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RESUMEN 

En la micropropagación existen variaciones anatómicas y moriológicas que 

alteran el comportamiento del tejido vegetal empleado en esta técnica, lo anterior 

ha estado relacionado entre otros factores como el aporte nutrimental en el medio, 

las fuentes de carbohidratos, la concentración del agente gelificante, siendo este 

ultimo el de interés en esta investigación para la cual se establecen los siguientes 

objetivos: Desarrollar la metodológia para micropropagación de Mammillaria sp, 

además de identificar posibles cambios moriológicos y anatómicos de la planta, 

evaluar la influencia del tipo y concentración de agar que presenten el desarrollo 

de brotes de Mammillaria sp. 

Se utilizaron brotes de Mammillaria sp. obtenidos del cultivo de ápices en el 

medio Cruz-Pizarro (2000) se modificaron las concentraciones de agar utilizando 

diferentes tipOS ( Bioxon y Sigma en 3.6, 5.4. 7.2 g L" Y Phytagel y Gelrite en 

1.125,2.250.3.750 gL·').Resultando para la variable número de brotes con el 

agente galificante Bioxon un promedio de 14.82, que mantuvo un incremento 

conforme aumentaba la concentración, seguido de Sigma con 30 % Y Gelrite con 

28 %. mientras que Phytagel se mantuvo 100 % por debajo de Bioxon con 7.2 

brotes, atribuyendo esto a algunos factores como firmeza del gel, disponibilidad de 



agua y pureza. Se encontraron diferencias anatómicas en el cultivo de tejido in 

vi/ro y en campo muy significativas, principalmente en la capacidad de 

almacenamiento al presentar un gran desarrollo en la parte areolar, el número de 

espinas en plantas cultivadas in vitro fue superior a las provenientes de campo. en 

tanto que la cutícula se presenta continua en la pared periclinal externa incluyendo 

la cámara sub-estomatica en cortes anatómicos del tejido empleado. 



1. INTROOUCCIÓN. 

México cuenta con una amplia diversidad biológica debido a su localización 

geográfica y a las barreras orográficas que permiten contar con climas que van 

desde el tropical subhúmedo en la parte del barlovento hasta el clima árido seco 

en la parte del sotavento, siendo este último uno de los principales factores por lo 

cual,en la mayor parte del territorio mexicano se encuentra vegetación crasicaule 

misma que presenta gran diversidad de formas, vistosidad y colorido. Siendo en 

estas zonas, en las que se encuentran la mayoría de las especies de la familia 

Cactaceae con que cuenta el país. Por mucho tiempo, estas especies han sido 

saqueadas lo que ha perturbado el entorno, provocando la erosión, al realizar 

apertura de tierras que se han incorporado al cultivo de otras especies que en la 

mayoría de las ocasiones no permiten al productor mantener una fuente de 

ingresos para su subsistencia teniendo que tomar alternativas complementarias 

como lo son: recolección y venta que en los mercados; alcanzan un precio muy 

elevado. 

Esto ha despertado interés en la investigación que permita desarrollar, de 

una manera rápida, la recuperación de estas especies en las zonas que han sido 

afectadas e incrementar los volúmenes de individuos, para su venta. 



La micropropagación, es una técnica que se ha utilizado principalmente 

para la obtención de especies de interés económico, como lo son las hortalizas, 

especies arbóreas y lIoricolas. En la actualidad también se ha implementado para 

la propagación de especies en peligro de extinción, ( Nom·Ecol·059·1994), Esta 

técnica de propagación permite el desarrollo de plantulas libres de enfermedades 

que se pueden adaptar a las condiciones del medio ambiente. 

En México se han reportado trabajos en los cuales se implementa esta 

técnica para el desarrollo de especies libres de enfermedades y en algunos casos 

con resistencia a las mismas. En lo que respecta a las especies en peligro de 

extinción, se han trabajado en mayor proporción en especies de la familia 

Cactaceae, siendo propagadas en condiciones asépticas con la técnica de 

germinación de semillas, y por secciones de tejido como raíz, tallo, areolas y 

embriones. Aunque en mayor número, se encuentra en la micropropagación: por 

activación de areolas. 

El objetivo general de la presente investigación es: Establecer la 

metodología para la micropropagación de Mammillaria spp; para lo cual se 

utilizaron cuatro tipos de agar en tres concentraciones e integrando obseNaciones 

anatómicas de raíz, tallo y callo moriogenético. 



OBJETIVO GENERAL. 

Establecer la metodologia para la micro propagación de Mammillaria spp. 

Objetivos pa rticulares 

-Determinar el tipo y concentración de agar que proporcione el mejor 

desarrollo de brotes ne la micropropagación de la especie. 

-Evaluar algunas propiedades tisicas de los diferentes tipos de agar en la 

micro propagación de la especie. 

-Identificar posibles cambios morfológicos y anatómicos de las plantas 



Hipótesis 

1. El agente gelificante puede determinar el desarrollo de los explantes cultivados 

in vitro afectando los procesos de proliferación y longitud de brotes, entre otros 

aspectos. 

2. La concentración del agente gelificante puede limitar el desarrollo de los 

explantes in vitro. 

3. La anatomía de las plantas cultivadas in vitro pueden tener una expresión 

diferente de las cultivadas en campo. 
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11. REVISiÓN DE LA LITERATURA 

Importancia de las Cactáceas 

La vegetación de México es muy diversa. siendo su flora muy importante 

por la abundancia de organismos. Una de las familias más importantes son las 

cactáceas Rzedowski (1991), la cual a nivel nacional es considerada como la 

quinta más importante por el número de especies, alberQando en el territorio 822 

especies Hund (1999). 

Los miembros de esta familia se han utilizado desde tiempos prehispánicos 

con fines medicinales y propósitos religiosos. como alimento, plantas de ornato y 

como forraje. Bravo - Holis, (1937,1995); Alvarez (2000); Franco (1997), reporta 

257 especies cuya supervivencia permanece en riesgo, 24 en peligro de extinción, 

96 amenazadas,135 raras, y dos sujetos a protección especial (Nom.Ecol-059-

1994). 

Descripción. 

El ;!enero Mammillaria, llamado comúnmente biznaga, presenta las 

caracterísIIcas siguientes: mamelones cónicos piramidales. espinosa con lallo 

globoso de tres a cinco centímetros de diámetro. presenta axilas desnudas o con 

algunas cerdas largas y blancas, sus aréolas son ovaladas o circulares. 



ó 

Las espinas radiales poseen de 6 a 20 mm de longitud, cespitosas, finas y 

suaves, sus flores están dispuestas cerca del ápice de la planta, de 13 a 22 mm 

de longitud, verde hacia la base; la flor con el borde de color crema hasta amarillo 

verdoso; sus frutos son claviformes, generalmente son comestibles y reciben el 

nombre de chilillos, los cuales tienen una longitud de 15 mm por 3 mm de 

diámetro; sus semillas son de 1 mm de longitud y de 0.6 mm de espesor: son de 

color cafe rojizo, reticuladas o corrugadas. Bravo-Holis (1937,1978). 

Morfología 

Raíz. 

Es semejante a la de otras dicotiledoneas. La raíz principal constituye el 

sistema de fijación, pues se introduce verticalmente en el suelo y su desarrollo es 

proporcional al tamaño y a la fuerza de tracción del vegetal, las raíces secundarias 

intervienen particularmente en la absorción pues la longitud que alcanzan, la 

profundidad a la que llegan y el grado de ramificación que adquieren están en 

relación con el factor humedad y con las demás características del suelo. Cannon, 

1913 ( Citado por Bravo-Holis, 1978) reporta la existencia de tres tipos de raices 1) 

cuando la raíz principal adquiere mayor desarrollo que las secundarias: 21 cuando 

las rafees secundarias crecen más que la principal. 3) cuando la raiz principal y las 

secundarias alcanzan aproximadamente el mismo desarrollo. 
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Vástago. 

La mayoría de las especi~.~ presentan modificación de este órgano en 

forma de espina el vástago Consta de tallo, hojas teetriees y yemas, estos 

órganos están solo desarrollados en los géneros primitivos Pereskia, Pereskiopsis 

y Ouiabentia 

Hoja. 

En Mammillaria las hojas se encuentran modificadas en forma de espinas; 

las hojas bien diferenciadas solo se encuentran en los géneros primitivos: 

Pereskia. Pereskiopsis y Quiabentia, en los que el limbo es grueso, carnoso, y de 

forma orbicular o elíptica, pudiendo distinguirse algunas nervaduras pennadas o 

más o menos palmeadas, a veces puede persistir transformado en espina cuando 

los tejidos se eselarifican. Bravo-Holis (1978). 

Costillas. 

Las costillas provienen de los podarios de la yema apical de la plántula que 

se ordenan en series ortósticas vertic?les; el número de costillas va aumentando 

con la edad, por lo que el tallo, en su ápice, presenta un mayor número de 

costillas que en la base. La forma también varía, desde angostas con arista aguda 

hasta anchas y de aristas redondas, altas y muy prominentes o aplanadas: las 

costillas rectas pueden tornarse espiraladas. 



En algunas especies de la tribu Echinocereae los tallos son cortos. suaves y 

por lo común cilíndricos, erectos, postrados o pendulosos, y los de la e~pecie de la 

tribu Echinocactae, son casi siempre globosos, pero con frecuencia al crecer 

se vuelven cilíndricos (Bravo-Holis 1978). 

