032 %

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

DE MEXICO / Z/

FACULTAD DE CIENCIAS

“Regeneracion in vitro de Ariocarpus kotschoubeyanus .
(Lem.) K. Schum, (Cactaceae), especie amenazada

endémica de México”.

TELIS CON
FALLA ['E CRIGEN

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

B { o L o) G A
P R E ] E N T A !

KATJA GUADALUPE?MOEBIUS GOLDAMMER

X wiudips '04’0
“%

D
S
=
=
S




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



e FALLA D GHiGEN
Moxicp

MAT. MARGARITA ELVIRA CHAVEZ CANO
Jefe de ta Division de Estudios Profesionales de la

Facultad de Ciencias
Presente

Comunicamos 3 usted que hemos revisade el rabajo de Tesis:

"Regeneracién in vitro de Ariocarpus kotschoubeyanus
(Lem. ) K. Schum. (Cactaceae), especie amenazada endémica
de México". . .

realizado por  Katja Guadalupe Moebius Goldammer

con nimero de cuenta :9450285-~3: , pasante de la carrera de Biolog{a

Dicho trabajo cuenta con nuestro voto aprobatorio.

Alentamente
Director de Tesis :
Propenno - M. en C, Mart{n Mata Rosas
Co-Director i 3
Propietario Dr. victor: Manuel chav z Avila
Prop-etanie Dra. : Ehin
Supiente Ing. resa  de. ests Olivera FloresZmx f/z/m
Suplente Biol. Sergio.Lépez Mendoza. . “erin 3mz Men 03m

FACULTAD DE CIENCIAS
U l‘“

DRA. E

DEPARTYITNTO
DIE Lol



Este trabajo se reahzé en el Laboratono de Cultlvo de Teudos Vegetales del

Jardin Botanlco del lnstltuto de Blologra de la U N A M bajo Ia dlrecc:én del

‘ M.en C. Marﬁn Mata Rosas y el Dr Vlctor Manuel Chévez Avnla

Autorizo a la Direccion General de Bibliotecas de ke
UNAM a difundir en formato electronico e impreso el
contenido de, ,{mn\l;aba]o recepcional,

NOMraRE \ s

eN> Lo S
FECHA: (I\ C\ POEASSI R R ) ',)-\OO -WS
FIRMA: ‘/ b\'\ LN \‘\ \\’L\'}\L‘v_,

c



A Pirmin,
Por dejar una huella tan importante en mi vida...




AGRADECIMIENTOS

Qunero agradecer en especial a mi madre por creer s:empre en m| Por. gu:arme -
. ~sabiamente en el caminc de’la vida y.por: ensefiarme’a ser_una mejor persona
dfa a d|a Gracias por escucharme’ snempre Mumi =

A mn padre ‘por haber fun

migos del Laboratorio: Alejandro Martinez,
ngel Claudia y Esthela, Gracias por su amistad y




- A Christian, porque te amo.

A mi amiga 'y consejera de toda la vida Ute por estar siempre disponible
cuando te necesito, por filosofar conmigo tantas teorias de la vida, por ser
tu...un abrazo muy especial...

Ale y Heidi, gracias por aventurarse conmlgo a explorar el mundo, para ampliar
nuestros horizontes, asi como hemos ampliado el concepto de la am;stad i

Janika, gracias por escucharme por ayudarme a.pon ;’orden en m|s ideas y -
sobre todo por tu amistad incondicional hacna mi

familia.

A Katitis por ser una original companerlta viajera y una gran amlga o

A Valentina, Chofis y- Diana, por haber hecho del mncno de mi carrera una
sonrisa inagotable. :

Chofis y Valentina, gracias por todas sus ocurrencias y por su amistad.
A la Pelecha y Helga por tantas sonrisas.

Efrain, muchas gracias por tu valiosa amistad y por compartir conmigo tantas
risas y momentos divertidos.

A ti Tofio, por sef mi maestro y aclararme tantas dudas académicas y sobre
todo por tu apoyo y amistad. ‘

Mauricio, por tantas ocurrencias y por tu especial amistad.

