1999).
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VII.- CONCLUSIONES.

El proceso de etiolacién al cual fue sometida la planta de Mammillaria
conspicua tuvo probablemente un efecto directo en la proliferacion de callo y
plantulas in vitro.

El medio MS basal adicionado con 20 mg/l de 2ip resulto ser el més eficaz de
los tratamientos para la micropropagacién masiva de M. conspicua.

El procedimiento de aclimatizacion fue adecuado logrando un establecimiento
del 100%.

Se encontraron notables diferencias morfologicas en la epidermis y en la
composicién estomdtica, tanto en las plantulas obtenidas in virro, como las
aclimatizadas y la planta silvestre, lo que demuestran la gran capacidad de adaptacion
y plasticidad que presenta este grupo vegetal, factores que son determinantes para su
supervivencia.

Es muy posible que debido a las condiciones de laboratorio (alta humedad
relativa, baja temperatura y baja iluminacion) los tres grupos de plantas estudiados
presentaron un tipo de metabolismo C3, fijando CO; durante las horas de luz.

VIIL- RECOMENDACIONES

En base a resultados obtenidos en el presente estudio se dan las siguientes
recomendaciones:

Evaluar el efecto de diferentes tiempos de etiolacion en Mammillaria
conspicua y su relacion sobre la cantidad de auxinas endogenas producidas, de
manera que permita establecer mas claramente su efecto en la morfogénesis in vitro.

Probar con diferentes concentraciones de otras citocininas (BA, KIN, Zeatina)
para determinar cuales permiten obtener una mayor produccion de plantas.

Comparar el efecto de diferentes tipos de sustratos sobre el proceso de
aclimatizacion.

Medir algunos indicadores fisiologicos como peroxidasas, invertasas, acidez
titulable, proteinas y clorofilas, para observar los cambios en el estado metabélico de
la planta durante su establecimiento a suelo.
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ANEXO

ABREVIATURAS UTILIZADAS

AIA  Acido indol-3-acético.

AIB  Acido indoibutirico.

AG;  Acido giberélico.

ANA  Acido naftalenacético.

BA Benciladenina.

BAP  6-Bencilaminopurina.

Kin  Cinetina.

MAC Metabolismo 4cido de las crasulaceas.

MEB Microscopia Electrénica de Barrido.

MS Medio de cultivo desarrollado por Murashige y Skoog, 1962.

PAR Radiacién fotosintéticamente activa.
2,4-D  Acido 2 4-diclorofenoxiacético.

2ip 6-(y, y-dimetilalilamino) purina.
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TABLAS PARA LA DETERMINACION DE LA

ACTIVIDAD METABOLICA

Parametros estimados:

Hr: Hora.

M: Muestra.

TA: Temperatura ambiente.

HR: Humedad relativa.

CO,0: Unidades de Biéxido de carbono que salen.
COzi: Unidades de Bidxido de carbono que entran.
Uu: Unidades de CO; utilizadas por la planta.

Ppm/g/min: Partes por milién/gramos/minutos de CO; fijado por la planta.

* Tasa de respiracion.

. Tabla 1.- Determinacién de la actividad metabélica a lo largo de 24 hrs.en la .
' o - 'planta silvestre. L :

Hr | M TA HR CO,o COai Uu | ppm/g/min
10 1 26.0°C 80.0% 33.4 34.1 0.7 0.015
12 1 26.3°C 80.0% 123.7 125.8 2.1 0.047
14 | 1 26.8°C 80.0% 3.7 2.5 1.2 0.027*
16 | 1 26.7°C 80.0% 61.3 63.4 2.1 0.047
181 1 26.0°C 80.0% 575.1 575.7 0.6 0.013
201 1 25.8°C 80.0% 4.5 5.5 1.0 1.0

22 | 1 25.3°C 80.0% 14.6 15.9 1.3 0.052
24 1 1 23.9°C 80.0% 58.0 63.9 5.9 0.23

2 1 23.7°C 80.0% 4.5 4.3 0.2 0.008*

4 1 23.5°C 80.0% 18.1 21.9 3.8 0.152

6 1 24.0°C 80.0% 561 563.2 2.2 0.088

8 1 25.0°C 80.0% 767 767.9 0.9 0.72

10 1 25.8°C 80.0% 42.5 432 0.7 0.015

ISTA TESIS NO S&7.7
DE LA BIBLIOTECA
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Tabla 2 Determmaclén de’la actlvadad metabélica a JoJargo de 24 hrs‘ en Ias pléntulas