El sistema tegumentario está constituido por los tejidos epidermicos y 

peridérmico. La membrana de las células epidérmicas que se encuentran en 

contacto con el medio externo, se halla revestida de una gruesa película de cutina 

que impide la evaporación del agua y proporciona resistencia a las celulas: por 

excreción se deposita algunas veces un revestimiento ceroso en forma de 

escamas diminutas o de gránulos muy finos; debajo del sistema tegumentario está 

el tejido colenquimatoso que da consistencia y solidez al tallo; seguido de este, se 

encuentra el parenquima en empalizada o clorofiliano, semejante al de las hojas, 

pues está formado por varias capas de células prismáticas, grandes y alargadas, 

de paredes delgadas y con abundantes cloroplastos este tejido es muy Importante 

porque en él se efectúa la fotosíntesis. Debajo de él se encuentra el parénquima 

colector que forma una zona bastante amplia, con células grandes, esferoidales y 

turgentes: a la gran cantidad de agua y diversos polisacaridos que almacena este 

tejido se deben las formas suculentas de las cactáceas. Los haces vasculares 

constituyen cuerdas gruesas y largas, se integran especialmente en la base del 

tallo y en la raíz en forma de un cilindro grueso y compacto. De estos haces salen 

paquetes vasculares hacia la corteza. que terminan en él parenquu-n¡¡ o en los 

tejidos indiferenciados de las areolas. 



9 

La parte central del tallo está ocupada por la médula, tejido que lorma una 

columna central cuyo diámetro varía con la edad y con las características de los 

distintos géneros. En algunas especies del género Mammillaria hay un sistema de 

vasos lacticíferos de origen lisigeno que se ramifican en la corteza y en la médula 

a veces anastomosándose y el látex que contiene es una emulsión que se 

endurece cuando queda expuesta al aire. 

Tubérculos (podarios). 

EL meristemo de la yema cotiledonar apical forma los podarios o tubérculos 

durante el desarrollo de la planta base hipertroliada de las hojas presentándose 

así en las plantas ya desarrolladas; los tubérculos más viejos se presentan en la 

base del talio, en tanto que los recién formados están en el ápice. La forma, el 

tamaño y la consistencia de los tubérculos son variables; los hay esféricos, 

digitiformes. foliares, triangulares, cónicos ó prismáticos y en ocasiones muy 

pequeñas como en el caso de algunas especies de Mammillaria. En la parte 

superior de estos órganos se encuentran las aréolas. 



JO 

Areolas. 

Las aréolas son los órganos más característicos de las cactáceas, se les 

considera como yemas homólogas a las yemas axilares de las otras 

dicotiledóneas, las cuales también forman hojas reducidas, flores, nuevos tallos, y 

. además espinas, glóquidas, cerdas y pelos ya veces, raíces adventicias. En casi 

lodas las especies de cactáceas existe al centro de las aréolas, un meristemo de 

crecimiento integrado por dos porciones, la abaxial o externa que forma las 

espinas y la adaxial, que origina las flores. 

Espinas. 

Las espinas se forman a expensas de los tejidos meristemáticos de las 

aréolas, 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 lignificación. 

En una aréola puede haber desde una hasta alrededor de 100 espinas. En cada 

aréola se aprecian por lo común dos tipos de espinas; las radiales mas cortas y 

delgadas, dispuestas en la periferia y las centrales que son más largas y gruesas 

(Bravo-Holis 1937) En1re las espinas defensivas, están comprendidas las 

glóquidas, pequeñas, rígidas y, por lo común, muy numerosas. En el grupo de las 

espinas suaves se consideran las cerdas largas y rígidas, semejantes a las crines, 

pelos largos y más o menos sedosos. 



" 
Tallo. 

Los tallos de las cactáceas tienen formas muy diversas, pero constantes, 

para cada entidad taxonómica, hasta la forma reducidas a un artículo globoso 

como las especies del genero Mammíllaria, considerado como el más 

evolucionado. En general son ramificados, o bien reducidos a una sola rama o 

artículo. y su altura, consistencia, tipo de ramificación y hábito ecológico son muy 

variables. Las especies del género Pereskia son arborescentes, arbustivas o 

trepadoras. Las primeras poseen un tronco bien definido, de donde salen ramas 

de primer orden que. a su vez, se ramifican hasta formar una copa muy amplia. 

En él genero Cylindropuntia, las especies tienen tallos arbustivos y 

generalmente poseen un tronco del que parten ramas cilíndricas o artículos 

provistos de series espiraladas de tubérculos, que casi se tocan entre sí por el 

acortamiento de los entrenudos (Bravo-Holis 1978). 

En el subgénero Opuntia las especies son arbustivas si están provistas de 

un tronco bien definido. o rastreras si carecen de éste, el tronco es mas o menos 

cilíndrico. pero las ramas a que da origen son aplanadas y discoides en forma de 

raqueta (cladodio). Las cactáceas de hábito epifito. que viven en las selvas 

tropicales húmedas y en los encinales. tienen tallos colgantes, en forma de 

cladodios (Bravo·Holis 1978). 
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Flor. 

La estructura de la flor presenta caracteres típicos anatómicos, 

determinados posiblemente por adaptaciór. al medio seco y por las diversas 

modalidades de la polinización zoófila. Se pueden apreciar dos tipos de órganos: 

los de origen axial, como las zonas pedicelar, el hipanto, o pericarpelo y el tubo 

receptacular, y los verticilos lIorales que constituyen el androceo y el gineceo. Por 

su organización de origen axial pueden desarrollar, en ocasiones, nuevos brotes. 

En Mammiflaria. el tubo receptacular está formado también por dos partes, 

de las cuales la inlerior es receptacular y la superior parietal. El tubo parietal se 

distingue por su carencia de estambres ( Bravo-Holis 1978). 

Fruto. 

En Mammillaria. género recientemente evolucionado, se presenta un 

fruto baya (chilito), en donde las aréolas han desaparecido, a veces presentando 

por atavismos, una o dos aréolas diminutas; el pericarpo esta integrado por las 

paredes muy delgadas del ovario y por el pericarpelo. Cuando madura, sus 

paredes se engruesan. los podarios se hacen imperceptibles por la turgencia de 

los tejidos y la superilcie se vuelve colorida, adquiriendo diversos matices del 

amarillo, anaranjado. rojo o púrpura, esta coloración tiene gran importancia para 

dispersar sus semillas ya que las aves las comen (Bravo-Holis 1978.1995) 



Semilla. 

Las semillas de las cactáceas presentan variaciones en la forma, tamaño, 

estructura y color de la testa y en las características del embrión y de los tejidos 

almacenadores de sustancias nutritivas. Las semillas están cubiertas por la testa, 

que procede de los dos tegumentos de los rudimentos seminales. Cada tegumento 

consiste de dos capas de células que aumentan en la región micropilar. El 

tegumento interno deja una pequeña abertura, que es el micrópilo, el extremo es 

más corto. no llega al micrópilo y sus células contienen abundantes taninos 

oscuros. La testa varía en color, resistencia y ornamentación y sus colores más 

frecuentes son el castaño, anaranjado, café y negro. La testa en Mammillaria se 

presenta corrugada o reticulada ( Bravo-Holis 1978). 



,. 

TAXONOMIA 

La taxonomía del género mammillaria según Bravo Hollis (1995), es la siguiente: 

Reino Vegetal 

Subreino Embriolita 

División Traqueolita 

Clase Angiospermae 

Subclase Dicotiledoneae 

Orden Caclales 

Familia Cactaceae 

Sublamilia Cariodeae 

Tribu Cactinae 

Subtribu Cactinae 

Genero Mammillaria 

Sub~énero Chili!a 

Serie Lasiacanthae 
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111. ANTECEDENTES DEL CULTIVO in vi/ro DE CACTÁCEAS 

En la micropropagación de cactáceas se han realizado diferentes trabajos 

con diversos objetivos entre los que se encuentran variables como la respuesta 

hormonal, tipos de explantes, tipos y concentraciones de agar, respuesta a las 

condiciones de temperatura. humedad, fotoperíodo, pH, potencial mátrico y 

métodos de esterilización; A continuación se presentan algunos aspectos 

relevantes. 

Hormonas en el cultivo in vitro de cactáceas 

Sanderson et al. (1986) realizaron estudios sobre la respuesta al 

fotoperiodo y los reguladores de crecimienlo BA 100 ppm y GA 200 ppm, BA-GA 

50 -100 ppm. en Mammillaria elongata, Chamaecereus si/vestri y Opuntia 

microdasys. por lo cual reportaron que para Mammilfaria y Chamaecereus en 

fotoperíodo largo produjeron una considerable brotación de 21.6 unidades, 

mientras que GA+BA reduj~ el numero de brotes en un 50 %. En Chemaecereus y 

Opuntia se produjo un mayor número de brotes en fotoperiodo largo y un mínimo 

crecimiento en la planta. Para Opuntia se obtuvo un mayor peso seco con 3.2 gr 

en fotoperíodo largo mientras que Marnrniflaria y Chemaecereus presentaron en 

fotoperiodo corto un mayor peso con 2.3 y 2.4 gr. respectivamenle. 
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Ault et al. (1987) realizaron propagación de Ferocactus acanthodes in vitro. 

El medio utilizado fue MS, suplementados con 9 gr L·' de agar, KIN 46.5 mM, ANA 

5.4 mM, y Adenina 0.2 mM. Encontraron que en cinco subcultivos se obtuvo 

proliferación de brotes y brotes con raíz. Reportan que el ultimo subcultivo se 

realizó sin hormonas y se transfirieron al sustrato en condiciones de invernadero 

hasta su adaptación en el exterior. 

Roben et al. (1987) evaluó la respuesta de N03· y NH, en Agave 

fourcroydes Lem. Emplearon el medio MS, con la adición de 2-4-D,AIA,AIB ó ANA 

en concentraciones de 0.0,0.025, 0.25 Y 2.5 mg· L·' BA Y KIN en concentraciones 

0.0, 0.01, 0.1, 1.0 Y 10.0 mg· L·', obtuvieron en altas concentraciones de KIN, la 

formación de brotes adventicios y éstos, al ser subcultivados, formaron 

nuevamente callo en su base formando nuevos brotes con un 90 % de 

supervivencia. El balance de N03· y NH, en el medio es un factor muy 

importante para controlar la formación de callo, organogénesis y cultivo de 

explantes. Los brotes de tejido del explante y callo del rizoma forman extensas 

raíces in vitro y fueron transferidas en sustrato con un 90 % de supervivencia. 