Korinas (gepd), gracias por todo 10 que me enseriaste sobre la amistad y pbr
tantos recuerdos agradables que dejaste en las paginas de mi memoria. y

~\



_INDICE __

ABREVIATURAS

RESUMEN

I INTRODUCCION =

II ANTECEDENTES ‘ s
Caracterlstlcas de Arlocarpus

: Descnpcuén Botanlca -

Dlstrlbucton Geogréfca y Abundancia

: ‘Descrlpcmn de habltat

Sltuacmn actual

~ Embriogénesis somati

Ill. OBJETIVOS

V. MATERIA ES
V. RESULTADO Y DISC! '

o Germmamén de semlllas :

Fuente

Callo s

' Organogenesns

Organogénesns D:recta

Organogene5|s Indlrecta

matica en cacticeas

Pagina
1

2
3
8
8
g

10
10
1
11
12
15
15
16
19
20
21
28
28
31
33
34
34
a7

&




RlzogeneSls
Embrlogene5|s somat|ca
Induccnon

Prohferacuon maduramén y germlnacuon

) Procesamlento hlstologlco e embrlones ‘somaticos

Enralzamlento !
i CONCLUSION
;vu LAMINAS
:k VIII BIBLIOGRAFIA
1X. APENDICE

43
44
44

47

11

57
63
65
67
75




2,4- D

ABA

=~ ANA
-~ AB

ABREVIATURAS

: BAF’ o

u%
KIN
S MS

. M850

TBA

medlo_“d, culuvo v

; Alcohol Terbut‘ co

"Acndo 2 4- D|clorofenoxnacetlco

L Acndo Absclstco

- Acndo Naftalenacetlco

fAmdo lndolbutlrlco o

. ‘6 Ben‘ amlnopurlna

,‘;Cultlvo de 4T'eJ|dos Vegetales )

nopurlna

rashlge y Skoog (1962)

v ‘ﬂ,medlo de cultuvo MS a;la mltad de su concentramon




herramlenta

amenazada.




'desarrollados durante mlllones de aﬁos e lmphca tamblen una reduccnon sensible




kBretana Este Comlté reune mformacuon por medio ‘de espec:allstas reglonales y

7 jardmes botamcos que se comprometen a propagar Ias espemes amenazadas Se
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creé.,en,,fbrmalparalefla Ia«ConvenCIon sobre eI’Intercamblo Internacnonal de"'

Especies dker'rla'niél‘b'fé:yjFauna a ‘Ae zadas (CITES que trabaja para proteger las

para el estudlo conserv cion y propagacnon masiva de aquellas espec:es :que se

'encuentran en pellgro de extlnClon (Martinez-Vazquez y Rubluo 1989 Rodr[guez-

5




: . _,cactaceas (C

Garay ¥y Rubluo*~:1992) ofrecnen o la p05|b|l|dad de propagar estas especues a una

. tasa mucho mas raplda (Stuppy y Nagl 7’1992) Ademés el CTV permlte Ia :

species “raras’ de

‘Ias .especies 'mas aprecuadas.

amenazadas pero poco estud|adas se encuentran todas las especies del género
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: :Ar/ocarpus Y- entre ellas Arrocarpus kotschoube’anus (Lem) K Schum Esta

"especle es endemica e Mextco y presenta'unavdlstnbucuon desde el oeste de’ -

: Salullo Coahulla hama el’sur nel estad de ek taro (Anderson 1965)




L ANTECEDENTES, ;

CARACTERISTICAS DE* Ar/ocarpus

. SUBDIVISION ngiospermae

f'_"ORDEN i ,cé'”ryoﬁhyn’a‘ués,

< FAMILIA Cactaceae

E SUBFAMILIA = Cact0|deae

. TRIBU Cacteae

SUBTRIBU . Thelocactlnae

R Strombocactl

g Arlocarpus

; SUBGENERO'_'«' ”Roseocactus ‘

' ESPECIE kotschou eyanus o

Smémmos Anha/on/um kotschoubeyanum Lem




Hlstorla En 1840 el botanlco aleman Wllhelm Karwnnsky von Karvin “Barén.....

