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RESUMEN

La micropropagacion ha demostrado su utilidad practica en especies de
multiphicacion deficiente o relativamente lenta (como sucede con las cactaceas) y
en plantas que aunque sean facilmente propagables asexualmente, su numero se
incrementa mucho méas cuando se trabaja in vitro que con los métodos

tradicionales de esqueje, estoldn, bulbo, etc.

El presente trabajo se llevd a cabo para detemminar cual es la citocinina y
concentracién de esta que mas influye en la proliferacion de brotes de la cactacea
Wilcoxia sp. Se evaluaron las citocininas Bencil Adenina (BA), Sulfato de Adenina
(SA) y Kinetina (Kin). Las concentraciones utilizadas fueron 0.1, 0.5, 1.0y 1.5
mg-L-'.

Las variables que fueron evaluadas para poder conocer los efectos de las
citocininas sobre los explantes utilizados fueron; nimero de brotes, longitud de

brotes, nimero de raices y longitud de raices.

La mayor tasa de proliferacion se obtuvo en el tratamiento 4, donde se
desarrollaron 11.4 brotes/tratamiento, la citocinina que se empled en este
tratamiento fue BA con una concentracion de 1.5 mg-L-' correspondiente a una
proporcion de 15:1 citocinina/auxina, donde conforme se iba aumentando la
concentracion la tasa de proliferacion marcaba también un incremento. También
en esta citocinina se obtuvo la mayor longitud de brotes comespondiente al
tratamiento 1 de concentracién 0.1 mg-L-',en una proporcion citocinina/auxina de

1:1, presentando una longitud de 6.5 mm.

El mayor numero de raices se obtuvo en la citocinina SA, en el tratamiento 6 , al
utilizar una concentracion de 0.5 mg-L-'.en una proporcion citocinina/auxina de 5:1
con 0.3 raices por explante y también se presentd la mayor longitud

correspondiendo al tratamiento 6 con 3.04 mm.



I. INTRODUCCION

México posee una gran diversidad vegetal, en la que sobresale la familia
Cactacea con gran cantidad de especies endémicas, con importancia ecologica,
economica y omamental. Sin embargo, existen causas que han propiciado la
extincion de muchas de ellas y que otras estén en vias de desaparecer.

Algunas de estas causas son la extraccion ilegal de plantas, el traslado de
modelos de zonas templadas a zonas aridas, uso de la agricuitura convencional y
cambio en el uso de suelo.

Aunado a esas causas también se encuentra que la mayoria de estas especies
son propagadas por semillas en las que el proceso de la germinacién resulta dificil
en su medio natural, aun cuando los frutos producen generalmente numerosas
semillas, sélo unas cuantas logran gemminar. Y si logran hacerio tienen que
sobrevivir en las adversidades que les proporciona las condiciones del desierto y
tendra que pasar demasiado tiempo para que puedan presentar las caracteristicas
apropiadas para llevar a cabo su reproduccion y mantener la perpetuidad de la
especie.

Por lo tanto es importante emplear nuevas técnicas que permitan el
incremento de estos recursos fitogenéticos, en un tiempo relativamente corto,
debido a que como ya se menciono, las cactaceas juegan un papel importante en
la economia de las personas que habitan zonas cercanas al habitat de este tipo de
plantas. Y que al no tener un buen ingreso con respecto al manejo de otros
cultivos, llevan a cabo la practica del saqueo de ejemplares para comercializarlas,

las cuales alcanzan precios exorbitantes en los mercados.

Existen varios métodos para su rapida propagacion, entre ellos se
encuentra el cultivo de tejidos o micropropagaciéon que se considera uno de los
mas importantes.



La técnica de micropropagacion es una forma de propagar plantas con un
potencial enorme, también es llamada cultivo de tejidos y cultivo in vitro (del latin
vidrio) llamado asi debido a que se cultiva en recipientes de dicho material. La
micropropagacion es: el desarrollo de plantas nuevas en un medio artificial bajo
condiciones asépticas, a partir de partes muy pequeias de plantas, tales como
embriones, semillas, tallos, meristemos apicales, callos, células aisladas o granos

de polen.

Algunos de los factores fundamentales en el éxito de la técnica de
micropropagacion, son el establecimiento de un cultivo aséptico, la concentracion
y balance de los dos tipos de hormonas que pueden orientar una via especifica de
organogénesis a partir del balance que se establece entre ellas, particularmente

auxinas Yy citocininas.

Las homonas mas utilizadas en la técnica de micropropagacion son las
auxinas y las citocininas. Las auxinas participan en el mecanismo de regulacion
del crecimiento desde la alargamiento celular hasta la formacién de o6rganos
también inducen la multiplicacidn de propagulos y estimulan la elongacion, en
combinacién con las citocininas, inducen la formacion de callo, raiz y la divisidn
celular en los brotes. Las citocininas propician la formacion de brotes en cultivo in
vitro de cactaceas, promueven la citocinesis (division celular) en las plantas in vivo
y en tejidos cultivados in vitro es de gran interés porque pemmite la

micropropagacion comercial de varias especies vegetales.
Por lo anterior, con esta investigacion se pretende cubrir los siguientes objetivos:

1) Evaluacién de tres tipos de citocininas en la proliferacion de brotes de Wilcoxia

sp., obtenidos in vitro.

2) Detemminar el tipo y la concentracion 6ptima para obtener la mayor tasa de

proliferacion.



3) Evaluar el comportamiento morfolégico de los explantes mediante la aplicacion

de reguladores de crecimiento.

La hipétesis ha comprobar durante la realizacién de esta investigacion sera la

siguiente:

El balance establecido entre auxinas y citocininas determinan la via de
organogénesis en este caso la proliferacion de brotes a partir de explantes
formados in vitro, por lo tanto, al aplicar Benciladenina (BA), Sulfato de Adenina
(SA) y Kinetina (Kin) al medio de cultivo, se manifestara al maximo el potencial

organogenico de los explantes de la cactacea Wilcoxia sp. obtenidos in vitro.

Debera existir una concentracion optima para la mayor tasa de proliferacién

debido a que concentraciones elevadas pueden conducir a la vitrificacion.

(V]



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Importancia de las cactaceas

Son varias las familias que se conocen con el nombre de planta suculenta que se
concibe como una planta que durante un periodo de humedad acumula una
reserva de agua en forma de jugos en su tallo, sus hojas o sus raices, lo que le
pemite mantenerse sin agua durante un largo periodo de sequia (Nessman, 1994
citado por Moreno, 2003).

Algunas de las estrategias que emplean estas plantas para resistir la sequia son:

a) Entrar en actividad fisiologica, crecer y producir hojas sélo en los periodos con
suficiente humedad, permaneciendo como semilla o en estado de letargo
fisiologico el resto del tiempo.

b) Reducir al minimo la pérdida de agua poseyendo hojas muy pequefias que se
calientan poco y aprovechan al maximo toda el agua disponible, aun la que se
encuentra en forma de rocio.

¢) Desarrollar raices superficiales y fibrosas para alcanzar la humedad que
dificimente se traslada a capas mas profundas del suelo.

d) Almacenar agua cuando esté presente y sobrevivir las sequias utilizandola de
manera eficiente (Vazquez, 1997 citado por Moreno, 2003).

Un ejemplo de plantas suculentas son las cactaceas, familia de plantas que
derivan su nombre del vocablo Kactos que significa cardo. Con esta palabra se
designa por lo comuin a las plantas que tienen espinas y tallos suculentos o
jugosos, aunque no todas las que retinen estas caracteristicas pertenecen a la
familia botanica de las cactaceas (Amreola, 1997).



Las cactaceas son autéctonas del continente Americano en donde se encuentran
distribuidas especialmente en las regiones aridas y semiaridas (Bravo-Hollis,
1995).

México, por sus peculiares condiciones de latitud, topografia y climas es un pais
que cuenta con aproximadamente 800 especies de las 2000 que existen en
América (Moreno, 2003).

La Republica Mexicana cuenta con 48 géneros y mas de 563 especies distintas de
cactaceas de las cuales 20 géneros son casi endémicos a nivel especifico y
también con mayor nimero de especies bajo riesgo de extincion (Reyes, 1994).

2.1.1 Descripcion morfologica

Algunas de las caracteristicas morfologicas que presentan las cactaceas segun
Bravo-Hollis (1995) son las siguientes:

La raiz de las cactaceas es semejante a la de otras dicotiledéneas, debido a que
procede de la radicula del embrion y, en algunos casos, es adventicia; fija la planta
en el suelo, absorbe el agua con las sustancias nutritivas disueltas en ella y en

algunos géneros la almacena en sus tejidos.

Las raices de las cactaceas presentan tres tipos que, segtin Cannon (1913) citado
por Bravo-Hollis (1978), son:

1) cuando la raiz principal presenta un mayor desamollo que las secundarias,
2) cuando las raices secundarias crecen mas que la principal y
3) cuando la raiz principal y las secundarias alcanzan un mismo desarrollo.

En algunas especies de Wilcoxia se presentan tipos de raices tuberosas
fasciculadas.



El vastago en las cactaceas consta, de tallo, hojas tectrices y yemas. Estos
organos, sin embargo; sélo estdn desarrollados en los géneros Pereskia,

Pereskiopsis y Quiabentia.

Con respecto a las hojas, estas se encuentran bien diferenciadas solamente en
géneros como Pereskia, Pereskiopsis y Quiabentia. El limbo es grueso, carmoso y
de forma orbicular o eliptica, el peciolo es muy corto y a veces falta.

Las cactaceas presentan yemas cotiledonares apicales, las cuales forman los
llamados podarios o tubérculos que son la base hipertrofiada de las hojas. En la

parte superior de estos 6rganos se encuentran las aréolas.

Las formas de los podarios son variables, los hay esféricos, digitiformes, foliares,
conicos o prismaticos, entre otros.

Las costillas provienen de los podarios de la yema apical de la plantula que se
ordenan en series ortdsticas verticales. El nimero de costillas es muy variable al
igual que la forma que presentan; las hay muy angostas y de arista o anchas y de
arista redondeada, en ocasiones son altas y muy prominentes o aplanadas.
Cuando las costillas son de 2 a 5, planas y delgadas, se denominan alas, como
sucede en las especies de Acanthocereus y Epiphyllum.

Uno de los érganos caracteristicos de las cactaceas son las aréolas consideradas
como yemas homologas a las yemas axilares de las oftras dicotiledoneas. Las
aréolas forman hojas reducidas, flores, nuevos tallos y espinas, gléquidas, cerdas
y pelos, y a veces raices adventicias. En casi todas las especies estan presentes,
al centro de las aréolas , un meristemo de crecimiento abaxial o externo, el cual da
origen a las espinas, y la adaxial, que origina las flores.

Las espinas son 6rganos presentes en casi todas las cactaceas, con excepcion de
los géneros Lophophora y Aztekium entre otras.



Los tipos de espinas que se encuentran en las cactaceas son muy diversas, segln
Ganong (1894) citado por Bravo-Hollis (1978), hay tres clases: gruesas 0

defensivas, suaves y glandulares.

Las estructuras homologas a las espinas son las llamadas glandulas, las cuales
son frecuentes en géneros como Thelocactus, Coryphanta y Toumeya. El producto
de su actividad secretora coincide con la desintegracion de la capa epidérmica del
apice; el liquido eliminado queda acumulado en la base y es azucarado.

Con respecto al tallo, la forma que presentan es en general ramificado o bien
reducido a una sola rama o articulo, y su altura, consistencia, tipo de ramificacion
y habito ecolégico son muy variables, por ejemplo:

- Las especies del género Pereskia son arborescentes, arbustivas o trepadoras.

- En el género Cylindropuntia, las especies tienen tallos arbustivos y 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.

- En el subgénero Opuntia las especies son arbustivas si estan provistas de un
tronco bien definido o rastreras si carecen de éste. El tronco es mas o menos
cilindrico, pero las ramas a que da origen son aplanadas y discoides en forma 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.

