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1. RESUMEN

Neobuxbaumia tetetzo es una cactacea columnar que habita el Valle de
Zapotitlan Salinas, Puebla, donde existen diversos factores naturales que
evitan el establecimiento de sus plantulas como la depredacion de semillas, la
alta radiacion solar y la carencia de plantas nodriza, causado por la
perturbacion del habitat. La micropropagacion es un instrumento que permite la
conservacion de especies vegetales y ayuda al mantenimiento de colecciones
vivas que actian como fuentes de germoplasma con el que, a su vez, se
realizan actividades de investigacion y educacion. Por lo anterior, este trabajo
pretende desarrollar un método de micropropagaciéon para N. tetetzo aplicable
a su conservacion ex situ que favorezca el reingreso a su habitat natural. Se
parti6 de plantulas germinadas in vitro con cinco meses de edad que se
dividieron en dos grupos, el primero fue sometido a etiolacion durante dos
meses y el segundo se mantuvo en condiciones de iluminacién (35 pmol m2s
1. Pasado dicho tiempo se obtuvieron explantes que contuvieran 2 6 3 areolas
y se cultivaron en medio MS adicionado con las citocininas BAP o0 2iP en
diferentes concentraciones (0, 1, 5, 10 y 15 mg-L™). La etiolacién no favoreci6
la micropropagacion de N. tetetzo ya que fue mejor la respuesta observada con
explantes no etiolados donde la organogénesis inicié6 a partir de la tercer
semana de cultivo. La mayor proliferacion se obtuvo con explantes no etiolados
en el tratamiento con 2iP (15 mg-L™), donde se formaron en promedio hasta 15
brotes por explante. Se obtuvo el 75% de enraizamiento utilizando medio MS
libre de reguladores de crecimiento. Las plantas enraizadas fueron
trasplantadas a una mezcla de tierra-arena para iniciar la fase de
aclimatizacion, la cual concluyé en el invernadero, donde ocho semanas
después se cuantificé el 89% de sobrevivencia. La micropropagacion de N.
tetetzo bajo las condiciones hasta ahora probadas es factible a gran escala y
resulta una herramienta util en proyectos de restauracion para la reintroduccion

de la especie al habitat natural.



2. INTRODUCCION

Entre las numerosas zonas aridas del pais, el Valle de Tehuacan-Cuicatlan,
Puebla, constituye una de las zonas secas de mayor diversidad floristica en
México; sobresalen algunas familias de plantas que han encontrado aqui un
centro de diversificacion como: Asteraceae, Cactaceae y Poaceae, entre otras
(Valiente-Banuet y cols., 2000).

En la actualidad en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan es posible observar zonas
con distintos niveles de deterioro causados por fenOmenos naturales como la
erosion hidrica y edlica, asi como por actividades humanas que han provocado
la pérdida de cobertura vegetal, causando cambios en el uso de suelo,
perjudicando parcial o totalmente los sistemas naturales y propiciando su
desaparicién. Dentro de este Valle, se encuentra Zapotitlan Salinas, zona que
se ve afectada por dichos procesos de deterioro, o que resulta en una baja
productividad, desertificacion, alteracibn de los sistemas naturales,
desequilibrio en los procesos e interacciones ecoldgicas, disminucion y pérdida
de la biodiversidad (Informe UBIPRO, 2001).

Dentro del Valle de Zapotitlan Salinas, las cactaceas estan representadas por
75 especies incluidas en 21 géneros (Davila y cols., 1993). El género
Neobuxbaumia esta representado por 3 especies columnares: N.
mezcalaensis, N. macrocephala y N. tetetzo, las cuales presentan diferentes
areas de distribucion. N. tetetzo crece en las laderas de los cerros formando
parte de la vegetacion de la selva baja espinosa y caducifolia entre 800 y 1200
msnm, y es un elemento dominante de las comunidades vegetales
denominadas tetecheras (Valiente-Banuet y cols., 2000 y SEMARNAT, 2003).

La reproduccion natural de esta especie se lleva a cabo mediante la dispersion
de semillas, realizada principalmente por el murciélago frugivoro Leptonycteris
curasoae. El proceso de germinacion ocurre preferentemente bajo la cobertura
de Mimosa luisiana, arbusto abundante en las comunidades vegetales de
Zapotitlan Salinas que actla como planta nodriza. Esta asociacién explica el

establecimiento de dicha especie debido a que genera un micrositio donde la



radiacion solar es menor, y consecuentemente se reduce la temperatura del

suelo y hay mayor humedad disponible (Valiente -Banuet y cols, 1991).

Valiente-Banuet (2003) y Godinez-Alvarez (1999) han evaluado que la
sobrevivencia de esta cactacea es relativamente baja dentro del Valle de
ZapotitlAn Salinas, ya que aproximadamente solo 3 de cada 2160 plantulas
logran establecerse (0.1%); los factores que intervienen en este proceso,
ademas de la no asociacion a plantas nodriza, son la depredacién de frutos y

semillas, asi como la alta radiacion solar.

Esta cactacea se considera clave en el mantenimiento de la diversidad de
invertebrados y vertebrados, especialmente insectos, aves y murciélagos
nectarivoros y frugivoros. El aprovechamiento que se le da de manera local, es
principalmente el consumo de frutos, llamados higos de teteche, al igual que
las semillas; los tallos son utilizados como forraje y cuando son tiernos se
consumen guisados o encurtidos con vinagre; los haces vasculares, una vez
secos, se utilizan en la construccion de techos y cercas de las casas
campesinas tradicionales o como lefia en sustitucion de leguminosas arbéreas.
En el vivero de la localidad, se le propaga por semilla para venta como planta
ornamental (Valiente-Banuet y cols. 1996), aunque no existe un manejo
especifico del recurso, por lo que la recoleccion de los productos utiles
directamente en las poblaciones silvestres de la especie es una practica comuan
(Casas, 2002; SEMARNAT, 2003).

Una alternativa que ha mostrado ser eficiente para la conservacion de
cactaceas es el cultivo de tejidos, el cual se ha enfocado a incrementar el
namero de individuos bajo condiciones asépticas en un medio artificial con
nutricion, luminosidad y temperatura; a partir de explantes muy pequefios tales
como embriones, semillas, tallos, meristemos apicales o radiculares, callos,

células aisladas o granos de polen (Hartman, 1975; Corona y cols., 1982).

Los sistemas de propagacion in vitro poseen grandes ventajas en comparacion
con otros métodos tradicionales como son el que permiten reproducir grandes

cantidades de plantas a partir de pocos explantes; reducen la necesidad de



alterar areas naturales para obtener material vegetal que sirva de “planta
madre”; disminuye la mortalidad de las plantulas en las primeras fases del

desarrollo y permite obtener plantas libres de patdgenos asi como un ciclo de
cultivo relativamente corto.

La germinacion y propagaciéon in vitro de N. tetetzo, son instrumentos que
facilitarian su conservaciébn ex situ, manteniendo colecciones vivas que
actuardn como reservorios de germoplasma, en los cuales se realizaran
actividades de investigacion y educacion; razones por las que se propone este
estudio, asi mismo ayudaria en su reingreso al habitat natural en proyectos de
restauracion de zonas perturbadas, e incluso su manejo con fines

ornamentales entre otros.