Kanmnsky" Ia |ntrodu10 a Europa y regalo tres ejemplares asu protector el principe

Kotschoubeyl

DESCRIPCION BOTANICA

Arlocarpus kotschoubeyanus (Lem ) K. Schum

f'fllamentos blancos anteras pequenas amanllas .granos: de polen entre 60 a 65 g

micras de dlametro estllo blanco Iébu os del es lgma 4 a 6 blancos Fruto :

9




= clavnforme de 5a- 18 mm de Iongltud y 1: a 3 mm de d|ametro ropzo hasta rosado

Semillas de 1mm de Iorb |tud> ovondes, negras tuberculadas (Bravo HO”IS y

Sanchez Mejorada 1991

: DISTRIBUCION G OVGRAFICA Y ABUNDANCIA

nutrlentes para mantener a Ia planta durante la epoca‘:de sequta Entre Ias plantas L

10




asocradas a estas plamcnes se encuentran Larrea trldentata Prosop/s g/andulosa

Lophophora w:///amsu Ech/nocactus hor/zontha/onrus (Anderson et a/ 1994)

Ech/nocereus de/aetu Ev penta/ophusf;Gruson/a bradt/ana, Agave /echugu://a

Foquerla splendens (M »yell ’ -Vi‘ll_a'iréTjQE’)\TfS).‘. -

USOS

humanas Tales como el desarrollo de la agricultura en las plamcnes donde hablta,

la espec:e Exns n ampllas zonas de cultivo.en estos habltats en

'San Luns Potosi Tamauhpas y'Queretaro en'donde esta especle se ha visto

11



. afectada (Oldﬂeld 1997) Aunado a esto Ia expan én urbana yl Ios vertederos de G e

a/ 1994)

CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

fsrstematlco in wtro de células somatlcas de plantas supenores a fln de tratar de,

fkdetermmar los requerlmlentos para el desarrollo optlmo de dlferentes tipos

12



por estimulos ‘externos, talés como reguladores de. crecimiento en el medio y/o un

13



balance entre los nlvele ’endogenos y exogenos de las hormonas (Thorpe y

“Kumar, 1993) ﬁ'

preexlstentes resultan adecuadas pues se les considera que son genetlcamente

14




_ estables (Murashige, 1974; Hu y Wang:‘." 1983)." Mientras QUé‘CUando intérviener

una fase de callo (Fay y Gratton 1992). xis e Ia posvnbmdad de que ocurra lo quel .

se conoce como vanacton somaclonal (Dodds 1991) esto es que los cultlvos de L

Jacobsen y Dohmen 1990 citados por.Fay 994)

- CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES EN CACTACEAS -

 ORGANOGENESIS -

ntento Xitosc para cultlvar fragmentos de o

: Emlno. 197Qa—Hubstenberger et'a/ 1992) Minocha y. Mehra (1974) obtuvteron a

15



: formacnon de callo a | amr de explantes de tallos y organos florales de Mamm///ar/a

prollfera (Neomammlllarla) 4 ‘no- fue sino hasta 1976 en qu

aé ngmﬁ"(1994)'.' que reportd la obtencion de pléntul,és'éi par

asi como por embriogénesis somatica.

EMBRIOGENESI!IS SOMATICA

requenmlentos nutncuonales Y. amb

'crecnmlento normal (Héxtermann 1997) Steward et

fueron los prlmeros en reportar Ia mlmacuon y eI desarrollo de embnones somatlcos )

16

se reporto el

ir de organogénesis -

. (1958) v Relnert (1959)




(1978), los embriones somatlcos pueden surgur in V/tro de tres dlferentes fuentes'
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- deg- células |p|ondes "cultlvadas 1 'A | etati plar'it’as"":madburas;‘

'1991)

18



] EMBRIOGENESIS SOMATICA EN CACTACEAS i

Hasta Ia fecha ‘se_conocen solamente suete‘ specnes de cactaceas en’

El prlmer reporte e

b pfé(/fe’fa;" T

" germinacisn de los embriones somaticos logrando regenerar plantas completas.