La estructura de la flor presenta caracteres determinados posiblemente por
adaptacion al medio arido y por las diversas modalidades de la polinizacion
zodfila.



Se pueden apreciar dos tipos de 6rganos: los de origen axial, como las zonas
pedicelas, el hipanto o pericarpelo y el tubo receptacular, y los verticilos florales
que constituyen el androceo y el gineceo. En ocasiones se pueden desarrollar
nuevos brotes, debido a su organizacion de origen axial.

El fruto de las cactaceas es complejo, debido a que intervienen en su estructura el
ovario y los 6rganos en que esté incluido como el tejido medular del eje y el
cortical o pericarpelo. Su forma es muy variada asi como su tamafio y color. Su
anatomia depende del grado de desarrollo o reduccién de los 6rganos del
pericarpelo, como son: los podarios, las escamas y las aréolas con su produccion
o no de lana, cerdas y espinas y en ciertos géneros hojas mas o menos
desarrolladas.

Las semillas presentan variaciones en la forma, tamario, estructura y color de la
testa y en las caracteristicas del embrién y de los tejidos almacenadores de
sustancias nutritivas. Las semillas estan cubiertas por la testa que procede de los
dos tegumentos de los rudimentos seminales. Cada tegumento consiste de dos
capas de células que aumentan en la region micropilar. El tegumento interno deja
una pequeiia abertura que es el micropilo, el extremo es mas corto, no liega al
micropilo y sus células contienen abundantes taninos oscuros. La testa varia en
color, resistencia y ornamentacion y sus colores mas frecuentes son el castafio,
anaranjado, café y negro.

2.1.2 Usos tradicionales

Las cactaceas, por su aspecto peculiar, han sido motivo de atenciéon en nuestro
pais desde tiempos remotos. La historia y el folklor registran la importancia que
adquirieron entre las culturas prehispanicas segun se deduce de sus tradiciones y
codices. Han sido utilizadas con fines medicinales y propodsitos religiosos y
también se les ha dado un uso tradicional en zonas rurales e indigenas. Algunos
usos son los siguientes:



> Alimentos: Han sido un recurso alimenticio importante especiaimente por el
agua que contienen sus tejidos, los hidratos de carbono de sus frutos y las

proteinas y las grasas de sus semillas.

» Madera de construccion: Los haces vasculares de las cactaceas columnares
son como varillas largas, rigidas como vigas y una vez que se han desecado son
usados por los indigenas para la construccion de muros, paredes o techos (Bravo-
Hollis, 1999).

» Combustible: La lefia de las cactaceas es utilizada como combustible por las
tribus indigenas y la poblacion rural.

» Agujas y herramientas: Las espinas de las cactaceas asi como las puntas de las
hojas de los agaves han servido como agujas para coser y bordar, grabar en
ceramica y en cuero, como instrumentos de puncién para limpiar los dientes y
como omamentos.

» Textiles: Los pelos sedosos que suelen producir algunas especies, han servido

para rellenar almohadas y colchones.

» Setos vivos para delimitar los terrenos.

» Forraje: Varias especies entre ellas el nopal constituye un substituto alimenticio
para el ganado cuando escasean los forrajes de otra clase.

> Colorantes que se obtienen a partir del uso de los frutos de algunas cactaceas y

que sirven para colorear alimentos y medicinas.

» Taninos para el curado de pieles los cuales son obtenidos de cactaceas con
forma tubular.



> Adobes gue son hechos desde épocas prehispanicas con nopales machacados

y revueltos con lodo.

> Fijador de insecticidas, colorantes y como pegamento, esto debido a que el

mucilago del nopal es muy pegajoso, en pencas fragmentadas con cal para pintar

paredes y murales.

» Omamental: La fascinacion por las cactaceas como plantas de ornato existia
desde hace siglos en los pueblos mesoamericanos (Vazquez, 1997).

2.1.3 Descripcion botanica de Wilcoxia sp.

La taxonomia de el género Wilcoxia segtin Bravo-Hollis (1978) es la siguiente:

Reino
Subreino
Division
Clase
Subclase
Orden
Familia

Subfamilia

Tribu
Subtribu
Linea
Género

Vegetal

Embriofita
Traqueofita
Angiospermmae
Dicotiledoneae
Cactales

Cactaceae Lindl.
Cereoideae Schum.
Hylocereae Britt. et R.
Nyctocereinae Buxb.
Nyctocerei Buxb.
Wilcoxia Biritt. et R.

El género Wilcoxia presenta plantas generalmente pequefias y suaves, que
producen raices tuberosas o fasciculado-tuberosas.

Sus tallos son muy delgados, mas o menos ramosos. Presentan pocas costillas.



Sus flores son de forma campanular-infundibuliformes, de color rojo purpura o
blanco. Se presenta una flor en cada aréola. Las flores también presentan un tubo

corto el cual contiene aréolas con lana y espinas setosas.

El fruto presenta espinas setosas y lana. Las semillas son negras con hilium

grande y basal.
2.2 Métodos de propagacion

La propagaciéon de plantas implica el control de dos tipos de desarollo del ciclo
bioldgico basicamente diferentes, la reproducciéon sexual o por semilas y la
multiplicacién asexual.

2.2.1 Reproduccion sexual o por semilla

La reproduccion sexual a la larga es necesaria, puesto que los genotipos deben
ser fortalecidos con genes de plantas silvestres, y asi se toman mas resistentes a
las plagas y enfermedades. La reproduccion sexual es ademas importante por el
aumento de variabilidad que resulta de la fusion del material hereditario de los
cromosomas en la creacion de un individuo nuevo.

La reproduccion sexual implica que de un esporofito maduro, después de la fase
esporofitica, en la fase gametofitica se de la fecundacion de dos células sexuales
masculinas y femeninas, la formacién de semillas y la creacion de una poblacién
de plantulas con genotipos nuevos y diferentes (Hartmann, 1988).

Cuando llega la época de la reproduccion sexual de las cactaceas, que
generalmente es en la primavera, las flores maduras se abren y entran en antesis;
entonces estan abundantemente llenas de jugo azucarado que producen los
nectarios, y por la intensa brillantez de los colores de las flores o por el olor
agradable o desagradable que producen las flores nocturnas de largos tubos,



como las de los 6rganos, presentes en los bosques caducifolios y subcaducifolios,
llegan a ellas abundantes insectos, chupamirtos, murciélagos y/o mariposas
noctumas para aprovechar el néctar; revolotean entre los estambres o los
remueven con los picos, para llegar a los nectarios, y se lienan de polen que
transportan cuando visitan otras flores, y con ello realizan la polinizacion.

Esta polinizacion es cruzada, pues generalmente el polen de una flor madura
antes de que los estigmas del estilo sean receptivos (Bravo-Hollis, 1995)

La propagacion sexual se lleva a cabo cuando el gameto masculino es liberado en
los estambres y se adhiere al estigma que es |la parte receptora del pistilo, érgano
femenino que realiza la polinizacion ya sea entomdfila y anemdfila. Después de la
fecundacion, el ovario se transforma en fruto, y los 6vulos, en semillas.

La germinacion de las semillas de las cactaceas es un proceso dificil en su medio
natural, y aun cuando los frutos producen generalmente numerosas semillas, sélo
unas cuantas logran germinar.

Durante la germinacion de las semillas, el agua con los nutrimentos en ella
disueltos es absorbida a través del micropilo por la radicula del embrién,
ocasionando que las células se multipliquen y produzcan una plantula, que en las
condiciones adversas del desierto tendra que desarrollarse satisfactoriamente
para llegar a su etapa adulta (Bravo-Hollis, 1995).

2.2.2 Multiplicacién asexual

La multiplicacion vegetativa se produce por nuevas yemas, a partir de los tejidos
meristematicos, las que después de separarse de la planta integran un nuevo
individuo.

Este tipo de propagacion se lleva a cabo principalmente con técnicas por medio de
esquejes, injertos, estacas, cultivo de tejidos, acodos y/o vastagos, siendo estos



ultimos considerados como brotes alrededor de la planta madre, los cuales son los
mas utilizados para la propagacion de cactaceas (Marquez, 2000); los cuales se
siembran por separado en el lugar deseado después de un periodo de
cicatrizacion (Reyes, 1992 citado por Gonzalez, 2001).

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).

2.3 Micropropagacion

La micropropagacion puede definirse como la multiplicacion masiva de una
especie a partir de células, tejidos u drganos en condiciones in vitro, lo que
involucra la desinfeccién superficial del explante y su proliferacién en un medio de
cultivo sintético y bajo condiciones fisicas controladas (Villalobos, 1990 citado por
Medina, 2000).

Scwann y Schileiden (1938) citados por Anicua (2000), postulan la “teoria de la
totipotencialidad” en la que se establece que las células son autosuficientes y
capaces de regenerar una planta completa.

El proceso de diferenciacion celular no implica pérdida de material genético si no
expresion diferencial de los genes. Por ello, la mayoria de las células vegetales
pueden, en principio, considerarse totipotentes (Azcon-Bieto, 1993).

La morfogénesis es la génesis o iniciacion de la forma y de la funciéon de los
organismos vivos.

Las células en cultivo manifiestan su totipotencia siguiendo dos rutas altemativas
(Azcon-Bieto, 1993) :



> La Embriogénesis Somatica, que es la generacion de embriones a partir de
células somaticas, similares a las originadas del cigoto.

> La Organogénesis, que se puede definir como la iniciacién de la estructura y/o
formacion de un drgano en un tejido no diferenciado (callo o meristemo); o
también como la iniciacién de estructuras de raices y tallo, conectados por
sistemas vasculares (Villalobos, 1990 citado por Medina, 2000).

El proceso de la organogénesis suministra las bases para la propagacion asexual
en gran parte de los tejidos somaticos no meristematicos.

Los tejidos vegetales in vitro pueden producir muchos tipos de primordios,
incluyendo aquellos que se diferenciaran eventualmente dentro de embriones,
flores, hojas, brotes y raices. Estos primordios se originan de nuevo de un proceso
de desdiferenciacion celular seguido por una iniciacion de eventos en su
formacién.

La célula o células son los progenitores directos los cuales de alguna manera
estimulan una experimentacion de un nimero de divisiones celulares principales
en la formacion de un meristemoide (Pierik, 1990).

En la organogénesis estan presentes dos eventos que dan paso a los origenes
para llevar a cabo la propagacion in vitro. El primer evento es la regeneracion de
los brotes de los meristemos seguidos de un crecimiento y desarrollo respectivo
que dan seguimiento a los procesos para que se pueda llevar a cabo el segundo
evento, que es la induccion de la produccién de meristemos de raiz (Trigriano,
2000).

Durante la organogénesis se llevan a cabo eventos morfogénicos que constituyen
el desarrolio de 6rganos, ya sea en forma directa o en una etapa de transicién de



callo, para la formacion de tallo (caulogénesis) o bien el desarrollo de raiz
(rizogénesis

La organogénesis se clasifica en dos tipos directa e indirecta: segun la presencia o
ausencia de la formacion de callo en forma intermedia.

Es indirecta cuando se produce la formacion de callo, que es un tejido tumoral
mas o menos organizado, que generalmente surge sobre heridas de érganos y
tejidos diferenciaos (Pierik, 1990) y de aqui se da el desarrollo de las estructuras
organizadas (Azcon-Bieto, 1993; Cubero, 2003; Trigriano, 2000). La formacién de
organos via indirecta puede incrementar la posibilidad de variacién en la
constitucion cromasomal de las células, por lo tanto; la posibilidad de presentar
variacion fisiolégica y morfogénica en los érganos resultantes (Trigriano, 2000).

Es directa cuando los 6rganos se originan directamente del explante en ausencia
de la proliferacion de callo. El tejido del callo contiene células que se han
diferenciado dentro de una forma morfolégicamente mas flexible, ayudando al
comienzo de una nueva organogénesis. Las células presentes dentro del explante,
en la ausencia de la formacién de callo, tienen la capacidad para actuar como los

precursores directos de los nuevos primordios (Trigriano, 2000).

