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RESUMEN

Thelocactus bicolor (Cactaceae) se distribuye desde el sur de Texas hasta los estados de
Coahuila, Nuevo Leon, Durango, Zacatecas y San Luis Potosi y se encuentra en el Apéndice II
de la CITES, al igual que la gran mayoria de los miembros de la familia Cactaceae. 7. bicolor es
una planta de gran valor ornamental e interés comercial y frecuentemente es anunciada para su
venta en internet. El presente trabajo propone la propagacion in vitro como una estrategia para su
conservacion. Explantes longitudinales de plantulas entre 0.5 y 1 cm de longitud, germinadas in
vitro, se colocaron en medio MS (Murashige y Skoog, 1962) adicionado con la citocinina 6-
bencilaminopurina (BA) en concentraciones de 0, 1, y 2 mg L'y la auxina acido naftalenacético
(ANA) en concentraciones de 0, 0.5 y 1 mg L. Los explantes en medio adicionado con
BA/ANA 2/0.5 mg L™ presentaron la mayor produccion de brotes, seguidos de los tratamientos
0/0.5 y 0/0 (control); sin embargo, el tratamiento con presencia de BA desarroll6 el 67% de
brotes hiperhidratados. Se determiné que el tratamiento con ANA en una concentracion de 0.5
mg L fue el mas adecuado, al obtener un promedio de 2.87 brotes por explante. Los brotes
obtenidos fueron enraizados en medio MS adicionado con carbon activado 1.5 g L.
Posteriormente fueron trasplantados a un sustrato esterilizado compuesto por tepojal y tierra
negra en proporcion 1:1. La aclimatizacion se llevé a cabo en charolas de plastico mantenidas a
25+ 2 °C con un fotoperiodo 16/8 h luz/oscuridad y 30-35 umol m™ s™' durante 4 semanas antes
de ser transferidas a un invernadero. Finalmente fue posible establecer los brotes enraizados

obtenidos in vitro a condiciones ex vitro.
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RESUMEN

Thelocactus bicolor (Cactaceae) se distribuye desde el sur de Texas hasta los estados de
Coahuila, Nuevo Leon, Durango, Zacatecas y San Luis Potosi y se encuentra en el Apéndice Il
de la CITES, al igual que la gran mayoria de los miembros de la familia Cactaceae. T. bicolor es
una planta de gran valor ornamental e interés comercial y frecuentemente es anunciada para su
venta en internet. El presente trabajo propone la propagacion in vitro como una estrategia para su
conservacion. Explantes longitudinales de plantulas entre 0.5 y 1 cm de longitud, germinadas in
vitro, se colocaron en medio MS (Murashige y Skoog, 1962) adicionado con la citocinina 6-
bencilaminopurina (BA) en concentraciones de 0, 1, y 2 mg L™y la auxina 4cido naftalenacético
(ANA) en concentraciones de 0, 0.5 y 1 mg L™ Los explantes en medio adicionado con
BA/ANA 2/0.5 mg L™ presentaron la mayor produccion de brotes, sequidos de los tratamientos
0/0.5 y 0/0 (control); sin embargo, el tratamiento con presencia de BA desarroll6 el 67% de
brotes hiperhidratados. Se determind que el tratamiento con ANA en una concentracion de 0.5
mg L™ fue el mas adecuado, al obtener un promedio de 2.87 brotes por explante. Los brotes
obtenidos fueron enraizados en medio MS adicionado con carbon activado 1.5 g L™
Posteriormente fueron trasplantados a un sustrato esterilizado compuesto por tepojal y tierra
negra en proporcién 1:1. La aclimatizacién se llevd a cabo en charolas de plastico mantenidas a

2 571 durante 4 semanas antes

25 + 2 °C con un fotoperiodo 16/8 h luz/oscuridad y 30-35 umol m
de ser transferidas a un invernadero. Finalmente fue posible establecer los brotes enraizados

obtenidos in vitro a condiciones ex vitro.



I. INTRODUCCION
México es uno de los paises con mayor diversidad bioldgica a nivel mundial no sélo por

el numero de especies descritas de casi 65 000 (con una cifra estimada de mas de 200 000), sino
también por su diversidad genética y de ecosistemas (Mittermeier et al., 1997). Sin embargo, al
igual que en muchas partes del mundo, en México existe una fuerte presion sobre la
biodiversidad y a pesar de que la extincion de especies es un proceso natural, durante los Gltimos
afios la tasa de extincion a nivel mundial es mas de mil veces mayor que la estimada con el
registro fosil. Las principales amenazas son la conversion de los ecosistemas naturales a sistemas
productivos (agricolas o ganaderos), la contaminacion, el cambio climatico, la extension de la
mancha urbana, la introduccion de especies exdticas y las actividades ilegales como el trafico de
especies. En México se ha registrado el 5.2% de las extinciones del mundo en los dltimos 400
afios (Gentry, 1996).