Mandujano (1988) reportó la utilización de micro propagación con el fin de 

determinar el metabolismo ácido de las crasulaceas en las especies 

Chamaecereus silvestrii y Epiphyllum crenatum para lo cual utilizó el medio MS 

Por medio de la activación de aréolas implementando citocininas en 

concentraciones de ANA. 0.0, 0.1, 0.5,y 1.0 mg . L·'. Y KIN. 0.0, 0.5, 1.0. 5.0, Y 

10.0 mg L-'.Obtuvo en la concentración hormonal de 5.0 mg· L·' de KIN. Y 0.1 mg 



L -, de ANA, que fue la adecuada para la propagación de estas especies. 

presentando brotación a los 25 días de cultivo. 

Rodríguez-Garay et al. (1992) realizaron en Aztekium rilleri un estudio para 

evaluar la respuesta mortogenetica de la especie con secciones del explante. 

incluyendo algunas costillas divididas en secciones basal y axial; el medio 

empleado fue MS, adicionado con BA 0.1 mg L" y BA + ANA 1.0 mg L", 0.01 

mg L'l, respectivamente, obteniendo para los expJantes producción de lana como 

cabello, estructuras como embriones y en algunos casos producción de una masa 

basal: en los cortes de costilla basal y axial no se presentó ningún cambio y 

mUrieron. 

De Oliveira et al. (1995) realizaron invesllgaclones en semillas de Cereus 

peruvianus Mili, como un recurso para obtener tejido del explante resultante y 

determinar la efectividad para su inducción al mantenerlo como callo para su 

rápido crecimiento. El medio fue MS, en combinación factorial de 2-4-0 y KIN. 

concluyendo que la concentración de 18.1 mM de 2-4-0 y 18.6 ó 27.9 mM de KIN. 

fueron las óptimas para la inducción de callo, y se obtuvieron brotes en 13.9 .: 6.5 

obteniendo alargamiento en las dos siguientes semanas de incubación, En el 

medio con 2-4-0 con 18.6 mM de KIN,se obtuvieron brotes en 17.3 ± 7.9 por lo 

cual concluyen que esta metodología es recomendable para obtener individuos de 

esta especie con rapidez y en la cantidad deseada. 



Machado et al. (1996) realizaron la micropropagación de Cereus peruvianus 

MilI. por activación de aréolas de explante apical y lateral, para lo cual utilizaron el 

medio MS en combinación factorial de Auxinas AlA, ANA, BA, Y KIN, en 

concentraciones de 0.0, 0.01, 0.1, 1.0 mg' L'1, presentando respuesta positiva para 

los explantes laterales en todas las combinaciones de prueba, mientras que para 

el explante apical no hubo respuesta en multiplicación in vitra. La formación de 

brotes axilares se presentó en el medio conteniendo BA en 1.0 mg' L". y IAA ó 

NAA en 1.0 mg' L". 

Marin-Hernández et al. (1998) realizaron investigación en Mammillaria san­

angelensis Sanchez-Mejorada, para lo cual utilizaron óvulos florales en antesis, 

cultivadas en medio sólido Gamborg (B5), suplementado con 2-4-0(4 mg L") más 

KIN (2 mg' L"),donde obtuvieron la formación de callo en el integumento del óvulo 

durante los primeros tres meses de cultivo, observando los primeros períodos de 

embriogénesis somática, mientras que el análisis histológico demostró en la pared 

unice!ular y multicelular la formación de estructuras pre - embrionarias yen la cual 

observaron que la presencia de fenoles afectó la etapa de embriogénesis 

somática. 
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An;cua et al. (2000) evaluaron los efectos de citocininas BA y KIN en 

concentraciones de 0.5, 1.0, 5.0, Y 10.0 mg' L· 1 en micropropagación para tres 

Espedes de cactáceas: Mammillaria bocasana, M. carmenae, y Echynocactus 

grosonii, para lo cual utilizó el medio MS. El primer resultado fue la formación de 

callo a los 20 días de cultivo en M. bocasana en concentración de citocininas con 

KIN. 5.0 mg L· 1 BA. 5.0 Y 10.0 mg' L'\ mientras que en los demás tratamientos se 

presento la formación de callo a los 25 días. M. carmenae presentó brotación y 

formación de callo basal a los 18 días de cultivo, solo que en concentraciones de 

citocininas con KIN. 1.0, Y 10.0 mg . L-1
, Y BA. 5.0 Y 1.0 mg L-1 presentó un 

crecimiento rápido; mientras que para Echynocactus grusonii los primeros signos 

de moriogénesis se presentaron a los 25 días de cultivo con la formación de callo, 

pero sin presentar diferenciación alguna. 

Flores (2000) con el fin de comparar la respuesta de plantas etioladas y no 

etioladas en Cephalocereus cenilis (Haworth) Pfeiffer, utilizó el medio MS 

(Murashige y Skoog. 1962) en concentraciones de BA, en 0.0, 0.1, 1.0. Y 10 % 

adicionando O.7%.de agar. Las plantas no etioladas (en permanencia con luz 

natural) se tornaron de color café y murieron registrando esta respuesta en todos 

los tratamientos, mientras que las plantas etioladas a los dos días de cultivadas 

presentaron respuesta con un total de 63, 70, 50y 35 %. después de 44 semanas 

de cultivo en tejido diferenciado y activación de aréolas. 
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Agentes gelificantes en el cultivo in vitro de cactáceas 

Debergh P.C. (1983) evalúo los efectos de agar y el medio MS. de tejidos 

de Cynara scolimus L. lo cual dio como resultado' una disminución en la 

vitrificación al incrementar la concentración de agar, aunque en agar Difeo baclo 

en concentraciones de 8-15 gro L-1 la disponibilidad de citocinina disminuye por lo 

cual citocinina bajo condiciones de inducción y en concentraciones bajas de agar o 

alto potencial mátrico fue responsable de la vitrificación siendo las impurezas del 

gel inducidas por el agar, las responsables de una significante diferencia en la 

concentración de los elementos del medio en diferentes concentraciones de agar. 

Al incrementar la concentración de agar se presentan diferencias en la rigidez del 

medio no solo en los tipos de agar sino en la concentración con diferentes marcas. 

Dabekaussen et al. (1991) estudiaron los factores in vitro para la activación 

de aréolas en Sulcorebutia alba, para lo cual utilizaron concentraciones de 

sacarosa de 1 a 6%., y manitol en concentraciones de 0.0, 8.1,16.3,244. Y 32.5 

9 L· 1
• obteniendo que la concentración de sacarosa 2.5% dio el mejor resultado, 

mientras que el manitol en concentración de 32.5 9 L- 1
, redujo el numero de 

plantas anormales y además redujo el peso seco y fresco de los tejidos normales 

a medida que el poten.cial osmótico disminuía. tomando como desventaja el uso 

de manitol en el medio de cultivo. 



Brand (1993) evaluó la influencia del agar y nitrato de amonio en cultivo in 

vitro de Amelanchier arborea, para lo cual utilizó el medio MS y WPM en adición 

de BA 4.4 mM y agar 0.4, 0.6. 0.8 'Yo. Dando como respuesta una disminución de 

hiperhidricidad en el cultivo y el incremento de nitrato en el tejido, al incorporar 

NH, - al medio WPM en concentración de 0.4 'Yo, el cual resultó ser él optimo en el 

registro de las variables evaluadas. 

Wetzstein et al. (1994) detemninaron los efectos del proceso de 

esterilización, agente gelificante, firmeza con relación al pH y sales minerales. 

para lo cual utilizaron los medios MS: Woody Plant Medium (WPM) y Gamborg 

(B5) y los tipos de agar Phytagel en 0.8 'Yo, Bacto Agar en 0.8 % Y gel-gro en 0.4 

% los cuales dieron como resultado que la firmeza del gel se vio afectada por el 

agente gelificante y medio basal; el medio MS se comportó con poca firmeza que 

en comparación con WPM y Gamborg (B5), el volumen del medio durante el 

proceso de esterilización en un tiempo de 40 minutos disminuyó, provocando en 

contraste que la firmeza del gelificante disminuyera significativamente con 

phytagel y bacto agar. mientras que gel-gro presentó gran firmeza gelificante y un 

volumen intermedio en el proceso de esterilización en tanto el pH disminuye en 0.2 

a 0.5 unidades, relacionando esta disminución a la poca firmeza del gel. 



Nairn et al. (1995) señalan la identificación de un constituyente responsable 

del posible control hidrico en la micropropagación de Pinus radiata, señalando que 

el término agar es usado para describir polisacáridos que pueden adquirir la 

estructura de un gel, ocurriendo de manera natural en ciertas algas, 

particularmente en las especies de Gellidium, Gracilaria, Pterocladia, siendo la 

agarosa la forma pura, identificando un costituyente del agar. como un tipo de 

agaroide xilogalactano con constituyentes de piruvato y sulfato, el cual es soluble 

en agua y evita la presencia de plantas vitrificadas, el cual ocasiona que una 

menor cantidad de agua del gel sea liberada (1045 mg'5min-') para el caso de 

agar Difco Bacto, en comparación con gelrite (1396 mg'5min") y con la agarosa 

tipo V (2280 mg'5min"), 

Urbina (1996) al analizar el efecto de tres agentes gelificantes en tres 

concentraciones cada uno en el cultivo in vitro de brotes de vid, en condiciones 

homogéneas tanto nutrimentales como de hormonas, reportó que la longitud de y 

calidad del brote se ve afectada por la concentración del gel, de tal forma que la 

longitud del mismo se incrementó conforme disminuyó la concentración del agente 

gelificante, con similar respuesta al utilizar gelificantes con mayor pureza; sin 

embargo. el inconveniente de estos tratamientos fue la presencia de vitrdicación, 

la cual se presentó en una mayor proporción. en los tratamientos donde se 

combinaron menor concentración con mayor pureza del geli¡icante, además 

encontró una correlación de 0,709 entre la longitud del brote y el potencial 

osmótico del medio, que mostró una tendencia a disminuir al incrementar la 

concentración de agar. 
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Otras especies de interés económico 

Singha (1984) con el fin de determinar la influencia de dos marcas 

comerciales de agar en proliferación de manzano cv. Almey, y peral cv. Seckel. 

utilizó el medio MS, conteniendo BA. 2 mg' L" y Te Agar y Bacto Agar en 

concentracíones de 0.0,0.3, 0.6, 0.9, Y 1.2 %. obteniendo la mejor brotacíón en 

manzano en la concentración de 0.3 % en los tipos de agar, y al incrementar la 

concentración de agar se redujo la proliferación y brotes de crecimiento. mientras 

que en proliferación de brotes entre la concentración 0.3 % Y 0.6 % de agar se 

presentó una diferencia en Bacto Agar pero no con Te Agar. 