Durante la organogénesis se presentan procesos tales como la desdiferenciacion,
la induccion y la diferenciacion.

La desdiferenciacion implica una reversion del desarrollo del estado mas flexible
que puede o no puede dar un incremento en el tejido de callo. En la
organogénesis directa, las células competentes que no han producido tejido de
callo son los unicos progenitores, implicando con esto que ellos experimenten el
proceso de la desdiferenciacion y desarrollen individualmente o en pequefos
grupos la produccién de nuevos primordios.



El resultado de la terminacion de esta primera fase es que el explante primario
adquiera un estado de competencia, el cual es definido por su habilidad para

responder a la estimulacién organogénica (Trigriano, 2000).

La realizacion de la competencia de tejido no siempre es un paso simple del
proceso, involucra la aplicacion de reguladores del crecimiento o fitohormonas
(Tngriano, 2000).

La expresion in vitro de una determinada respuesta organogénica viene
determinada por la interaccion de numerosos factores, tales como genotipo de la
planta donadora, tipo de explante y estado fisiolégico, composicion quimica del
medio nutritivo y ambiente fisico del cultivo. De todos los factores implicados, las
fitohormonas desempefan un papel fundamental en el control de la organogénesis
(Ahuja, 1993).

La formacion de raices tiene lugar en medios con concentraciones de auxinas
relativamente elevadas, pero con concentraciones de citocininas bajas, y la
formacion de vastagos adventicios o axilares puede producirse si existe una baja
concentracion de auxinas y una alta concentracion de citocininas (Pierik, 1990;
Davies, 1995).

La fase de la induccién ocurre en un lapso intermedio cuando el tejido llega a ser
competente y se convierte en un tejido determinado para la produccién de
primordios. La terminacién de esta fase ocurmre cuando una célula o un grupo de
células llegan a producir brotes o raices. Este punto es atribuido cuando el tejido
del explante puede ser removido del medio que indujo la formacién de raiz o brote;
estos pueden ser colocados en un medio sin reguladores de crecimiento
conteniendo sales minerales y vitaminas (Trigriano, 2000).



En la fase de la diferenciacién, comienzan los procesos involucrados en la
diferenciacion morfologica y en el desarrollo de los nuevos organos (Trigriano,
2000).

2.3.1 Fases

En los sistemas de micropropagacion se reconocen 4 etapas secuenciales
(Robert, 1993 citado por Medina, 2000).

Etapa 0. Seleccién de la planta madre (acondicionamiento):

Se refiere a lo que ocurre antes de que el cultivo in vitro comience y abarca el pre-
tratamiento correcto del material inicial, manteniendo las plantas, en la medida de
lo posible, libres de enfermedades (ausencia de insectos en los invemaderos,

agua exclusivamente en las macetas, etc.) (Pierik, 1990).

Etapa |. Establecimiento:

La funcion de esta etapa es establecer al explante en el medio de cultivo e inducir
el desarrollo de brotes multiples para la multiplicacion posterior. El medio a
seleccionar varia segun la especie. El control del desarrollo se logra manipulando
las concentraciones de auxinas y citocininas.

Etapa Il. Multiplicacion:

Una vez que los explantes generan brotes se separan los propagulos y se
transplantan a un medio de cultivo fresco.
Las etapas de multiplicacion pueden repetirse varias veces para aumentar la
provisién de material hasta cierto numero, para su enraizamiento y transplante
posterior a tierra (Invernadero y/o campo).



Etapa lll. Enraizamiento:

El objeto del pretransplante es preparar a las plantas para transplantarias del
medio artificial heterdtrofo del frasco de cultivo para la existencia de vida libre
autétrofa en el invernadero y luego a su sitio definitivo. Esta preparacion implica el
enraizamiento y cambio en la fisiologia de las plantulas que estimule la
fotosintesis, la absorcion de agua y nutrientes por las raices y la resistencia a la
desecacion y a los organismos patégenos.

Etapa IV. Transplante:

Las plantas enraizadas se sacan del recipiente de cultivo, se retira completamente
el agar que llevan adherido en las raices, para remover una fuente potencial de
contaminacion y se transplanta a una mezcla de suelo estandar en macetas
pequeiias en una forma mas o menos convencional.

La micropropagacion ha demostrado su utilidad practica en especies de
multiplicacion deficiente o relativamente lenta y en plantas que aunque sean
faciimente propagables asexualmente, su nimero se incrementa mucho mas
cuando se trabaja in vitro que con los métodos tradicionales de esqueje, estolon,
bulbo, etc.; ademas, la utilizacion sistematica de esta técnica para fines
comerciales también se enfoca hacia la uniformidad genética del material de
siembra cuando el inéculo asexual esta ya diferenciado (apices, yemas axilares,
ramas, brotes, efc.), evitdndose las variaciones genotipicas propias de las
poblaciones generadas por semilla sexual.

Otras bondades de la técnica son la factibilidad de propagacién y la disponibilidad
de la planta durante todo el afio, asi como la obtencion de material de siembra de
alta calidad fitosanitaria, pues ademas de eliminarse virus y ofros parasitos
obligados, el sistema exige asepsia absoluta, es decir, ausencia de otros




microorganismos no parasitos obligados facilmente detectables (Lozoya, 1991
citado por Medina, 2000).

El problema estriba en hacer que unas células que han sufrido un largo proceso
de diferenciacién, adquiriendo caracteres tan especializados como los
comrespondientes a raiz, flores, etc., se desdiferencien volviendo a su condicion
primitiva de totipotencia, es decir, a adquirir de nuevo la capacidad de originar una
planta completa (Cubero, 2003).

Existen factores que afectan la micropropagacion, el cultivo de tejidos en general
es un sistema de detalles, los cambios en las dosificaciones del medio, del
fotoperiodo, de la temperatura y del pH entre otras cosas, pueden ocasionar
alteraciones morfolégicas, retraso de crecimiento, toxicidad, etc. Algunos de estos

factores son:

a) Medio de cultivo: se compone de sales minerales, fuentes de carbono,
vitaminas, reguladores de crecimiento y otros compuestos organicos (carbon
activado, agua de coco, etc.), antioxidantes (como acido citrico y ascorbico),
funguicidas y antibioticos.

b) In6culo: también llamado explante, el cual es un fragmento extraido de la planta
donadora, con el proposito de cultivarlo asépticamente. Cuanto mas pequeno sea
menos probabilidades hay de contaminacion del medio por microorganismos
adheridos al indculo, pero también existen menos probabilidades de
“prendimiento” o desarrollo.

Para la micropropagacion se prefieren érganos o fragmentos grandes de la planta
(apices, yemas y ramas). La edad fisiologica determina el tipo y la velocidad de
morfogénesis, obviamente en relacién con el tipo de medio de cultivo en que se
siembre, pues generalmente los tejidos jovenes tienen mayor capacidad de
diferenciacion que los viejos.



c) Luz: Tanto la duracion diuma (fotoperiodo) como la calidad (longitud de onda e
intensidad) son importantes, ya que al influir en la acumulacion de almidény en las
homonas endégenas, entre otras sustancias, afectan el desarrollo del inéculo.

d) Temperatura: Cuando el calor es un factor de variacion o de estudio en los
experimentos, una temperatura que oscile entre 25 y 30° C es aceptable para la
incubacion, aunque segun la especie, las temperaturas especificas pueden estar
entre 20 y 32° C.

e) Otros factores: El material con que se cierra el recipiente puede influir en el
intercambio gaseoso. La posicién de siembra, sobre todo de yemas, tiene efecto
sobre la organogénesis pues influye en el gradiente quimico y en el transporte
homonal (Villalobos, 1991 citado por Medina, 2000).

La micropropagacion tiene aplicaciones muy diversas (Cubero, 2003):
- En produccion comercial: numerosas ornamentales se producen asi,
vendiéndose plantitas formadas en medios artificiales de cultivo en tubos o

frascos, para su posterior transplante a macetas.

-> En la produccién de planta comercial libre de enfermedades, en particular de
virus (fresa, frutales, etc.).

-> En conservacion de germoplasma que de otra forma habria de conservarse en
colecciones vivas.

- En la producciéon de variacién utilizable en mejora por medio de la variacion
somatoclonal.

m



- EIl llamado rescate de embriones, esto és, la obtencion de hibridos
interespecificos cuando el embrion degenera en condiciones naturales: su
extraccion temprana y cultivo in vitro posibilitan la consecucién de la planta adulta.

- En la obtencién de hibridos somaticos.

- En la obtencién de haploides por medio del cultivo de anteras.

- En seleccién in vitro a herbicidas, efc.

-> Asociada a la ingenieria genética, en la transformacion de plantas superiores.
->» En la produccién (aun experimental) de semillas artificiales, consistentes en un
embrién obtenido por cultivo de tejidos rodeado de una capa de un material que
admite la desecacion y la rehidratacion posterior.

-> En la investigacion de los procesos de morfogénesis y embriogénesis.

2.3.2 Induccidn y proliferacion de cactaceas

Los métodos convencionales de propagacion son frecuentemente inadecuados
para abastecer la demanda comercial que presentan las cactaceas, debido al bajo
indice de germinacién, al bajo indice de crecimiento o al bajo indice de
ramificaciones laterales.

La propagacion in vitro es una altemativa potencial para la produccién de estas
plantas. Cerca del 25 % de las especies de cactaceas son catalogadas como
especies en peligro de extincion debido a que su habitat se esta perdiendo o son
saqueadas. La micropropagacion por medio de la proliferacién de tallos o brotes

axilares mantendra la genética original de las plantas madre y se podran obtener
un nimero mayor de ejemplares.
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La iniciacion del cultivo de cactaceas se puede llevar a cabo con tubérculos o
aréolas (meristemos axilares), apices de tallos inmaduros provenientes de
invemaderos que crecieron sobre esquejes, apices maduros de tallos provenientes
de material colectado en campo o épicotilos provenientes de esquejes germinados
in vitro. El uso de estos ultimos explantes tiene la ventaja de que elimina la
contaminacion por microbios. Estos explantes son usados para la propagacion de
especies raras donde la recoleccion en campo es imposible, o cuando los
meristemos laterales no pueden ser obtenidos. Los apices de tallos provenientes
de invemaderos o especimenes maduros colectados en campo son catalogados
como explantes satisfactorios.

Para llevar a cabo la micropropagacion de las cactaceas, en primer lugar se debe
esterilizar el explante a utilizar, debido a que el tamafio de los explantes es largo y
asi se garantiza una rapida transicion para la multiplicacion de brotes en corto
tiempo.

Havel y Kolar (1983) citado por Bajaj (1992), desarrollaron un método para la no
destruccion de muestras de plantas donantes por la remociéon de cantidades

pequeias de tejido areolar con una jeringa esterilizada; con esto solo se obtuvo
crecimiento de callo.

La escision de tubérculos individuales intactos o aréolas es un método mas
efectivo de la no destruccion de muestras de plantas , cuando los meristemos
laterales estan listos para ser sacados de la dominancia apical.

La etiolacion es a veces usada para inducir nuevo crecimiento en los explantes de
especies que presentan dormancia en el verano. Para muchos tipos de cactaceas
que no presentan ramificaciones, las aréolas basipétalas podrian ser altamente
recalcitrantes a menos que los meristemos apicales sean primero separados.

La esterilizacion de las plantas es extremadamente importante debido a que las
espinas y los pelos protectores guardan una importante poblacién de microbios.
Se han utilizado como agentes de esterilizacion soluciones de cloromina B al 3 %
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o hipoclorito de calcio al 5 % por 10 minutos. El hipoclorito de sodio puede ser
usado también. Los apices de tallo intactos son sumergidos en etanol al 95 %
durante un minuto, seguido de hipoclorito de sodio al 2 % por 7 minutos y después
se enjuagan en agua destilada por 3 minutos.

Los materiales colectados de campo que no estan muy contaminados son
empapados en agua que contiene detergente y después son enjuagados en agua
por 5 minutos. Las raices y las espinas son removidas y el tallo es puesto en
etanol al 95 % por un minuto, seguido de una inmersion en cloruro mercurico
acidificado al 0.001 % por 2 minutos con agitacién constante. Los explantes son
entonces enjuagados en tres cambios de agua destilada.