3. ANTECEDENTES

A pesar de que la propagacion de cactaceas por cultivo de tejidos ha sido
estudiada extensivamente, por el momento no se han encontrado reportes de
micropropagacion para Neobuxbaumia tetetzo, por ello, este trabajo esta
basado en metodologias realizadas para otras especies de la familia, las cuales
en su mayoria estan amenazadas o0 en peligro de extincion. Algunos de los
trabajos realizados en la propagacién in vitro de cactaceas se enlistan

enseguida:

Mauseth (1979) propag0 varias especies de cactaceas a través de yemas
axilares, entre ellas Pachycereus pringlei, una cactacea columnar. El medio de
cultivo fue Lin y Staba, adicionado con diferentes concentraciones de
bencilaminopurina (BAP), las especies propagadas fueron establecidas

exitosamente en suelo.

Johnson y Emino (1979) cultivaron ocho especies de cactaceas usando medio
de cultivo Murashige & Skoog 5519 (MS) con varios reguladores de
crecimiento. Obtuvieron callo en todas las especies probadas, raices en seis y

se promovio la diferenciacion de brotes o elongacion en cuatro especies.

Vyskot y Jara (1984) describieron una técnica basada en la estimulacion
hormonal de las yemas axilares de Mammillaria carmenae, M. prolifera,
Astrophytum myriostigma y Trichocereus spachianus, cultivadas en medio MS
con bajas concentraciones de las auxinas acido indolacético (AIA) o &cido
naftalénacético (ANA) y de las citocininas BAP o cinetina. Se produjeron brotes

y fueron trasplantados a suelo con mas del 80% de sobrevivencia.

Corona y Yafez (1984) intentaron la propagacion de Cephalocereus senilis
sobre medio MS con varias combinaciones de cinetina con ANA, acido
indolbutirico (IBA), acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y AIA. Obtuvieron

callo y en ningun caso se logro la formacién de brotes.



Ault y Blackmon (1987) realizaron la propagacion de Ferocactus acanthodes
cultivando explantes apicales de plantulas germinadas in vitro. Lograron la
proliferacion de brotes a partir de yemas axilares en medio MS adicionado con

cinetina.

Dabekaussen y cols. (1991) desarrollaron un sistema de cultivo para estudiar
los efectos que afectan la activacién areolar de Sulcorebutia alba, utilizando
medio MS con varias citocininas; observaron que la presencia de estas ultimas

es esencial para activar las areolas.

Rubluo y cols. (1993) crearon una estrategia para el reestablecimiento de
Mammillaria haageana, M. huitzilopochtli y M. san-angelensis, especies en
peligro de extincion. Utilizaron plantulas germinadas in vitro como fuente de
explantes cultivados en medio MS con benciladenina (BA). M. san-angelensis
fue propagada masivamente y reestablecida exitosamente en su habitat

natural.

Garrido (1998) determiné las concentraciones hormonales para la generacion
de brotes axilares a partir de areolas con las combinaciones de ANA con KIN
en medio de cultivo MS para las especies Rhipsalidopsis rosea, Chamaecereus
silvestrii y Epiphyllum crenatum. Se obtuvo un 100% de sobrevivencia de las

plantas generadas in vitro trasplantadas a suelo.

Pérez y cok. (1998) desarrollaron sistemas de micropropagaciéon para 21
especies de cactaceas mexicanas usando explantes de plantulas germinadas
in vitro o segmentos de plantas juveniles de invernadero cultivadas en medio
MS adicionado con diferentes concentraciones de BA y ANA. En todas las

especies se registré la maltiple formaciéon de brotes a partir de las areolas.

Malda y cols. (1999a) realizaron la micropropagacidon de la especie
Coryphantha minima para determinar los factores que alteran el crecimiento, y
modifican la actividad CAM. Concluyeron que el crecimiento de esta especie se
acelera considerablemente con el cultivo in vitro comparado con el crecimiento

gue se observain situ.



Malda y cols. (1999b) micropropagaron Obregonia denegrii y Coryphantha
minima utilizando el medio de cultivo MS adicionado con BA y ANA para inducir
la organogénesis. Las plantas formadas fueron enraizadas sobre un medio libre
de reguladores de crecimiento y posteriormente se establecieron en
invernadero. Se observé que las plantas obtenidas in vitro tienen menor
contenido de ceras epicutilares comparadas con las plantas cultivadas ex vitro,

sin embargo esto no fue un factor que afectara la aclimatizacién.

Flores-Leon y Ortiz-Montiel (1999) propagaron in vitro Cephalocereus senilis a
través de activacion areolar de plantas etioladas. Los explantes fueron
cultivados en medio MS adicionado con BAP en diferentes concentraciones.

Todos los tratamientos formaron brotes a partir de callo.

Bhau (1999) regeneré brotes de Coryphantha elephantidens a partir de
explantes de raiz cultivados con MS adicionado con 2,4-D y cinetina. La talla
del explante y la concentracion de sacarosa influyeron considerablemente en la
regeneracion a partir de callo. Las plantas regeneradas fueron enraizadas con
medio MS libre de reguladores de crecimiento y fueron aclimatizadas,

obteniendo el 100% de sobrevivencia en invernadero.

Anicua y Rivas (2000) establecieron las condiciones de propagacion in vitro de
tres cactaceas en riesgo o peligro de extincion. Se evalué el efecto de
diferentes concentraciones de las citocininas KIN y BAP en la activacion areolar
de Mammillaria bocasana, M. carmenae y Echinocactus grusonii, las cuales
tuvieron un periodo de etiolacion previo a la toma de explantes para inducir la
formacion de auxinas endégenas. Solo se logré la formacion de brotes para el

género Mammillaria, en el caso de E. grusonii unicamente se formo callo.

Fuentes y Martinez (2001) regeneraron Mammillaria conspicua a través de
areolas activadas in vivo por etiolacion, utlizaron como reguladores de
crecimiento BAP y 6-(?, ?-dimetilalilamino) purina (2iP); las plantas generadas

in vitro fueron aclimatizadas en invernadero.



Papafotiou y cols. (2001) regeneraron Mammillaria elongata a través de callo
obtenido a partir de tubérculos cortados como explantes. El medio de cultivo se
adicion6 con diferentes concentraciones de BAP y ANA. Los brotes formados
fueron subcultivados para su enraizamiento sobre un medio con AlA. Las

plantas obtenidas a través de este sistema fueron establecidas ex vitro.

Giusti y cols. (2002) realizaron la micropropagacion de Escobaria minima,
Mammillaria pectinifera y Pelecyphora aselliformis probando combinaciones de
ANA, BA, cinetina y TDZ en diferentes concentraciones. Obtuvieron una buena
proliferacién de brotes, en algunos casos asociados a gran formacion de callo o
brotes hiperhidratados. BA y cinetina fueron los reguladores de crecimiento que

indujeron los mejores brotes.

Pelah y cols. (2002) cultivaron segmentos de cotileddn de Selenicereus
megalanthus con diferentes concentraciones de TDZ. El enraizamiento de los
brotes se obtuvo cultivdndolos con ANA. Las plantas enraizadas fueron

transferidas a suelo y aclimatizadas exitosamente en invernadero.

Rubluo y cols. (2002) observaron la influencia de auxinas como unico regulador
de crecimiento exdgeno sobre la morfogénesis de plantas de Mammillaria san-
angelensis subcultivadas por largo tiempo. Se regeneraron brotes a partir de

explantes cultivados con auxinas, siendo AlA la que dio mejor respuesta.