De acuerdo con la informacién del Inventario Nacional Forestal (2000), las zonas &ridas
son las mas importantes por su extension, ya que cubren cerca del 29% del territorio nacional.
Este es uno de los principales factores que permiten que la mayor parte del territorio mexicano
cuente con vegetacion crasicaule, siendo en éstas zonas en las que se encuentran la mayoria de
las especies de la familia Cactaceae que, de acuerdo con Guzmaén et al. (2003), cuenta con 913
taxones de los que se reconocen 669 especies y 244 subespecies, agrupadas en 63 géneros, de los
cuales son endémicos de México 518 especies y 206 subespecies.

Debido a la situacion de riesgo en que se encuentran las cactaceas, se ha despertado el
interés en desarrollar investigaciones que permitan la recuperacion de las especies afectadas de
manera rapida e incrementar el nimero de individuos para su venta y asi disminuir la presion de
colecta a la que estan sometidas. El cultivo in vitro es una técnica que se ha utilizado
principalmente para la propagacion de especies de interés economico como lo son las hortalizas y
especies ornamentales. De igual forma se ha aplicado exitosamente en la propagacion de
cactaceas y otras especies en peligro de extincion. Algunas de las ventajas que presenta ésta
técnica de propagacion son que permite el desarrollo de plantulas libres de enfermedades y una
masiva y rapida multiplicaciéon (Gratton y Fay, 1990; Fay, 1993). Por esta razon, en el presente
trabajo se aplicaron las técnicas de cultivo de tejidos vegetales para la propagacién y como una
herramienta de conservacion de Thelocactus bicolor, cactacea de alto interés ornamental que si
bien no esté incluida en la NOM-059-ECOL-2001, su comercio se encuentra regulado por la
CITES en el Apéndice II.
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II. ANTECEDENTES

México es una nacion megadiversa. Cuenta con mas de 26 000 especies de plantas con un
nivel de endemismo superior al 40%. Destacan la familia Orchidaceae con 920 especies, el
género Pinus con 48 especies y la familia Cactaceae con 850 especies. La extraordinaria
biodiversidad del pais se explica principalmente por la complejidad de su topografia, la variedad
de climas y la convergencia de dos zonas biogeogréficas: la Neartica y la Neotropical. Los climas
con los que cuenta el pais van desde el tropical subhimedo hasta el clima arido seco (CONABIO,
1998).

1. Caracteristicas de la familia Cactaceae

Las especies de la familia Cactaceae son muy diversas, el género Pereskia es el Unico que
presenta hojas, en el resto de la familia las hojas estan ausentes o transformadas en espinas y la
funcién fotosintética la ha adoptado el tallo, que puede adquirir formas diversas como: las
arborescentes, columnares, globosas o cilindricas. Estas plantas también tienen distintos habitos
de crecimiento y pueden ser candelabriformes, solitarias, cespitosas o epifitas, éstas Ultimas
crecen en ambientes muy himedos. Sus tallos son suculentos y presentan proyecciones que
pueden ser tubérculos o costillas. La caracteristica mas representativa de la familia Cactaceae es
la presencia de aréolas, ubicadas en el apice de los tubérculos o en los margenes de las costillas y
se encuentran cubiertas por numerosos tricomas (lana) y espinas en nimero variable. Las aréolas
son estructuras meristematicas, equivalentes a las yemas axilares del resto de las angiospermas, y
tienen la capacidad de formar tricomas, espinas, flores, frutos y nuevos tallos, éstos ultimos como
consecuencia de estimulos tales como la pérdida del apice de la planta o lesiones provocadas en
los tejidos (Bravo-Hollis, 1978; Gibson y Nobel, 1986).

La distribucién natural de esta familia es exclusiva del continente Americano (a excepcion
del género Rhipsalis) y se extiende desde Canada hasta la Patagonia en Argentina, desde el nivel
del mar hasta los 5100 m de altitud en Peru. Estas plantas se encuentran principalmente en zonas
aridas y semiaridas, pero también en zonas tropicales y subtropicales (Bravo-Hollis, 1978;
Mauseth, 1990).
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2. Problematica de conservacion de las cactaceas

Los miembros de esta familia han alcanzado un valor muy importante como plantas de
ornato tanto en el mercado nacional como en el internacional, esto ha provocado que las plantas
sean extraidas de su habitat natural para formar parte de colecciones privadas en todo el mundo.
A pesar de que en la actualidad las medidas de proteccion de los ambientes silvestres son mas
eficientes, el saqueo ilegal se sigue llevando a cabo, principalmente para satisfacer el mercado
internacional. Esta préctica ha provocando la disminucion de las poblaciones naturales de
cactaceas, sin embargo, no es lo Unico que las coloca en una situacion de riesgo, también se
afiade la conversion de terrenos para uso agricola o pecuario y el crecimiento de la mancha
urbana que invade los ambientes en donde crecen (Bravo-Hollis y Scheinvar, 1995; Becerra,
2000; Benitez y Davila, 2002).