Lee et al (1986) compararon los efectos de brotes adventicios de 

Liquidambar styraciflua L. con medio líquido y agar en secciones de hipocotilo 

cultivados con agar en un medio modificado (Risser y White's) con 5.7 mM de AlA, 

y 25 mM 2iP en un medio líquido modificado (Blayde's) con 54 mM ANA, y 2.2 

mM, obteniendo altos porcentajes (94 %) de formación de raíz en el medio liquido. 

mientras que en el medio solidificado con agar fue 46 % menor en las primeras 

seis semanas. el 95 % del tejido en medio liquido presentó rafees a las 10 

semanas de cultivo, en comparación con 58 % en medio con agar. 



Piiques y Boxus (1987) utilizaron un mélodo de clasificación de acuerdo a 

los grados de vitrificación que se presentan en hojas: 1) hojas normales de color 

verde glauco sin apariencia vítrea; 2) hojas suculento-vitrificadas con hojas 

frágiles, suculentas, más o menos de color verde translúcidas dependiendo de su 

edad; 3) tipo humifi-vitrificado en la cual la epidermis adaxial está cubierta por 

agua y la epidermis adaxial puede ser traslúcida de color verde obscuro. 

Pasqualetto et al. (1988) a fin de determinar la influencia de K+ en concentraciones 

de 20.05, 14.05, Y 8.05 mm y Mg2
+ en concentraciones de 1.5, y 3.0 mM, en 

manzano cv. Vermont Spur Delicious y York, el medio utilizado fue MS y agar 

(7.0 gr l ., de Difco bacto agar) ó 1.5 y 2.0 gr l ., de gelrite. En los medios que 

emplearon encontraron que los niveles bajos de K+ indujeron una alta taza de 

vitrificación en brotes afectando la apariencia del tejido y la actividad metabólica 

de los brotes, mientras que usando 7gr l ., de difco bacto agar no indujo 

vitrificación, siendo menor el alargamiento, menores los brotes totales y una 

mayor cantidad de brotes útiles de manzano ev. York, siendo similar pero no 

relevante en el cv. Vermont Spur Delicious. 

Turner et al. (1990) compararon proliferación de brotes y vitrificación de 

manzano y peral en el medio MS, complementado con 8.8 mM BA y 

concentraciones de 0.1 % a 0.4 % de gelrite y phitagel en el medio de cultivo y en 

concentraciones de 0.6 % en manzana y 0.8 % en pera. Los resultados 

obtenidos indicaron que la presencia de Gelrite en el medio provocó el 100 0,'0 de 

vitrificación en pera, aunque el número de brotes aumento con el consecuente 



incremento en peso fresco, se presentó una disminución en peso seco. Para el 

caso de manzano, a mayor concentración de Gelrite disminuyó la vitrificación 

aunque el número de brotes y por consecuencia el peso fresco, se vieron 

disminuidos, pero el peso seco se incrementó al aumentar la concentración de 

Gelrite en estas especies. 

Lowell et al, (1991) a fin de determinar la optima producción de callo 

mortogenético de hojas de remolacha azucarera clon. Rer' (Veta vulgaris L), 

emplearon el medio MS, conteniendo 3.0 % de sacarosa y 0.25 mg 1" de BA, y 

solidificado con Bacto Agar en concentración de 0.7 % en el cultivo inicial y 

subcultivando en períodos de 3 semanas, en las que emplearon cinco tipos 

diferentes de agar los cuales fueron BactoAgar, Gelrite, Phytagel, HGT y 

SeaPlaque agarosa, en concentraciones de 0.9, 0.3, 0.3, Y 0.7 % 

respectivamente. El resultado fue que al emplear Bacto Agar un 70 % Y Gelrite un 

12% de los explantes cultivados presentaron diferenciación, siendo los demás 

tipos de agar y concentraciones empleados no representativos, mientras que el 

potencial mátrico presentó gran diferencia entre los medios empleados pero no fue 

considerado un factor determinante. 

Ladyman (1992) con el fin de determinar el desarrollo de embriones 

somáticos de melón Cucumis sativus L. cv Clinton, obtenidos de explantes 

cotiledonares. Utilizó para su inducción El medio MS, modificando los reguladores 

de crecimiento en concentraciones de 2-4-0. 1.1 mg' L", ANA. 0.2796 mg L", 

BAP. 0.226 mg L"; agar en concentración de 0.35, 0.7, ó 1.4 %. Comparado con 
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Gelrite en concentración de 0.15, 0.3 Y 0.6 %, adicionando sacarosa, fructosa. 

maltosa y azúcar comercial al 0:3 %. día como resultado que los explantes 

anteriores con Gelrite, con la concentración de 0.15 %, presentaron una alta 

Wrificación y expansión de las mismas. En el período de inducción, Gelrite en 

concentración de 0.6 OJo, produjo más tejido de embriones somáticos sin presencia 

de callo. cuando se empleó la sacarosa y fructuosa al 0.3 % Y al ser comparadas 

en presencia de ambos tipos de agar la germinación de embriones somáticos fue 

muy alta, en comparación con el tejido que fue multiplicado con Gelrite en 

concentración de 0.3 %. Mientras que Maltosa en 0.3 % inhibió por completo la 

multiplicación de tejidos. 
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IV. Métodos de Propagación 

La propagación de plantas incluye la reproducción sexual ó por semillas y la 

multiplicación asexual o clonación, además de una fase intermedia denominada 

parasexualidad que incluye lo relativo a apomixis y pseudomixis, Margara ( 1988). 

Reproducción sexual ó por semillas 

La propagación sexual se lleva a cabo cuando el gameto masculino es 

liberado en los estambres y se adhiere al estigma que es la parte receptora del 

pistilo. órgano femenino que realiza la polinización, ya sea enlomófila, anemofila y 

hematófila. Esta polinización es cruzada, pues generalmente el polen de una flor 

madura antes de que los estigmas del estilo sean receptivos. Los óvulos 

fecundados se transforman en semillas y éstas son utilizadas para reproducir 

nuevos individuos, siendo esta propagación la más recomendada para las 

cactáceas Bravo·Hollis (1995). 

Multiplicación Asexual. 

Principalmente se realiza con técnicas por medio de esquejes; injertos. 

estacas. cultivo de tejidos, acodos y/o vástagos. siendo estos últimos. 

considerados como brotes alrededor de la planta madre, los cuales son los más 

utilizados para la propagación de cactáceas Márquez (2000), los cuales se 
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siembran por separado en el lugar deseado después de un período de 

cicatrización, Reyes, (t 992), realizando esta actividad se obtienen ejemplares 

adultos sin enfermedades aparentes. 

La técnica de injertos se realiza con especies que presentan poca 

supelVivencia en el medio, o ejemplares que son llamativos por su colorido y 

floración. Marquez (2000), reporta a las técnicas de esquejes, estacado y acodo 

como utilizadas principalmente con especies leñosas o semileñosas en la 

micropropagación. 

V, Metodología Empleada en Micropropagación, 

El proceso de micropropagación comienza desinfectando el material 

extraído de la planta madre, siendo fundamental para el desarrollo de la técnica, 

posteriormente se fracciona y se guarda asépticamente en tubos de ensayo o 

frascos con medio, conteniendo una mezcla de sales minerales y reguladores de 

crecimiento, entre otros componentes. Se obtienen brotes después de un cierto 

período del cultivo para su propagación y obtención de material vegetal: una vez 

lograda, la regeneración de la planta, se comienza la aclimatación en condiciones 

de invernadero con las características ambientales naturales para que pueda 

sobrevivir. 
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Al respecto, Zimmerman (1991), menciona la existencia de cinco etapas 

en la micropropagación, siendo éstas: 

Etapa o. Selección de la planta madre. 

Etapa 1. Iniciación del cultivo o establecimiento. 

Etapa 2. Multiplicación óoproliferación. 

Etapa 3. Enraizamiento. 

Etapa 4. Aclimatación. 

Etapa "cero "principalmente se desarrolla esta etapa para eliminar 

problemas de contaminación; la planta madre, al ser seleccionada bajo 

condiciones higiénicas y características genotipicas deseables, puede reducir 

algunas de éstas, especialmente las relacionadas con hongos. Debergh (1981). Al 

ser controlado el fotoperiodo se posibilita la producción de explantes con las 

mismas características deseadas, en algunas etapas es necesaria la temperatura 

para el caso de los bulbos las horas frío se necesitan para romper la latencia. 

Pierik (1973). 