Pérez-Molphe-Balch y cols. (2002) desarrollaron sistemas de micropropagacion
para tres cactaceas columnares del desierto de Sonora: Carnegiea gigantea,
Pachycereus pringlei y Stenocereus thurberi a través de explantes apicales,
laterales y transversales de plantulas germinadas in vitro cultivados en medio
MS adicionado con diferentes concentraciones de BA y 2iP. Se formaron brotes
en todos los casos, siendo el explante transversal el mejor para las tres

especies.



4. OBJETIVOS

Objetivo General

Desarrollar una via de propagacion in vitro para Neobuxbaumia tetetzo a partir

de areolas que sea aplicable a su conservacion ex situ.

Objetivos Particulares

Comparar el desarrollo de explantes de N. tetetzo obtenidos de plantulas

etioladas y no etioladas.

Determinar las concentraciones de los reguladores de crecimiento (BAP y 2iP)

gue favorezcan la multiplicacion de brotes N. tetetzo a partir de areolas.

Estimar el porcentaje de enraizamiento de las plantas obtenidas a través de

micropropagacion.

Cuantificar la sobrevivencia de las plantas después de la aclimatizacién en

invernadero con fines de cultivo.
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5. DESCRIPCION DE LA ESPECIE

Neobuxbaumia tetetzo es endémica del Valle de Tehuacan-Cuicatlan; llamada
comunmente teteche o tetecho alcanza de 10 a 15 m de altura; cuando
jovenes, son plantas columnares simples, que en algunos casos se ramifican;
el tallo es grueso de hasta 60 cm. de diametro con numerosas costillas (hasta
20); presenta de 7 a 12 espinas centrales y 1 a 3 radiales, su color es verde
grisaceo claro. Las flores son apicales, nocturnas y de color blanco verdoso de
5.5 cm. de largo y, aparecen de mayo a julio y son polinizadas por murciélagos
y aves; el fruto es ovoide con pequefias escamas, permanece adherido al tallo
hasta que se seca; las semillas son pequefias, negras y brillantes. Algunas
sinonimias son Cereus tetetzo, Pachycereus tetetzo, Cephalocereus tetetzo y
Carnigea tetetzo (Godinez-Alvarez, 1999; SEMARNAT, 2003)(Fig. 1).

Su clasificacion taxonémica segun Cronquist (1968) es la siguiente:

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Caryophyllidae
Orden: Caryophyllales
Familia: Cactaceae
Subfamilia: Cactoideae
Tribu: Pachycereeae
Subtribu: Cephalocereinae
Género: Neobuxbaumia

Especie: Neobuxbaumia tetetzo

11
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Figura 1. Neobuxbaumia tetetzo en el Valle de Zapotitlan Salinas, Puebla.
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6. MATERIALES Y METODO

6.1 Iniciacion

Para la obtencion del tejido vegetal, se realizd la germinacién de semillas
recién colectadas de Neobuxbaumia tetetzo provenientes de Zapotitlan Salinas,
las cuales se lavaron con agua y jabon, se colocaron en alcohol al 70% por un
minuto y se aplico cloro comercial diluido al 10% durante 20 minutos,
posteriormente fueron enjuagadas con agua destilada esterilizada. Las semillas
fueron cultivadas en frascos Gerber con 20 ml de medio Knudson C (KC)
adicionado con 2% de sacarosa y 8 g-L! de agar, sin reguladores de
crecimiento; el pH se ajusté a 5.7; fueron sembradas 6 semillas por frasco con

5 repeticiones cada uno. Los cultivos fueron incubados a 31 + 2 °C con un

fotoperiodo de 16h. luz (35 pmol m?1s1) y 8h. oscuridad.

6.2 Multiplicacion
Las plantas de N. tetetzo germinadas in vitro con cinco meses de edad fueron

divididas en 2 grupos, el primero fue sometido a etiolacion y el segundo se
mantuvo en las condiciones de iluminacion antes mencionadas; cada uno de
los grupos incluyd doce organismos. Transcurridos dos meses (siete desde su
germinacion) se obtuvieron de cada planta 4 explantes (yemas axilares), que
contenian de 2 6 3 areolas cada uno; las yemas axilares etioladas y no
etioladas se cultivaron al azar en frascos Gerber con 20 ml de medio MS
adicionado con bencilaminopurina (BAP) o 6-(g,g-dimetilalilamino) purina (2iP)
en diferentes concentraciones (0, 1, 5, 10 y 15 nmg-L™). Adicionando ademas,
3% de sacarosa y 8 gL de agar. Se utilizaron 6 repeticiones para cada
tratamiento. EIl pH del medio se ajust6 a 5.8 y el medio se esterilizé durante 15
minutos (presion: 1.05 kg / temperatura 120-121°C). Las condiciones de cultivo
fueron: fotoperiodo 16 hrs. (35 pmol nfs? lamparas tipo luz blanca fria) y
temperatura de 31 + 2°C.

Cada 30 dias los explantes fueron transplantados a un medio fresco de igual
composicién al antes descrito para evitar la acumulacion de metabolitos

secundarios en el medio.
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Una vez habiendo proliferacién, los brotes fueron separados y la superficie de
corte se enjuagd en un antioxidante (1 mg-L™* de &cido citrico + 1.5 mg-L* de

acido ascorbico) para evitar la oxidacion del tejido.

6.3 Enraizamiento
Los brotes obtenidos de aproximadamente 1 cm. fueron trasplantados a medio

MS sin reguladores de crecimiento para inducir la formacién de raices. La

respuesta se estimo por el porcentaje de enraizamiento.

6.4 Aclimatizacion
Las plantulas que exhibieron una raiz = 1cm se trasplantaron a frascos con una

mezcla estéril de tierra y arena (1:1), fueron tapados con una pelicula plastica
transparente (closures sun cap Sigma) de 8 mm. de didmetro y filtro de
polipropileno de 0.02 um para disminuir gradualmente la humedad dentro del
frasco, manteniéndose en el cuarto de incubacion bajo las mismas condiciones
de cultivo antes mencionadas. Después de dos semanas, se destaparon y
llevaron a invernadero donde terminé la fase de aclimatizacion. Las plantas
fueron regadas una vez por semana y se cuantifico la sobrevivencia 8 semanas
después.

De esta manera se prepararon plantas para ser donadas al Jardin Botanico
“Helia Bravo Hollis” en Zapotitlan Salinas, Puebla y otras para probar su

reintroduccion al habitat natural bajo vigilancia periddica.
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Plantula de Neobuxbaumia tetetzo
germinada in vitro.

del cuarto de
cultivo.

Etiolacion dentro

Mantenimiento dentro
del cuarto de cultivo
con fotoperiodo.

Obtencion de explantes
con 3 areolas.

Siembra en medio MS con BAP o
2iP en diferentes concentraciones
(0,1,5,10y 15 mg-L

Fotoperiodo 16 h luz/ 8 oscuridad
(35 pmol m?s™ lamparas cool
white) Temperatura 35 + 2 °C.

Subcultivo cada mes

Enraizamiento con MS libre de
reguladores de crecimiento.

Diagrama del método de micropropagacién para Neobuxbaumia tetetzo.