Actualmente existen instituciones que se encargan de generar listados donde indican en qué
categoria de riesgo se encuentran las especies. A nivel nacional estd la Norma Oficial Mexicana
(NOM-059-ECOL-2001), listado que sefiala cuales son las especies de flora y fauna silvestres de
México que se encuentran en alguna de las siguientes categorias: probablemente extintas en el
medio silvestre, en peligro de extincion, amenazadas, sujetas a proteccion especial, ademas de
sefialar aquellas que son endémicas (SEMARNAT, 2002). A nivel internacional, se encuentra la
Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza y los Recursos Naturales (IUCN)
encargada de sefialar cuales son las especies de flora y fauna extintas en estado silvestre, en
peligro de extincidn, vulnerables y las que se encuentran en menor riesgo (IUCN, 1994).

Otra organizacion es la Convencion sobre el Comercio Internacional de Especies Silvestres
de Fauna y Flora Amenazadas (CITES) que cumple con la funcién de regular el comercio y
explotacion de especies de flora y fauna, catalogandolas en apéndices. En el Apéndice | se
incluyen todas las especies en peligro de extincion que estan sometidas a comercio internacional;
su comercio esta practicamente prohibido salvo en casos excepcionales, tales como el
intercambio cientifico o de ejemplares propagados artificialmente en viveros registrados ante la
Secretaria de la CITES. En el Apéndice Il se encuentran aquellas especies que no necesariamente
estan en peligro de extincion pero si no se controla su comercio podrian llegar a estarlo (CITES,
2003).




Micropropagacion de Thelocactus bicolor (Galeotti ex Pfeiff.) Britton & Rose (Cactaceae)
Hilda Consuelo Zamora Maldonado

3. Distribucién y habitat del género Thelocactus

El género Thelocactus fue descrito por Britton y Rose (1922, 1923 citado en Ramirez, 2000)
e incluye 20 especies. Presenta una distribucion entre los 20° a 32° latitud norte en el Desierto
Chihuahuense y hacia el sur de Estados Unidos de Norte América (Fig.1). La mayoria de las
especies del género habitan en suelos de tipo calcareo y derivados de éstos, los cuales varian en
textura. En cuanto a las caracteristicas del habitat, Thelocactus se encuentra en elevaciones que
van desde 12 msnm hasta 2300 msnm, con precipitacion pluvial desde 156.9 a 847.2 mm
anuales, temperaturas maximas de 29.1 °C a 37.8 °C y minimas que van de 1.7 °C a 14.2 °C
(Anderson, 1987).

4. Distribucion y estatus de conservacion de Thelocactus bicolor
Thelocactus bicolor (Fig. 1) (Anexo 1) tiene
una distribucion muy amplia, desde el sur de
Texas en los Estados Unidos hasta los estados de
Coahuila, Chihuahua, Durango, Nuevo Leon, San
Luis Potosi, Tamaulipas y Zacatecas en México
(Fig. 2) (Bravo-Hollis, 1978, Guzman et al.,
2003). Actualmente se le ubica dentro del
Apéndice Il de la CITES, es decir que esta
especie no necesariamente se encuentra en peligro
de extincién pero si no se controla su comercio
podria llegar a estarlo (CITES, 2003).

De las cuatro subespecies solo estan incluidas
en la NOM-059-ECOL-2001 la subespecie
bolaensis (Amenazada) y la subespecie schwarzii
(sujeta a proteccion especial) (SEMARNAT,
2002; Guzmén et al., 2003).

Fig. 2. Mapa de distribucion de Thelocactus bicolor en
México. Tomado de Guzman et al., 2003.
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5. Comercio de cactaceas

Se sabe que el comercio de cacticeas inicié poco después de la conquista de América.
Muestrarios de plantas entre las que figuran las cactaceas que fueron llevados a Espafia,
demuestran que estas plantas causaron sorpresa y admiracion en Europa por lo exdtico de su
aspecto (Bravo-Hollis y Scheinvar, 1995). Pero no fue sino hasta el siglo XX cuando su demanda
se extendio en muchos paises europeos, en Japon y en Estados Unidos de Norteamérica donde las
especies de mayor importancia ornamental llegaron principalmente por medio de la extraccion
ilegal de su habitat natural (Arias, 1991).