Etapa" 1" el desarrollo de un explante en esta etapa puede ser de gran 

importancia, en la cual la edad de la planta, la edad fisiológica del explante. el 

tiempo en que se desarrolla y el tamaño, son determinantes en la conducta del 

cultivo sucesivo. Al trabajar en micropropagación cuando el explante es sometido 

a estrés. se estimulan en el metabolismo compuestos fenólicos. Y esta 
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intervención deja reacciones de hipersensibilidad tal como el contenido de células 

rotas o la prematura muerte celular. Murashige (1991), reporta la etapa de 

establecimiento de inoculo cuando se selecciona y se somete a las condiciones 

del cultivo el material vegetal propuesto para su propagación. 

Etapa "2" la etapa de multiplicación esen la cual se forman y se desarrollan 

brotes, los cuales pueden ser de origen axilar ó adventicio; esta etapa es 

particularmente estimulada por las citocininas debido a que al establecer el 

balance citocininas-auxinas. determinan el proceso organogenico del explante. 

Murashige (1991). reporta que en esta etapa se incrementa el número de 

propágulos, siendo muy importante la frecuencia de la transferencia con intervalos 

de tres a cuatro semanas ( sub-cultivos ó recultivos) 

Etapa "3" en esta etapa se desarrolla el sistema radical de los brotes 

previamente obtenidos, abarcando en este proceso la inducción, iniciación y 

diferenciación radical. 

Etapa "4". La supervivencia de la planta obtenida depende de varios 

factores como la temperatura, humedad e intensidad luminosa para poder 

aclimatar los expJantes obtenidos y es considerada como una etapa intermedia. 

para su transferencia a campo. Cruz-Pizarro ( 2000); Guerrero-Agama (2000). 

reportan que las plantas cultivadas in vUro presentan diversas características 

anatómicas y fisiológicas que difieren de las plantas cultivadas en campo, por lo 

cual es muy importante que las plantas cultivadas in vitro desarrollen 



características morfológicas y iisiológicas similares a las que se desarrollan en 

campo. 

Medio de Cultivo 

Hartmann et al. (1990), definen el medio de cultivo como una mezcla 

compleja de sales minerales ( macronutrientes y micronutrientes), compuestos 

orgánicos y reguladores de crecimiento. Siendo el medio MS el que más se ha 

reportado para su utilización. murashige y Skoog (1962). 

VI. Vitrificación. 

Debergh. et al, (1992) definen el terminó vitrificación como un tejido u 

órgano con una apariencia morfológica y actividad fisiológica anormal. Las plantas 

vitrificadas producen tejido de tipo anormal y han sido descritas como translúcidas, 

vitreas. vitrescentes, y recientemente hiperhidratadas, Paques y Boxus, (1987b). 

los síntomas dependen de varios factores entre los cuales se consideran 

características morfológicas; como: entrenudos cortos y arrosetados hojas que 

pueden ser gruesas. alargadas, arrugadas, rizadas, quebradizas. frágiles, 

translúcidas, y presentan problemas en la iniciación de raíces y brotes. 

Características anatómicas: tallos con hipertrofia de corteza y del parénquima 

localizado en la médula, espacios intercelulares abundantes y grandes, 

hipolignificación del sistema vascular y sistema vascular anormal. 
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Causas de la vitrificación. 

Algunos trabajos realizados con respecto a la vitrificación señalan que los 

factores que la provocan son el exceso de nutrientes, el exceso de carbohidratos, 

las altas concentraciones de reguladores de crecimiento, la intensidad lumínica 

baja o alta y sobre todo, la alta humedad relativa ó la alta disponibilidad de agua 

en el medio, Martín et al. (1999) aunque es también considerado la composición 

del desinfectante, el proceso de desinfección, la excisión del explante, la posición 

del brote en el medio, el número de subcultivos realizados y el proceso de 

esterilización, Piiques y Boxus (1987a). 

Posible control de la vitrificación. 

La vitrificación resulta de varios factores que son manipulados. por el 

investigador y sólo controlando éstos se podría tener el control sobre la 

vitrificación, algunos de ellos se presentan a continuación: 

Incremento en la concentración de agar, Debergh (1981), indica que es posible 

controlar el potencial mátrico, es decir la disponibilidad de agua hacia el tejido, 

modificación del balance hormonal; la concentración de reguladores de 

crecimiento en especial la disminución de citocininas Lowell (1991). La pureza del 

agar, lo cual refiere que existen agar clasificados como: con impurezas, semipuros 

y puros al contener en su estructura residuos de macroelementos y 

microelementos. Siendo N y Ca· los elementos que principalmente deben ser 
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controlados al realizar el medio de cultivo. Por último la concentración de 

carbohidratos. Dabekaussen et al. (1991) indica que la concentración de 

carbohidratos mantiene una relación muy estrecha con el potencial osmótico y la 

disponibilidad de agua en el medio. 

VII. Hormonas 

Salisbury (1994), define a las hormonas como compuestos orgánicos que 

se sintetizan en alguna parte de la planta y que se translocan a otra parte, en 

donde concentraciones muy bajas causan una respuesta fisiológica. 

Existen 5 grupos de hormonas o reguladores de crecimiento: Auxinas, 

Giberelinas, Citocininas, Ácido Abscísico y Etileno, manteniendo cada grupo 

respuestas fisiológicas diferentes. 

Auxinas. 

El ácido indolacético (AlA) es considerado como sinónimo de auxina. Se 

pueden encontrar tres compuestos sinteticos estructuralmente similares al AlA 

que provocan las mismas respuestas que éste; considerando así como hormonas 

auxinicas a: ácido 4-cloroindolacético (4-cloro AlA), ácido fenilacético ( APA) Y 

acido indolbutirico ( AIB); existen otros compuestos que son sintetizados por el 

hombre y también causan respuesta fisiológica comunes a AlA y en general, 

también se les consideran auxinas. De ellos el ácido a-Naflalenacético (ANA). 
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ácido 2,4-dicloroxiacético ( 2,4-D) Y ácido 2-metil-4-clorofenoxiacético (MCPA), 

clasificados como reguladores de crecimiento al no ser sintetizados por la planta. 

Las auxinas tienen una forma diferente. de transportarse de un órgano o 

tejido a otro. El AlA no suele translocarse a través de los tubos cribosos del 

floema o por -el xilema, sino principalmente a través de las células 

parenquimatosas que se encuentran en contacto con los haces vasculares 

Jacobs (1979) citado por Salisbury 1994. Su transporte dentro de la planta es 

basipétalo aunque en la raíz es acropétalo (hacia los ápices) participan en el 

mecanismo de de regulación del crecimiento, en el alargamiento celular 

Murashige, 1974, lo describe como una organización directa que incrementa la 

plasticidad de la pared celular en combinación con las citocininas; inducen 

mortogénesis en micropropagación, estimula el crecimiento generalizado de la 

planta, estimulando su alargamiento. Activa o inhibe las funciones en cualquier 

clase de tejido organizado, interviene en factores de juvelinidad, detención de 

senescencia en hojas y fruto entre otros. Salisbury (1994); Williamm (1995): 

además promueve la dominancia apical e interviene en la biosíntesis de etileno y 

en el alargamien10 de las plantas (Bandursky et al. 1996). 
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Citocininas. 

Salisbury (1994) define a las citocininas como compuestos de adenina 

sustituidas que promueven la división celular en algunos tejidos vegetales; existen 

tres tipos de citocininas que son fisiológicamente más activos y se encuentran con 

más frecuencia en varias plantas: zeatina, dihidrozeatina, isopentenil adenina 

(IPA) y una citicinina sintética, la benciladenina (BA). La sintesis de citocinina es 

probable que se lleve a cabo en semillas, frutos, hojas y en las puntas de raices 

debido a que es el lugar en donde se les ha encontrado en mayor concentración y 

se cree que es el lugar en donde se sintetizan aunque también son transportadas 

..por el xilema. 

Skoog et al.(1962) encontraron que si se mantiene una relación alta de 

citocininas I auxinas, se producen células meristematicas en el callo; éstas a la 

vez se dividen y generan otras para formar yemas, tallos y hojas, pero si se reduce 

la relación citocinina / auxina, se favorece la formación de raíces. Su principal 

función es la división celular, Salisbury (1974); Theodore (1974). 

Giberelinas. 

Bidwell, (1979) menciona que la acción principal de las giberelinas es 

promover el alargamiento de tallos (entrenudos), toman parte en la floración y 

encañe, principalmente en plantas con hábito de roseta, en ciertas fases de la 

germinación de la semilla, en el rompimiento del letargo y en varios efectos 

formativos. 



Etileno. 

Es un compuesto simple, gaseoso, que provoca un amplio rango de 

respuesta en las plantas. Se produce en las hojas, donde afecta en gran medida el 

proceso de maduración. El etileno también causa o reproduce muchos de los 

efectos de formación de la auxina. Su síntesis es estimulada por ésta y se 

relaciona con los efectos de malformación de la auxina, particularmente de la raíz. 

que se deben realmente a la producción de etHeno causada por el estimulo 

auxjnico, también puede causar o interferir con la respuesta normal a la auxina. 

por lo que es posible que existan complejas interacciones de ambas sustancias de 

crecimiento. Salisbury (1994) 

Acido abscisico. (ABA) 

Es transportado fácilmente tanto en el xilema como en el floema, y también 

en las células del parénquima fuera de los haces vasculares; la síntesis se lleva a 

cabo en forma parcial en los cloro plastas; los efectos que provoca ABA depende 

del tejido implicado; afecta sobre la membrana plasmática de las raíces. inhibe la 

síntesis de proteína y en la activación o desactivación de ciertos genes (efectos 

de transcripción) 
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VIII. . Materiales y Métodos 

El presente trabajo se llevó a cabo en el laboratorio de cultivo de tejidos 

vegetales dentro de las instalaciones de la Facultad de Estudios Superiores 

Cuautitlán, U.N.A.M. 

