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RESUMEN

En fa micropropagacion existen variaciones anatémicas y morfoldgicas 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, ta concentracion del agente gelificante, siendo este
ultimo el de interés en esta investigacion para la cual se establecen los siguientes
objetivos: Desarrollar ta metodolégia para micropropagacion de Mammiflaria sp,
ademas de identificar posibles cambios morfoidgicos y analdmicos de la planta,
evaluar la influencia del tipa y concentracién de agar que presenten el desarrollo

de brotes de Marnmillaria sp.

Se utilizaron brotes de Mammillaria sp. obtenidos del cultivo de apices en el
medic Cruz-Pizarro (2000) se modificaron las concentraciones de agar utilizando
diferentes tipos ( Bioxon y Sigma en 3.6, 54. 7.2 gL' y Phytagel y Gelrite en
1.125, 2.250. 3.750 gL").Resultando para la variable nimero de brotes con el
agente gelificante Bioxon un promedio de 14.82, que maniuvo un incremento
conforme avmentaba la concentracion, 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, disponibitidad de




agua y pureza. Se encontraron diferencias anatémicas en el cultivo de tejido in
vitro 'y en campo muy significativas, principalmente en la capacidad de
almacenamiento al presentar un gran desarrollo en [a parte areolar, el niimero de
espinas en plantas cultivadas in vitro fue superior a las provenientes de campo, en
tanto que la cuticula se presenta continua en la pared periclinal externa incluyendo

la camara sub-estomatica en cortes anatémicos del tejido empleado.



1. INTRODUCCION.

México cuenta con una amplia diversidad biolégica debido a su localizacion
geografica y a las barreras orogréficas que permiten contar con climas que van
desde el tropical subhimedo en la parte del barlovento hasta el clima arido seco
en la parte del sotavento, siendo este tltimo uno de los principales factores por lo
cual.en la mayor parte del territorio mexicano se encuentra vegetacion crasicaule
misma que presenta gran diversidad de formas, vistosidad y colorido. Siendo en
estas zonas, en las que se encuentran la mayoria de las especies de la familia
Cactaceae con que cuenta el pais. Por mucho tiempo, estas especies han sido
saqueadas lo que ha pertubado el entorno, provocando la erosion, al realizar
apertura de tierras que se han incorporado al cultivo de otras especies que en la
mayoria de las ocasiones no permiten al productor mantener una fuente de
ingresos para su subsistencia teniendo que tomar alternativas complementarias
como [o son: recoleccidn y venta que en fos mercados; alcanzan un precio muy

elevado.

Esio ha despertado interés en la investigacién que permita desarrollar, de
una manera rapida, la recuperacion de estas especies en las zonas que han sido

afectadas e incremeniar los volimenes de individuos, para su venta.



La micropropagacion, es una técnica que se ha utilizado principalmente
para |la obtencién de espeties de interés econdmica, como lo son las horalizas,
especies arboreas vy floricolas. En Ia actualidad tambign se ha implementado para
la propagacion de especies en peligro de extincién, ( Nom-Ecol-059-1994), Esta
técnica de propagacion permite el desarrolio 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
exlincién, se han trabajado en mayor proporcion en especies de la familia
Cactaceae, siendo propagadas en condiciones asérpticas con la técnica de
germinacion de semillas, y por secciones de tejido como raiz, tallo, areclas y
embriones. Aunque en mayor nimero, se encuentra en la micropropagacion; por
activacion de areolas.

El objetivo general de la presente investigacién es: Establecer la
metodologia para la micropropagacion de Mammillaria spp; para lo cual se
utilizaron cuatro tipos de agar en tres concentraciones e integrando observaciones

anatomicas de raiz, talio y callo mordogenético.




OBJETIVO GENERAL.

Establecer la metodologia para la micropropagacién de Marnmiiiaria spp.

Objetivos particulares

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

desarrollo de brotes de la micropropagacién de la especie.

-Evaluar algunas propiedades fisicas de los diferentes tipos de agar en Ia

rmicropropagacion de la especie.

-ldentificar posibles cambios morfologicos y anatomicos de las plantas



Hipdtesis

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

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

aspectos.

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

explantes in vitro,

3. La anatomia de las plantas cullivadas in vilro pueden tener una expresion

diferente de las cultivadas en campo,




1 REVISION DE LA LITERATURA

Importancia de las Cactaceas

La vegetacion de México es muy diversa. siendo su flora muy importante
por la abundancia de organismos. Una de las familias mas importantes son las
caclaceas Rzedowski (1991), la cual a nivel nacional es considerada como la
quinta mas importante por el nimero de especies, albergando en el territorio 822

especies Hund (1999),

Los miembros de esta familia se han utilizado desde tiempos prehispanicos
con fines medicinales y propésitos religiosos. como alimento, plantas de ornalc y
come farraje. Bravo - Holis, (1937,1995); Alvarez {2000); Franco {1997), reporta
257 especies cuya supervivencia permanece en riesgo, 24 en peligro de extincion,
96 amenazadas,135 raras, y dos sujetos a proteccion especial (Nom-Ecol-059-

1994).

Descripcion.

El' genero Mammillaria, llamado comunmente biznaga, presenta las
caraclerisicas siguientes: mameilones cénicos piramidales, espinosa con lallo
globoso de tres a cinco centimetros de didmetro. presenta axilas desnudas o con

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




Las espinas radiales poseen de 6 a 20 mm de longitud, cespitosas, finas y
suaves, sus flores estan dispuestas cerca del apice de la planta, de 13 a 22 mm
de longitud, verde hacia la base; Ia fior con ef borde de color crema hasta amarillo
verdoso; sus frutos son claviformes, generalmente son comestibles y reciben el
nombre de chililios, los cuales tienen una longitud de 15 mm por 3 mm de
diametro; sus semillas son de 1 mm de longitud y de 0.6 mm de espesor; son de

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

Morfologia

Raiz.

Es semejante a la de otras dicotiledoneas. La raiz principal constituye el
sistema de fijacién, pues se introduce vericaimente en el suelo y su desarrollo es
proporcional al tamano y a ia fuerza de traccién del vegetal, las raices secundarias
intervienen particularmente en la absorcidon pues la longitud que alcanzan, la
profundidad a la que llegan y el grado de ramificacién que adquieren estan en
relacion con el factor humedad y con las demas caracteristicas del suelo. Cannon,
1913 ( Citado por Bravo-Holis, 1978) reporia ia existencia de tres tipos de raices 1)
cuando la raiz principal adquiere mayor desarrollo que las secundarias; 2) cuando
las raices secundarias crecen mas que Ja principal. 3) cuando la raiz principal y las

secundarias alcanzan aproximadamente el mismo desarrollo.




Vastago.

La mayoria de las especies presentan modificacion de este organo  en
forma de espina el vastago Consta de tallo, hojas tectrices y yemas, estos
6rganos estdan solo desarroliados en los generos primitivos Pereskia, Pereskiopsis

y Quiabentia

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, camosoe, y de
forma orbicular o eliptica, pudiendo distinguirse algunas nervaduras pennadas o
mas o menos palmeadas, a veces puede persistir transformado en espina cuando

los tejidos se esclarifican. Bravo-Holis (1978). |

Costillas.

Las costillas provienen de los podarios de la yema apical de la plantula que
se ordenan en series ortosticas verticales; el nimero de costillas va aumentando
con la edad, por lo que el tallo, en su apice, presenta un mayor nimero de
costillas que en la base. La forma también varia, desde angostas con arista aguda
hasta anchas y de aristas redondas, aftas y muy prominentes o aplanadas: las

costillas rectas pueden tornarse espiraladas,




En algunas especies de la tribu Echinocereae los tallos son cortos, suaves ¥
por io comun cilindricos, erectos, postrados o pendulosos, y los de la especie de la
tribu Echinocactae, son casi siempre globosos, pero con frecuencia al  crecer

se vuelven cilindricos {Bravo-Holis 1978).

El sisterna tegumentario estd constituido por ios tejidos epidermicos vy
peridérmico. La membrana de las células epidérmicas que se encuentran en
contacto con el medio externo, se halla revestida de una gruesa pelicula de cutina
que impide la evaporacion del agua y proporciona resistencia a las celulas; por
excrecion se deposita algunas veces un revestimiento ceroso en forma de
escamas diminutas o de granulos muy finos; debajo del sistema tegumentario esta
el tgjido colenquimatoso que da consistencia y solidez al tallo; seguido de este, se
encuentra el parenquima en empalizada o clorofiliano, semejante al de tas hojas,
pues esta formado por varias capas de células prisméticas, grandes y alargadas,
de paredes delgadas y con abundantes cloroplastos este tejido es muy importante
porque en &l se efectua la fotosintesis. Debajo de él se encuentra el parénquima
colector gue forma una zona bastante amplia, con celulas grandes, esferoidales y
turgentes: a la gran cantidad de agua y diversos polisacaridos que almacena este
tejido se deben las formas suculentas de las cactaceas. Los haces vasculares
constituyen cuerdas gruesas y largas, se integran especiaimente en la base del
tallo y en la raiz en forma de un cilindro gruese y compacto. De estos haces salen
paqueies vasculares hacia la corteza. que terminan en él parenguima o en los

tejidos indiferenciados de las areolas.