19




. 'cSEJ ETIVOS -
General

Establecer Ias condlcmnes expenmentales para Iograr la regeneractén in

in vitro’ _

Determlnar los requerlmentos de reguladores del crectmlento promotores‘-

del desarrollo de brotes y/o embrlones somatlcos

20



A MATERIALES Y METODOS

L de16 horas y una |ntenS|dad de 29, 29 uEs"m (PAR 50 pMoI/mzls)

21



_ El porcentaje derge'rmiﬁaciénrqéﬂirars;sremrrrriilla's sé"}egistré cada 15dias. " -

EXPLANTES

posylbkle, a Ias p|antdla

mas t'gbé.

fresco.

""‘INI:)':kaCw:lO‘N

como Ia formacnén de‘ mbrlones omatlcos

22



Tabla 1: Combmamones de reguladores de cremmlento a) BAP/ANA y b) KIN/2 4- D

adlcronados a me MS _ara la |nduccnon‘ e respuest s morfogenetlcas en tuberculos de

plantulas’de A kotschoubeyanus germmadas /n wtro

‘a).“ . ;

.BAP/ANA (I I P 5
(mg/l)

0 7 2 3 |4 5
o1 5 7 8 |9 10
05 T [12 (i3 |14 |15
7.0 % |17 |18 |19 |20
b)

KIN/2,4-D |0 T 12 3 5
(mg/l)

0 7 2 13 |4 5
K R - 2 S Ry £
05 T [z (13 [id (15
70 16 ‘1/7 8 19|20

DESARROLLO Y MANTENIMIENTO DE LOS CULTIVOS

Despues de ueve smanas en’e medlo de |nduccnon. los explantes se

subcultlvaro e a6 g/l para;;

tratar de evutar Ia huperhndratacnon de Ios brotes Cada dos meses se'subcultuvaron

.23




! todos ‘los. explantes'(tejldos) a medlo,MS fresco para tratar de promover elﬂ_

- desarrollo y maduramén de‘los brotes regenerados

ENRAIZAMiENTO

*sUncaps".:"

=s-regenerados

24



FIJACION ~
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CORTES

; y se sumer i
(1:1) por~30 mmutos
: REHIDRAT VCION ; e .

Se sumerglo la canastllla‘ con Ios portaobjetos durante 20 min en cada una

de las 5|gmentes solumones'alcohol absoluto alcohol al 95% 70%. 50% y 30%

‘de saframna del tejido

Se escurrié el excedente,de alcohol al 95% y'se cubrié el tEJIdO con unas

'gotas de verde rapldo alcohollco (Apéndlce IV) para contra tar la tlncton el tlempo

26



Vse determlno expenmentalmente .se. probo con. 2 3. y 10 mlnutos despues se’

enjuago con alcohol absoluto y con este mlsmo se apllca n dos'baﬁos de 1 mln »

Se évdrlojéyarqn las preparaciones por tres.dias en el horno a 58-60°C. Después se

limpio el éxz'.f'ésq de resina con xilol y se realizaron observaciones al microscopio.

27




V. RESULTADOSYDISCUSION e B L
GERMINACION DE SEMILLAS '

Las ~‘superf1cues dela plantas contlenen un gran numero de agentes-

"semlllas por.hongos; lo. que ocasiond la pérdida de ‘algunas de ellas; sélo se Iogrévf ,

, un 41% de germm ion entre 0-45 dfa (F|g 1)‘7 itierre (c m pers )yobtuvo 75<

»80% de germlnamon en un Iapso de 830 dlas con semlllas de A

28




kotschoubeyanus de un ano de edad sembradas en cond|mones de |nvernadero

,asegufando:que en el habitat erm'ane'zt:an-'semilla's\via‘ble po'r‘la‘r bs‘periddc’)’s L

de tlempo S|n embargo o'es recomendable almacenar semillas d cactaceas

', por mas de 3-4 anos antes de procurar su germlna on (Cattabnga 1994)

29



“% de germlnqaclén:’dé a_lolés de semillas do = == -
Ariocarpus kotschoqbeyanu;

—e—% fer lote
. —8—%2do lote
——% 3er lote

% de gehﬁinacion

0 153045607590 '
llempo (dlas)

Figura 1. Porcenta;e de germlnacton en relacnon al tlempo.
de tres Io!es de semlllas de A s, ,oubeyanus bajo condlcnones in wtro

presentar ctertas dlflcultades (Reyes 1994) ademas de que no en todos los

30



semlllas Las sem

'plan;as oa qu

1B) El uso de

f_surglmlento de: nuevos tuberculos tuvo ugar a: Ia mlsm tasa que n un Iote de’