Las condiciones de incubacién han sido reportadas por Bajaj (1992) de un rango
de 24 a 27° C, con un fotoperiodo de 16 horas. Clayton et al. (1990) citado por
Bajaj (1992) reporto la temperatura de incubacién de 29° C con luz fluorescente e
incandescente en exceso de 10,000 luxes. Bajo estas condiciones el problema de
brotes vitrificados es eliminado. Debido al ambiente natural en que se desarrollan
las cactaceas, la intensidad muy baja de luz causa una etiolacion considerable y
fomenta la proliferacion de callo.

Con respecto al medio de cultivo, el mas usado para la proliferaciéon de brotes ha
sido el implementado por Murashige y Skoog (1962).

Las investigaciones realizadas en la micropropagacion de cactaceas han
demostrado que los reguladores de crecimiento en combinacion requeridos para la
proliferacion de brotes axilares son tnicos para cada especie.

En general, niveles bajos de auxina o sin el uso de esta son requeridos, en
combinacién, con niveles moderados de citocininas, para la proliferacion de brotes
axilares de cactaceas. Muchas cactaceas presentan la capacidad para producir
excesos de auxinas in vitro. Hay especies que interactian mas fuertemente con
las citocininas que con las auxinas (Clayton et al., 1990 citado por Bajaj, 1992). La
zeatina fue la mejor citocinina usada en muchas especies.
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Estos estudios concluyen que la combinacion de reguladores de crecimiento
deberian o podrian ser determinados empiricamente para cada especie.

Basados en los resultados de Clayton et al. (1990), una serie de tres medios de
cultivo podrian ser usados para comprobar el potencial de micropropagacion de
especies de cactaceas aun no tratadas. Esta comprobacion podria ser basada en
medios como el L2 ( medio de cultivo que contiene altos niveles de iones de
magnesio y calcio) o el medio MS, los cuales son suplementados con 5 a 10 mg -
L" de zeatina, en combinacién con 0 a 0.02 mg - L' de NAA. En suma se han
encontrado combinaciones de 2-ip o kinetina con picloram o |AA, para ser
utiizados en varias especies de cactaceas.

Después de la fase de multiplicacion de brotes, las plantas individuales son
colocadas en ofro medio de cultivo para el enraizamiento. Este paso es el ultimo
estado donde la calidad, tamafio y vigor de los brotes pueden ser manipulados
antes del re-establecimiento. Algunas especies se benefician de un tratamiento
especifico de auxina/citocinina para aumentar el tamafo y calidad antes de la
induccién de raiz.

Ault y Blackmon (1987) citado por Bajaj (1992) reportan el enraizamiento
espontaneo en un medio de cultivo sin auxina con Ferocactus acanthodes. La
especie Opuntia amyclaea enraizé inclusive sin la aplicacién de auxinas exogenas.
Generalmente, hay una correlacion entre el enraizamiento in vivo y los
tratamientos requeridos in vitro. Especies que enraizan libremente in vivo como
ciertas especies de Opuntia y Chamaecereus, enraizan también espontaneamente
en medios libres de auxinas. Algunos tipos de cactaceas que crecen en colonias,
como ciertas especies de Escobaria y Mammillaria, pueden enraizar facimente en
medios sin auxinas. Las especies que no enraizan tan facimente en medios de
cultivo sin auxinas, pueden enraizar después de ser sometidas en tratamientos
iniciales de auxinas.
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La transferencia inmediata a un medio de cultivo sin hormonas después de haber
sometido a los explantes a tratamientos con auxinas provocan el desarrolio de las

raices.

Los altos niveles de citocininas usados para la proliferacién provocan problemas
en el enraizamiento. Este problema puede ser eliminado colocando los brotes o
explantes en un medio de cultivo sin hormonas para ayudar a reducir la cantidad
excesiva de citocininas antes de la aplicacion de tratamientos que ayuden a iniciar

el enraizamiento.

Las plantas enraizadas deberan ser protegidas de los intensos rayos solares y de
la desecacion. Esto se puede evitar utilizando como protecciéon un plastico de
polietileno (Ault y Blakcmon, 1987 citado por Bajaj, 1992) o colocar a las plantas
bajo sombra y controlando la humedad.

Especies adaptables, como Opuntia, toleran una extensa variedad de condiciones
para su re-establecimiento.

El género Pediocactus requiere temperaturas frias en verano, baja humedad y un
excelente sistema de drenaje durante su re-establecimiento.

Aunque algunas cactaceas muestren un indice rapido de crecimiento durante la
etapa de proliferacion de brotes axilares, los propagulos enraizados pueden
presentar una regresion de indices normales o mas bajos de crecimiento.

2.3.4 Aspectos referentes al cultivo in vitro de cacticeas

En la micropropagacion de cactaceas se han realizado diferentes trabajos con
diversos objetivos entre los que se encuentran variables como origen y método de
esterilizacion del explante, evaluaciébn de medios de cultivo, la respuesta
homonal, tipos de explantes, tipos y concentraciones de agar, respuestas a las
condiciones de temperatura, humedad, fotoperiodo, pH. Entre las que sobresalen
las siguientes:
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Anaya (1990) emple6 la técnica de cultivo de tejidos a partir de plantulas
germinadas “in vitro” , obteniendo desarrollo de callo y posterior diferenciacion en
plantulas de Astrophytum myriostigma var. potosina. En esta investigacion aplico
dos cuadros de tratamientos: en el primero ocup6 el nivel hormonal 5 mg L' de
Kny 05 mg - L' de 24 D que promovi6 el desarrolio de callo de consistencia
desmenuzable, de buen tamario y coloracién verde intensa. Este callo se sometio
a un segundo cuadro de tratamiento en que se empled un nivel hormonal que
favorecio el desarrollo del mayor numero de brotes en el menor tiempo, siendo
éste 30 mg - L' de 2iP y 0.5 mg - L' de IAA. La induccion de brotes se obtuvo en
el medio basal utilizado para el desarrollo de callo. El tiempo de induccion de los
46 brotes del tratamiento seleccionado fue de aproximadamente 6 meses y medio
correspondiendo un mes para la obtencién de los explantes de las plantulas
geminadas, dos meses y medio para la induccion y crecimiento de callo y tres
meses en la diferenciacion de brotes.

Roy et al. (1991) obtuvieron una rapida propagacion para la formacion de brotes
de callo de Aloe vera L. La formacion de callo fue inducida en segmentos de tallos
provenientes de brotes axilares jovenes que crecian en tallos rizomatosos bajo
tierra. EI medio usado fue MS el cual contenia 1 mg-L-' de 24 D y 0.2 mg-L-' de
kinetina, en el cual se obtuvo la mejor induccion de callo. Los brotes se iniciaron
del callo con concentracion reducida de 2-4 D y una concentracion alta de kinetina.

Rodriguez-Garay et al. (1992) citado por Gonzalez (2001) realizaron en Aztekium
ritteri un estudio con el fin de evaluar la respuesta morfogenetica de la especie con
secciones del explante, incluyendo algunas costillas divididas en secciones basaly
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 produccién
de lana como cabello, estructuras como embriones y en algunos casos produccion

de una masa basal; en los cortes de costilla basal y axial no se presenté ningin
cambio y murieron.

26



De Oliveira et al. (1995) citado por Gonzalez (2001) llevaron a cabo
investigaciones en semillas de Cereus peruvianus Mil, como un recurso para
obtener tejido del explante resultante y determinar la efectividad para su induccion
al mantenerlo como callo para su rapido crecimiento. EI medio fue MS, en
combinacion factorial de 24 D y KIN, concluyendo que la concentracion de 18.1
mM de 24 D y 18.6 6 27.9 mM de KIN, fueron las éptimas para la induccion de
callo, y se obtuvieron brotes en 13.9 + 6.5 obteniendo alargamiento en las dos
siguientes semanas de incubacion. En el medio con 24 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.

Machado et al. (1996) realizaron la micropropagacion de Cereus peruvianus Mill.
por activacion de aréolas de explante apical y lateral, para lo cual utilizaron el
medio MS en combinacion factorial de auxinas AIA, 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 el explante apical no hubo respuesta en multiplicacion in vitro. La formacion
de brotes axilares se presenté en el medio conteniendo BAen 1.0 mg - L-'y AlA 6
NAAen 1.0 mg - L-.

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 micropropagacion para tres
especies de cactaceas: Mammillaria bocasana, M. carmenae y Echynocactus
grusonii, para lo cual utilizaron el medio MS. El primer resultado fue la formacion
de callo a los 20 dias de cultivo en Mammillaria bocasana en concentraciéon de
citocininas con KIN 5.0 mg - L-*, BA 5.0 y 10.0 mg - L-*, mientras que en los demas
tratamientos se presentd la formaciéon de callo a los 25 dias. M. carmenae
presento brotacion y formacion de callo basal a los 18 dias de cultivo, solo que en
concentraciones de citocininas con KIN 1.0 y 10.0 mg - L-* presento un crecimiento
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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 diferenciacion alguna.

Flores (2000) con el fin de comparar la respuesta de plantas etioladas y no
etioladas en Cephalocereus senilis (Haworth) Pfeiffer, utiizé el medio MS en
concentraciones de BA en 0.0, 0.1, 1.0 y 10 % adicionando 0.7 % de agar. Las
plantas no etioladas (en permanencia con luz natural) se tomaron 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, 50 y 35 %, después de 44 semanas de cultivo en tejido diferenciado y
activacion de aréolas.

Fuentes et al. (2001) desarrollaron la investigacion de el cultivo in vitro de
Mammillaria conspicua a partir de plantas etioladas, en un medio adicionado con
reguladores de crecimiento. Para ello evaluaron el efecto de diferentes
concentraciones de 6-(y, y-dimetilalilamino) purina (0.0, 1.0, 5.0, 10.0 y 20 mg-L™")
en un medio de cultivo MS. A continuacién se llevé a cabo la aclimatizacién y
transplante a suelo de las plantulas obtenidas. Los tratamientos que presentaron
una mejor respuesta (regeneracion de plantulas) fueron los de 10y 20 mg - L™, el
resto, incluyendo el grupo testigo sélo presentaron generacion de callo. En cuanto
a la aclimatizacion, todas las plantulas sobrevivieron alcanzando en promedio una
talla de 3 cm de alto x 2 cm de ancho.

2.4 Hormonas del desarrollo vegetal

La reducida cantidad de sustancias naturales del crecimiento que se encuentran
en las plantas controla su crecimiento y desamollo. Existen procesos como la
iniciacion de las raices, el establecimiento y terminacion de los periodos de letargo
y reposo, la floracion, formacion y desarrolio de los frutos, abscision, senescencia
y ritmo de crecimiento que se encuentran bajo control hormonal. Con frecuencia
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en muchas plantas agricolas pueden modificarse esos procesos, en provecho del
hombre mediante la aplicacion de sustancias reguladoras del crecimiento vegetal.

Salisbury (1994) postula que una hormona vegetal es un compuesto organico que
se sintetiza en alguna parte de la planta y que se trasloca a otra parte donde
concentraciones muy bajas causan una respuesta fisiolégica. De acuerdo a esta
definicién se desglosan los componentes que dan origen a tal determinacion. En
primera instancia la respuesta en el 6érgano blanco no necesita ser promotora, ya
que procesos como crecimiento o diferenciacion en ocasiones se ven inhibidos por
hormonas, en especial el acido abscisico. Como la hormona debe ser sintetizada
por el vegetal, iones inorganicos como K' o Ca”, que causan respuestas
importantes, no son hormonas. Tampoco lo son los reguladores organicos del
crecimiento sintetizados sélo por quimicos organicos (por ejemplo 2,4-D, que es
una auxina) o los sintetizados sélo en organismos no vegetales.