Y

La parte central del tallo esta ocupada por la méduia, tejido que forma una
columna central cuyo diametro varia con la edad y con las caracteristicas de los
distintos géneros. En algunas especies del género Mammillaria hay un sistema de
vasos lacticiferos de origen lisigeno que se ramifican en la corteza y en la médula
a veces anastomosandose y el latex que contiene es una emulsion que se

endurece cuando queda expuesta al aire.

Tubérculos (podarios).

EL meristemo de la yema cotiledonar apical forma los podarios o tubérculos
duranie el desarrollo de ia planta base hipertrofiada de las hojas presentandose
asl en las plantas ya desarrolladas: los tubérculos mas viejos se presentan en la
base del tallo, en tanto que los recién formados esian en el apice. La forma, el
tamano y la consistencia de los tubérculos son variables; los hay esféricos,
digitiformes. foliares, triangulares, cénicos ¢ prismaticos y €n ocasiones muy
pequenas como en el caso de algunas especies de Mammiflaria. En la parte

superior de estos 6rganos se encuentran las aréolas.




1

Areolas.

Las aréolas son los drganos mas caracteristicos de las cactaceas, se les
considera como yemas homdlogas a las yemas axilares de las otras
dicotileddneas, las cuales también forman hojas reducidas, flores, nuevos tallos, y
‘ademas espinas, gléquidas, cerdas y pelos y a veces, raices adventicias. En casi
todas ias especies de cactdceas existe al centro de las aréolas, un meristemo de
crecimiente 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 meristematicos 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 procese de lignificacion.
En una aréofa puede haber desde una hasta alrededor de 100 espinas. En cada
aréola se aprecian por |0 comun dos tipos de espinas; las radiales mas cortas y
delgadas, dispuestas en la periferia y las centrales que son mds largas y gruesas
(Bravo-Holis 1937} Entre las espinas defensivas, estan comprendidas las
gléquidas, pequenas, rigidas y, por lo comun, muy numerosas. En el grupo de las
espinas staves se consideran las cerdas largas y rigidas, semejantes a las crines,

pelos largos y mas o menos sedosos.




Tallo.

Los tallos de las cactaceas tienen formas muy diversas, pero constantes,
para cada entidad taxondmica, hasta la forma reducidas a un articulo globoso
como las especies del genero Mammiliaria, considerado como el mas
evolucionado. En general son ramificados, o bien reducidos a una sola rama o
articulo. y su altura, consistencia, tipo de ramificacién y habito ecolégico 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 gque, a su vez, se ramifican hasta formar una copa muy amplia.

En el genero Cylindropuntia, las especies tienen tallos arbustivos vy
generaimente poseen un tronco del que parten ramas cilindricas o articulos
provistos de series espiraladas de tubérculos, que casi se tocan entre si por el

acortamiento de los entrenudos (Bravo-Holis 1978).

En el subgénero Opuntia las especies son arbustivas si esta"m provistas de
un tronco bien definido, o rastreras si carecen de éste, el tronco es Mmas o0 menos
cilindrco. pero las ramas a que da origen son aplanadas y discoides en torma de
raqueta (cladodio). Las cactaceas de habito epifito, que viven en las selvas
tropicales humedas y en los encinales, tienen tallos colgantes, en forma de

cladodios (Bravo-Holis 1978).




Flor.

La estructura de la flor presenta caracleres tipicos  anatémicos,
determinados posiblemente por adaptacién al medio seco y por las diversas
modalidades de la polinizacion zodfila. Se pueden apreciar dos tipos de érganos:
los de origen axial, como las zonas pedicelar, el hipanto, o pericarpelo y el tubo
receptacular, y los venticilos florales que constituyen el androceo y el gineceo. Por
su organizacién de origen axial pueden desarrollar, en ocasiones, nuevos brotes.

En Marmmillaria. el tubo receptacular esta formado también por dos partes,
de las cuales la inferior 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 presentande
por atavismos, una o dos aréolas diminutas; el pericarpo esta integrado por las
paredes muy delgadas del ovario vy por el pericarpelo. Cuando madura, sus
paredes se engruesan. los podarios se hacen imperceplibles por la turgencia de
los tejidos y la superiicie se vuelve colorida, adquiriendo diversos matices del
amarillo, anaranjado, rojo o parpura, esta coloracion tiene gran importancia para

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




Semilla.

Las semillas de las cacticeas presentan variaciones en la forma, tamano,
estructura y color de la testa y en las caracteristicas del embrién y de los tejidos
almacenadores de sustancias nulritivas. Las semillas estan cubiertas per la testa,
que procede de los dos tegumentos de los rudimentos seminales. Cada tegurnento
consiste de dos capas de células que aumentan en la region micropilar. El
tegumento intemo deja una pequefia abertura, que es el micrépilo, el extremo es
mas corto. no llega al micrépilo y sus células contienen abundantes taninos
oscuros. La testa varia en color, resistencia y ornamentacién ¥ sus colores mas
trecuentes son el castafo, anaranjado, café y negro. La lesta en Mammillaria se

presenta corrugada o reticulada { Bravo-Holis 1978).




TAXONOMIA

La taxonomia del género mammiliaria segun Bravo Hollis (1995), es la siguiente:

Reino Vegetal
Subreino Embriofita
Divisidn Traqueofita
Clase Angiospermae
Subclase Dicotiledoneae
Orden Cactales
Familia Cactaceae
Subfamilia Cariodeae
Tribu Cactinae
Subtribu Cactinae
Genero Mammillaria
Subgenero Chilita

Serie Lasiacanthae




M. ANTECEDENTES DEL CULTIVO in vitro DE CACTACEAS

En la micropropagacién de cacticeas se han realizado diferentes trabajos
con diversas 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, fotoperiodo, pH, potencial mairico y
metodos de esterilizacién: A continuacién se presentan algunos aspectos

relevantes.

Hormonas en el cultivo in vitro de cactaceas

Sanderson et al. (1986) realizaron estudios sobre la respuesta al
fotoperiodo y los reguladores de crecimiento BA 100 ppm y GA 200 ppm, BA-GA
50 -100 ppm. en Mammillaria elongata, Chamaecereus silvestri y Opuntia
microdasys. por lo cual reporiaron que para Mammillaria y Chamaecereus en
fotoperiodo large produjeron una considerable brotacion de 21.6 unidades,
mientras que GA+BA redujo el numero de brotes en un 50 %. En Chemaecereus y
Opuntia se produjo un mayor nimero de brotes en foteperiodo largo y un minimo
crecimiento en la planta. Para Opuntia se cbtuvo un mayor peso seco con 3.2 gr
en fotoperiodo largo mientras que Mammillaria y Chemaecereus presentaron en

fotoperiodo corte un mayor pesocon 2.3y 2.4 gr. respectivamente.
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Auit et al. (1987) realizaron propagacién de Ferocactus acanthodes in vitro.
Ef medio utilizado fue MS, suplementados con 9 gr L de agar, KIN 46.5 mM, ANA
54 mM, y Adenina 0.2 mM. Encontraron que en cinco subcultivos se obtuvo
proliferacion de brotes y brotes con raiz, Reporian que el ultimo subcultivo se
realizo sin hormonas y se transfirieron al sustrato en condiciones de invemadero

hasta su adaptacion en el exterior,

Robert et al. (1987) evalud la respuesta de NO; y NHs' en Agave
fourcroydes Lem, Emplearon el medio MS, con la adicion de 2-4-D,AIA AIB 6 ANA
en concentraciones de 0.0,0.025, 0.25y 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
formacion de brotes adventicios y éstos, al ser subcultivades, formaron
nuevamente callo en su base formando nuevos brotes con un 90 % de
supervivencia, El balance de NOgj y NH;* en el medio es un factor muy
importante para controlar la formacion de callo, crgancgenesis y cultivo de
explantes. Los brotes de tejido del explante y callo del rizoma forman extensas

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

Mandujano (1988) reporté la utilizacion de micropropagacién con el fin de
determinar el metabolismo &acido de las crasulaceas en las especies
Chamaecereus silvestrii y Epiphyllum crenatum para lo cual utilizé el medio MS
Por medio de la activacion de aréolas implementando citocininas  en
concentraciones de ANA. 0.0,0.1,05y 1.0mg L' Y KIN. 0.0, 05, 1.0, 5.0, y

10.0 mg L™".Obtuvo en la concentracién hormonal de 5.0 mg' L de KIN. Y 0.1 mg
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L™ de ANA, que fue la adecuada para la propagacion de estas especies.
presentando brotacidn a los 25 dias de cultivo.