: plantulas germmadas /nkwtro'a las que no se: les dlsecto nmgun tuberculo como

control

31



EI hecho de que no todos los tuberculos respondueron e igual manera en

un mismo tratamiento puede expllcarse debldo a,que ino. solo as respuestas

32




;ademas de que al provenir.de dlferentes sem|llas era de ¢ esperarse d|ferenc1as por’, :

. la varlacnon genotlplca

El c‘:‘éilo“ se define como un tejido amorfo y\desorg‘émzado’;'fofrﬁadb por la-

B dlwsnon _vigorosa (activa) de celulas: Con'el’estimulo de sustanmas e‘cremmlento :

33




rosada o rouza debldas probablemente a Ia presencna de betalalnas (Molphe et a/ i

1998) En ocasuones eI callo mlmal podla ser verde»claro y frlable EI aumento en '

volumen de la masa de callo fue mas acelerado en general en el callo de color L

: ;verde claro D r

|nd ucir. el -

uxma para

ORGANOGENESIS D|RECTA

Ia seccmn de,’ :

os de,KIN/24D solo se trataron en

mdlrecta no fue SIgnlflcatlva Dentro jde‘, j,

n:i’orfdgte'ne e reglstro la organogene5|s dlrect :

con Ios explantes aun en el medlo de lnduccmn fue evndente la formacnon de

34



nuevos tuberculos que surglan de las areolas en Ios aplces de los tuberculos

‘ (explantes) pnm ro e obs rvé un Ilgero aumento en el c |ametro de | a areola (1 -3 S

'trlcomas ”que resultaba ser el aplce de Ios, Lo

) mm) con Ia consecuente’aparlmon de

Tabla 2. Relamén del nimero de explantes por tratamlento J respondleron con la
respuesta de organogénesis directa a la semana- 10 y 15 a pamr de Ia induccion con
reguladores de crecimiento BAP/ANA, :

Tratamiento BAP/ANA No. explantes con No. explantes con

(mg/l) respuesta respuesta
(10 semanas) (15 semanas)
2 1/0 1
3 2/0 1 2
4 3/0 2 2
5 5/0 3 3
7 1/0.1 0 3
10 5/0.5 1 2
12 1/0.5 3 3
13 2/0.5 1 2
14 3/0.5 1 1
17 1/1 2 2
19 3/1 1 1

35



Tabla 3. Namero de brotes regenerados por via de organogénesis indirecta asi como por
organogénesis directa para cada tratamiento, a partir de tubérculos de A.
kotschoubeyanus, mostrando los promedios para cada respuesta con su ES.

O. I. = organogénesis indirecta; O. D. = organogénesis directa; ES = error estandar.
Tratamiento| BAP/ANA No.lotal de totali6+xgS | No.total de | orae+ES | TOTAL O. 1. toV6+ES
(mg#) brotes O. D. brotes O. I. +0.D.
1 0/0 ] 0 0 0 0 0 0
2 1/0 7 1.17£1.17 37 6.17+6.17 44 7.33+6.042
3 2/0 4 0.67+0.42 8 1.33+0.56 12 2+0.816
4 3/0 6 1+0.68 6 1+0.52 12 2+0.577
5 5/0 4 0.67+0.33 19 3.17+2.04 23 3.83+2.04
6 i 0/01 0 0 0 0 0 0
7 i 1/0.1 3 0.5+0.34 [¢] 1£1 9 1.5+0.957
8 ;2001 0 0 12 2+1.37 12 2+1.366
9 i 3/01 0 0 8 1.33+0.67 8 1.33+0.667
10 | 5/0.1 2 0.33+0.21 2 0.33:0.21] 4 0.67+0.333
" ©0/0.5 0 0 0 0 0 0
12 ! 1/0.5 3 0.5+0.34 10 1.67+£1.67 13 2.17+£1.973
13 ,  2/0.5 2 0.33+0.21 5 0.83+0.65 7 1.17+0.654
14 3/0.5 1 0.17+0.17 10 1.67+1.31 11 1.83+£1.276
15 5/0.5 0 0 13 2.17+1.38 13 2.17+1.376
16 ] 0/1 0 0 0 0 0 0
17 171.. 1 0.17x0.17 0 0 1 0.17+0.167
18 2/1. 0 0 0 0 0 0
19 3/1. 3 0.5+0.5 38 6.33+6.57 41 6.83+5.48
20 5/1. 0 0 11 1.83+£1.47 11 1.83+1.47