La definicion también postula que una hormona debe traslocarse en la planta, pero
nada se dice acerca de como o cuan lejos; esto no significa que la hormona no
deba causar respuesta alguna en la célula en donde se sintetiza. La sacarosa no
se considera una hormona, atn cuando es sintetizada y traslocada por vegetales,
ya que provoca el crecimiento sélo a concentraciones relativamente elevadas.

Con frecuencia, las hormonas son eficaces a concentraciones internas cercanas a
1 uM, mientras que azicares, aminoacidos y otros metabolitos necesarios para el
desarrollo y el crecimiento (excluyendo enzimas y la mayoria de las coenzimas)
casi siempre se presentan en concentraciones de 1 a 50 mM.

Las hormonas regulan procesos de correlacion, es decir que; recibido el estimulo
en un o6rgano, lo amplifican, traducen y generan una respuesta en otra parte de la
planta.
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Interactuan entre ellas por distintos mecanismos:

= Sinergismo: la accién de una determinada sustancia se ve favorecida por la
presencia de otra.

= Antagonismo: la presencia de una sustancia evita la accion de otra,

= Balance cuantitativo: la accion de una determinada sustancia depende de la
concentracion de otra.

Tienen, ademas dos caracteristicas distintivas de las hormonas animales:

a) Ejercen efectos pleiotropicos, actuando en numerosos procesos fisiolégicos

b) Su sintesis no se relaciona con una glandula, sino que estan presentes en casi
todas las células y existe una variacion cuali y cuantitativa segun los érganos
(Azcon-Bieto, 1993).

En la actualidad solo son generalmente reconocidos cinco grupos de hormonas,
estos grupos incluyen cuatro auxinas, 84 giberelinas, citocininas, acido abscisico y
etileno (Salisbury, 1994).

Se han determinado otras sustancias que eventualmente pueden clasificarse
como fitohormonas, las cuales son: las poliaminas, los jasmonatos, el acido
salicilico, los brasinosteroides y la sistemina (Salisbury, 1994).

Las hormonas que se utilizan mas en la micropropagacion son las auxinas y las
citocininas. Las giberelinas el etileno y el acido abscisico no son esenciales para la

induccién de o6rganos, pero actian como moduladores de la respuesta
morfogénica.
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2.4.1 Auxinas

El término auxina (del griego auxien, incrementar, Salisbury, 1994), es un término
genérico que se aplica al grupo de compuestos caracterizados por su capacidad

para inducir la extension de las células de los brotes (Salazar, 1994).

En la actualidad se sabe que la auxina es el acido indolacético (IAA); por otra
parte, las plantas contienen otros tres compuestos que son estructuralimente
similares al IAA y provocan muchas de las mismas respuestas que éste.

» El acido 4-cloroindolacético (4-cloro 1AA), que se encuentra en semillas jovenes

de varias leguminosas.

» El acido fenilacético (PAA), esta difundido entre plantas y con frecuencia es mas
abundante que el IAA, aunque es mucho menos activo para causar las respuestas
tipicas del I1AA.

» El acido indolbutirico (IBA), de mas reciente descubrimiento, que en un principio
se penso que solo una auxina sintética activa, pero se presenta en hojas de maiz
y en varias dicotiledéneas, por lo que es probable que esté difundida en el reino
vegetal (Salisbury, 1994).

La auxina ha sido aislada a partir de plantas superiores y hongos v,
posteriormente, de la orina humana; se forma en las plantas, se desplaza en su

interior, y después desaparece.

Las hojas adultas, sometidas a la luz, sintetizan un precursor de la auxina que
varia segun la especie vegetal de que se trate: el triptéfano, que por
transaminacion y descarboxilacion da origen al IAA o la triptamina por oxidacion
(Azcon-Bieto, 1993) u otra sustancia de nucleo indélico.
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Aunque las auxinas se encuentran en toda la planta, las mas altas
concentraciones se localizan en las regiones meristematicas como las yemas
terminales o apices vegetativos, las cuales estan en crecimiento activo, siendo
este el sitio de sintesis.

El movimiento de la auxina fuera de la lamina foliar hacia la base del peciolo
parece también prevenir la abscision. Las auxinas asperjadas sobre las hojas en
concentraciones bajas, pueden ser absorbidas, penetran en los elementos
cribosos, pero posteriormente se trasladan al parénquima vascular, las auxinas
sintéticas, aplicadas en altas concentraciones, se trasladan por floema, junto a los
fotoasimilados (Azcon-Bieto, 1993).

Existe acuerdo en que las auxinas acttan a nivel génico al desreprimir o reprimir la
expresion de los genes. El IAA se liga a un receptor de naturaleza proteica,
formando un complejo receptor-hormona de caracter reversible, especifico, con
alta afinidad y saturable. Este complejo activa un promotor que controla la
expresién de los genes que codifican la sintesis de las enzimas catalizadoras de
los compuestos de la pared.

El efecto inicial preciso de la hormona que subsecuentemente regula este amreglo
diverso de eventos fisiolégicos no es auln conocido. Durante la elongacion celular
inducida por la auxina se piensa que actua por medio de un efecto rapido sobre el
mecanismo de la bomba de protones ATPasa en la membrana plasmatica, y un
efecto secundario mediado por la sintesis de enzimas.

La estructura que presentan cada uno de los compuestos tipo auxinico conocidos
se parece al IAA debido a que tienen un grupo carboxilo unido a otro grupo
carbonado (por lo comun — CHz - ) que, a su vez, esta unido a un anillo aromético
(Salisbury, 1994).



Algunos de los efectos fisiologicos que presentan las auxinas en las plantas son
que actuan en la mitosis, provocan el alargamiento celular, dan origen a la
formacion de raices adventicias, provocan la dominancia apical, tienen
propiedades para ser utilizados como herbicidas, partenocarpia, gravitropismo,
diferenciacion del xilema, regeneracion del tejido vascular en tejidos dafados,
inhibicién del crecimiento radical en concentraciones bajas, inhiben el crecimiento
de las raices, regulan la abscisién retardandola, retrasan el comienzo de la
maduracion, influyen en la senescencia, inducen la sintesis del etileno (Salazar,
1994).

El mecanismo de acciéon de las auxinas se lleva a cabo debido a que estas
incrementan la plasticidad y la flexibilidad de las paredes celulares, disminuyendo
la presion exterior a la célula. La presion de turgencia hace que entre agua en las
células y se provoque la expansion celular, por ruptura de enlaces cruzados entre

las microfibrillas de celulosa de las paredes celulares.

Tambien las auxinas activan un ARNm que provoca la sintesis de enzimas
especificas. Estos enzimas no se conocen, pero se han detectado cambos en los
patrones proteinicos al aplicar auxinas. Las enzimas especificas producen la
insercion de nuevos materiales en la pared celular, provocando la expansion
celular. Las auxinas provocan y fomentan la sintesis de ARN y proteinas. La
sintesis de ARN y proteinas es un requisito previo al crecimiento provocado por
las auxinas, siendo el crecimiento un efecto secundario (Salazar, 1994).

2.4.2 Citocininas

En 1913, Gottlieb Haberlandt, descubri6 en Austria que un compuesto
desconocido, presente en los tejidos vasculares de diversas plantas, estimulaba la
division celular que produce la formacion del cambium del corcho y la cicatrizacion
de las heridas en los tubérculos de papa cortados(Salisbury, 2000).



Del producto de someter al autoclave DNA de esperma de arenques, se
obtuvieron los primeros cristales de una sustancia que inducia division celular. Por
su accion sobre la citocinesis se le denomind kinetina o quinetina identificandose
como 6-(furfurilamino) purina (Barcelo, 2001).

Las citocininas estimulan el alargamiento de células en discos de hojas etioladas,
también ejercen una accién morfogénica, ya que inducen la formacion de érganos
en una gran variedad de cultivos de tejidos en condiciones apropiadas. En
general, las citocininas exégenas inhiben la elongacion del eje principal de las
raices.

Existen otros procesos en los que las citocininas actuan influyendo sobre la
diferenciacion, como en la maduracion de proplastos en cloroplastos, induccion de
la partenocarpia en frutos, induccién de la floracién en plantas que normalmente
requieren frio o dias largos para florecer (Barcelo, 2001).

Las citocininas se mueven poco o nada en las plantas. La presencia de estas
hormonas en el xilema y en el floema de las plantas indica que se transportan a
través de ambos tejidos; se ha indicado que las citocininas se sintetizan en los
apices de las raices, y se ha comprobado que se detectan en el contenido de los
tubos del xilema y que su nivel disminuye si se someten las raices a situaciones
de estrés. La cantidad de citocininas que se extraen de los apices es mayor que la
que se extrae de zonas proximas (Barceld, 2001).

Las citocininas mas frecuentes y fisioldgicamente mas activas en varias plantas
son la zeatina, la dihidrozeatina y la isopentenil adenina (IPA). También aparece la
cinetina y otra citosina sintética, la benciladenina, ambas muy activas.

Todas las citocininas tienen una cadena lateral rica en carbono e hidrogeno unida
al nitrégeno que sobresale en la parte superior del anillo de purina (Salisbury,
2000).
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Skoog y colaboradores descubrieron que si se corta el parénquima del tallo del
tabaco, de la soya o de otras dicotiledéneas y se cultiva asépticamente en un
medio de agar con auxina y los nutrientes adecuados, se forma una masa de
células no especializadas, tipicamente poliploides a la que se conoce como callo.
Si se anade ademas una citocinina, se estimula la citocinesis. Si se mantiene alta
la relacién citocinina-auxina se producen células meristematicas en el callo.
Células que se dividen y generan otra que, a su vez, forman yemas, tallos y hojas.
Pero si se reduce la relacion citocinina-auxina se favorece la formacion de raices
(Salisbury, 2000).

La citocinina es mas activa si la cadena lateral contiene cerca de cinco carbonos y
su actividad se incrementa con la presencia de un anillo de benceno o con la
cadena lateral insaturada (Bidwell, 1990).

La kinetina y la zeatina son las mas usadas en el cultivo de tejidos, debido a que
son muy activas

2.4.3 Giberelinas

Las giberelinas se descubrieron en Japon en la década de 1930 a partir de
estudios con plantas de amroz enfermas que alcanzaban grandes alturas; debido a
un hongo patégeno (Gibberella fujikuroi).

Todas las giberelinas tienen 19 o 20 atomos de carbono, agrupados en sistemas
de 4 a 5 anillos. Todas las giberelinas tienen también un grupo carboxilo unido al
carbono 7, u algunas poseen un carboxilo adicional unido al carbono 4 (Salisbury,
1994).
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Los posibles mecanismos de accién de las giberelinas es resultado de al menos
tres acontecimientos coadyuvantes:

» En primer lugar, la division celular es estimulada en el apice del tallo , en
especial en las células meristematicas mas basales a partir de las cuales se
desanollan las largas filas de células corticales y de la médula.

» En segundo lugar, en ocasiones las giberelinas promueven el crecimiento
celular debido a que incrementan la hidrolisis de almidon, fructanos y sacarosa,

con lo que originan moléculas de fructosa o glucosa.

» En tercer lugar, con frecuencia las giberelinas incrementan la plasticidad de la
pared celular (Salisbury, 1994).

La accion principal de las giberelinas es promover el alargamiento en las plantas.
También toman parte en la floracién y el encane que la precede en las plantas con
habito de roseta, en ciertas fases de la germinacion de la semilla, en el

rompimiento del letargo y en varios efectos formativos.

Las giberelinas parecen moverse libremente por toda la planta y su patrén de
transporte y de distribucién no es polar. Se sintetizan en muchas partes de la
planta, pero mas especialmente en las areas en activo crecimiento o los tejidos
meristematicos o en desarrollo (Bidwell, 1990).

2.4.4 Acido abscisico

El acido abscisico (ABA) es un regulador esencial del crecimiento vegetal que se
encuentra presente en pequefias cantidades en todos los tejidos vegetales.

Es un sesquiterpeno apocarotenoide, que se sintetiza mediante escision oxidativa
de los epoxi-carotenoides neoxantina y violaxantina.
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En semillas y frutos, la regulacién de la biosintesis de ABA esta controlada
especificamente durante las distintas etapas del desarrollo.