Rodriguez-Garay et al. (1992) realizaron en Aztekium ritteri un estudio para
evaluar la respuesta morfogenetica de |a 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™ respectivamente, obteniendo para los explantes produccidn de lana como
cabello, estructuras comao embricnes Yy en algunos casos produccion de una masa
baszl en los cortes de costilla basal y axial no se presentd ningun cambio y

murieren,

De Oliveira et al. (1995) realizaron investigactones en semillas de Cereus
peruviainus Mill, como un recurso para obtener tejido dei explante resultante y
determinar Ié efectividad para su induccién al mantenerlo como calio para su
rapido crecimiento. El medio fue MS, en combinacién factorial de 2-4-D y KIN,
concluyendo que la concentracién de 18.1 mM de 2-4-D y 18.6 0 27.9 mM de KIN,
fueron las dptimas para la induccion de callg, y se obtuvieron brotes en 139 =65
obteniendo alargamiento en las dos siguientes semanas de incubacion, En el
medio con 2-4-D con 18.6 mM de KIN,se obtuvieron brotes en 17.3 + 7.9 por lo
cual concluyen que esta metodologia es recomendable para obtener individuos de

esta especie con rapidez y en la cantidad deseada.
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Machado et al. (1996) realizaron la micropropagacion de Cereus peruvianus
Mill. por activacién de aréolas de explante apical y lateral, para lg cual utilizaron el
medic M3 en combinacion factorial de Auxinas AlA, ANA, BA, y _KIN. en
concentraciones de 0.0, 0.01, 0.1, 1.0 mg L™, presentando respuesta positiva para
los explantes laterales en todas las combinaciones de prueba, mientras que para
et explante apical no hubo respuesta en multiplicacidn in vitro. La formacion de
brotes axilares se preserté en el medio conteniendo BAen1.0mg L. ylAA 6

NAAen t.0mg L.

Marin-Hernandez et al. (1998} realizaron investigacion en Mammiliaria san-
angelensis Sanchez-Mejorada, para lo cual utifizaron évulos florales en antesis,
cultivadas en medio sdlido Gamborg (B5), suplementade con 2-4-D(4 mg LY mas
KIN (2 mg L™"),donde obtuvieron la formacion de callo en ef integumento del 6vulo
durante los brimeros tres meses de cultiva, abservando los primeros periodos de
embriogénesis somatica, mientras que el analisis histolégico demostrd en la pared
unicelular y muiticelular la formacion de estructuras pre - embrionarias y en la cual
observaron que la presencia de fenoles afectd la elapa de embricgénesis

somatica.




Anicua 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' en micropropagacién para tres
Especies de cactdceas: Mammillaria bocasana, M. carmenae, y Echynocactus
grosonii, para lo cual utilizé el medio MS. El primer resultado fue la formacién de
callo a los 20 dias de cultivo en M. bocasana en concentracion de citocininas con
KIN. 5.0 mg L' BA. 5.0y 10.0 mg L', mientras que en los demds tratamientos se
presento la forma(_:ic'm de callo a los 25 dias. M. carmenae presento brotacion y
formacion de callo basal a los 18 dias de cufltivo, solo que en concentraciones de
citocininas con KIN. 1.0, y 10.0 mg "L™", y BA. 5.0 y 1.0 mg " L' presenté un
crecimiento rapido; mientras que para Echynocactus grusonii los primeros signos
de morfogénesis se presentaron a los 25 dias de cultivo con la formacién de callo,

pero sin presentar diferenciacién alguna.

Flores (2000) con el fin de comparar la respuesta de plantas etioladas y no
etioladas en Cephalocersus cenilis (Haworth) Pfeiffer, utilizé el medio MS
(Murashige y Skoog. 1962} en concentracicnes de BA, en 0.0, 0.1, 1.0. y 10 %
adicionando 0.7%.de agar. Las plantas no eticladas (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 dias de cultivadas
presentaron respuesta con un total de 63, 70, 50y 35 %. después de 44 semanas

de cultive en tejido diferenciado y activacion de aréolas.
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Agentes gelificantes en el cultivo in vitro de cactaceas

Debergh P.C. (1983} evaliio los efectos de agar y el medio MS, de tejidos
de Cynara scolimus L. lo cual dio como resultado una disminucion en la
vitrificacion al incrementar la concentracién de agar, aungue en agar Difco bacto
en concentraciones de 8-15 gr L' la disponibilidad de citocinina disminuye por lo
cual citocinina bajo condiciones de induccion y en concentraciones bajas de agar o
alte potencial matrico fue responsable de la vitrificacién siendo las impurezas del
gel inducidas por el agar, ias responsables de una significante diferencia en la
concentracion de los elementos del medio en diferentes concentraciones de agar.
Al incrementar la concentracion de agar se presentan diferencias en la rigidez del

medio no selo en los tipos de agar sino en la concentracion con diferentes marcas.

Dabekaussen et al. {1991} estudiaron los factores in vitro para la activacién
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, 24,4, y 32.5
s) L', obteniendo que la concentracién de sacarosa 2.5% dio el mejor resultado,
mientras que el manitol en concentracién de 32.5 g L', redujo el numero de
plantas anormales y ademas redujo el peso seco y fresco de los tejidos narmales
a medida gque el potencial osmético disminuia. tomando como desventaja el uso

de manitol en el medio de cultivo.
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Brand (1993) evalué la influencia del agar y nitrato de amonio en cultivo in
vitro de Amelanchier arborea, para lo cual utilizo el medio MS y WPM en adicion
de BA 4.4 mM y agar 0.4, 0.6. 0.8 %. Dando como respuesta una disminucién de
hiperhidricidad en el cultivo y el incremento de nitrato en el tejido, al incorporar
NH."™ al medic WPM en concentracién de 0.4 %, el cual resultd ser &l optimo en el

registro de las variables evaluadas,

Welzstein et al. (1994) determinaron los efectos del proceso de
esterilizacion, agente gelificante, firmeza con relacién al pH y sales minerales,
para lo cual utilizaron los medios MS: Woady Piant Medium (WPM) y Gamborg
{BS} vy los tipos de agar Phytagel en 0.8 %, Bacto Agar en 0.8 % y gef-gro en 0.4
% los cuales dieron como resultado que la firmeza dei gel se vio afectada por el
agente gelificante y medio basal; el medio MS se comportd con poca firmeza que
en comparacién con WPM y Gamborg {B5), el volumen del medio durante el
procesc de esterilizacion en un tiempo de 40 minutos disminuyd, provocando en
coniraste que Iz firmeza del gelfficarte disminuyera significativamente con
phytagel y bacto agar. mientras que gel-gro presenté gran firmeza gelificante ¥ un
voiumen intermedio en el proceso de esterilizacién en tanto el pH disminuye en 0.2

a 0.5 unidades, relacionando esta disminucion a la poca firmeza del gel.
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Nairn et al. (1995) senalan la identificacion de un constituyente responsable
del posible controf hidrico en la micropropagacién de Pinus radiata, sehalando que
el término agar es usado para describir polisacaridos 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 xilogatactano con constiluyentes 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 mg5min™} para el caso de
agar Difco Bacto, en comparacion con gelrite (1396 mg5min™') y con la agarosa

tipo V (2280 mg5min™).

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, reportd que la longitud de y
calidad del brole se ve afeclada por fa concentracion del gel, de tal forma que la
longitud del mismo se incrementd conforme disminuyd la concentracion del agente
gelificante, con similar respuesta al utilizar gelificantes con mayor pureza; sin
embargo, el inconveniente de estos tratamientos fue la presencia de vitrificacion,
la cual se presenté en una mayor proporcidn en los tratamientos deonde se
combinaron menor concentracién con mayor pureza del gelificante, ademas
encontrd una correlacién de 0.709 entre la longitud del brote y el potencial
osmotico del medio, que mostrd una tendencia a disminuir al incrementar la

concentiacion de agar.




Otras especies de interés econdmico

Singha {1984} con el fin de determinar la influencia de dos marcas
comerciales de agar en proliferacién de manzano cv. Almey, y peral cv. Seckel.
utilizé el medio MS, conteniendo BA. 2 mg L' y TC Agar y Bacto Agar en
conc.entraciones de 0.0,0.3, 0.6, 0.9, ¥ 1.2 %. obteniendo la mejor brotacién en
manzano en la concentracién de 0.3 % en los tipos de agar, vy al increrpentar la
conc;:ntracio'n de agar se redujo la proliferacion y brotes de crecimiento. mientras

que en proliferacién de brotes entre la concentracion 0.3 % y 0.6 % de agar se

presentd una diterencia en Bacto Agar pero no con TC Agar.