En los tratamientos 3 y 4 con BAP (2 y 3 mg/l), el 33% de los explantes
respondié con un promedio de 0. 67 y 1 respectlvamente. mientras que en los
tratamientos 5 BAP (5 mg/l) y. 7 BAP (1 mg/l) con ANA (0 1 mg/l) el 50% de los

explantes respondleron con un total de 4 y 3 broles respectwamente (Flg 2)
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% de explantes que respondieron (0 ly/o 0.D)
tras 15 semanas

Porcenta

13 15 17
Tratamientos

Figura 2. Porcentaje de explantes por tratamiento: que respondieron con respuésta

morfogenética de organogene5|s dlrecta y/o |nd|recta despues de 15 semanas a pamr de'
la‘induccién. : :

‘En térmihd g entemente dela’ presencna o ausencna de}

auxina_.' Ia presencia; . de:. citocinina:: estuvo: asoctada

aspectbi,désde‘:compact‘osﬁdevun‘ligero;y'ke‘rde‘joli_vo hasta‘un ‘callo friébié vérdé s

37




conform‘adas p_or :

‘parte; aérea U

'claro A- pamr de Ia sé tlma semana"fue" posmle 1dent|f|car verdaderas'roseta

ubérculos formados de : novoxd|5puestos de: maneraf'

claro, de crecimiento

callo.*En.gene

apariencia friable;

Blackmon (1 987)"‘p ra

;Ia tasa de crec

assmétnca (anormal) Dodds y Roberts (1985) mencuonan que en ocasmnes eni :
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algunos cultlvos puede ocurnr un error en: Ia programac:on del desarrollo para la-

ara :los i brotes -

', Ias cnocmmas estlmulan Ia dlwston celular y tlenen control sobre la. morfogenesus
s en Ios cultlvos estos compuestos pueden vencer la dominancia apical y liberar a

Iaks yemas laterales del estado latente (a este respecto tienen un efecto contrario al

39



endégenos:.

‘desarrollo. de tolerancia o

40



sen5|bllldad habttuacton ~|nterac0|6n*‘ e ois‘?—LréguIa'dorés ~de

‘ (fabla 3). :

41




Promedio de producciéon de brotes por trat.(BAP/ANA)mgl/l (tras 15
semanas)

8,
6
No. brotes 4| B No. br.
2 i
! ul s
0!

tratamientos

Flgura 3. Relacidn entre los diferentes tratamientos con combinaciones de reguladores de
cremmlento BAP/ANA y el promedio de brotes regenerados por via organogenes:s darecta
y/o |nd|recta 15 semanas despues de ta induccién. -

,los:

'f/cus lnd/ca Ue’ ne :

o -resultados con un promedio‘de 8 6 brotes por explante (Mohamed Yaseen et al,

b '“les CON 42
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-elegantissimus+también-se* mencnona Ia formacmn de ralce aun ‘en” mednos F

: vla |nd|recta cuat

‘tratamlentos con BAP/ANA mientras que en presencna de KIN/2 4 D ocurrlo por vla,;

dlrecta a partlr del to

44




esencral como tamb n

'Neomamm///ar/a pro//fera adlmonando KIN (1 mg/l)‘ S

45




Esv fmportante 'mencioh'ér ‘quelbaféiA kdtéchbub;éyahbs,f;l:a L’res‘pqes't_a’ de:

donde dospe los’

: factorés rﬁés

Street 1 976)

de celulas somatlcas radlca en Ia selecmon adecuada de la fuente de explante”-

46



presentaban una germmacton‘ precoz llevaban a la obtencuon de embnones con‘
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,|rregular|dades morfologlcas y sélo se. desarrollaban hasta cnerta etapa y después

se detenlan ahl permanentemente

Algunos estudlos sobre el cor \portamiento de los ‘embriones somaticos en -

color-amarillo intenso y .un aspecto-himedo (<1:mm), continuando su desarrollo
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,,hasta consolidarse ‘en_una