En las hojas, la pérdida de turgencia celular es la sefial que induce la biosintesis
de ABA.

El ABA se cataboliza por oxidacién a acido faseico, o por glucosilacion al éster
glucosilico de ABA.

El ABA interviene en muchos procesos fisiolégicos como: la regulacion de las
relaciones hidricas controlando el cierre estomatico, la maduracién de semillas, la
prevencion de la germinacion precoz y la adaptacion a estreses ambientales como
la sequia, salinidad, frio y heridas y lesiones mecanicas.

El ABA se compartimentaliza y redistribuye en las células en base a los gradientes
de pH (Azcon-Bieto, 1993).

2.4.5 Etileno

El etileno es una de las moléculas reguladoras mas sencillas de las plantas
superiores. Su actividad biolégica afecta a numerosos procesos del desarrollo y de
la senescencia, y su accion tiene un papel central en la regulacion de la
maduracion de frutos de numerosas especies, marchitamiento de flores, abscision
y en las respuestas a distintas situaciones de estrés.

Aunque la accion del etileno induce numerosas alteraciones en el habito normal
del crecimiento, estas respuestas pueden considerarse como parte de los
mecanismos adaptativos desarmollados por las plantas frente a las alteraciones de
las condiciones ambientales o ante las etapas finales de desarrollo.

La ruta de biosintesis del etieno ha quedado establecida en la siguiente
secuencia: metionina—+ S — adenosilmetionina— ACC — etileno. La sintesis de
ACC, catalizada por la enzima ACC sintasa, constituye la etapa limitante de la
produccién de etileno (Azcon-Bieto, 1993).
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Il MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion del area experimental

El presente trabajo se realizé en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de
la carrera de Ingenieria Agricola de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

UNAM, que esta ubicado en el Campo 4.

3.2 Material bioldgico

El materiai vegetal fue obtenido de brotes provenientes del cultivo de apices de
Wilcoxia sp., de 1.5 a 2.0 cm de longitud; el cual fue previamente establecido y
subcultivado in vitro, proporcionado por el M.C. Francisco Cruz Pizarro en la
Facultad de Estudios Superiores Cuautittan UNAM. Los explantes se establecieron

bajo condiciones asépticas.

3.3 Medio de cultivo

La propagacion de los tejidos vegetales in vitro se realizé6 con matenal en

aislamiento y en condiciones totaimente asépticas.

Se fragmentaron los explantes en fracciones de 0.5 cm de largo, incubandolos en
tubos de ensaye que contenian 12 ml de medio. El medio de cultivo que se utilizo

fue el medio desarrollado por Cruz- Pizarro (Anexo 1).

Se evaiuaron las citocininas Bencil Adenina (BA), Sulfato de Adenina (SA) y
Kinetina (Kin) utilizando concentraciones 0.1, 0.5, 1.0y 1.5 mg - L'". Se manejo
una concentracion de AIB de 0.1 mg - L. El pH se ajusté a 5.7 con HCl y NaOH,

esterilizado en autoclave a 121° C (1.5 kg/ cm?) durante 25 min.
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3.4 Condiciones de incubacién

Los explantes incubados en el medio de cuitivo permanecieron durante 45 dias, a
una temperatura de 27 + 1° C, con un fotoperiodo de 16 horas luz por 8 horas de

oscuridad, la intensidad luminosa fue de 47 pMoi m-? s-".
3.5 Diseio experimental

Se aplico un disefio experimental completamente al azar, con un total de 13
tratamientos y 19 repeticiones, la unidad experimental estuvo constituida por un
tubo de ensaye, contenido en el explante y medio de cultivo (Cuadro 1).

El desarrollo operacional del disefio experimental se llevo a cabo por medio del

programa estadistico SAS.

Cuadro 1. Tratamientos empleados en la proliferacion de Wilcoxia sp.

Tratamientos | Tipo de Citocininas Concentraf:ién Auxina \ Retlacién
mg - L AIBBmg - L Cit/Aux

1 BA 0.1 0.1 1:1

2 BA 0.5 0.1 5:1

3 BA 1.0 0.1 10:1

4 BA 1.5 0.1 15:1

5 Sulfato de Adenina 0.1 0.1 1:1

6 Sulfato de Adenina 0.5 0.1 5:1

7 Sulfato de Adenina 1.0 0.1 10:1

8 Sulfato de Adenina 1.5 0.1 15::1

9 ~ Kin 01 0.1 1:1

10 Kin 0.5 0.1 5:1

1 Kin 1.0 0.1 10:1

12 Kin 1.5 0.1 15:1

13 Sin Hormonas 0.0 0.1 0:0

Medio base: Cruz- Pizarro.
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3.6 Variables evaluadas
Las variables a evaluar fueron:

Nuamero de brotes obtenidos de cada una de las unidades experimentales.
Para la variable numero de brotes, se realizo un conteo y a continuacion se

registraron los resultados.

Longitud de brotes, se observaron los brotes obtenidos de los explantes, los
cuales se procedieron a medir por encima del tubo y los datos se registraron por

cada unidad experimental.

Numero de raices, se realizo la anotaciéon del desarrollo de brotes de raiz en las

unidades experimentales, todo esto por medio de un conteo.

Longitud de raices, se realizé midiendo con un escalimetro y por encima del tubo
de ensaye, esto debido a que las raices que se presentaron eran muy cortas.
Cabe sefialar que la toma de resuitados se llevo a cabo después de 45 dias,

tiempo en que los explantes estuvieron sometidos a los diferentes tratamientos.
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IV RESULTADOS Y DISCUSION
Numero de Brotes

En la prolferacion de acuerdo al analisis de varianza realizado (anexo 2) se
encontraron diferencias altamente significativas para esta varable. Al analizar el
tipo y concentracién de citocinina, la maxima respuesta fue para la Bencil Adenina
(BA), aun cuando esta se empleo a la minima concentracion se obtuvo 1.3 brotes
por explante, en el nivel medio fue 4.0 brotes y al utilizar el maximo nivel

considerado se desarroliaron 12 brotes en una proporcion de BA/AIB de 15:1.

Durante el proceso de organogénesis Clayton et al (1992), mencionaron que uno
de los aspectos para que se lleve a cabo este proceso es el empleo de niveles
bajos de auxinas en combinaciéon con niveles moderados de citocininas que son
requeridos para la proliferacién de brotes de cactaceas. Aun cuando emplea BA y
AIB en la misma proporcion se presenté respuesta en cuanto a proliferacion se
refiere, atribuido lo anterior quizas al efecto de Ja proliferacién con la que se
obtuvieron previamente los brotes lo que se ha denominado habituacion como se
observa en la grafica 1 (Zimmerman, 1991). En la que se sefala la capacidad
espontanea, que es adquirida por los tejidos para sintetizar citocininas, aun en
medios sin la presencia de la misma o bien en reducidas cantidades de ellas
(Hopkins, 1999).

La anterior respuesta tiene como base que uno de los efectos en la relacién que
se establezca entre citocininas/auxinas es el desarrollo de brotes, es decir la
caulogenesis en un proceso de organogénesis directa.

El modo de accion de los reguladores del crecimiento en la organogénesis indica
de que el proceso esta regulado por los cambios en los niveles hormonales

endogenos de auxinas y citocininas (Azcon-Bieto, 1993).
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La organogénesis puede ser explicada desde diversos puntos de vista como son
la respuesta a la aplicacion de hormonas y la interaccién o relacion que se
establece entre ellas, asi como estudios del desarmollo del explante,

osmorregulacion y competencia y determinacion celular.

Al emplear el sulfato de adenina (SA) como fuente de citocinina, se registro el
menor numero de brotes por explante en comparacion con los tratamientos
evaluados con un numero maximo de hasta dos brotes por explante para la
relacion citocinina/auxina 1:1 y un minimo de 0.7 brotes para la relacion 10:1.
Tomando en consideracion lo citado por Bajaj (1992) en lo referente que las
hormonas empleadas para proliferacién de cactaceas son especificas para cada
especie, es importante sefialar que no existen reportes sobre el uso del sulfato de

adenina en las cactaceas.

La respuesta al uso de la Kinetina (Kin) en la proliferaciéon mostrd una correlacion
positiva, es decir al aumentar la concentracién se incrementé la respuesta de 1.2
brotes para las concentraciones bajas y relaciones citocinina/auxina de 1:1, 5:1
hasta valores de 2.5 y 4.2 brotes/explante en las proporciones 10:1 y 15:1 lo que
nos da una respuesta lineal (grafica 1), sin embargo Anaya (1990) reportdé que aun
cuando emple6 5.0 mg - L' de Kin solo logro el desarrollo de callo de Astrophytum
myriostigma , al igual que Roy et al. (1991) en la propagacién de Aloe vera, solo
se indujo la formacién de callo al emplear como fuente de citocinina la Kin 0.2 mg -
L™, al igual Anicua et al. (2000) donde obtuvieron una respuesta maxima en la
concentracion de 5.0 mg - L™ para el desarrolio de callo.

Cabe hacer mencién que aun a su maxima respuesta solo representé el 33% de la

respuesta maxima obtenida con la BA.

Se realizé la comparacion de medias para la variable numero de brotes (cuadro 2)

donde se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos utilizados.
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Grafica 1. Promedio de las respuestas obtenidas de los tratamientos en la variable
Numero de brotes.
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Cuadro 2. Comparacién de medias que muestran las diferentes respuestas de los
tratamientos en la variable Nimero de brotes.

Tratamiento Promedio (Numero)
4 11.447a

4.275 b?
4.068 b c
2.553 b c
1.926 b c
1.737 c
1.368

1.268

1.216

1.068

0.932

0.779

0.653

-
N

—

-
W N OO WO W =2 W =2 N

O o a a a o o Q Q

[N

ZLetras iguales son estadisticamente similares entre si de acuerdo a Tukey & 0.05)
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En esta variable el numero de brotes mas bajo que se obtuvo se dio en el
tratamiento testigo con 0.6 brotes, se tuvieron resultados a pesar de que se
consideré una relacion citocinina/auxina de 0:0. Al no utilizar citocinina o auxina no
estimul6 la proliferacion de brotes, la organogénesis en menor grado se llevo a
cabo, quizas al referido proceso de habituacion. Al respecto Tran Thanh Van
(1978) estudio la morfogénesis en capas celulares y encontré que el pasado del
explante determina la respuesta morfogénica hacia sustancias exogenas aplicadas
y que este pasado resulta de las caracteristicas inherentes de la planta donadora

u origen.

Durante el desarollo del experimento en los registros de los resultados, se
observé que el 60% de las unidades experimentales mostraban en las primeras
etapas del desarrollo de los brotes de las cactaceas y que en este caso se utilizé
Wilcoxia sp., hacia la base de los explantes, masas de células que constituyen un
callo det tipo friable de color blanquecino y con la presencia de clorofila. Este tipo
de tejido se presento en explantes que presentaban brotes y también en los que
no.



Longitud de brotes

Para la variable longitud de brotes se obtuvieron diferencias significativas debido
al analisis de varianza (anexo 3). La mayor longitud de brotes se presento en
témminos generales al emplear BA como fuente de citocinina, la maxima respuesta
que fue de 6.5 mm se dio en el tratamiento 1 correspondiente a una proporcion
citocinina/auxina de 1:1 seguido del tratamiento 4 con una proporcién 15:1 con 5.3
mm y teniendo una diferencia de 1.2 mm entre este tratamiento y el 1. Y valores
menores se mostraron en los tratamientos 3 y 2 con 4.9 y 4.8 mm respectivamente
(grafica 2).

Generalmente la brotacion y la longitud del brote presentan inhibicion comrelativa
es decir a menor numero de brotes una mayor longitud potencial de los mismos
(Zmmemman 1991, Cruz-Pizarro 2000, Hartmann 1988).

Anicua et al. (2000) obtuvieron respuesta de una mayor longitud en Mammillaria a
10 mg - L™ de BA, contrastando con lo obtenido en esta investigacion.