Lee et al (1986) compararon los efecios de brotes adveniicios de
Liguidambar styraciffua L. con medio liquido v agar en secciones de hipocotilo
cultivados con agar en un medio modificado (Risser y White's) con 5.7 miM de AlA,
y 25 mM 2iP en un medio liquido modificado (Blayde’s} con 54 mM ANA‘, y 2.2
mM, obteniendo altos porcentajes (94 %) de formacién de raiz 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 presentd raices a las 10

semanas de cultive, en comparacion con 58 % en medio con agar.
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Paques y Boxus (1987} utilizaron un método de clasificacion de acuerdo a
los grados de vitrificacidn que se presentan en hojas: 1) hojas normales de color
verde glauco sin apariencia vitrea; 2} hojas suculento—vitrificadas con hojas
fragiles, suculentas, mas o menos de color verde lransh.’rcidés dependiendo de su
edad; 3) tipo humifi-vitrificado en la cual 1a epidermis adaxial esta cubierta por

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

Pasqualetto et al. (1888} a fin de determinar la influencia de K en concentraciones
de 20.05, 14.05, y 8.05 mm y Mg® 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) 6 1.5y 2.0 gr L ' de gelrite. En los medios que
emplearon enconiraron que los niveles bajos de K' indujeron una alta taza de
vitrificacion en brotes afectando la apariencia del tejido y la actividad metabdlica
de los brotes, mientras que usando 7gr L ' de difco bacto agar no indujo
vitrificacién, siendo menor el alargamiento, menores los brotes totales y una
mayor cantidad de brotes utiles de manzano cv. York, siendo similar pero no

relevante en el cv. Vermont Spur Delicious.

Turmner et al. {1990) compararon proliferacion de brotes y vitrificacion de
manzano y peral en el medio MS, complementado con 88 mM BA vy
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 indicaren que la presencia de Gelrite en el medio provoco el 100 % de

vitrificacién en pera, aunque el nimero de brotes aumento con el consecuente




incremento en peso fresco, se presentd una disminucidn en peso seco. Para el
caso de manzang, a mayer concentracion de Gelrite disminuyd la vitrificacion
aunque el nimero de brotes y por consecuencia el peso fresco, se vieron
disminuidos, pero el peso seco se incrementd al aumentar la concentracién de

Gelrite en estas aspecies.

Lowell et al, (1991} a fin de determinar ia optima produccién de callo
morfogenético de hojas de remolacha azucarera clon. Rel” (Veta wvuigaris L),
emplearon el medio MS, conteniendo 3.0 % de sacarosa y 0.25 mg!l' de BA, y
solidificado con Bacto Agar en concentracién de 0.7 % en el cultivo inicial y
subcultivando en periodos de 3 semanas, en las que emplearon cinco tipos
diferentes de agar los cuales fueron BactoAgar, Gelrite, Phytagel, HGT vy
SeaPlaque agarosa, en concentraciones de 0.9, 03, 03, y 07 %
respectivamente. El resultado fue que al emplear Bacto Agar un 70 % y Gelrite un
12% de los explantes cultivados presentaron diferenciacién, siendo los demas
tipos de agar y concentraciones empleados no representativos, mientras que el
potencial matrico presenté gran diferencia entre los medios empleados pero no fue

considerado un factor determinante.

Ladyman (1992) con el fin de determinar el desarrollo de embriones
somaticos de meldn Cucumis sativus L. cv Clinton, obtenidos de explantes
cotiledonares. Utitizoé para su induccién El medio MS, modificando los reguladores
de crecimiento en concentraciones de 2-4-D. 1.1 mg L', ANA. 0.2796 mg L,

BAP. 0.226 mg L agar en concentracion de 0.35, 0.7, 6 1.4 %. Comparado con
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Gelrite en concentracion de 0.15, 0.3 y 0.6 %, adicionando sacarosa, fructosa,
maltosa y azucar comercial al 0-.3' %. dio como resultado que los explantes
anteriores con Gelrite, con la concentracidn de 0.15 %, presertaron una alta
Vitrificacion y expansiéon de las mismas. En el periodo de induccién, Gelrite en
concentracion de 0.6 %, produjo mas tejido de embriones somaticos sin presencia
de callo. cuando se empled la sacarosa y fructuosa al 0.3 % y al ser comparadas
en presencia de ambos tipos de agar la germinacién de embriones somaticos fue
muy alta, en comparacion con el tejido que fue multiplicado con Gelrite en
concentracion de 0.3 %. Mientras que Maltosa en 0.3 % inhibié por completo la

multiplicacion de tejidos.
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IV.  Métodos de Propagacion

La propagacion de plantas incluye la reproduccién sexual 6 por semillas y la
multiplicacién asexual o clonacién, ademas de una fase intermedia denominada

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

Reproduccion sexual 6 por semillas

La propagacion sexual se lleva a cabo cuando el gameto masculine es
liberado en los estambres y se adhiere al estigma que es la parie receptora del
pistilo. argano femenino que realiza la polinizacidn, ya sea entemdfila, anemotila y
hematofila. Esta polinizacion es cruzada, pues generalmente el polen de una flor
madura antes de que los estigmas del estilo sean receptivos. Los dvulos
fecundados se transforman en semillas y éstas son vtilizadas para reproducir
nuevos individuos, siendo esta propagacidon la mas recomendada para las

cactaceas Bravo-Hollis (1995).

Multiplicaciéon Asexual.

Principalmente se realiza con técnicas por medio de esquejes, injertos.
estacas. cultivo de tejidos, acodos yl/o vastagos. siendo estos Ultimos.
considerados como brotes alrededor de la plania madre, los cuales son los mas

utilizados para la propagacion de cactdceas Marquez (2000), los cuales se
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siembran por separado en el lugar deseado después de un periodo de
cicatrizacidn, Reyes, (1992), realizando esta actividad se obtienen ejemplares
adultos sin enfermedades aparentes.

La técnica de injertos se realiza con especies que presentan poca
supervivencia en el medio, o ejemplares que son llamativos por su colorido y
floracién. Marquez (2000), reporta a las técnicas de e@squejes, estacado y acodo
como utilizadas principalmente con especies lefiosas o semilefiosas en la

micropropagacion.

V. Metodologia Empleada en Micropropagacién.

El proceso de micropropagacién comienza desinfectando el material
extraido de la planta madre, siendo fundamental para el desarrollo de la técnica,
posteriormente se fracciona y se guarda asépticamente en lubos de ensayo o
frascos con medio, conteniendo una mezcla de sales minerales y reguladores de
crecimignto, entre otros componentes. Se obtienen brotes después de un cierto
periodo del cultivo para su propagacion y obtencion de material vegetal una vez
legrada, la regeneracion de la planta, se comienza la aclimatacion en condiciones
de mvemnadero con las caracleristicas ambientales naturales para que pueda

sobrevivir,
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siembran por separado en el lugar deseadc después de un pericdo de
cicatrizacion, Reyes, (1992), realizando esta actividad se cbtienen ejemplares
aduitos sin enfermedades aparentes.

La técnica de injertos se realiza con especies que presentan poca
supervivencia en el medio, o ejemplares que son llamativos por su colorido y
floracion. Marquez (2000), reporta a las técnicas de esquejes, estacado y acodo
como utilizadas principalmente con especies lefiosas o semilefiosas en la

micropropagacion.

V. Metodologia Empleada en Micropropagacion.

El proceso de micropropagaciéon comienza desinfectando el material
extraide de la planta madre, siendo fundamental para el desarrollo de Ia 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
periodo del cultivo para su propagacién y obtencion de material vegetal: una vez
fograda, la regeneracion de la planta, se comienza la aclimatacion en condiciones
de invernadero con las caracteristicas ambientales naturales para que pueda

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

en la micropropagacion. siendo éstas:

Etapa 0. Seleccidn de la planta madre,

Etapa 1. Iniciacion del cultivo o establecimiento.
Etapa 2. Multiplicacion doproliferacion.

Etapa 3. Enraizamiento.

Etapa 4. Aclimatacién.

n

Etapa "cero “ principalmente se desarrolla esta etapa para eliminar
problemas de contarninacion; la planta madre, al ser seleccionada bajo
condiciones higiénicas y caracteristicas genotipicas deseables, puede reducir
algunas de estas, especialmente las relacionadas con hongos. Debergh (1981). Al
ser controlado el fotoperiodo se posibilita la produccion de explantes con las
mismas caracteristicas deseadas, en algunas etapas es necesaria la temperatura

para et caso de los bulbos las horas frio 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 fisioldgica del explante. el
tiempo en que se desarrolla y el tamano, son determinantes en la conducia del
cultivo sucesivo. Al trabajar en micropropagacion cuando el explante es sometido

a eshrés. se estimulan en el metabolismo compuesios fendlicos. Y esta
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intervencion deja reacciones de hipersensibilidad tal como el contenido de células
fotas 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 propagacion.