_Structura _globular, con*{pa'cta con. unaf.coloracién

blanquecma (etapa de hlst dlferenc:acton (Parrott et a '1995)) en donde se hacen

jeV|dentes los cotlledones y: una morfologla‘de la etapa ie corazon{(esto a través
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"auxinaS'en eI ’explant ‘en” combmacnon con Ia'cntocnnma “ xég" na admlonada aI

’ medlo pudlesen haber favorec:do esta respuesta

i6  favorecer su-

: gerrhiyhac'ién tanto. éyhj‘e}l_?nédio'MS como en MS50 (Tabla 4).-

Tablé 4. Numero de embriones somaticos de A. kotschoubeyanus que: Gs=
germinaron; m = maduraron; PR = proliferaron en los diferentes medios
ensayados; T = tapas de plastico; o = suncaps; CA = carbén activado.

MST TMS m |MS50T [MS50= | MSCAT [MSCAz [MS50CAT [ MS50CA®

G 1 2 5 10
M 1 4 12 25
PR [++ + ++ + ++ + ++ +

+: poco; ++: medianamente.

Esto pudo deberse a que el carbon activado pudo haber adsorbido

cualquier exceso de auxmas que no hubiesen sido metabollzados por.los tEJIdOS

asi como sustancnas de desecho de Ias plantas pues es sabldo qu Ia presencua

de auxmas puede prevemr la maduracnon y postenor germmacxon de Ios
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: embnones (Ammzrato 51983 Sharp et”'al ';1980) laS'auxmas pueden suprlmlr el ’

desarrollo del merlstemo aplcal posub mente por mecam mos mvolucrados en el :

fembrlones om
casos en d n_ee

"pudo sucedev que Ios

completando asi Ia etap de‘

ser transferidos a otro medio con “suncaps”.en esas condiciones',se" llevaron a™.
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- cabo*la "etapa rde'—vmaduraéién‘*“ deshldratacnon para postenormente flograr socs it

bién con suncaps evntando un exceso de

deshudratamon p rec s ‘etz rucual en eI desarrollo del embridn. La falta~

“de dlcha fase del desarrollo en cultlvos convenctonales de embriones somatlcos .
S .
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) :ellos germlnaron de manera semejante a“las semillas de’ A. kotschoubeyanus
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- germmadas in: wtro. en donde el mayor porcentaje de germmacton se le en.el . e e

medlo MSSO con CA y suncaps (Tabla 4)

Cabe mencionar que el numero de plantas que fue p03|ble obtener a partlr

de embriones somaticos de,;A kaqts

también estan influenciados por los diferentes genotipos. En el trabaijo dé'Pérfdt et
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'_‘,posmle 1:pC _ | o (S ara estructuras

,de tejldO dellcado como Io son Ios embnones somatlcos el ﬂador Navashln resulto

aprop|ado
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e La'técnica'deitihgbiérjj‘éo!n’iSéfréni"a y vérde'répldo, elegida para Iosit"ejidkbs'*

_vegetales, ~incluye " colorante

safranina actta

verde rapido es:-un colorante acido.

éeldfésic:és Est

técnica ‘dicromica ’ proporciona::una “doble :coloracién en Ios

: rtepdos Iogrando un buen contraste entre los' mismos

AI observar al'microscopio. los:cortes: histologicos'de mbnones'somatlcos :

de A. kotschoubeyanus fue posible identificar
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e tii estructuras cutoplasmatlca y paredes :

se eCtNds barﬂa' d'ete'rminadas estructufaé: a



ENRAIZAMIENTO =2

E brotes;qué‘}e\)éntaron (Lamina 2.D);

Tabla 5. 'Co‘mparécirén entrer‘”e‘l' po'rcentaje'de sobrevivencia y enraizamiento de los brotes
sometidos a “tres ‘dias’ dé ‘secado y brotes sembrados directamente tras ser

_individualizados.