Material Biológico 

El material vegetal utilizado fue obtenido de brotes provenientes del cultivo 

de ápices de Mammillaria sp, de 2.0 a 2.5 cm. de longitud; proporcionado por el 

M.C. Francisco Cruz Pizarra en la Facultad de Estudios superiores Cuautitlan _ 

UNAM. El explante se estableció bajo condiciones asépticas. 

Medio de Cultivo. 

La propagación de tejidos vegetal in vitro se realizó con material en aislamiento y 

en condiciones asépticas. se fragmentaron los explantes en fracciones de 1.0 cm3, 

incubándolos en tubos de ensaye, con un diámetro de 25 mm y el largo de 150 

mm, con 15 mi de medio de cultivo el cual fue compuesto con sales inorgánicas 

del medio propuesto por Cruz-Pizarra (2000). (Anexo 1 )adicionado con 1.0 mg L" 

de tiamina, 100 mg' L" de myo·inositol, 30 gr L" de sacarosa (sustituida con 

azúcar comercial) BA. 0.05 mg' L", Y AIB. 0.01 L" Se evaluaron las 
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concentraciones y tipos de agar, para Sigma y Bioxon en 3.6, 5.4, 7.2 gr L". y 

para Gelrite y Phytagel en 1.125,2.250,3.750. gr 1-', el pH se ajustó a 5.7 con 

HCI y NaOH. esterilizado en autoclave a 121" C (1.5 kg I cm') durante 25 mino 

Condiciones de incubación 

Las fracciones incubadas en el medio de cultivo permanecieron durante 45 

dias. a una temperatura de 27 ± 1" C, con un fotoperiodo de 16 horas luz por 8 

horas de obscuridad, la intensidad luminosa fue de 47 mMol m·'·s'. 

Diseño experimental 

Se aplicó un diseño experimental completamente al azar, con arreglo 

factorial 4x3 donde los factores fueron cuatro tipos de agar con tres 

concentraciones cada uno, con un total de 12 tratamientos y 15 repeticiones, la 

unidad experimental estuvo constituida por un tubo de ensaye. contenido en el 

explante y medio de cultivo. (Cuadro No. 1) 



Cuadro. 1.Tratamientos empteados en la micropropagación de Mammillaria sp. 

Tratamientos Tipo de Aaar Concentración orlo 
1 AQar Bioxon 3.6 
2 Agar Bioxon 5.4 
3 AgarBioxon 7.2 
4 Agar SiQma 3.6 
5 Agar SiQma 5.4 
6 AgarSigma 7.2 
7 Phvtaael 1.125 
8 phvtaoel 2.25 
9 Phvtaqel 3.75 

, 10 Agar Gelrite 1.125 , 
11 Agar Gelrite 2.25 
12 Agar Gelrite 3.75 

Medio base: Cruz-Pizarro (2000). 

Las variables a evaluar fueron: 

Número de brotes obtenidos de cada una de las unidades experimentales. 

Para la variable número de brotes, se realizó un conteo y en la cual se registraron 

los resultados. 

Longitud de los brotes: esta se realizó colocando en un vidrio sobre un 

papel milimétrico en el fondo, contabilizando las interacciones de la longitud de 

los brotes con la cuadricula. Se procedió a medir cada explante y los datos 

obtenidos se registraron por cada unidad experimental. 
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Se realizó la anotación del desarrollo de brotes de raíz en algunas de las 

unidades experimentales que lo presentaron, aunque esto no fue representativo 

en las demás unidades experimentales que se trabajaron. 

La disponibilidad de agua en el medio con los diferentes tipos de agar 

propuestos se realizó de acuerdo a la metodología propuesta por Nairn el al. 

(t995) en donde utilizaron discos de papel filtro registrando el peso seco y 

posteriormente el peso en húmedo, al ser colocado el disco sobre el medio en una 

caja de petri; siendo la diferencia en peso la capacidad que tiene el agente 

gelificante de liberar agua en el medio. Para ello se hicieron discos de papel 

(Whatman #1) con una superficie de 3.46 cm', registrando el peso seco y el peso 

húmedo reportado en diferentes tiempos 5, 10, 15, 20 minutos y midiendo la 

liberación de agua. 
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Observaciones anatómicas 

Se realizaron observaciones anatómicas mediante microscopía fotónica, 

comparando las estructuras formadas in vitro con aquellas que se formaron en 

condiciones normales. 

Los ápices de tallo y región basal del mismo y callo de plantas cultivadas in vitro y 

de plantas provenientes de campo de la misma especie se fijaron en FAA por 72 

horas: se lavaron y se colocaron en un cambiador automático de tejidos 

(Fisher Tissuematon) en soluciones de Cellosolve ( al 50 %, 70 % Y cuatro 

cambios al 100 %) posterionmente pasaron a 4 cambios al 100 % de Xileno. 

El material permaneció 6 horas en cada solución, posteriormente se transfirieron 

a dos cambios de parafina liquida ( 55° C) por 36 horas en cada uno. En las 

bandejas con los tejidos en parafina fundida se aplicó vacio para una mejor 

inclusión. Los bloques de parafina se manejaron siguiendo la metodologia descrita 

por Sass (1968) se hicieron secciones de un centimetro de grosor, posteriormente 

se colocaron en un micrótomo rotatorio (American Oplical, modelo 820) haciendo 

cortes transversales y longitudinales de tallo además de callo y callo basal todos a 

10 pm de grosor; los cortes fueron montados en portaobjetos, empleando el 

adhesivo de Haup y unas gotas de fonmaldehido comercial al 10%. 

Se tiñeron con safranina y verde fijo para lo cual se pasaron por tren de 

desparafinado que consistió en pasar por diferentes compuestos de 2 a 3 minutos, 

en el orden siguiente: 100, 90. 70, Y 50 %; después se tiñó con safranina saturada 

(comunicación personal Engleman 1999) en solución acuosa por 24 horas ( 
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tinción regresiva); posteriormente se lavó con agua y se pasó al tren de tinción: 2-

propanol 50, 70, Y 100 %, verde fijo ( tinción progresiva), después se lavó con 2-

propanol con ayuda de una piceta y se introdujo en la parte complementaria del 

tren: 2-propanol 100 %, Xileno 100 % ( tres cambios). Se colocó una gota de 

resina de alto indice de refracción y el cubreobjetos y se dejó secar en platina de 

calor a 50-55" C por 48 horas realizando las observaciones. 

Se hizó también una tinción para cuticulas (solubilidad), donde se utilizó rojo 7B en 

plantas obtenidas in vitro y plantas procedentes de campo. Se hizó el 

desparafinado similar al descrito anteriomnente hasta 2-Propanol al 50% (parte 

final deliren de desparafinado), posteriomnente el portaobjetos con el especimen 

fue colocado en una cámara con rojo de aceite 7B durante 24 horas; finalmente se 

enjuagó con 2-Propanol al 50% y se monto en jalea de glicerol, se dejó secar a 

temperatura ambiente y se realizaron las obs8lVaciones correspondientes, 

tomando fotomicrografias en el fotomicroscopio (Carl Zeiss modelo 67791). 



IX. RESULTADOS Y DISCUSiÓN. 

Variable número de brotes. 

La mayor tasa de proliferación se obtuvo al emplear agar bioxon con un 

promedio de 14.82 brotes por explante en las tres concentraciones empleadas. 

seguido de Sigma con 11.69 y para gelrite de 11.22, mientras que para Phytagel 

7.2, es decir en agar Bioxon supera en 100% el número de brotes que al utilizar 

Phytagel. 

En cuanto al número de brotes y considerando los tipos de agar Bioxon, fue 

el tipo de agente gelificante en el cual se obtuvo una mayor respuesta 

organogénica ( Cuadro 2, 7, 4. Figura. 1) referido esto al número de brotes por 

explante, manifestando en este tratamiento una tendencia a incrementarse al 

aumentar la concentración de agar existiendo una correlación positiva entre esta 

variable y este tipo de agar. resultados similares reporta Wetzstein et al. (1994) 

Sin embargo, es importante considerar lo propuesto por Brand (1993) en el cual al 

incrementar la concentración de agar en el medio encontró un comportamiento 

similar en número de brotes. pero al emplear el WPM encontró mejor respuesta en 

la concentración media empleada, por lo que es importante considerar las sales 

minerales, ?specificamente los iones que las componen, ya que muchos de ellos 

tienen interacción con efectos de rigidez y solidificación del agar, debido a que los 

iones de K', S04·2
, y el' pueden incrementar la tasa de solidificación, 
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mientras que los iones de NO, pueden retardar este proceso, aunado a que los 

cationes diva lentes influyen al incrementar la firmeza del gel mientras que los 

monovalentes generalmente pueden dar una menor firmeza en una misma 

concentración (Wetzstein 1994), 

Para el agar Sigma existe solo diferencia entre la concentración alta y las 

concentraciones medias 'Y bajas debido a que entre éstas dos últimas no existieron 

diferencias ( Cuadro. 2, figura. 1 ). Lo anterior puede estar relacionado con 

aspectos del mismo potencial hidrico y firmeza de gel, además de considerar otros 

aspectos como las impurezas del gel que en algunos casos pueden llegar a 

superar los requerimientos de una determinada especie. A este respecto 

Dabekaussen et al. (1991) al estudiar los factores que afectan la activación de 

aréolas de Sulcorebutia alba. Rausch encontró que al incrementar la 

concentración de agar por arriba del 0.5% o más tenía un efecto negativo en la 

activación de aréolas y crecimiento de los brotes, asociando este proceso a la 

limitación en el aporte de agua y nutrimento contenidos en ella, al disminuir el 

potencial mátrico e incrementar la concentración de agar (Urbina 1996), en 

este mismo sentido, Singa (1984) empleando dos marcas de agar, encontró que 

en la proliferación de manzano, al incrementar los niveles por arriba del 0.3% ( que 

fue él optimo que obtuvo) disminuyó la proliferación; sin embargo para el peral 

manifestó una tendencia a incrementar el número de brotes al aumentar la 

concentración de agar, lo que indica que los resultados oblenidos para este 

agente gelificante puede ser debido, entre otras cosas. además de las 

caracteristicas del medio de cultivo, a características propias de la especie. 
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Para el caso de Phytagel, la tasa de proliferación más elevada se obtuvo en 

las concentraciones bajas del mismo, al ser considerado el de mayor pureza, por 

lo que al emplearlo en las concentraciones de agar con mayor impurezas como es 

el caso del Bioxon daria una rigidez extrema ( Cuadro. 2, figura. t). 