Aclimatizacion
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7. RESULTADOS.

7.1 Formacion de callo.

Ambos tipos de explantes formaron callo en presencia de los dos reguladores de
crecimiento. No obstante la frecuencia de aparicion fue mayor en 2iP donde solo
en una de las concentraciones probadas no hubo respuesta, en cambio para BAP

fueron dos casos donde los explantes no formaron callo (Tabla 1).

Tabla 1. Formacion de callo en explantes etiolados y no etiolados, cultivados con dos
reguladores de crecimiento en distintas concentraciones.

[mg-L™] 1] 5] 10| 15

Explantes no etiolados BAP v | v v v

2iP v v v x

Explantes etiolados BAP v | v x

21P v x v

En los explantes no etiolados la frecuencia de formacién de callo se mantuvo
constante con BAP (20%). No hay diferencia respecto al grupo control salvo con la
concentracion de 10 mg-L™ donde la respuesta fue nula (Fig. 2).

En contraste el regulador 2iP tuvo un efecto muy variable, aumentando y
disminuyendo la formacion de callo con las distintas concentraciones. La
frecuencia fue hasta 4 veces mayor respecto al grupo control con la concentracion
de 1 mg-L?, y hasta 2 mayor con 10 mg-L%; sin embargo, con 5 nmg-L* se inhibio

la respuesta (Fig. 2).
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Figura 2. Porcentaje de formacion de callo para explantes no etiolados con

distintas concentraciones de los reguladores de crecimiento BAP y 2iP.

El crecimiento de callo se observd sobre la superficie del corte de los explantes en
todos los tratamientos. La primera evidencia de formacién de éste ocurrié en 2iP
(10 mg-LY) en la tercera semana de incubacién de un explante no etiolado; este
presentd una apariencia compacta, color verde cristalino, cuyo tamafio alcanzé
hasta 2.5 cm. de alto x 3.5 cm. de ancho (Fig. 3). Este regulador no sélo indujo la
mayor formacion de callo, sino que ademas requiri6 menos tiempo para su

formacion.
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Figura 3. Callos de N. tetetzo formados a partir de explantes no etiolados con

el regulador de crecimiento 2iP (10 mg-L’l).

En los explantes etiolados la frecuencia de aparicion de callo fue cuantitativamente
semejante con ambos reguladores de crecimiento, los valores mas altos se
presentaron con las concentraciones de 1, 5y 10 mg-L"! siendo de 1.5 a 2 veces
mayor respecto al grupo control; con excepciéon de 15 mg-L™' donde ambos

reguladores inhibieron la formacion de callo (Fig. 4).

Los callos obtenidos fueron muy sensibles a la manipulacién y al ser subcultivados
o cortados se oxidaron y murieron aproximadamente dos meses después de su

formacion (Fig. 5).
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7.2 Formacién de brotes.

En los explantes no etiolados se obtuvo formacion de brotes con ambos
reguladores de crecimiento y esta respuesta fue directamente proporcional a la
concentracion de los mismos. La respuesta con ambos reguladores no sélo mostro
diferencias en la concentracion de 15 mg-L™* donde la influencia de 2iP fue
superior a la de BAP y la mayor proliferacion ocurrié a partir de la cuarta semana

de cultivo con el regulador 2iP (15 mg-L™") donde se obtuvieron 15 + 1.75 brotes
(Fig. 6).
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Figura 6. Promedio de brotes formados por explantes no etiolados bajo la
influencia de los reguladores de crecimiento BAP y 2iP en distintas

concentraciones.
Para los explantes etiolados, la proliferacion de brotes comenzé después de la
octava semana de cultivo. El regulador de crecimiento 2iP tuvo un efecto

relativamente constante en las diferentes concentraciones y aumentd hasta 5

20



veces con la concentraciéon de 10 mg-L?, esto contrasta con BAP donde sélo se
observé respuesta con 1 nmg-L™, siendo hasta 21 veces mayor respecto al grupo

control; en el resto de las concentraciones no se formaron brotes (Fig. 7).
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Promedio de brotes obtenidos por explante

Concentracién de reguladores de crecimiento (mgeL-1)

Figura 7. Promedio de brotes formados por explantes etiolados, bajo la influencia de

los reguladores de crecimiento BAP y 2iP en distintas concentraciones.
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La formacion de los brotes estuvo siempre relacionada con zonas circundantes a
las areolas y en todos los casos se observé inicialmente un hinchamiento del
tejido, una coloracion verde-amarillento y la presencia de una pubescencia lanosa

rodeando el meristemo, posteriormente de estas zonas fueron creciendo los brotes
(Fig. 8).

Figura 8. La proliferacion de los brotes ocurrié a partir de las areolas las flechas

indican las zonas mas activas, caracterizadas por presentar una pubescencia lanosa.

De forma cualitativa cabe sefialar que en general los dos reguladores de
crecimiento formaron brotes con apariencia sana en la mayoria de los casos (Fig. 9
a). Se presento hiperhidratacion en brotes cultivados con altas concentraciones de
los dos reguladores de crecimiento usados (10 y 15 mg-L™ de BAP y 2iP, Fig. 9 b).
De los brotes hiperhidratados se derivo en algunos casos la formacion abundante
de callo (Fig. 10).

Figura 9. Brotes de N. tetetzoformados in vitro: a) Brote sano formado en el grupo
control, b) Brote hiperhidratado formado a partir de un explante no etiolado cultivado
en BAP (15 mg-L™).
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Figura 10. Brote hiperhidratado de N. tetetzo con formacién de callo y con inicios

de oxidacion en parte basal y apical.

Se presentd oxidacion en el tejido del brote que estaba en contacto con el medio
de cultivo, lo que en algunas ocasiones enrojecio el medio. En los subcultivos fue
necesario retirar el tejido dafiado y enjuagar la superficie de corte con &cido citrico
(1 mg-L ™) + acido ascérbico (1.5 ng-L™Y), lo que ayudé a disminuir este fenémeno
(Fig. 11).

Figura 11. Brotes de N. tetetzo formados a partir de explantes no etiolados cultivados
el primero en BAP (15 mg-L') y el segundo y tercero en 2iP (15 mg-L') que

presentan oxidacion.

Cuando los cultivos se mantuvieron sobre el medio con citocininas,
secundariamente ocurrio la proliferacion de nuevos brotes formados de areolas de
los brotes primarios. Este proceso mantuvo los cultivos en continua proliferacion

indefinidamente.
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7.3 Enraizamiento

La formacion de raices ocurrié en plantas originadas de los dos tipos de explantes
bajo la influencia de las citocininas 2iP y BAP a partir de la primera semana de
cultivo en medio MS libre de reguladores de crecimiento (Fig. 12).

Figura 12. Enraizamiento de de N. tetetzo, las flechas indican la raiz. a) primordio radical;

b y c) inicio de crecimiento de raices secundarias; d y e) sistema radicular bien formado.

Las plantas del grupo control originadas de explantes no etiolados tuvieron una
frecuencia de enraizamiento menor (de hasta un 20%) en comparacion con las
plantas del grupo control originadas a partir de explantes etiolados (Fig. 13y 14).