Otros factores que pueden influir en la respuesta a la longitud del brote es el tipo
de agente gelificante y la concentracion del mismo en donde Gonzalez (2001)
obtuvo la mejor respuesta al emplear Agar Gelrite, comparado con Agar Bioxon,
Agar Sigma y Phytagel.

Al utilizar como fuente de citocinina el SA fue el que presentd6 una menor
respuesta para esta variable, comparable incluso al testigo (grafica 2).

De acuerdo a la revision de literatura y lo expresado por Ladyman et al. (1992);
Sanderson et al. (1986); Singha (1984); De Oliveira et al. (1995); Flores-Le6n et al.
(2000); citados por Gonzalez (2001) pocos trabajos hacen hincapié en parametros
de calidad de los brotes como la longitud, generalmente hacen referencia a otras
variables como lo es el nimero de brotes y presencia de brotes vitrificados (Anicua
et al, 2000).

Las proporciones mayores de SA/AIB (10:1 y 15:1) reportaron la menor longitud
del brote (2.3 y 2.6 mm respectivamente) lo que representa un 35% del testigo. La

tendencia que mostraron en general para esta hormona, en cuanto a las
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respuestas obtenidas nos indica una correlacién negativa entre el SA y la longitud
de brote. Para las especies de cactaceas no existen reportes en los que se haya

empleado el SA y se haga referencia de la longitud del brote obtenido.

Con respecto a Kin la mayor longitud de brotes se dio en el tratamiento 10, con
una proporcion citocinina/auxina de 5:1 con 5.1 mm, los tratamientos precedentes
fueron el 12 con una proporcién 15:1 (4.8 mm), el 9 y el 11 (ambos con 4.3 mm)
no manifestando una tendencia definida, teniendo mejor respuesta en las
concentraciones menores. Sin embargo Anicua et al. (2000) mencionaron que los
brotes que se generan in vitro son de longitud inferior a los que se presentan en
condiciones in vivo, obteniendo respuesta con Kin a 0.5 mg - L™ situacion que no

se presento en el presente trabajo

Grafica 2. Promedio de las respuestas obtenidas en los diferentes tratamientos con
respecto a la variable Longitud de brotes.
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La comparacion de medias mostré que presentan resultados estadisticamente
diferentes entre si (cuadro 3) y se tiene que el tratamiento 1 es 19% mayor que el



que le precede. Este mismo tratamiento en comparacion con el 2 que fue el de

mas bajo valor, es 64% mayor.

Cuadro 3. Comparacion de medias de la variable Longitud de Brotes en los diferentes

tratamientos utilizados.

Tratamiento Promedio (mm)
1 6.558 a’
4 5.316 a b
3 5.179 a b
10 5116 a b c
2 4.832 a b c d
12 4.800 a b c d
1" 4.358 a b c d
9 4.300 a b c d
6 4.079 a b c d
5 3.668 b c d
8 2.629 c d
13 2.612 c d
7 2.368 d

Z Letras iguales son estadisticamente similares entre si de acuerdo a Tukey (< 0.05)

Como sucedioé en la variable anterior el tratamiento testigo obtuvo resultados a
pesar de no contener ningun nivel de hormonas (cuadro 3) y quedando en

penultimo lugar con 2.6 mm, quedando arriba del 7 con una diferencia de 0.2 mm.

En los tratamientos donde la proliferacion de brotes fue mayor, se presentaban
brotes delgados, debido probablemente a la competencia existente entre ellos, tal
y como hacen mencion Ault y Blackmon (1987), citados por Anicua et al. (2000)

sobre la competencia en la proliferacion de brotes.
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En la mayoria de los tratamientos especialmente en el 4, se observé un brote mas
alargado que los otros. Al respecto Hartmann (1988) sefala que con frecuencia
una masa proliferante de tallos tiene un brote alargado que tiende a inhibir al

namero mayor de brotes mas cortos.
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Numero de raices

De acuerdo al analisis de varianza (anexo 4) se encontraron diferencias
significativas en cuanto a nimero de raices se refiere. Cabe hacer mencién que el
objetivo del presente trabajo fue lo relativo a la proliferacion, sin embargo de
manera general se presentd la emision de raices en todos los tratamientos,
presentando variacion en cuanto a numero y longitud, aunque no se empleara

medios especificos para el enraizamiento.

Con respecto a BA, el mayor namero se encontré en el tratamiento 1 con una
proporcién citocininas/auxinas 1:1 (0.2 raices en promedio por tratamiento),
seguido del 4 con una proporcion 15:1 (0.18 raices), el 2 con una proporcion 5:1
(0.10 raices) y el 3 con una proporcion 10:1 (0.01 raices).

Si bien en aspectos de proliferacion al emplear BA se registré los mayores
parametros del mismo, como lo son el namero y longitud de brotes, para el
enraizamiento, especificamente en lo relativo al numero de raices formadas por

explante no tuvo la misma respuesta (grafica 3).
Al lievar a cabo la comelacion de la variable y la concentracion, se determino un

valor negativo significando que al incrementar la concentracion de BA los

resultados obtenidos para la vanable fueron decreciendo (grafica 3).
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Grafica 3. Promedio de Numero de Raices obtenidos en los diferentes

tratamientos.

No. de raices

Tipo y Concentracién de Hormonas(mg-L")

En la rizogénesis que es otro de los factores involucrados en la organogénesis
vegetal, ocurmen una serie de eventos de tipo anatémico y fisiologico, los que
comprenden la induccion, iniciacién y diferenciacion radical, requiriendo de una
modificacién en la proporcién citocinina/auxina, a favor de estas Ultimas
involucradas directamente en el proceso de enraizamiento (Azcon-Bieto 1993,
Salisbury 2000, Hartmann 1988) particularmente en la induccién radical sin
embargo, concentraciones elevadas inhiben el proceso de diferenciacion y
crecimiento de las raices, pudiendo estar asociado este proceso a la produccion

de etileno estimulada por una determinada concentraciéon de auxinas.

Tipicamente las citocininas se observan como inhibidores del proceso de
enraizamiento (Van y Harty, 1988 citados por Anicua et al, 2000); sin embargo, las
investigaciones en este campo todavia no hacen posible explicar la respuesta,
debido a que no se conocen plenamente los diversos efectos de las citocininas en
el metabolismo de la planta. En oposicion a lo citado, de Llano (1989) citado por
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Anicua et al. (2000), sefalo que las citocininas también llegan a inducir formacion
de raices considerando el umbral de concentraciones de las auxinas., del tal forma
que el porcentaje primordios de raiz fue mayor cuando se adiciona al medio BA
(88%), en comparacion con Kin (36%) y Zeatina (46%).

Jonson y Emino (1979) citado por Anicua et al. (2000), mencionan que trabajando
con diversas especies de cactaceas obtuvieron una buena proliferacién de callo y
desarrollo de raices en la mayoria de los cultivos.

Sin embargo, algunas especies solamente respondieron formando callos
pequefios e incluso algunos no presentaron respuesta. Estos resultados sugieren
que cada especie requiere de una relacidn especifica y unica de auxina y
citocinina para ciertas respuestas, de igual manera Mauseth (1977) observé que
con vanas combinaciones de BAP se estimuld el crecimiento de callo en
cactaceas produciendo ocasionalmente raices tal y como sucedié con los
explantes de Wilcoxia sp.

Para SA, los valores obtenidos fueron los mayores registrados. Teniendo que el
tratamiento 6 con una proporcion citocinina/auxina 5:1 con 0.30 raices por
explante fue el valor mas alto, seguido del 5 con una proporcién citocinina/auxina
1:1 con 0.21 raices, el 7 con proporcién citocinina/auxina 10:1 con 0.13 raices y el
8 con la proporcién citocinina/auxina 15:1 con 0.10 raices. Tomando en
consideracion estos valores se presentdé una correlacién negativa, determinando
que al aumentar la concentracion de SA tiende a disminuir el nimero de raices por
que la influencia de la citocinina sobre la variable inhibe el aumento de sus
valores.

Es importante sefalar que si bien con el SA se obtuvo una menor respuesta a las
varables ligadas a la proliferacion como lo fueron el nimero y iongitud de brotes
para la variable numero de raices obtuvo la mejor respuesta de hasta 19 veces la
respuesta menor de BA, 10 veces mas que la menor de Kin y 2.6 veces mas que
el testigo.
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Para Kin el mayor nimero se obtuvo en el tratamiento 9 con 0.18 raices, le
precedio el 10 con 0.10, el 11 con 0.05 y el 12 con 0.03 raices. Con una tendencia
a una correlacion negativa, por lo que al aumentar la concentracion disminuy6 el

namero de raices.
Dentro de los intervalos que se marcan en la comparacion de medias (cuadro 4),
se observd que los tratamientos muestran diferencias  significativas

estadisticamente.

Cuadro 4. Comparacion de medias de la variable Numero de Raices de los tratamientos.

Tratamiento Promedio
6 0.3053 a’
1 0.2105 a b
5 0.2105 a b
4 0.1842 a b
9 0.1842 a b
7 0.1316 a b
13 0.1176 a b
2 0.1053 a b
8 0.1053 a b
10 0.1053 a b
1 0.0526 b
12 0.0313 b
3 0.0158 b

Z Letras iguales son estadisticamente similares entre si de acuerdo a Tukey (< 0.05)

Por lo que al comparar el tratamiento 6 con el que le precede, se tuvo que el 6 fue
31% mayor y 95% que el tratamiento 3, el cual produjo el valor mas bajo. Ault y
Blackmon (1987) citado por Bajaj (1992), mencionaron que los altos niveles de
citocininas usados para la proliferacion provocan problemas en el enraizamiento,.

Taiz y Zeiger (1998) sefnalaron que en la respuesta inducida por las hormonas se
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debe de considerar la relacién que guardan entre si, asi como la interaccion que
tengan con otras particularmente la relacion citocinina/auxina lo que orienta la via
de la respuesta, asi como la concentracion endégena de la misma que puede

llegar ha alterar el equilibrio establecido entre ellas,

Cabe senalar que la concentracion de auxina (0.1 mg - L-' de AIB) fue constante
para todos los tratamientos excepto en el tratamiento testigo donde se omiti6 el
uso de auxinas y citocininas.

Probablemente lo que ocasiono que no se tuviera una mas alta y representativa
generacion de raices, fue por la concentracion que se utilizé de auxina y citocinina,
al respecto Salazar (1994), cité también que las auxinas inhiben el crecimiento
radical si es aplicada en concentraciones altas.

Y también probablemente se debio por el lapso de tiempo que transcurmrié desde
que se sometieron los explantes a los tratamientos y la toma de resultados, el cual
fue de 45 dias.

En algunos casos la raiz se desarrollo a partir de la base de los brotes pero en
otros la raiz emergia de algunas partes del explante que aun presentaban
desamollo de callo. Tal y como ocurrié en la investigacion de Anicua et al. (2000),
estos resultados se presentaron en Mammillaria bocasana y M. camenae.
Sefialando que la formacion de raiz se puede onginar porque durante el periodo
de estrés hidrico (empiricamente) muchos cactus son capaces de producir raices
adventicias del tejido vascular suministrado por la aréola. Las concentraciones de
sales, sacarosa y agar pueden ocasionar un déficit hidrico y este un estrés hidrico
(Mauseth y Halperin, 1975 citado por Anicua et al, 2000).

Aparte de las hormonas existen otros factores que influyen en la formacion de las
raices en los cultivos in vitro. Factores como la luz generalimente tiene un efecto
negativo sobre la formacién de raices.
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Las plantas que han sido cultivadas en la oscuridad (etioladas), enraizan con mas
faciidad que las crecidas a la luz, como ocume en Prunus cerasifera
(Hammerschlag, 1982 citado por Pienk, 1990).

Las iradiancias altas inhiben la formacion de raices, mas que las irradiancias

bajas.

Economou y Read (1986) citados por Pierik (1990) demostraron, trabajando con
hibridos de Petunia, que los vastagos desarrollados con luz roja desarrollaban
raices en mayor cantidad y mas fuertes, que aquellos tratados con luz de longitud
de onda del rojo-lejano.