Etapa "2 la etapa de multiplicacién es.en la cual se forman y se desarrollan
brotes, los cuales pueden ser de origen axilar 6 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 nimero de
propagulos, siendo muy importante la frecuencia de la transferencia con intervalos

de tres a cuatro semanas ( sub-cultivos 6 recultivos)

Etapa “3" en esta etapa se desarrclla el sisterna radical de los brotes
previamente obtenidos, abarcando en este proceso la induccidn, iniciacién vy

'
diferenciacion radical.

Etapa “4". La supervivencia de la planta obtenida depende de varios
factores como la temperatura, humedad e intensidad luminosa para poder
aclimatar los explantes obtenidos y es considerada como una etapa intermadia.
para su transferencia a campo. Cruz—Pizarre ( éOOO); Guerrero—Agama {2000},
reportan que las plantas cultivadas /n vitro presentan diversas caracleristicas
anatomicas y lisioldgicas gue difieren de las plantas cultivadas en campo, por lo

cual es muy imporlante que las plantas cultivadas in vitro desarrollen
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caracteristicas morfoldgicas y -fisiologicas similares a las que se desarroltan en

campo.
Medio de Cultivo

Hartmann et al. (1990}, definen el medio de cultivo como una mezcla
compleja de sales minerales ( macronutrientes y micronuirientes), compuestos
organicos y reguladores de crecimiento. Siendo el medio MS el que mas se ha

reportado para su utilizacion. murashige y Skoog (1 962).
VI.  Vitrificacion.

Debergh. et al, (1992) definen el termind vitrificacién como un tejido u
grgano cen una apariencia morfoldgica y actividad fisiolégica anormal. Las plantas
vitrificadas producen tejido de tipo anormal y han sido descritas como transhicidas,
vitreas. vitrescentes, y recientemente hiperhidratadas, Paques y Boxus, (1987h),
los sintomas dependen de varios factores entre los cuales se consideran
caracteristicas morfoldgicas; como: entrenudos cortos y arrosetados hojas que
pueden ser gruesas. alargadas, arrugadas, rizadas, quebradizas, fragiles,
transiucidas, y presentan problemas en la iniciacion de raices y brotes.
Caracteristicas anatémicas: tallos con hipertrofia de corteza y del parénquima
localizado en la médula, espacios intercelulares  abundantes Y grandes,

hipolignificacion del sistema vascular y sistema vascular anormal,
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caracteristicas morfolégicas y -fisioldgicas similares a las gque se desarrollan en

campao.
Medio de Cultivo

Hartmann et al. (1990), definen el medio de cultivo como una mezcla
compleja de sales minerales ( macronutrientes y micronutrientes), compuestos
organicos y reguladores de crecimiento. Siendo el medio MS el que mas se ha

reportado para su utilizacién. murashige y Skoog (1962).
VI.  Vitrificacién.

Debergh. et al, (1992} definen el terminé vitrificacion como un tejido u
organo cen una apariencia morfologica y actividad tisiolégica anormal. Las ptantas
vitrificadas producen tejido de tipo anomnal y han sido descritas como translicidas,
vitreas. vitrescentes, y recientemente hiperhidratadas, Paques y Boxus, (1987b},
los sintomas dependen de varios factores entre los cuales se consideran
caracteristicas morfologicas; como: entrenudos cortos y arrosetados hojas gue
pueden ser gruesas, alargadas, arrugadas, rizadas, quebradizas. fragiles,
transidcidas, y presentan problemas en la iniciacion de raices y brotes,
Caracteristicas anatémicas: tallos con hiperrofia de corteza y del parénquima
localizado en la meédula, espacios intercelulares  abundantes Y grandes,

hipolignificacion del sistema vascular y sisterna vascular anormal.
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Causas de la vitrificacion,

Algunos trabajos realizados con respecto a la vitrificacion sefialan que los
factores que la provacan son el exceso de nutrientes, el exceso de carbohidratos,
las altas concentraciones de reguladores de crecimiento, la intensidad luminica
baja o alta y sobre tode, la alta humedad relativa 6 |a alta disponibilidad de agua
en el medio, Martin et al. (1999} aunque es lambién considerado la composicion
del desinfectante, el proceso de desinfeccién, la excisién del explante, la posicién
de! brote en el medio, el nimerc de subcultivos realizados y el proceso de

esterilizacion, Paques y Boxus (1987a).
Posible control de la vitrificacidn.

La vitrificacion resulta de varios factores que son manipulados por el
investigador y solo controlando éstos se podria tener el control sobre la

vitrificacion, algunos de ellos se presentan a continuacion:

Incremento en la concentracién de agar, Debergh (1981}, indica que es posible
controlar el potencial matrico, es decir la disponibilidad de agua hacia el tejido,
modificacion del balance hormonal; la concentracidon de regutadores de
crecimiento en especial la disminucién 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 residucs de macroelementos vy

microelementos. Siendo N y Ca’ los elementos que principalmente deben ser
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controlados al realizar el medio de cultivo. Por dllimo la concentracién de
carbohidratos. Dabekaussen et al. (1991) indica que fa concentracién de
carbohidratos mantiene una relacion muy estrecha con el potencial osmético yla

disponibilidad de agua en el medio.
VIl. Hormonas

Salisbury (1994), define a las hormonas como compuestos organicos que
se sintetizan en alguna parte de la planta y que se translocan a otra parte, en

donde concentraciones muy bajas causan una respuesta fisiolégica.

Existen 5 grupos de hormonas o reguladores de crecimiento: Auxinas,
Giberelinas, Citocininas, Acido Abscisico y Efileno, manteniendo cada grupo

respuestas fisiologicas diferentes.
Auxinas.

El acido indolacético (AlA) es considerado como sinénimo de auxina. Se
pueden enconirar Ires compuestos sinteticos estructuralmente similares al AlA
que provocan las mismas respuestas que éste; considerando asi como hormonas
auxinicas a: acido 4-clorcindolacético (4-cloro AlA), acido fenilécético ( APA) v
acido indelbutirico { AIB); existen otros compuestos que son sintetizados por el
hombre y también causan respuesta fisiologica comunes a AIA y en general,

también se les consideran auxinas. De ellos el acido a-Naftalenacético {ANA),
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controlados al realizar el medio de cultivo. Por uitimo la concentracién de
carbohidratos. Dabekaussen et al. (1991) indica que la concentracién de
carbohidratos mantiene una relacién muy estrecha con el potencial osmético y la

disponibilidad de agua en el medio.
Vil. Hormonas

Salisbury (1994}, define a las hormonas como compuestos organicos que
se sintetizan en alguna parte de la planta y que se translocan a otra parte, en

donde concentraciones muy bajas causan una respuesta fisioldgica.

Existen 5 grupos de homonas o reguladores de crecimiento: Auxinas,
Giberelinas, Citocininas, Acido Abscisico y Etileno, manteniendo cada grupo

respuestas fisioldgicas diferentes.
Auxinas.

El acido indolacético (AlA) es considerado como sinénimo de auxina. Se
pueden encontrar tres compuestos sinteticos estructuralmente similares al AlA
que provocan las mismas respuestas que éste; considerando asi como hormonas
auxinicas a: acido 4-cloroindolacético (4-cloro AlA), acido fenil;acético ( APA} y
acido indolbutirico ( AIB); existen olros compuestos que son sintetizados por el
hombre v también causan respuesta fisiolégica comunes a AIA y en general,

también se les consideran auxinas. De ellos el acido a-Naftalenacético (ANA),
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acido 2,4-dicloroxiacético ( 2,4-D) y acido 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 érgano 0
tejido a otro. EI 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 vascﬁlares
Jacobs (1979) citado por Salisbury 1994. Sy transporte dentro de la planta es
basipétalo aunque en la raiz es acropétalo (hacia los dpices) participan en el
mecanismo de de regulacion del crecimiento, en el alargamiento celular
Murashige, 1974, lo describe como una organizacion directa que incrementa la
plasticidad de la pared celular en combinacién con las citocininas: inducen
morfogénesis en micropropagacion, estimula el crecimiento generalizado de la
planta, estimulandc su alargamiento. Activa o inhibe las funciones en cuaiquier
clase de tejido organizado, interviene en factores de juvelinidad, detencidn de
senescencia en hojas y fruto entre otros. Salisbury (1994); Williamm (1995}
ademas promueve la dominancia apical e interviene en la biosintesis de etileno y

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

Salishury (1994) define a las citocininas como compuestos de adenina
sustituidas que promueven la division celular en algunos tejidos vegetales: existen
tres tipos de citocininas que son fisiolégicamente mas activos vy se encuentran con
mé‘s frecuencia en varias plantas: zeatina, dihidrozeatina, isopenteni! 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 concentracién y
se cree que es el lugar en donde se sintetizan aunque también son transponiadas

por el xilema.

Skoog et al.(1962) encontraron que si se mantiene una relacién alla de
citocininas / 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 redacion citocinina / auxina, se favorece la formacién de raices. Su principal

funcion es la divisién cetular, Salisbury (1974); Theodore (1974).

Giberelinas.