Con el regulador 2iP la respuesta fue variable, indujo una frecuencia de
enraizamiento superior al grupo control (sin significancia estadistica) en las
concentraciones méas bajas (1 y 5 mg-L?) y esta disminuyé con concentraciones
altas (10 y 15 mg-L™).
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En cambio, el regulador BAP redujo la frecuencia de enraizamiento de forma

constante con todas las concentraciones probadas respecto al grupo control (Fig.
13).
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Concentracion de reguladores de crecimiento (mgeL-1)

Figura 13. Porcentaje de enraizamiento en MS sin reguladores de crecimiento de

plantulas formadas a partir de explantes no etiolados.

El mayor porcentaje de enraizamiento ocurrié en plantas derivadas de tratamiento

con

2iP de explantes etiolados. Las plantas formadas en BAP (1 mg-L?)

presentaron una frecuencia de enraizamiento inferior al grupo control. En el resto

de concentraciones (5, 10 y 15 ng-L™Y) no se presentan datos de enraizamiento
debido a que no hubo proliferacion de brotes (Fig. 14).
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Figura 14. Porcentaje de enraizamiento en MS sin reguladores de crecimiento de

plantulas formadas a partir de explantes etiolados.

Después de que emergio la radicula, se mantuvieron las plantas en medio MS sin

reguladores de crecimiento, para que se desarrollaran las raices secundarias, se

requirio aproximadamente de un mes de cultivo (Fig. 15).
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Figura 15. Plantas de N. tetetzo enraizadas in vitro formadas a partir de explantes no

etiolados con diferentes concentraciones del regulador de crecimiento 2iP.
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7.4 Aclimatizacion

Se logro aclimatizar a las plantas formadas con los dos tipos de explante bajo la
influencia de ambos reguladores de crecimiento. Posteriormente se establecieron

en invernadero (Fig. 18).

En general las plantas formadas de explantes no etiolados con BAP presentaron
una sobrevivencia ligeramente mayor que las originadas en 2iP, sin embargo en
las plantas derivadas de la concentracién con 5 mg-L™* de ambos reguladores de

crecimiento la sobrevivencia fue menor respecto al grupo control (Fig. 16).

BAP B2iP

Porcentaje de sobrevivencia en
invernadero
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Las plantas originadas a partir de explantes etiolados tuvieron un 100% de
sobrevivencia en invernadero; las barras que muestran cero son porque no se

formaron previamente brotes con estas concentraciones (Fig. 17).

Porcentaje de sobrevivencia en invernadero

2iP
control
BAP

15

Concentracién de reguladores de crecimiento (mgeL-1)

Figura 17. Porcentaje de sobrevivencia de plantas aclimatizadas en invernadero

originadas a partir de explantes etiolados.

Se establecié un lote de 355 plantas en invernadero, las cuales sobrevivié el 89%.
Se eligieron 80 organismos para ser donados al Jardin Botanico “Helia Bravo
Hollis” en Zapotitla n Salinas, Puebla. Diez plantas fueron reintroducidas dentro del
mismo jardin bajo la copa de plantas nodriza como Mimossa luisiana, Parkinsonia

praecox y Prosopis laevigata.
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Fig. 18. Plantas de Neobuxbaumia tetetzo en condiciones de invernadero. a-b Plantas en frasco

recién descubiertas de la tapa plastica. c-f plantas en charolas con tierra-arena (1:1).
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Tres meses después de la donacion y reintroduccion de la especie se encontré
gue todas las plantas donadas han sobrewvvido y su crecimiento ha continuado,
siendo relativamente mas rapido en comparacion con plantas cultivadas a partir
de semilla en el vivero de la localidad, las cuales son escasamente mayores y
tienen 10 aflos de edad. De las plantas que fueron reintroducidas 8 han
sobrevivido, una murid y otra fue depredada. Probablemente estén sometidas a
algun estrés, ya que su crecimiento ha sido mas lento. En la figura 19 se
muestran plantas donadas y reintroducidas en el Jardin Botanico de Zapotitlan

Salinas, las cuales tienen una talla aproximada de 10 cm.
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Figura 19. Neobuxbaumia tetetzo; a-c) Plantas propagadas in vitro de dos afios de
edad donadas al Jardin Botanico “Helia Bravo Hollis” después de tres meses. df)
plantas propagadas in vitro de dos afios de edad después de tres meses de ser
reintroducidas en su habitat. g-i) Plantas del Jardin Botanico con diez afios de edad

propagadas a partir de semilla.
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8. DISCUSION

En el presente trabajo se estableci6 una via de micropropagacién para
Neobuxbaumia tetetzo, que puede ayudar a su conservacion ex situ. Para esto
se probd el efecto de la etiolacion y de reguladores de crecimiento sobre el

desarrollo y crecimiento de explantes in vitro.

La etiolacion es definida como la exclusion parcial o total de luz en las plantas.
Esta condicion a menudo fuerza el crecimiento de nuevos brotes activando las
yemas axilares (Flores-Ledn y Ortiz-Montiel, 1999). En este trabajo la etiolacién
tuvo un efecto negativo en el desarrollo de los explantes de Neobuxbaumia
tetetzo, ya que la mayoria murié o formé callo y fue minima la produccion de
brotes a diferencia de explantes no etiolados en los cuales se present6 una
proliferacion de brotes mayor. Estos resultados contrastan con los trabajos
realizados con Rhipsalidopsis rosea (Garrido, 1998), Cephalocereus senilis
(Flores-Le6n y Ortiz-Montiel, 1999) y Mammillaria conspicua (Fuentes y
Martinez, 2000); donde un periodo de etiolacion previo al cultivo de tejidos
activo las areolas y se estimuld la formacion de brotes multiples. Esta diferencia
con las especies antes mencionadas posiblemente se deba a que N. tetetzo en
oscuridad produjo un exceso de auxinas enddgenas (Clayton y cols. 1999;
Hubstemberger y cols. 1992); y se sabe que cuando se adicionan auxinas
exdégenas en concentraciones mayores a 10 nM se inhibe la organogénesis,
estimulandose la produccién de callo (Pierik, 1990; Salisbury y Ross, 1992).
Otra razon a la que se podria atribuir esta diferencia en los resultados es que
dichos autores trabajaron con plantas adultas provenientes del campo como
donadoras de explantes y en el presente trabajo se utilizaron plantulas
germinadas in vitro, las cuales son mas sensibles al efecto de los reguladores
de crecimiento vegetal. Viskot y Jara (1984) mencionan que la edad del

explante influye significativamente en su capacidad regenerativa.

La etiolaciéon produjo la formacion de callo en su mayoria de tipo no
organogeénico (no formo brotes o raices), esta respuesta parece ser muy comun
en muchas especies de cactaceas como lo demuestran los trabajos con

Echinocactus grusonii, Rhipsalidopsis rosea, Sulcorebutia alba, Coryphantha
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elefantidens, Cephalocereus senilis, Mammillaria elongata, Opuntia
polyacantha (Anicua y Rivas, 2000; Garrido, 1998; Pierik, 1987a; Bhau y cols.
1999; Corona y Yafez, 1984; Johnson y Emino, 1979) y solamente algunas
especies como Mammillaria carmenae, M. bocasana (Anicua y Rivas, 2000) y
Selenicereus magalanthus (Pelah y cols. 2002) han producido callos de tipo
organogénico. Sin embargo, el callo mostr6 ser sumamente sensible a la
manipulacion y presentd oxidacion después del subcultivo y posteriormente se

desarrollo la necrosis del tejido.