. -Obtenidas in vitro.
He | M| TA HR | COo | COi | Uu | Ppmigimin ;;‘l‘:yg‘j;ﬁfn
T 26.0°C | 80.0% | 376 189 | 13 2
10 [ 2 [ 26.0°C | 80.0% | 387 393 6 33 5.60
3 [ 26.1°C | 80.0% | 636 644 | 8 231
i 26.3°C B0.0% 337 328 9 7.75%
12 [ 2 [ 265°C | 80.0% | 39 395 1 0.55 286
3 [ 268°C | 80.0% | 509 508 1 0.28%
1 | 268°C | 80.0% | 422 79 | 3 2.58%
14 [27269°C | 800% | 487 288 1 0.55 1.23
3 [ 27.6°C | 800% | 514 512 2 | 057
T T7267°C | 80.0% | 432 27 | 5 | 431*
16 [ 2 | 264°C | 800% | 562 562 0 0.0 431
3 | 263°C | 80.0% | 513 513 0 0.0
1 | 36.0°C | 80.0% | 499 50 |11 9.48
18 [ 2 | 26.0°C | 80.0% | 513 515 2 11 5.29
3 | 25.9°C | 800% | 551 551 0 0.0
1 | 258°C | 80.0% | 317 30 | 23 352
20 [ 2 | 25.7°C | 80.0% | 514 537 33 2.4 23.80
317255°C | 800% | 273 301 | 28 | 338
1 1253°C | 80.0% | 306 330 | 24 | 367
22 [ 21 240°C | 800% | 309 205 | % 0.1 17.61
31 24.0°C | 80.0% | 317 322 5 6.04
1 | 23.0°C | 80.0% | 466 465 T 5%
24 [ 2 | 23.9°C | 80.0% | 626 624 | 2 | 021 0.85
3] 23.8°C | 80.0% | 514 514 | 0 0.0
1| 23.7°C | 800% | 578 579 ] 1.5
2 [ 235°C | 800% | 591 586 5 | 0.52° 1.01
3 23.4°C | 80.0% | 518 518 | 0 0.0
1 [ 235°C | 80.0% | 577 581 s 6.1
4 [2 [ 25.7°C | 80.0% | 560 560 | 0 0.0 425
T | 38°C | 80.0% | 522 524 |2 24
1 | 24.0°C | 80.0% | 535 533 I
6 [ 2 1 243°C | 80.0% | 583 563 | 20 | 2.10% 2.52
3 [ 24.7°C | 800% | 524 522 | 2 | 241*
1| 25.0°C | 800% | 471 470 T [53*
8 [ 2 [ 253°C | 80.0% | 475 470 5| 052 1.48
3 1 25.7°C | 80.0% | 464 266 | 2 241
i | 258°C | 80.0% | 375 387 | 12 | 1034
10 [2 | 259°C | 80.0% | 388 394 | 6 330 531
3 | 259°C | 800% | 636 644 8 231
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‘Tabla 3.~ Detérmir '_ : ién de Ia actmdad metabélica'a lo largo de 24 hrs en las pléntulas
L L - -* aclimatizadas.

H | M| TA HR | COpo | COi | Uu Ppm/g/min p‘:;’j‘gj;‘;&
1 26.0°C 80.0% 36.8 37.7 0.9 0.66

10 ] 2 26.0°C 80.0% 390 394 0.4 0.067 0.39
3 26.1°C 80.0% 38.1 40.6 25 047
1 26.3°C 80.0% 135.6 138.1 2.5 1.85

12 1 2 | 26.5°C 80.0% 147.0 150.4 3.4 0.57 0.95
3 26.8°C 30.0% 158.6 161.0 2.4 0.45
1 26.8°C 80.0% 10.2 10.11 0.09 0.066*

14 | 2 26.9°C 80.0% 6.0 7.8 1.8 0.30 0.13
3 27.0°C 80.0% 9.7 9.5 0.2 0.03*
1 26.7°C 80.0% 71.8 72.5 0.7 0.51

16 | 2 26.4°C 80.0% 79.2 82.5 33 0.55 048
3 26.3°C 80.0% 89.3 91.3 2.0 0.38
1 26.0°C 80.0% 584 585.2 1.2 0.88

18 2 26.0°C 80.0% 593.4 5943 09 0.15 0.41
3 259°C 80.0% 588.5 589.7 1.2 0.22
1 25.8°C 80.0% 13.1 13.9 0.8 0.8

20 2 25.7°C 80.0% 15.7 16.3 0.6 0.54 0.65
3 25.5°C 80.0% 17.9 18.5 0.6 0.62
) 25.3°C 80.0% 21.0 22.4 1.4 1.4

221 2 24.0°C 80.0% 25.3 26.2 0.9 0.81 0.97
3 24.0°C 80.0% 283 29.0 0.7 0.72
1 23.9°C 80.0% 81.2 85.6 4.4 4.4

24 | 2 23.9°C £0.0% 997 103.8 4.1 4.09 3.87
3 23.8°C 80.0% 112.9 1159 3.0 3.12
1 23.7°C 80.0% 5.5 5.3 0.2 0.2%

2 2 23.5°C 80.0% 6.5 5.6 09 0.8% 0.71
3 23.4°C 80.0% 5.0 3.9 1.1 1.14%*
1 23.5°C 80.0% 28.7 30.8 2.1 2.1

4 2 23.7°C £0.0% 37.8 39.6 1.8 1.63 2.14
3 23.8°C 80.0% 459 48.5 2.6 2.70
1 24.0°C 80.0% 565.3 566.5 1.2 1.2

6 2 24.3°C 80.0% 569.8 570.9 1.1 1.0 1.04
3 24.7°C 80.0% 573.4 5743 0.9 0.93
1 25.0°C 80.0% 813.0 828 5.0 15.0

8 2 25.3°C 20.0% 860.3 872.9 12.6 i1.45 16.59
3 25.7°C 80.0% 904.2 926.6 22.4 23.33
1 25.8°C 80.0% 40.8 41.8 1.0 1.0

10 2 25.9°C 80.0% 38.5 39.2 0.7 0.63 1.34
3 25.9°C 80.0% 38.1 40.4 23 2.39
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