Bidwell. (1979) menciona que la accién principal de las giberelinas es
promover el alargamiento de tallos (entrenudos), t-oman parte en la floracion y
encafe, principalmente en plantas con habito de roseta, en ciertas fases de la
germinacion de la semilla, en el rompimientc del letargo y en varios efectos

formativos.
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Etileno.

Es un compuesto simple, gaseoso, que provoca un amplioc rango de
respuesta en las plantas. Se produce en las hojas, donde afecta en gran medida el
proceso de maduracién. El efileno también causa o reproduce muchos de los
efeclos de formacidn de la auxina. Su sintesis es estimulada por ésta y se
relaciona con los efectos de malformacién de la auxina, paricularmente de la raiz.
que se deben realmente a la produccion de efileno causada por el estimulo
auxinico, 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 facilmente tanlo en el xilema como en el floema, y también
en las células del parénquima fuera de los haces vasculares: la sintesis se lleva a
cabo en forma parcial en los cloroplastos; los efectos que provoca ABA depende
del tejido implicado; atecta sobre la membrana plasmatica de las raices, inhibe la
sintesis de proteina y en la activacién o desactivacion de ciertos genes (efectos

de transcripcion)
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VIIL. " Materiales y Métodos

El presente trabajo se llevd a cabo en el laboratorio de cultivo de tejidos
vegetales dentro de las instalaciones de la Facuitad de Estudios Superiores

Cuautitlan, U.N.AM.

Material Biolégico

El material vegetal utilizado fue obtenido de brotes provenientes del cultivo
de apices de Mammillaria sp, de 2.0 a 2.5 ¢cm. de longitud; proporcionado por el
M.C. Francisco Cruz Pizarro en la Facultad de Estudios superiores Cuautitlan -

UNAM. El explante se establecié bajo condiciones asépticas.

Medic de Cultivo.

La propagacién de tejidos vegetal in vitro se realizd con material en aislamiento y
en condiciones asépticas. se fragmentaron los explantes en fracciones de 1.0 em?,
incubandolos en tubos de ensaye, con un diametro de 25 mm y el largo de 150
mm, cort 15 ml de medio de cultivo el cual fue compueslo con sales inorganicas
del medio propueste por Cruz-Pizarro (2000). (Anexo 1)adicionado con 1.0 mg L
de tiamina, 100 mg L' de myo-inositol, 30 gr L de sacarosa (sustituida con

azicar comercial) BA. 0.05 mg L', y AIB. 0.0 L' Se evaluaron las
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concenlraciones y tipos de agar, para Sigma y Bioxon en 3.6, 5.4, 7.2 grL'y
para Gelrite y Phytagel en 1.125, 2.250, 3.750. gr | ', el pH s& ajusté a 5.7 con

HCl y NaOH. esterilizado en autoclave a 121° C (1.5 kg / cm?} durante 25 min.
Condiciones de incubacién

Las fracciones incubadas en el medio de cultivo pemanecieron 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 mMolm2s™,
Diseno experimental

Se aplico un diseno experimental completamente al azar, con arreglo
factorial 4x3 donde los factores fueron cuatro tipos de agar con tres
concentraciones cada uno, con un fotal 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)



M

Cuadro. 1.Tratamientos empleados en la micropropagacion de Mammiliaria sp.

Tratamientos | Tipo de Agar | Concentracion grL’
1 Agar Bioxon 3.6
2 Agar Bioxon 54
3 Agar Bioxon 7.2
4 Agar Sigma 3.6
5 Agar Sigma 54
6 Agar Sigma 7.2
7 Phytagel 1.125
| 8 Phytagel 2.25
9 Phytagel 3.75
| 10 Agar Gelrite 1.125
L 11 Agar Gelrite 2.25
E 12 Agar Gelrite 3.75

Medio base:; Cruz-Pizarro (2000).

Las variables a evaluar fueron:

Numero de brotes ebtenidos de cada una de las unidades experimentales.
Para la variable numero de brotes, se realizd un conteo y en la cual se registraron

los resuitados.

Longitud de los brotes: esta se realizé colocando en un vidrio sobre un
papel milimétrico en el fondo. contabilizando las interacciones de la longitud de
los brotes con la cuadricula. Se procedid a medir cada explante y los datos

obtenidos se registraron por cada unidad experimental.
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Se realizé la anotacién del desarrollo de brotes de raiz en algunas de las
unidades experimentales que lo presentaron, aunque esto no fue representativo

en las demas unidades experimentales que se trabajaron.

La disponibilidad de agua en el medio con los diferentes tipos de agar
propuestos se realizd de acuerdo a la metodologia propuesta por Naim et al.
(1995) en donde utilizaron discos de papel filtro registrando el peso seco y
posteriormnente el peso en humedo, al ser colocado el disco sobre el medio en una
caja de pelri; 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
humedo reportado en diferentes tiempos &, 10, 15, 20 minutos y midiendo la

liberacion de agua.
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Observaciones anatdmicas

Se realizaron observaciones anatémicas mediante microscopia foldnica,
comparando las estrucluras formadas in vitro con aquellas que se formaron en

condiciones normalas.

Los dpices de tallo y regién 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 automatico de tejidos
(Fisher Tissuematon) en soluciones de Cellosolve { al 80 %, 70 % y cuatro
cambios al 100 %} posteriormente pasaron a 4 cambios al 100 % de Xileno.
El material permaneci6 6 horas en cada solucion, 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 aplicé vacio para una mejor
inclusion. Los blogues de parafina se manejaron siguiendo la metodologia descrita
por Sass {1968) se hicieron secciones de un centimetro de grosor, posteriormente
se colocaron en un micrétomo rotatorio (American Optical, modelo 820) haciendo
cories transversales y longitudinales de tallo ademas de callo y callo basal todos a
10 um de grosor; los cortes fueron montados en portaobjetos, empleando el
adhesive de Haup y unas gotas de formaldehido comercial al 10 %.

Se tineron con safranina y verde fijo para lo cual se pasaron por tren de
desparatinado que consistid en pasar por diferentes compuestos de 2 a 3 minutos,
en el orden siguiente: 100, 80, 70, y 50 %, después se tifid con safranina saturada

{comunicacion personal Engleman 1999) en solucién acuosa por 24 horas (
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tincién regresiva); posteriormente se lavé con agua y se paso al tren de tincion: 2-
propanel 50, 70, y 100 %, verde fijo { tincién progresiva), después se lavo con 2-
propanol con ayuda de una piceta y se introdujo en la parte complementaria del
tren: 2-propanol 100 %, Xiteno 100 % { tres cambios). Se colocd una gota de
resina de alto indice de refraccién y ef cubreobjetos y se dejo secar en platina de
calor a 50-55° C por 48 horas realizando las observaciones.

Se hizé también una tincién para cuticulas {solubilidad), donde se wiilizé rojo 7B en
plantas obtenidas in vitro y plantas procedentes de campo. Se hizd el
desparafinado similar al descrito anteriormente hasta 2-Propanol al 50% (parie
final del tren de desparafinado), posteriormente el portaobjetos con el especimen
fue colocado en una camara con rojo de aceite 7B durante 24 horas; finalmente se
enjuagd con 2-Propanol al 50% y se monto en jalea de glicerol, se dejo secar a
temperatura ambiente y se realizaron las observaciones correspondientes,

tomando fotomicrografias en el fotomicroscopio ( Carl Zeiss modelo 67791).
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IX. RESULTADOS Y DISCUSION.

Variable nimero de brotes.

La mayor tasa de proliferacién se obtuvo al emplear agar bioxon con un
promedic 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 Phytage!
7.2, es decir en agar Bioxon supera en 100% el numero de brotes que al utilizar

Phytagel.

En cuanto al nimero de brotes y considerando los tipos de agar Bioxon, fue
el lipo de agente gelificante en el cual se obtuvo una mayor respuesta
organogénica { Cuadro 2, 7, 4. Figura. 1) referido esto al nimero de brotes por
explante, manifestando en este tratamiento una tendencia a incrementarse al
aumentar la concentracion de agar existiendo una correlacién 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 concentracion de agar en el medio encontrd un comportamiento
similar en nurmero de brotes. pero al emplear el WPM encontré mejor respuesta en
la concentracion media empleada, por lo que es imporiante considerar las sales
minerales, especificamente los iones que las componen, ya que muchos de ellos
tienen interaccidn con efectos de rigidez y solidificacion del agar, debido a que los

iongs de K', SO, y CI" pueden incrementar la tasa de solidificacion,
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mientras que los iones de NOs pueden retardar este proceso, aunado a que los
cationes divalentes influyen al incrementar la firmeza del gel mientras que los
monovalentes generalmente pueden dar una menor firmeza en una misma

concentracion ( Wetzslein 1994),

Para el agar Sigma existe solo diferencia entre ta concentracién alta y las
concentraciones mediasy bajas debido a que entre éstas dos uitimas no existieron
diferencias ( Cuadro. 2, figura. 1 ). Lo anterior puede estar relacionado can
aspectos del mismo potencial hidrico y firmeza de gel, ademas 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 activacion de
aréolas de Sulcorebutia alba. Rausch encontré que al incrementar la
concentracion de agar por arriba del 0.5% o mas tenia un efeclo negativo en la
activacién de aréolas y crecimiento de los brotes, asociando este proceso a la
fimitacion en el aporte de agua y nutrimento contenidos en ella, al disminuir el
potencial matrico e incrementar la concentracion de agar (Urbina 1996), en
este mismo sentido, Singa (1984) empleando dos marcas de agar, encontré que
en la proliferacion de manzano, al incrementar los niveles por arriba del 0.3% ( que
fue él optimo gue obtuvo) disminuyd la praliferacion; sin embargo para el peral
manifesté una tendencia a incrementar el nimero de brotes al aumentar la
concentracion de agar, lo que indica que los resultados oblenidos para este
agente gelificante puede ser debido, entre otras cosas. ademas de Ilas

caracteristicas del medio de cultivo, a caracteristicas propias de la especie.
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Para el caso de Phytagel, la tasa de proliteracién mas elevada se abtuvo 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. 1).