En un ensayo aislado se incubé callo en puente de papel con BAP (1 mg-L™)
dando como resultado la formacion de un brote; esto sugiere que se podrian
cultivar por esta via donde no estan en contacto directo con el medio, lo cual al
parecer es un factor que disminuye la oxidacion del callo (Garrido, 1998). Sin
embargo, la organogénesis indirecta presenta desventajas en el cultivo de

tejidos, ya que puede causar mutaciones en la planta (George, 1993).

Las citocininas favorecieron la proliferacion de brotes en ambos tipos de
explante, la organogénesis fue directa en la mayoria de los casos y ocurrié a
partir de las areolas. El regulador de crecimiento que origind el mayor niamero
de brotes (15 por explante) fue 2iP (15 mg-L™l), lo cual se asemeja a la
micropropagacion de M. conspicua (Fuentes y Martinez, 2000), donde se
obtuvo la mejor proliferacion de brotes con este mismo regulador de
crecimiento con 10 y 20 mg-L™. El nimero de brotes formados fue directamente
proporcional a la concentracion de los reguladores de crecimiento; Pierik
(1987a) menciona que las citocininas son esenciales para la activacion areolar,
ya que rompen la dominancia apical y activan las yemas axilares promoviendo
la citocinesis de las células; ademas influyen en el crecimiento y desarrollo

vegetal (Salisbury y Ross, 1992).

El regulador de crecimiento BAP indujo una produccion de brotes menor que
2iP, pero mayor formacion de callo; Mauseth (1977) menciona que BAP
estimula el crecimiento de callo en cactaceas pero sin diferenciacion de brotes,
sin embargo, en N. tetetzo se presentaron ambos tipos de respuesta y en

algunos casos nuevos brotes a partir del callo. BAP es el regulador de



crecimiento que se emplea con mayor frecuencia en el cultivo de tejidos de
cactaceas; sin embargo, en esta especie 2iP mostré un efecto superior en la

organogenesis.

N. tetetzo en el grupo control formd brotes, aunque estos se formaron con
mayor lentitud y en un nimero muy reducido comparado con los tratamientos
con reguladores de crecimiento; probablemente los explantes contenian
citocininas enddégenas en concentraciones suficientes para la organogénesis
(Escobar y cols. 1986) o posiblemente, sélo se debid al efecto estimulador de la
herida, el cual se sabe induce la formacién de nuevos brotes (Mauseth y
Halperin, 1975).

Los brotes formados al ser separados y subcultivados exhibieron oxidacién en
la superficie del corte, esta respuesta aumentd considerablemente con la
concentracion de citocinina en el medio de cultivo. Este evento fue disminuido
cuando los tejidos fueron inmersos en antioxidante (1 mg-L™* de &cido citrico +
1.5 mg-L™* de &cido ascérbico). En el cultivo de tejidos se ha comprobado que
el uso de antioxidantes ayuda a reducir problemas de oxidacién (George,
1993).

La oxidacion es un problema muy frecuente en el cultivo de tejidos de
cactaceas (Vyskot y Jara, 1984; Ault y Blackmon, 1987 y Clayton y cols. 1990),
este fenomeno es debido al dafio ocasionado a las células cuando son
cortados los explantes y en respuesta, éstas liberan sustancias fendlicas al
medio de cultivo, las cuales son oxidadas ocasionando senescencia en los
tejidos (Corona y Yafiez, 1984). Steinhar (1962) propone que la oxidacion se
debe a las polifenol oxidasas que en algunos tejidos se encuentran
relacionadas con la tirosina y altos niveles de sacarosa; la oxidacion en los
tejidos también es un indicador de estrés fisico por la diseccion que cada
especie presenta (Johnson y Emino, 1979). En el grupo control se presentaron
problemas de oxidacion ocasionalmente, lo cual sugiere que los reguladores de
crecimiento incrementan esta respuesta fisiolégica. Otra posible causa es la

acumulacion de etileno en el frasco de cultivo (Salisbury y Ross, 1992),
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utilizando un sistema de cultivo abierto se favorece el intercambio gaseoso y

esto podria disminuir la oxidacion de los tejidos.

Otro problema que se presentd en la propagacion de esta especie fue la
hiperhidratacion de los brotes cuando se cultivaron con altas concentraciones
de citocininas (10 y 15 mg-L™). Los brotes hiperhidratados se caracterizan por
presentar una desorganizacion de sus tejidos normales, ausencia de ceras
epicuticulares y presencia de células hipertrofiadas (Leshem, 1988), la
apariencia es vitrea, sus tallos son gruesos Y rigidos, presentan un contenido
inferior de proteinas y clorofila y un contenido mayor de agua (Bottcher, 1988).
Los principales factores que influyen en la hiperhidratacién son la disponibilidad
de agua en el medio de cultivo, la concentracion y el tipo de reguladores de
crecimiento, exceso de carbohidratos y minerales y baja intensidad luminica
(Tran Thann Van, 1981; Dabekaussen y cols. 1991; Ziv, 1991). Las citocininas
ablandan la pared celular haciéndola mas permeable y permitiendo el paso de
agua al interior de la planta (Salisbury y Ross, 1992). Una explicacion mas de
este fendmeno es que el exceso de etileno en la atmdésfera de las plantas in
vitro estresadas inhibe su propia biosintesis, educiendo la actividad de las
peroxidasas &cidas y esto obstaculiza el proceso de lignificacién (Mc Dougall,
1992; Zamorano, 1989). La lignina y la celulosa juegan un papel importante en
la formacion de la pared celular haciéndola mas rigida, por lo que su deficiencia
(niveles bajos de peroxidasas) permite una mayor absorcion de agua debido a
la reducida presion de la pared, ocasionando las malformaciones tipicas de una

planta hiperhidratada (Kevers, 1984).

Hubstenberger y cols. (1992) reportan que incubando los cultivos a 29 °C con
luz ininterrumpida fluorescente e incandescente a 150 mmoles m? st la
hiperhidratacion es eliminada virtualmente. En este trabajo se utilizd una
irradiacion de 35 nmoles m? s y 35 °C, sin embargo, algunas plantas de N.
tetetzo fueron capaces de recuperarse de este fendmeno hiperhidrico, en otros
casos se presentd la formacion de callo y este posteriormente se perdio por
oxidacion lo cual es semejante con lo reportado por Ault y Blackmon (1987)
guienes obtuvieron en sus cultivos de Ferocactus acanthodes brotes normales

y anormales. Los segundos crecieron rapidamente, fueron blandos e
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invariablemente produjeron callo, por lo que no fueron Utiles para propésitos de

propagacion.

La hiperhidratacion es un patron de crecimiento anormal que presenta un serio
problema en el cultivo de tejidos debido a que limita el éxito de muchos
sistemas de micropropagacion, pues aunque no reduce el nimero de brotes
producidos puede impedir su enraizamiento y sobrevivencia ex vitro (Ziv, 1991);
sin embargo, las plantas de N. tetetzo que se recuperaron de este problema
continuaron con su desarrollo normal, enraizando y estableciéndose en
invernadero. La hiperhidratacion puede ser controlada con el uso de altas
concentraciones de agar (10 g-L™!) para disminuir la disponibilidad de agua en

el medio y disminuyendo la concentracién de reguladores de crecimiento.