Otro factor que influye son las diversas sustancias que se le agregan a los medios
de cultivo. Cheema y Sharma (1983) y Preil y Engelhardt (1977) citados por Pierik
(1990),demostraron que el carbén activado juega un importante papel en la
formacién de raices adventicias.

Se le pueden atribuir dos efectos: La adsorcion de todos los compuestos
organicos, con excepcion de los azlcares, y la falta de suministro de luz a los
medios nutritivos.

Esta vanable no fue muy sobresaliente en todos los tratamientos, como ya se
menciono, tal vez fue provocado por el tipo de auxina utilizada, o por la
concentracion que se manejo, o tal vez por los niveles de citocininas.
Probablemente la aparicion de algunas raices se debid6 a que como reporta
Clayton (1990), muchas cactaceas presentan la capacidad para producir excesos
de auxinas in vitro y como reportan también Ault y Blackmon (1987) citado por
Bajaj (1992) en Ferocactus acanthodes mostr6 un enraizamiento espontaneo en

un medio de cultivo sin auxina al igual que Opuntia amycfaea.
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Longitud de raices

De acuerdo al andlisis de varianza (anexo 5) se encontraron diferencias
significativas en cuanto a longitud de raices se refiere. Esta vanable por los
resultados obtenidos no ejercié un mayor significado con respecto a las varables
involucradas en la proliferacion de brotes, debido a que de manera general se
presentd la emision de raices en todos los tratamientos, presentando variacion en
cuanto a namero y longitud, aunque no se empleara medios especificos para el
enraizamiento.

Con respecto a BA, la mayor longitud se present6 en el tratamiento 1 con una
proporcién citocinina/auxina 1:1 (1.4 mm en promedio por tratamiento), seguido
del 4 con una proporcion 15:1 (0.8 mm), el 2 con una proporciéon 5:1 (0.5 mm) y el
3 con una proporcion 10:1 (0.3 mm).

Si bien en aspectos de proliferacion se registré los mayores parametros del
mismo, como lo son el numero y longitud de brotes, al emplear BA; para e}
enraizamiento, especificamente en lo relativo a ia longitud de raices formadas por

explante no tuvo la misma respuesta (grafica 3).

Al llevar a cabo la comelacion de la variable y la concentracion, se determiné un
valor negativo significando que al incrementar la concentracién de BA los
resultados obtenidos para la varable fueron decreciendo (grafica 3). Este mismo

comportamiento para BA se observé en la variable numero de raices.
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Gréfica 4. Promedio de los efectos obtenidos en la variable Longitud de Raices en los

tratamientos.
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Para SA, los valores obtenidos fueron los mayores registrados. Teniendo que el
tratamiento 6 en el que existié una proporcion citocinina/auxina de 5:1, con 3.0 mm
por explante fue el valor mas alto, seguido del 5 con 1.8 mm, el 7 con 1.1 mmy el
8 con 0.8 mm. Se present6é una correlaciéon negativa tomando en consideracion
estos valores, determinando que al aumentar la concentracion de SA tiende a
disminuir la longitud de las raices por que la influencia de Ia citocinina sobre la
variable inhibe el aumento de sus valores.

Es importante sefialar que si bien con el SA se obtuvo una respuesta menor para
las vanables ligadas a la proliferacién, como lo fueron el nimero y longitud de
brotes sin embargo, en fa variable nimero de raices obtuvo la mejor respuesta de
hasta 9 veces la respuesta menor de BA, 24 veces mas que la menor de Kin y
hasta 3 veces mas que el testigo, pudiendo haber tenido efecto lo sefalado por
Burch y McGaw (1993) en lo relativo a que las auxinas pueden regular el efecto
de las citocininas diferencialmente en forma indirecta a través del incremento en la
actividad de la citocinina-oxidasa, por lo que para algunas de ellas se requieren
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cantidades mayores para estimular algunos procesos como la proliferacion,

existiendo reportes desde 50 hasta 250 mg - L™ al emplear sulfato de adenina.

Para Kin la mayor longitud se obtuvo en el tratamiento 9 en una proporcion
citocinina/auxina de 1:1 con 1.3 mm, le precedio el 10 con 0.6, el 11 con 0.15 mm
y el 12 con 0.12 mm. Presentando una correlacion negativa, por lo que al
aumentar la concentracion disminuy6 la longitud de las raices desarrolladas en el

brote. Con un comportamiento similar a la variable nimero de raices.

Cabe sefalar que los tratamientos mostraron una tendencia de comportamiento
similar para las variables namero y longitud de raices involucradas en la
rizogénesis, mostrando que los intervalos correspondientes a las respuestas de
los diferentes tratamientos en las citocininas usadas, se ubicaron en los mismos
lugares al comparar las graficas (3 y 4) de dichas variables. Al respecto
considerando lo propuesto por Segura (1993) en el sentido de que las citocininas
favorecen la formacién de raices, podria estar ligado a la concentracién intema de

la hormona que estimula el proceso especifico de la respuesta morfogénica,

Dentro de los intervalos que se marcan en la comparacién de medias (cuadro 5),
se observd que los tratamientos muestran diferencias significativas

estadisticamente.

Por lo que al comparar el tratamiento 6 con el que le precede, se tuvo que el 6 fue
39% mayor y 96% que el tratamiento 12, el cual produjo el valor mas bajo, mismo
que corresponde a una proporcion mayor de citocinina/auxina de 15:1
especificamente para la Kin. Cabe hacer mencién que el testigo presentdé una

mayor respuesta (casi el doble) que el tratamiento antes sefialado
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Cuadro 5. Comparacion de medias de la variable Longitud de Raices en los tratamientos

utilizados.

Tratamiento Promedio

6 3.0474 &
5 1.8684 a b
1 1.4895 a b
9 1.3895 a b
13 1.1529 b
7 1.1053 b
8 0.8579 b
4 0.8105 b
10 0.6053 b
2 0.5000 b
3 0.3474 b
11 0.1579 b
12 0.1250 b

Z Letras iguales son estadisticamente similares entre si de acuerdo a Tukey (< 0.05)

Es importante sefalar que la mayoria de los trabajos toman en cuenta otras
variables como el inicio de formacién de raiz mas no hacen hincapié en el niumero
y longitud de estas.

La presencia o aplicacion de algun tipo de auxina y su concentracion lo utilizan

para la obtencion de callo. Donde evaluan la apariencia y el inicio de su formacion.

Explican ademas las influencias que probablemente estuvieron involucradas para

la formacion de raices, pero no tocan el punto de la calidad como la longitud.

Como se menciono en la variable nimero de brotes, probablemente la calidad de
las raices como la longitud, las cifras obtenidas fueron a consecuencia del lapso

de tiempo en que se sometieron los explantes en los tratamientos; el cual consto
de 45 semanas.
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CONCLUSIONES

Es factible la Micropropagacion de Wilcoxia sp. con la técnica empleada,

esta especie presenté una respuesta diferencial a las hormonas aplicadas.

El balance establecido entre citocinina/auxina afectd la organogénesis
(caulogénesis y rizogénesis) que ocurre en el cultivo in vitro de esta
especie. Las citocininas empleadas tuvieron efectos sobre la capacidad

organogeénica de Wilcoxia sp.

La citocinina que mejor efecto tuvo en la proliferacién de Wilcoxia sp. fue la
Bencil Adenina a una concentracién de 1.5 mg - L~ obteniendo hasta 12

brotes en promedio.

Con Kinetina la maxima respuesta fue a la concentracion de 1.5 mg - L-'
con 4.2 brotes en promedio, seguida del Sulfato de Adenina su maxima
proliferacion fue a una concentracion de 0.1 mg - L-* con 1.9 brotes en

promedio.

La mayor longitud de brotes, se logr6 con BencilAdenina a una

concentracion de 0.1 mg - L-* con 6.5 mm de longitud en promedio.
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Con la Kinetina la mejor respuesta para longitud de brotes fue a una
concentracién de 0.5 mg - L-' con 51 mm de longitud en promedio.
Mientras que el Sulfato de Kinetina mostré efectos a una concentracion de

0.5mg - L-* con 4.07 mm de longitud en promedio.

Con respecto a la rizogénesis en Wilcoxia sp., el sulfato de adenina
sobresali6 en las variables nimero y longitud de raices, con una
concentracion de 0.5 mg - L' presentando 0.3 raices y 3.0 mm como los

valores mas altos obtenidos para esas variables.

No se presenté en ningin caso vitrificacién de explantes al estar expuestos

a las concentraciones de citocininas utilizadas.
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ANEXO 1
Composicién del medio basal en el establecimiento in vitro de Wilcoxia sp.

Compuesto Quimico | Peso Molecular Concentracion Concentracion
(MM 6 uM) (mg-L"" = ppm)
NH;NO, 80 2.5mM 200
Ca(NO; ), 4H,0 236 1.25 mM 295
KH;PO4 136 1.25 mM 170
MgSQO, 7H,0 246 1.50 mM 369
KNO; 101 5 mM 505
FeSO, 7H,0 278 0.09 mM 25
Na-Edta 380 0.10 mM 38
MnSO, H,O 169 5uM 0.84
H3BO; 62 100 uM 6.1
Na,MoO, 2H,0 242 1uM 0.24
ZnS0O, 7H,O 287 30 uM 8.6
CuS0O, 5H,0 249 0.1 uM 0.0000249
CoCl, 6H,0 238 0.1 uM 0.0000238
Mio-inositol 180 0.55 mM 100
Tiamina-HCI 337 0.29 uM 0.1
Pindoxina-HC! 205 2.44 uM 0.5
Ac. Nicotinico 123 4.07 uM 0.5
Sulfato de Adenina™ 184 0.54,2.7,54,81 | 0.1,05,1.0,15
Kin®™ 215 0.46,2.3,46,69 | 0.1,05,10,15
BA™ 225 0.44,22,44,66 | 0.1,05,1.0,15
AIB 203 0.49 uM 0.1
Sacarosa 342 0.0878 M 30 000
-Agar 6 000

@ Adicionada (en diferentes concentraciones) para su evaluacién expresada en pM.

PH ajustado a 5.7

Fuente: Cruz-Pizarro 2000.

65



ANEXO 2

Analisis de Varianza de la varable nimero de brotes (segun el programa
estadistico SAS).

Fv G.L. SC CM FC Pr>F
Trat 12 1919.26 159.93 11.77 <.0001 *
Modelo 30 2343.02 78.10 5.75 <.0001 *
Error 211 2867.00 13.58
Total 241 5210.03 -

R-Square CoeffVar RootMSE NumB Mean

0.449715 1442511 3686152 2.555372
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ANEXO 3

Andlisis de Varianza de la variable longitud de brotes (segun el programa

estadistico SAS).

Fv G.L. SC CM FC Pr>F
Modelo 30 601.64 2005 1.30 0.1443 NS
Trat 12 334.12 27.84 1.81 0.0480 *
Error 211 3244 .35 15.37
Total 241 3846.00

R-Square CoeffVar Root MSE LB Mean

0.156434 9116963 3.921236 4.301033
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ANEXO 4

Analisis de Varianza de la variable numero de raices (segun el programa

estadistico SAS).

Fv G.L sC Cc™M FC Pr>F
Modelo 30 4.60 0.15 1.30 0.1440 NS
Trat 12 1.48 0.12 1.05 0.4016 NS
Error 21 24.80 0.11
Total 241 29.40

R-Square Coeff Var RootMSE NumR Mean

0.156483 250.6609 0.342846 0.136777
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ANEXO 5

Analisis de Varianza de la variable longitud de raices (segun el programa

estadistico SAS).

FVv G.L. SC CM FC Pr>F
Modelo 30 430.94 14.36 1.92 0.0042 *
Trat 12 144.10 12.01 1.61 0.0908 NS
Error 21 1575.01 7.46
Total 241 2005.96 B

R-Square Coeff Var  Root MSE LR Mean

0.214834 261.3338 2.732126  1.045455
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