Al utilizar la concentracién mas elevada de Phytagel se obtuvo la menor
taza de proliferacion de todos los tratamientos que fue de 4.73 brotes. lo cual
aunque es bajo, e! nimero no demerita tomando en consideracion lo reportado por
Jones {1977) quien considera una tasa aceptable de 5 brotes por explante. £n la
micropropagacion de algunas especies, al realizar la interaccién existente entre los
tipos de agar y concentracién, se encontré de manera general un promedio mayor
para la variable ndimero de brotes en las concentraciones menores o bajas,

decreciendo conforme aumenta la concentracion de agente gelificante empleado.

Pasqualetto et.al. (1988) reportan para Getrite que en la concentracion baja
y media registré el mayor nimero de brotes en manzano cv. York y Vermont de
8.3 y 8.9 respectivamente, en tanto que Bacto Agar en la concentracion empleada
obtuvo 6.8 brotes, lo que indicéd también que el porcentaje de brotes vitriticados
disminuye significativamente al incrementar la concentracién del agente geiificante
en manzano, senalando que la vitrificacidn’en esa especie pudo estar relacionado

con la variabilidad del explante.
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Para el caso de Gelrite, los resultados oblenidos para los {res tratamientos
se mantuvieron 32% menor que Bioxon siendo el que mejor resultado presentd,
manifestando una tendencia a incrementar el numero de brotes en la
concentracion baja y media con relacién al comportamiento de los tipos ‘de agar
anteriores; es decir, existe una correlacién negativa mds entre esta variable y la
concentracion de este tipo de agar, por lo que en la concentracion alta redujo el
numero de brotes hasta un 55%, en comparacion con la concentracion baja y
media de Gelrite. Lo anterior puede estar relacionado con la rigidez del agente
gelificante y con la pureza del mismo, ademas de considerar la disponibilidad de
agua dei agente gelificante que fue para este gel de 185 mg S5min”' ( Cuadro. 2,

figura. 1) en comparacién con Bioxon.

Los agentes gelificantes Bioxon y Sigma en concentracién media (5.4 gL
presentaron brotacion de raices en algunas de las repeticiones (2 a 4 raices)
aunque no fue reprasentativo, esto se relaciona con el estado fisioldgico 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 vitro, la

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

Pocos trabajos hacen referencia a parametros de calidad de los brotes
como la longitud, generalmente hacen referencia a otras variables como lo es el
nuomero de brotes {Ladyman et al. 1992; Sanderson et al. 1986; Singha 1984,
Marin- Hernandez 1998; De Oliveira et al. 1995, Flores-Ledn 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 respuesla a esta variable fue mayor, teniendo un promedio en este
tipo de agente gefificante de 1.71 em de longitud por brote obtenide (Cuadro. 7,
figura. 2) obteniendo la maxima respuesta para la concentracion media de 2.250
mgL", 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 concentracion
de este tipo de agar. Pudiendo tener también relacion con la pureza y rigidez,
entre otros aspectos, lo que concuerda con lo reportado por De Oliveira et al.

(1995).

El agar Bioxon siguié con un promedio general de 1.22 cm de fongitud de
brotes por explante (Cuadro. 7. figura. 2} para este tipo de agar, se obtuvo una
diferencia minima para la concentracion baja y media con 1.23 ¢cm por explante y
disminuyendo ligeramente para la concentracion alta, esto puede estar

relacionado con lo reportado por Debergh (1983) quien menciona que el agar es e
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responsable de las diferencias significativas en la concentracién de los elementos
del medio con diferente concentracion 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 stycifiua L, obtuvo el mejor
resultado en proliteracion de raiz con el medio liquido mientras que el medio
solidificado fue menor en 50 %, por lo que el agar puede limitar el desarrollo de ios

explanies obtenidos en el medio.

Para Phytaget el comportamiento se mantuvo ascendente hasla llegar a
1.15 cm de Io.ngitud por brote con la concentracién maxima y manifestando una
tendencia a disminuir conforme es menor ta concentracion de agar (Cuadro.2, 7 )
Resulados similares reportd Lowelt (1991) quien utilizé este tipo de agar para
produccion de callo morfogenético en remolacha azucarera, en tanto que Steven
(1990) reporta que en manzano y peral se obtuvieron resultados favorables en
cuanto al nimerc de brotes de ambos cultivares, pero al incrementar la
concentracion de agar { de 0.1 a 0.4 %) disminuyo el nimero de brotes. hasta un
30 °o menos, similar a lo reportado por Ladyman ( 1992) quien al utilizar este tipo
de agar en la concentracion media (6 %) obtuvo el mejor resultado, aungue no
superd a Gelrite que presentd 40 % mas de respuesta en peso fresco en esta
especie. concluyendo que a medida gue existié un incremento en la materia seca

acumulada en los brotes, el proceso de vitrificacién disminuyd significativamente.
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Para el agar Sigma el comportamiento fue diferente en el sentido que en la menor
concentracion empleada { 3.6 gL.') se obtuvo la mayor longitud de brotes { 1.13
¢m) con una tendencia a disminuir conforme aumenta la concentracion de agar, lo
cual pudo estar relacionado, entre ofros factores, con la firmeza de! gel, v 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 vitro de brotes de vid, observo que la longitud y calidad del brote se vié
afeclada por la concentracion dei gel, de tal forma que la longitud del brote se

increment6 conforme disminuyo la concentracion 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 encontrd un maximo de 67t mg5min' { Cuadro. 3) .para la
concentracion mas baja empleada de agar Sigma, teniendo una tendencia similar
para todos los tratamientos, es decir, el gel liberé una mayor cantidad de agua en
las concentraciones menores para todos los tratamientos, siendo en orden
decreciente conforme aumenta la can;idad de agente gelfficante empleado,
siguiendo posteriormente el agar Bioxon en cuanto al maximo liberado con la
misma tendencia que el anterior, con un maximo de 647 mg5min™' y un minimo de
509 mg5min’'; Phytagel con un maximo de 281 mg5min™, y un minimo de 182
mg5min’. y el agente gelificante que menor cantidad liberd fue gelrite con un
maximo de 247 mg'5min”', y un minimo de 185 mg'5min™', que corresponde al 36%
del agar Sigma en su mas baja concentracion y 38% del agar Bioxon. Lo anterior
puede estar asociado a lo sefalado por Nairn et al. (1995} en lo relativo a que
existe diferencia en el agua que el gel libera en funcidn de la concentracion y tipo
de agente gelificante empleado, teniendo particular imporiancia este aspecto en la
vitriticacion, la cual esta asociada a una pérdida del control hidrico por el explante

{Debergh et al. 1992).

Sin embargo, para esta cactacea en particular no se presento el proceso de
vitrificacion, con todas las caracteristicas sefaladas por Pagues y Boxus (1987) y
la liberacidn de agua en que pudo influir mas. Tomando en consideracion la

cantidad de agua liberada en el medio este proceso estuvo ligado a una mejor
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fespuesta en Bioxon mientras ‘que una mejor cantidad se asocio en el uso de

Gelrite a una mejor longitud de brotes.




W
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Cuadro. 2 Comparacién de medias de numero y longitud de brotes de
Mammillaria sp obtenida in vitro con diferente tipo y concentracion de
agar.

TRATAMIENTO NUMERO DE BROTES LONGITUD DE BROTES
AGAR [ 1] | PROM. |[COMPARACION| PROM. | COMPARACION
{(a) DE MEDIAS? {cm) DE MEDIAS
BIGXON | 36 13.13 blc 1.23 d
5.4 142 lalb 1.23 d
7.2 172 |a 1.21 d
SIGMA 3.6 10.13 cld 113 e
5.4 10.47 cld 1.1 e
7.2 6.2 flg| 096 g
PHITAGEL [ 1.125 | 10.47 cld 1.08 f
2250 473 gl 1.1 elf
3.75 6.4 elflg 1.15 e
GELRITE [1.125| 11.87 b [c 1.6 c
2.250 1407 |alb 1.8 a
375 7.73 dlelflg] 175 b

Z.

de acuerdo a la prueba de Tukey a una P<0.05.