Una vez que termind la fase de proliferacion, los brotes comenzaron a enraizar,
algunos lo hicieron sobre el medio que contenia citocininas, pero en la mayoria
de los casos fue necesario realizar un subcultivo a MS libre de reguladores de
crecimiento. Se obtuvo un 75% de enraizamiento y no fue necesaria la adicion
de auxinas exdgenas para inducir esta respuesta; esto coincide con otras
cactaceas como Ferocactus acanthodes (Ault y Blackmon, 1987), Opuntia
polyacantha y Astrophytum myriostigma (Jiménez y cols. 2001) donde el
enraizamiento ocurri6 de manera espontanea al cultivarse sobre MS sin
hormonas. Esto puede deberse a que muchas cactaceas aparentemente tienen
la capacidad de producir altas concentraciones de auxinas in vitro y este hecho

favorece la induccioén de la raiz.

Altas concentraciones de citocininas usadas para la proliferacion de brotes
afectan la induccién de raiz (Rubluo y cols. 2002), esto se observé con los
brotes de N. tetetzo producidos en 10 y 15 mg-L™ de citocininas, los cuales
tardaron mas tiempo en enraizar, incluso en algunos casos so6lo se originaron
raices cuando la planta se cultivo en medio MS libre de reguladores de

crecimiento.

La formacion de raiz se origina porque durante el periodo de estrés hidrico, la

mayoria de las cactaceas propagadas in vitro son capaces de producir raices

37



adventicias a partir del tejido vascular. Las concentraciones de sales, sacarosa
y agar pueden ocasionar este estrés hidrico (Mauseth y Halperin, 1975) y

probablemente este fenbmeno se presenté en los brotes de N. tetetzo.

Diversas investigaciones sobre micropropagacion de cactaceas se encuentran
en la literatura, pero la fase de aclimatizacion de las plantas obtenidas, como la
propone Debergh (1991), no siempre se reporta, y en algunos casos esta
puede ser critica. Sin embargo, para propositos de conservacion es crucial que
las plantas micropropagadas sean reestablecidas en campo y completen su
ciclo de vida (Rubluo y cols. 1993).

Durante la transferencia a suelo existe la posibilidad de pérdida de plantas
debido a que estas se enfrentan a condiciones dificiles como mayor irradiacion
luminica y menor aporte nutricional y humedad relativa. Ademas se sabe que
las plantas obtenidas por cultivo de tejidos presentan caracteristicas diferentes
a aquellas de campo, las cuales dificultan su establecimiento en invernadero.
Una de las principales carencias de plantas derivadas in vitro es su bajo
contenido de ceras epicuticulares, lo cual es la principal causa para su
desecacion (Malda y cols. 1999a). Sin embargo, debido al metabolismo acido
de las crasulaceas (CAM) las cactaceas cierran sus estomas durante el dia
para evitar la pérdida de agua por evaporacion y solo los abren por la noche
para captar diéxido de carbono; esto es un factor importante que les permite

aclimatizarse ex vitro.

Para ciertas especies de cactaceas, la aclimatizacién parece no ser una etapa
critica, esto lo han demostrado diversos autores como Vyskot y Jara (1984),
Ault y Blackmon (1987), Rubluo y cols. (1993), Anicua y Rivas (1998), Balch y
cols. (1998), Bhau (1999), Malda y cols. (1999a), Malda y cols. (1999b), Flores-
Ledn y Ortiz-Montiel (1999), Papafotiou y cols. (2001), Jiménez y cols. (2001),
Rubluo y cols. (2002), Giusti y cols. (2002), Pérez-Molphe-Balch y cols. (2002),
Pelah y cols. (2002) quienes han obtenido porcentajes de sobrevivencia en
invernadero superiores al 80%, lo cual es muy similar a lo observado con N.

tetetzo quien present6 un 89 % de sobrevivencia después de 5 meses de
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cultivo en invernadero, las plantas fueron tomando una coloracion verde mas

intensa y se observo un engrosamiento en el tallo.

En relacion con el establecimiento de la especie en invernadero se logro
establecer un lote de 300 plantas de N. tetetzo en el invernadero de la FES
Iztacala, de las cuales se donaron 80 al Jardin Botanico “Helia Bravo Hollis” de
ZapotitlAn Salinas, Puebla. Ademas se realizé la reintroduccion de 10
ejemplares a su habitat natural, buscando la asociacién con Prosopis laevigata,
Mimossa luisiana y Parkinsonia praecox, ya que estas plantas actian como
nodrizas generando un microclima con menor intensidad luminica y mayor
humedad que favorecen la sobrevivencia de la cactacea. Después de tres
meses las plantas han sobrevivido, lo cual hace pensar que es posible su

reintroduccién a gran escala.

Algunas alternativas que podrian probarse para mejorar la micropropagacion
de esta especie son el probar otros reguladores de crecimiento en la fase de
proliferacion, como la cinetina que ha sido probada para otras especies como
Sulcorebutia alba (Pierik, 1987a) y Lophophora williamsii (Ortiz-Montiel vy
Alcantara, 1997) dando buenos resultados; el cultivo de callos es una opcion
gue falta por estudiar, en este trabajo se probo la incubacion sobre puente de
papel y se obtuvo la formacion de un brote, lo cual indica una posible ruta para
el cultivo de callos que pueden formar un mayor nimero de brotes para una
propagacion masiva de la especie. También podrian hacerse algunas
modificaciones al cultivo para evitar problemas como la oxidacion y la
hiperhidratacion, estas modificaciones pueden ser aumento de la intensidad
luminica, aumentar la concentracion de agar en el medio de cultivo, utilizar

tapas con filtros que permitan el intercambio gaseoso.

La propagacion in vitro de N. tetetzo es factible y puede contribuir en su
conservacion ex situ, manteniéndose colecciones en jardines botanicos con
fines de educacion e investigacion, asi como realizarse la reintroduccion de la
especie, ya que es clave en las comunidades donde habita. Ademas
localmente se vende como planta de ornato, y esto representa un ingreso

econdmico para la comunidad de Zapotitlan Salinas.
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9. CONCLUSIONES

La etiolacién no favorece la proliferacion de brotes en la micropropagacion de

Neobuxbaumia tetetzo bajo las condiciones de cultivo probadas.

Las citocininas 2iP y BAP inducen la formacion de brotes y ésta es

directamente proporcional a su concentracién en el medio de cultivo.

La citocinina que formé el mayor numero de brotes fue 2iP en la concentracion
de 15 mg-L.

Se presentd la formacion de raiz cuando los brotes se subcultivaron sobre

medio MS libre de reguladores de crecimiento.

La aclimatizacién no fue una fase critica para la especie, ya que posteriormente

a esta etapa logro establecerse exitosamente en invernadero.

La micropropagacion de N. tetetzo bajo las condiciones hasta ahora probadas
es factible a gran escala y resulta una herramienta de gran utilidad en
proyectos de restauracion para la reintroduccion de la especie al habitat

natural.
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11. APENDICE

Antecedentes Histdricos

Algunos estudios enfocados a Neobuxbaumia tetetzo que han aportado datos

sobre su taxonomia, biologia y ecologia se citan enseguida:

Backeberg en 1938 propuso separar al nuevo género Neobuxbaumia,
nombrado en honor de Franz Buxbaum, incluyendo varias especies que
previamente habian sido consideradas Cephalocereus (Pilocereus),
Lemaireocereus y Pachycereus. Este nuevo género agrupa nueve especies
(Glass, 1979 y Anderson, 2001).