Porcentaje de Porcentaje de

sobrevivencia enraizamiento
Brotes frescos 79 25
Brotes secados 97 30

Comparado con los. resultados de Molphe et al (1998), los porcentajes de

enraizamiento en el presente estudlo resultan bajos ellos reportan de 85 a 100%

con AIB

Es |mportante consnderar que en'el presen estudlo no se desecharon Ios

'brotes con aparlenma Ilgerame'“ e h|perhldratada y todos se tomaron en cuenta
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- para el'enraizamiento - . mu hOS‘de eIIo se revnrtleron a callo lo que genero"f’

entran en senescencia. EI resultado es qu los ej:dos se oscur cen y se detlene

su desarrollo (George ¥ Sherrington, 1984).
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contenldos en celulas que adqumeron Ia capac:dad de competencna e lmpulsadas
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“por el vngor de crecumlento debldo al transporte de nutrlentes élf’béﬁéih}eﬂp{é,

expresaron su totnpotencnalldad g




tamblen Ia concentr cuon de gases (COz, etlleno) pero debldo a Ia falta de “datos’

‘en el presente estudlo se propone como una hlpOteSlS sujeta a lnvestlgacxones

posterlores

aps ée puede

mencionar que pueden ayudar al establecnmlento de.la‘fase de acllmatlzaclon Las




~plantas-in-vitro*tienen-una-alta‘capacidad‘para“realizar-la’ fotosintesis; pero-para-

alcanzar rangos adecuados que sostengan el crecimiento autotrofo, se requieren

mayores niveles que los que:se alcanza

por.lo.menos se aproxime
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VI CONCLUSIONES

Las secclones de' pIantuIas, obtenldas a- pamr de .semillas . de A.

requenmlentos hormon Ies ara el cre mlento de Io emb |ones Ios efectos de‘
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___ las fitohormonas,’la_nutricién y el metabolismo_de los embriones, asi como.los_

“efectos de las condiciones ambiental

: Vly_os: : Vufe'%'ultaa

_bases ‘para su aprovec

controlada. .
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Lamina 1. A. Ariocarpus kotschoubeyanus con flor (barra: 0.71 cm). B. Diseccién de

tubérculos en plantulas germinadas in vitro (barra: 0.17 cm). C. Organogénesis directa;
aparicién de tricomas en el apice de un tubérculo tras cinco semanas en medio de
induccion (izquierda) y crecimiento de un nuevo brote a las diez semanas (derecha)
(barra: 0.11 cm). D. Organogénesis indirecta a partir de diferentes tipos de callo de

aspecto compacto (izquierda) y de aspecto friable (derecha) (barra: 0.35 cm).

TE:1S CON
FALLA TE ORIGEN
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":"g”- !
s %g»aﬁ
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Lamina 2. A. Rizogénesis a partir de la areola de un tubérculo (barra: 0.21 cm). B.
Embriogénesis somatica, formacion de estructuras nodulares en tratamiento con
KIN/2,4-D (izquierda) (barra: 0.13 cm) y BAP/ANA (derecha) (barra: 0.3 cm). C. Corte
histolégico de embriones somaticos mostrando indicios de depositacion de lignina
(izquierda) y centros meristematicos (derecha). D. Formacion de raices en brotes de

A. kotschoubeyanus en medio con carbén activado (barra: 0.43 cm).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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IX. APENDICE .

Apendice 1. Prepératién de fijador Navashin:

Las partes A y',BV dépe’ﬁﬁ'prepararse por separado y mezclarse justo antes de usar

Apéndice Il. Preparacion de soluciones de TBA:

Deshidratacién en alcoholes graduales

H20 EtOH 95% TBA EtOH 100% %

(ml) (ml) (ml) (ml) alcohol :
65 30 5 0 30

50 40 10 0 50

30 50 20 0 70
15 50 35 0 8’5

0 45 55 0 5
0 0 75 25 ; 100

Tabla que muestra las proporciones empleadas para la preparacion

de soluciones de TBA.
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Preparacién de colorahtes

Apendlce i, Safranma :

Safranma "O"
Metllcelosplye
Alcohol 86%.
Agualc’iés’t‘iia’da
Acetéktb de .7so<d

Formal comercial

Mezclar Ias soluc{(ones‘
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