Agar mg Smin

-1 aJ

BIOXON 647

628

509

SIGMA 671

577

563

PHYTAGEL 291

202

182

GELRITE 243

20

185

Valores con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales

Cuadro. 3 Disponibilidad de agua en el medio.

2} Correspondiente a un promedio de 20 observaciones.
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Cuadro. 4. Impurezas en los tipos de Agar empleados en el cultivo in vitro de

Mammillaria sp.

Agar Sigma®

Impurezas | Agar Bioxon ' Agar Phytagel * | Agar Gelrite °
Cenizas 4.50 % 2.60 % 2.60 % 1.75 %
Calcio 0.13 % 0.23 % 0.23 % 0.27 % :
Bario 0.01 % 0.01 % 0.01 % 0.01 %
Silice 0.18 % 0.01 % 0.26 % 0.09 %
Cloruro 0.43 % 0.18% 0.18 % 0.13 % ‘
Sulfato 2.54 % 1.90 % 1.90 % 1.32 % ‘l
Nitrogeno 0.17 % 0.10 % 0.10% 0.14 % |
Sodio 18 % - - 082%
Magnecio 0.01 % - - 0.22 %

Fuente:'?® Datos del Fabricante.




Plantas provenientes de campo.

Presentan tubérculos con aréolas en una menor densidad de espinas; a lo largo
de la aréola se presenté tejido vascular (vasos en xilema), practicamente a lo largo
de la areola en su parte media y es limitado por tejido de parenquima (figur.3 )
esla constituida por células alargadas de pared mas gruesa que las provenientes
in vitro; se encontré tejido meristematico en la regién sub-apical de los brotes.
estas células meristematicas se encontraron en dos protuberancias en capas de

hasta 15 células (figura.9 ).

La invaginacién formada enlre dos protuberancias es amplia y completamente
diterente; ademds de inclusiones de taninos en el tejido fundamenta'
(parénquima) en la regién del tallo. A partir de la axiia formada por los tubérculos.
se formaron y desarrollaron los nuevos vastagos para esta especie.

El tejido vascular dentro del taflo presentd un xilema bien desarrotlado con hileras
de 20 a 25 células; ademas del floema en la region aferente del xilema endarco
{ig. 8 ) y la cuticula se presentd continua y densa e inclusive estuvo presente
hasta las criptas sub-estométicas de la epidermis ( figura.11 ) formando un

campo continuo.
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Plantas provenientes del cultivo in vitro.

Las plantas in vitro presentan aréolas con una mayor densidad de espinas que las
ptantas de campo ( figura. 4 ) ademads de contar con un menor tejido vascular a lo
largo del tubéreulo en el cual estd contenido principalmente xilema, el tubérculo
esta constituido principalmente por células parenguimatosas a lo largo de toda la
protuberancia, de pared delgada, una corta invaginacién formada entre los
tubérculos adyacentes, el espacio que existe entre ellas es reducido y el tubérculo
tiene una capa epidérmica con una cubiera isodiamétrica. EI callo formado en la
base de los brotes presenta abundantes células de forma alargada e
isodiametricas con pared alargada. La tincién especifica para cuticula presentd
las celulas epidérmicas y mostrd la presencia de la misma en la pared periclinal

externa, la cual rebordea los estomas formando una capa continua.,
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Cortes anatémicos de Mammillaria sp

Fig. 3-8 Cortes transversales de tallo con
Tincion Safranina-Verde Fijo. Fig. 3.
Aréota in vitro, Fig.4. Aréola en campo,
Fig. 5. Tubérculos de tallo en campe.
Fig. 6. Tub&rculo in vitro. Fig. 7. Callo

] basal in vitro. Fig. 8. Haz Vascular en

campo. Fig. 8. Corte Longitudinal de tallo
de campo con tincién de Safranina-Verde
Fijo.  Fig. 10-11. Cortes transversales
con Tincion especlfica para cutlcula rojo
de aceite 7B. Fig. 10. Estorma en campo.
Fig. 1. Estomas in vitro ,

Barra: 10pm figuras 36,89y 11; 20um

B figuras 4,57 y 10.  ar= aréola.. cut=
¥ cuticula., e= estoma... th=

tuberculo...hv= haz vascular... it= region
inter tubercular... m= meristemo apical...

g p= células de parénquima de callo basal.




- Conclusiones

. El promedio de brotes obtenidos por subcultivo en Mammilaria sp. se

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

- A los 45 dias de cultivo el medio solidificado con agar Bioxon dio el mejor
resultado para la variable nimero de brotes con 17.2 brotes para la

concentracién de 7.2 gL ™.

- La mayor longitud de brotes se presenté en el medio solidificado con Gelrite

con 1.8 cm para la concentracion de 2.250 gL,

- La disponibiidad de agua en el medio tendié a decrecer al aumentar la
concentracion del agente gelificante, de manera simifar para los tipos de agar

empieados,

. Al emplear agar Bioxon, la cantidad de agua disponible fue mayor { promedio
de 595 mgS5min~ ) y para Gelrite la disponibilidad de agua fue menor (
promedio de 210 mg5min™' ) debido a ia naturaleza del gel y no se presentd en

ningun caso vitrificacion.
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6. Las propiedades fisicas y quimicas atribuidas a fa pureza del gel, influyen en la
firmeza, dispeonibilidad de agua y aporte de algunos nutrimentos que

determinan el desarrollo de los explantes.

7. Las plantas provenientes in vitro presentaron un mayor nlimero de espinas en
las areolas, mayor nimero de células de tejido fundamental, menor desarrollo
del tejido vascular y cuticula menos densa que las plantas provenientes de

campo.

8. Las plantas cultivadas in vitro, presentaron una capa continua de cuticula que

incluye la cripta estomatica.

ESTA TESIS NO SALF
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Composicién del medio basal en el establecimiento in vitro de Mammillaria sp.

Compuesto Quimico

Peso Molecular

Concentracion

Concentracion

|

(mM 6 uM) (mgL™ = ppm)
NH:NO; 80 25mM 200
Ca(NO3)24H,0 236 1.25 mM 295
KHzPO, 136 1.25 mM 170
MgSO.7H:0 246 1.50 mM 369
KNO; 101 5 mM 505
FeS0,7H.0 278 0.09 mM 25
Na — Edta 380 0.10mM 38
MnSO4H.O 169 5uM 0.84
HaBO; 62 100 pM 6.1
B NazMo042H.,0 242 1 pM 0.24
ZnSO.7H,0 287 30 uM 8.6
CuSO.5H:0 | 249 0.1uM 0.0000249
CoCl6H0 | 238 0.1 uM 0.0000238
Mio — inositol 180 0.55 mM 100
Tiamina ~ HC! 337 0.29 uM 0.1
Piridoxina — HCI 205 2.44 UM 0.5
Ac. Nicotinico 123 4.07 uM 0.5
BA 225 2.22 UM 0.5
AIB 203 0.49 UM 0.1
sacaroza 342 0.0878 M 30 000
Agar @ 6 000

TIEI medio fue utilizad
2 Adicionado (en diferentes concentraciones) para su evaluacion.

o para la proliferacién inicial.

Fuente: Cruz-Pizarro 2000.

pH ajustado a 5.7
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Cuadro.5 Andlisis de varianza de la variable Nimero de Brotes del cultivo in vitro

de Mamrmilfaria sp.

FV GL Sc Cm Fc Ft
Tratamientos 0.05 o0.01
’ Agar 3 1472.86 450.9 35.4 ** 260 3.78
; Niveles 2 131.03 65.61 47 ** 369 4.61
Agar x niv. 6 99.8 16.6 1.2 n/s 21 28
Error 168 2330.86 13.87
Total 179

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

de Mammiltaria sp.

T FV GL Sc Cm Fe Ft ]
Tratamientos 0.05 0.01
Agar 3 13.3791 4.46 9,54 ** 2,60 378
| Niveles 2 0.0568 0.028 006 n/s 3.69 4.1
1
| Agar x niv. 6 91.97 15.33 12+ 21 28 )
N 3
Error 168 78533 0.47 ) ‘
‘ |
[T Total 179 !
]

L




Anexo 3

Cuadro. 7. Promedio de Numerc y Longitud de Brotes en Mammiliaria sp.

Tipos de Bioxon Sigma Phytagel Gelrite TOTAL
Agar| ]
Baja 1.23 1.13 1.08 1.6 1.68
Media 1.23 1.1 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| ]
Baja 13.13 10.13 10.47 11.87 11.4
Media 14.2 10.47 473 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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