Valiente-Banuet y Ezcurra (1991) analizaron la germinacion y sobrevivencia de
N. tetetzo bajo diferentes condiciones ambientales para determinar los
principales mecanismos de asociacion y establecimiento de las plantulas bajo
la copa de Mimosa luisiana. Ellos encontraron que el efecto de planta-nodriza
entre la cactacea y el arbusto es el resultado de una diferencia de la

sobrevivencia en los micrositios sombreados con menor radiacion solar.

Vite y colaboradores (1996) propusieron un posible hibrido natural entre N.
tetetzo y Cephalocereus columna-trajani en el Valle de Zapotitlan Salinas. En
su analisis concluyen que la ocurrencia hibrida es apoyada por criterios
morfométricos, y reforzada por el hecho de que los hibridos solo se encuentran
en un area restringida donde las especies parentales pueden llegar a ser

simpatricas.

Godinez-Alvarez y Valiente-Banuet (1998) analizaron los efectos de la
temperatura, imbibicion y escarificacion acida y mecanica sobre la germinacién
de ocho especies de cactaceas, entre ellas N. tetetzo, simulando las
diferencias de temperatura presentes bajo arbustos y en espacios abiertos, asi
como el efecto de la ingestion de semillas por aves o murciélagos. Los autores

observaron gue la germinacion de N. tetetzo no es afectada por la ingestion de
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semillas, por lo tanto el papel principal de los consumidores es la dispersion de
estas. Lo anterior sugiere que la humedad del suelo y las modificaciones
microambientales producidas por la planta nodriza juegan papeles primarios en

la germinacion y establecimiento de la cactacea.

Rojas-Aréchiga y colaboradores (1997) compararon la germinacién de siete
especies de cactaceas con cuatro tratamientos de luz y observaron que las
cactaceas globosas como Ferocactus robustus requieren condiciones de luz
para su germinacion, por lo que tienen un fotoblastismo positivo; en cambio las
cactaceas columnares como N. tetetzo presentan indiferencia a la luz, ya que

puede germinar en presencia de luz o en oscuridad total.

Ramirez y Valverde (2001) estudiaron la germinacién de N. macrocephala, N
tetetzo y N. mezcalaensis, observando que las caracteristicas germinativas de
estas especies actian como limitantes en su distribucion y abundancia.

Esparza y Valverde (2001) realizaron un estudio demogréfico comparativo de
las tres especies de Neobuxbaumia presentes en el Valle de Tehuacan. Los
resultados sugieren que posiblemente, a nivel de germinacion, existen

limitaciones por restriccién de habitat.

Godinez-Alvarez y colaboradores (1999) elaboraron un analisis de elasticidad
para determinar las interacciones bitticas y las dinamicas de poblacion de N.
tetetzo. Reportan en este trabajo que esta cactacea presenta una alta
mortalidad en las categorias juveniles, y decrece en las etapas adultas.
Durante las fases iniciales del ciclo de vida su asociacion a plantas nodriza
enfatiza el papel de aves y murciélagos en la dispersion de semillas asi como
el papel de las interacciones positivas sobre la dinAmica poblacional de las

cactaceas.
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Abreviaturas Utilizadas

ANA................. Acido naftalenacético
AlA..................Acido indolacético

BAP................. Bencilaminopurina

CAM................. Metabolismo &cido de las crasulaceas.
24-D.c.cciiinnn. Acido 2, 4-diclorofenoxiacético
2P, 6- (g, g— dimetilalilamino) purina
IBA......oeeveeene, Acido indolbutirico

KIN.....ooooi Cinetina

MS......ooooiienee Medio de cultivo desarrollado por Murashige y Skoog en1962
TDZ..ccoviinen. Thidiazuron

Glosario

Aclimatizacion: Es el término que propone Debergh (1991) para definir el
proceso de adaptacion ex vitro de las plantas micropropagadas. La diferencia
entre aclimatacion y aclimatizacion, es que el primero denota el proceso
mediante el cual, las plantas u otros organismos se ajustan o adaptan a un
nuevo clima o situacibn como resultado de un proceso natural. La
aclimatizacién implica la intervencion del humano, guiando el proceso de

ajustamiento.

Adventicio: Desarrollo de érganos (raices, yemas, vastagos, flores, etc.) o
embriones, a partir de zonas poco usuales, incluyendo callo. Si los érganos se
originan a partir de las células iniciales, primordios de los 6érganos, o los
embriones se originan a partir de cigotos, el término adventicio no puede ser

usado.

Agar: Producto de origen vegetal (obtenido a partir de algas), que se

utiliza para melificar medios nutritivos.
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Agua destilada: Agua producida por destilacion, que no contiene

compuestos organicos o inorganicos.

Antioxidantes: Grupo de sustancias quimicas que impiden la oxidacion,

por ejemplo el acido citrico.

Areola: Yema axilar que da origen a espinas, cerdas, pelos y en algunos

casos flores.

Autoclave: Aparato en el cual se esterilizan, por medio de vapor a presion,
los medios nutritivos, instrumental, etc.

Auxinas: Grupo De hormonas vegetales (naturales o sintéticas), que
producen elongacion celular, y en algunos casos division celular;
frecuentemente inducen la aparicion de rakces adventicias e inhiben el
desarrollo de yemas adventicias.

Callo: Tejido no organizado, formado por células diferenciadas y no
diferenciadas, que se dividen de forma activa y que generalmente se originan

en zonas dafadas (por heridas), o en cultivo de tejidos.

Citocininas: Grupo de hormonas vegetales (naturales o sintéticas), que
inducen la division celular y frecuentemente la formacién de yemas adventicias.
En la mayor parte de los casos bien la formacion de raices adventicias. Las

citocininas disminuyen la dominancia apical.

Cultivo de tejidos: Cultivo de protoplastos, células, tejidos, 6rganos,

embriones o semillas in vitro.

Cultivo en suspension: Cultivo en que las células aisladas y/o agregados

celulares crecen y se multiplican, suspendidos en un medio liquido.

Dominancia apical: Fendmeno por el que la yema terminal de una planta

impide el crecimiento de las yemas axilares.
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Explante: Porcion de tejido cortado, u 6rgano tomado de la planta, para

iniciar un cultivo.
Habituacion: Fendmeno por el que, después de un numero de
subcultivos, las células pueden crecer sin la adicion de hormonas, aunque

estas eran necesarias al principio.

Hiperhidratacion: Trastorno fisiologico donde las plantas tienen una

apariencia vitrea, células hinchadas, etc.
Hormona: Sustancia organica que se produce en la planta y que a bajas
concentraciones promueve el crecimiento, lo inhibe o lo modifica

cuantitativamente, generalmente en un lugar diferente de donde se origina.

Induccién: Iniciacibn de un proceso particular, con el resultado del

desarrollo de 6rganos (p. e. raices, brotes, flores, etc.)

In vitro: Literalmente “en vidrio”, en tubo de ensayo, matraz, etc.

Medio nutritivo: Mezcla de sustancias sobre las cuales pueden crecer

células, tejidos u 6rganos, con o sin agar.
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