Al utilizar la concentración más elevada de Phytagel se obtuvo la menor 

taza de proliferación de todos los tratamientos que fue de 4.73 brotes. lo cual 

aunque es bajo, el número no demerita tomando en consideración lo reportado por 

Jones (t977) quien considera una tasa aceptable de 5 brotes por explante. En la 

micropropagación de algunas especies, al realizar la interacción existente entre los 

tipos de agar y concentración, se encontró de manera general un promedio mayor 

para la variable número de brotes en las concentraciones menores o bajas, 

decreciendo conforme aumenta la concentración de agente gelificante empleado. 

Pasqualetto et.a!. (1988) reportan para Gelrite que en la concentración baja 

y media registró el mayor número de brotes en manzano ev. York y Vermont de 

8.3 y 8.9 respectivamente, en tanto que Sacto Agar en la concentración empleada 

obtuvo 6.8 brotes, lo que indicó también que el porcentaje de brotes vitrilicados 

disminuye significativamente al incrementar la concentración del agente geiificante 

en manzano, señalando que la vitrificación' en esa especie pudo estar relacionado 

con la variabilidad del explante. 
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Para el caso de Gelrite, los resultados obtenidos para los tres tratamientos 

se mantuvieron 32% menor que Bioxon siendo el que mejor resultado presentó, 

manifestando una tendencia a incrementar el número de brotes en la 

concentración baja y media con relación al comportamiento de los tipos de agar 

anteriores; es decir, existe una correlación negativa más entre esta variable y la 

concentración de este tipo de agar, por lo que en la concentración alta redujo el 

número de brotes hasta un 55%, en comparación con la concentración baja y 

media de Gelrite. Lo anterior puede estar relacionado con la rigidez del agente 

gelificante y con la pureza del mismo, además de considerar la disponibilidad de 

agua del agente gelificante que fue para este gel de 185 mg' 5min" ( Cuadro. 2, 

figura. 1) en comparación con Bioxon. 

Los agentes gelificantes Bioxon y Sigma en concentración media (5.4 g'L") 

presentaron brotación de raíces en algunas de las repeticiones (2 a 4 raíces) 

aunque no fue representativo, esto se relaciona con el estado fisiológico en el que 

se encuentra la planta al ser transferida en el medio nutritivo Debergh (1992); 

Robert et al.(1987) reporta en Agave fourcroydes Lem, en cultivo in vi/ro, la 

presencia y desarrollo de raíces en el cultivo aunque no fue representativo. 
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Variable longitud de brotes. 

Pocos trabajos hacen referencia a parámetros de calidad de los brotes 

como la longitud, generalmente hacen referencia a otras variables como lo es el 

número de brotes (Ladyman et al. 1992; Sanderson et al. 1986; Singha 1984; 

Marin- Hernandez 1998; De Oliveira et al. 1995; Flores-León et al. 2000; 

Pasqualetto et al. 1988; Rodriguez-Garay et al. 1992; Robert et al. 1987). 

En cuanto al tipo de agar, los resultados obtenidos indican que en el tipo de 

agar Gelrite, la respuesta a esta variable fue mayor, teniendo un promedio en este 

tipo de agente gelificante de 1.71 cm de longitud por brote obtenido (Cuadro. 7, 

figura. 2) obteniendo la máxima respuesta para la concentración media de 2.250 

mg L", con un promedio de 1.8 cm de longitud por brote obtenido (Cuadro. 2, 

figura. 2) con una tendencia a decrecer al aumentar o disminuir la concentración 

de este tipo de agar. Pudiendo tener también relación con la pureza y rigidez, 

entre otros aspectos, lo que concuerda con lo reportado por De Oliveira et al. 

(1995). 

El agar Bioxon siguió con un promedio general de 1.22 cm de longitud de 

brotes por explante (Cuadro. 7. figura. 2) para este tipo de agar, se obtuvo una 

diferencia mínima para la concentración baja y media con 1.23 cm por explante y 

disminuyendo ligeramente para la concentración alta, esto puede estar 

relacionado con lo reportado por Debergh (1983) quien menciona que el agar es el 
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responsable de las diferencias significativas en la concentración de los elementos 

del medio con diferente concentración de agar, siendo afectada la rigidez, 

potencial hidrico entre otros. Lee et al (1986) reportan que al emplear medio 

liquido y solidificado en brotes de Liquidambar slyeiflua L, obtuvo el mejor 

resultado en proliferación de raíz con el medio líquido mientras que el medio 

solidificado fue menor en 50 %, por lo que el agar puede limitar el desarrollo de los 

explantes obtenidos en el medio. 

Para Phytagel el comportamiento se mantuvo ascendente hasta llegar a 

15 cm de longitud por brote con la concentración máxima y manifestando una 

tendencia a disminuir conforme es menor la concentración de agar (Cuadro.2, 7 ) 

Resultados similares reportó 'Lowell (1991) quien utilizó este tipo de agar para 

producción de callo morfogenético en remolacha azucarera, en tanto que Steven 

(1990) reporta que en manzano y peral se obtuvieron resultados favorables en 

cuanto al número de brotes de ambos cultivares, pero al incrementar la 

concentración de agar ( de 0.1 a 0.4 %) disminuyó el número de brotes. hasta un 

30 o;, menos, similar a lo reportado por Ladyman (1992) quien al utilizar este tipo 

de agar en la concentración media (6 %) obtuvo el mejor resultado, aunque no 

superó a Gelrite que presentó 40 % más de respuesta en peso fresco en esta 

especie. concluyendo que a medida que existió un incremento en la materia seca 

acumulada en los brotes, el proceso de vitrificación disminuyó significativamente. 
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Para el agar Sigma el comportamiento fue diferente en el sentido que en la menor 

concentración empleada (3.6 g"L"') se obtuvo la mayor longitud de brotes (1.13 

cm) con una tendencia a disminuir conforme aumenta la concentración de agar, lo 

cual pudo estar relacionado, entre otros factores, con la firmeza del gel, y la 

disponibilidad de agua. Esto concuerda con lo reportado por Urbina (1996), quien 

al analizar el efecto de tres agentes gelificantes en diferentes concentraciones, en 

el cultivo in vilro de brotes de vid, observo que la longitud y calidad del brote se vió 

afectada por la concentración del gel, de tal forma que la longitud del brote se 

incrementó conforme disminuyó la concentración del agente gelificante. 
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Disponibilidad de agua en el medio. 

En cuanto al procedimiento para medir la cantidad de agua liberada por el agente 

gelificante se encontró un máximo de 671 mg5min" ( Cuadro. 3) para la 

concentración más baja empleada de agar Sigma, teniendo una tendencia similar 

para todos los tratamientos, es decir, el gel liberó una mayor cantidad de agua en 

las concentraciones menores para todos los tratamientos, siendo en orden 

decreciente conforme aumenta la cantidad de agente gelificante empleado, 

siguiendo posteriormente el agar Bioxon en cuanto al máximo liberado con la 

misma tendencia que el anterior, con un máximo de 647 mg"Smin-1 y un mínimo de 

509 mg5min"; Phytagel con un máximo de 291 mg'5min", y un mínimo de 182 

mg 5min-¡. y el agente gelificante que menor cantidad liberó fue gelrite con un 

máximo de 247 mg"Smin"', y un mínimo de 185 mg"Smin-', que corresponde al 36% 

del agar Sigma en su más baja concentración y 38% del agar Bioxon. Lo anterior 

puede estar asociado a lo señalado por Nairn et al. (1995) en lo relativo a que 

existe diferencia en el agua que el gel libera en función de la concentración y tipo 

de agente gelificante empleado, teniendo particular importancia este aspecto en la 

vitrificación, la cual esta asociada a una pérdida del control hfdrico por el explante 

(Debergh et al. 1992). 

Sin embargo, para esta cactácea en particular no se presentó el proceso de 

vitrificación, con todas las caracteristicas señaladas por Paques y Boxus (1987) y 

la liberación de agua en que pudo influir más. Tomando en consideración la 

cantidad de agua liberada en el medio este proceso estuvo ligado a una mejor 
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respuesta en Bioxon mientras 'que una mejor cantidad se asoció en el uso de 

Gelrite a una mejor longitud de brotes. 
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Cuadro. 2 Comparación de medias de número y longitud de brotes de 
Mammillaria sp obtenida in vitro con diferente tipo y concentración de 
agar. 

TRATAMIENTO NUMERO DE BROTES LONGITUD DE BROTES 
AGAR 

~Cll 
PROM. COMPARACiÓN PROM. COMPARACiÓN 

DE MEDIAS' (cm) DE MEDIAS 
BIOXON 3.6 13.13 b c 1.23 d 

5.4 14.2 a b 1.23 d 
7.2 17.2 a 1.21 d 

SIGMA 3.6 10.13 c d 1.13 e 
5.4 10.47 c d 1.11 e 
7.2 6.2 0.96 f 9 JL PHITAGEL 1.125 10.47 c d 1.08 f 

2.250 4.73 Ig 1.11 e f 
3.75 6.4 e f Ig 1.15 e 

GELRITE 1.125 11.87 b c 1.6 c 
2.250 14.07 a b 1.8 a 
3.75 7.73 de f 9 1.75 b 

L. 
Valores con la misma letra dentro de columnas son estadlstlcamente Iguales 
de acuerdo a la prueba de Tukey a una P:s0.05. 

Cuadro. 3 Disponibilidad de agua en el medio. 

Agar rogSmin-1 
'j-

BIOXON 647 
628 
509 

SIGMA 671 
577 
563 

PHYTAGEL 291 
202 
182 

GELRITE 243 
201 __ 
185 

- -

'J Correspondiente a un promedio de 20 observaCiones. 



Cuadro. 4. Impurezas en los tipos de Agar empleados en el cultivo in vitro de 

Mammiflaria sp. 

Impurezas Agar Bioxon Agar Sigma' Agar Phytagel ' Agar Gelrite 3 I 
I 

Cenizas 4.50 Clo 2.60% 2.60 % 1.75 % I 

--' 
Calcio 0.13 % 0.23% 0.23% 0.27% I 

Bario 0.01 % 0.01 % 0.01 % 0.01 % 

Silice 0.19 % 0.01 % 0.26% 0.09% 

Cloruro 0.43 CI/O 0.18 % 0.18 % 0.13 % 
, 
I 

Sulfato 2.54 % 1.90 % 1.90 % 1.32 % ¡ 
Nitrogeno 0.17°{¡ 0.10 % 0.10 % 0.14 % I 

Sodio 1.8 C o . - 0.82 % 

Magnecio 0.01 % - - 0.22 % 

Fuente: 1.2.3 Datos del Fabricante. 



-
Plantas provenientes de campo. 

Presentan tubérculos con aréolas en una menor densidad de espinas; a lo largo 

de la aréola se presentó tejido vascular (vasos en xilema), prácticamente a lo largo 

de la areola en su parte media y es limitado por tejido de parenquima (figur.3 ) 

esta constituida por células alargadas de pared más gruesa que las provenientes 

in vitro; se encontró tejido meristemático en la región sub~apjcal de los brotes. 

estas células meristematicas se encontraron en dos protuberancias en capas de 

hasta 15 células (figura.9 ). 

La invaginación formada entre dos protuberancias es amplia y completamente 

diferente; además de inclusiones de taninos en el tejido fundamenta' 

(parénquima) en la región del tallo. A partir de la axila formada por los tubérculos. 

se formaron y desarrollaron los nuevos vastagos para esta especie. 

El tejido vascular dentro del tallo presentó un xilema bien desarrollado con hileras 

de 20 a 25 células; además del floema en la región aferente del xilema endarco 

(fig. 8 ) Y la cutícula se presentó continua y densa e inclusive estuvo presente 

hasta las criptas sub-estomáticas de la epidermis ( figura.11 ) formando un 

campo continuo. 
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Plantas provenientes del cultivo in vi/ro. 

Las plantas in vitro presentan aréolas con una mayor densidad de espinas que las 

plantas de campo ( figura. 4 ) además de contar con un menor tejido vascular a lo 

largo del tubérculo en el cual está contenido principalmente xilema, el tubérculo 

esta constituido principalmente por células parenquimatosas a lo largo de toda la 

protuberancia, de pared delgada, una corta invaginación formada entre los 

tubérculos adyacentes. el espacio que existe entre ellas es reducido y el tubérculo 

tiene una capa epidérmica con una cubierta isodiamétrica. El callo formado en la 

base de los brotes presenta abundantes células de forma alargada e 

isodiamétricas con pared alargada. La tinción específica para cutícula presentó 

las células epidérmicas y mostró la presencia de la misma en la pared periclinal 

externa, la cual rebordea los estomas formando una capa continua. 
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Figura. 1.Promedio de Número de Brotes en el cultivo 
in vitro de Mammllaria sp. 
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Cortes anatómicos de Mammll/aria sp .. ;~. , : 
; '. ~. , 't ~, I > . 
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Fíg. 3-8 Cortes transversales de tallo con 
Tinc:i6n Safranina-Verde Fijo. Flg. 3. 
Aréola in vitro. Fig.4. Aréola en campo. 
Fig. 5. Tubérculos de tallo en campo. 
Fig. 6. Tubérculo in vitro. Fíg. 7. callo 
basal in vitro. Fig. 8. Haz Vascular en 
campo. Fig. 9. Corte Longitudinal de tallo 
de campo con ünci6n de Safranina-Verde 
Fijo. Fig. 10·11. Cortes transversales 
con Tinción especifica para cutlcula rojo 
de aceite 7B. Fig. 10. Estoma en campo. 
Fig.11. Estomas in vitre. 
Bana: lOflm figuras 3,6,8,9 y 11: 20ftm 
figuras 4,5,7 y 10. ar= aréola .. cut= 
cutícula.. e= estoma... Ib= 
tubérculo ... hv= haz vascular.. it= región 
inter tubercular... m= meristemo apical.. 
p= células de parénquima de callo basal. 

" ' :?'''~~4~''1E',''': 
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. Conclusiones 

1. El promedio de brotes obtenidos por subcultivo en Mammillaria sp. se 

consideró con una tasa eficiente de 9.7 brotes por tratamiento empleado. 

2. A los 45 días de cultivo el medio solidificado con agar Bioxon dio el mejor 

resultado para la variable número de brotes con 17.2 brotes para la 

concentración de 7.2 g·L". 

3. La mayor longitud de brotes se presentó en el medio solidificado con Gelrite 

con 1.8 cm para la concentración de 2.250 gL·'. 

4. La disponibilidad de agua en el medio tendió a decrecer al aumentar la 

concentración del agente gelificante, de manera similar para los tipos de agar 

empieados. 

5. Al emplear agar Bioxon, la cantidad de agua disponible fue mayor ( promedio 

de 595 mg'5min" ) y para Gelrite la disponibilidad de agua fue menor ( 

promedio de 210 mg5min") debido a la naturaleza del gel y no se presentó en 

ningun caso vitrificación. 



6. Las propiedades físicas y químicas atribuidas a la pureza del gel, influyen en la 
, 

firmeza, disponibilidad de agua y aporte de algunos nutrimentos que 

determinan el desarrollo de los explantes. 

7. Las plantas provenientes in vitro presentaron un mayor número de espinas en 

las aréolas, mayor número de células de tejido fundamental, menor desarrollo 

del tejido vascular y cutícula menos densa que las plantas provenientes de 

campo. 

8. Las plantas cultivadas in vitra, presentaron una capa continua de cutícula que 

incluye la cripta estomatica. 
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Anexo.1 

Composición del medio basal en el establecimiento in vitro de Mammillaria sp. (1) 

Compuesto Quimico Peso Molecular Concentración Concentración 

(mM Ó ¡lM) (mgL0 1 = ppm) 

NH,NO, 80 2.5mM 200 

Ca(NO')2AH2O 236 t.25 mM 295 

KH2PO, t36 1.25 mM 170 

MgSO.7H2O 246 1.50 mM 369 

KNO, 101 5mM 505 

FeSO.7H2O 278 0.09 mM 25 

Na - Edta 380 0.10 mM 38 

MnSO,H2O 169 5¡lM 0.84 

H,BO, 62 100 ¡lM 6.1 
o· 

Na2MoO,2H2O 242 1 ¡lM 0.24 

ZnSO,7H2O 1 287 30 ¡lM 8.6 

CuSO,5H2O : 249 0.1 ¡lM 0.0000249 

CoCI26H2O I 238 0.1 ¡lM 0.0000238 

Mio - inositol I 180 0.55 mM 100 

Tiamina - HCI I 337 0.29 ¡lM 0.1 
I 

Piridoxina - HCI I 205 2.44¡lM 0.5 

Ac. Nicotinico 123 4.07 11M 0.5 

BA I 225 2.22 ¡lM 0.5 

AIB 203 0.49¡lM 0.1 

saca roza I 342 0.0878 M 30000 

Agar ,<, 
I 6000 

1')' .. 
El medio fue utilizado para la prohferaclon Inicial. pH alustado a 5.7 

(2) Adicionado (en diferentes concentraciones) para su evaluación. 

Fuente: CruzoPizarro 2000. 



67 

Anexo 2 

Cuadro.5 Análisis de varianza de la variable Número de Brotes del cultivo in vi/ro 

de Mammillaria sp. 

FV GL Se Cm Fe Ft 

Tratamientos 0.05 0.01 

! Agar 3 1472.86 490.9 35.4 .. 2.60 3.78 

, Niveles 2 131.03 65.61 4.7 •• 3.69 4.61 
i 
I Agar x niv. 6 99.8 16.6 1.2 n/s 2.1 2.8 

Error 168 2330.86 13.87 

! Total 179 

Cuadro.6 Análisis de varianza de la variable Longitud de brotes del cultivo in vitro 

de Mammillaria sp. 

FV GL Se Cm Fe Ft I 
I 

Tratamientos 0.05 0.01 ! : 

Agar 3 13.3791 4.46 9.54 .. 2.60 3.78 

I 
: 

I Niveles 2 0.0568 0.028 0.06 nls 3.69 4.61 I 
I I 

Agar x "iv. 6 91.97 15.33 1.2 .. 2.1 2.8 
, 

I I , 
0.47 

. I Error 168 78.533 
, I 

~ 
Total 179 ! , 
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Anexo 3 

Cuadro. 7. Promedio de Número y Longitud de Brotes en Mammillaria sp. 

Tipos de Bioxon Sigma Phytagel Gelrite TOTAL 

Agar [ 1 

Baja 1.23 1.13 1.08 1.6 1.68 

Media 1.23 1.11 1.11 1.8 1.31 

Alta 1.21 0.96 1.15 1.75 1.21 

TOTAL 1.22 1.06 1.11 1.71 

Tipos de Bioxon Sigma Phytagel Gelrite TOTAL 

Agar [ 1 

Baja 13.13 10.13 10.47 11.87 11.4 

Media 14.2 10.47 4.73 14.07 10.86 

Alta 17.2 6.2 6.4 7.73 9.38 

TOTAL 14.8 8.93 7.2 11.22 
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