Actualmente existe un mercado muy amplio de cactaceas debido a la gran demanda de estas
plantas. A través de una busgueda en internet realizada por un grupo de cientificos mexicanos en
el afio 2002, se comprobo la existencia de 19 proveedores internacionales de 8 paises en los que
se anuncian cactaceas mexicanas para su venta. Entre las especies anunciadas con mayor
frecuencia, se encuentra Thelocactus bicolor en el décimo lugar con una frecuencia de 42
(nimero de registros de venta encontrados en internet). La alta demanda de esta especie se debe
principalmente a la belleza de sus flores ya que son muy grandes (de 5-6 cm de longitud y 5-6 cm
de didmetro) y de color rosa purpura (Benitez y Davila, 2002).

En una busqueda realizada via internet (2007), fue posible encontrar que diversos sitios
cuentan con ejemplares de Thelocactus bicolor a la venta (Tabla 1) y con precios que van desde
$30 hasta $100 pesos mexicanos. En ninguno de los sitios de internet aqui expuestos se menciona
el origen de las plantas.

Tabla 1. Venta de ejemplares de Thelocactus bicolor en sitios de internet.

Rrecio en Equivalen.cia en Ta_maﬁo del Referencia
internet pesos mexicanos ejemplar
3.50 € $525 3-4 cm http://www.kakteen-haage.com (12 de
junio de 2007).
US$ 5.0 $55.0 ne http://cgi.ebay.com (12 de junio de
2007).
US$ 9.99 $109.0 ne http://cgi.ebay.com (12 de junio de
2007).

€: precio en Euros, USS: precio en ddlares Estadounidenses, $: precio en Pesos Mexicanos, ne: no especificado




Micropropagacion de Thelocactus bicolor (Galeotti ex Pfeiff.) Britton & Rose (Cactaceae)
Hilda Consuelo Zamora Maldonado

6. Estrategias de conservacion
Es importante tomar medidas preventivas antes de que las especies lleguen a formar parte de
las listas de especies en peligro de extincion (Cox, 1997). En el caso de las cactaceas, se han
hecho varios esfuerzos para protegerlas, dentro de los que se destaca el trabajo realizado por los
jardines boténicos, asi como la creacion de centros de propagacion y distribucion de cactaceas
como una medida que ayude a disminuir la presion de colecta sobre las poblaciones naturales
(Becerra, 2000).

La conservacion de las especies puede realizarse dentro (in situ) o fuera (ex situ) de sus
respectivos entornos naturales en los que se han desarrollado (Cox, 1997). En el ambito de las
plantas cultivadas, donde no existe propiamente un ecosistema natural, se implementan métodos
de conservacion ex situ, dentro de los cuales se encuentra el cultivo in vitro. Este método de
propagacién es una alternativa para las especies que no producen semillas o que producen muy
pocas, e incluso para las plantas que pueden ser propagadas por semilla pero sus ciclos de vida
son muy largos y producen semillas hasta alcanzar la madurez lo cual implica varios afios, como

es el caso de las cactaceas (Gonzélez, 2001).

7. Micropropagacion

Dentro de los usos del cultivo de tejidos vegetales (CTV) se encuentra la micropropagacion,
que se refiere a la generacion de brotes a partir de &pices, yemas o meristemos, y la consecuente
regeneracion de una planta. EI CTV es un conjunto de técnicas utilizadas para el establecimiento
y mantenimiento de 6rganos, células y protoplastos vegetales en cultivos de manera aséptica (in
vitro) y bajo el control de factores fisico-quimicos (reguladores de crecimiento, nutrimentos,
temperatura, luz y fotoperiodo) que permiten la regeneracion de nuevas plantas (Hurtado y
Merino, 1987; Hartman et al., 1997).

Histéricamente el cultivo de tejidos se inicia en el afio 1756 con los experimentos de
Duhamel, quien obtuvo la formacion de callo en plantas de olmo. Sin embargo, fue hasta 1902
cuando Gottlieb Haberlandt desarrollé6 por primera vez el cultivo de células vegetales en una
solucion nutritiva (Razdan, 2003). Los fundamentos de esta técnica se encuentran en la teoria
celular realizada por Matthias Jakob Schleiden y Theodor Schuann a principios del siglo XIX 'y

en el principio de la totipotencialidad celular ya que se describe que las células tienen la

6
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habilidad de dividirse y la informacion necesaria para regenerar a un organismo completo, por lo
que a partir de un segmento inicial de tejido, es posible regenerar en poco tiempo miles o

millones de plantas genéticamente iguales a la planta madre (Lebowitz, 1995).

La micropropagacion consta de 5 etapas o fases (George y Sherrington, 1984; Fay, 1993;
Hartman et al., 1997; Lynch, 1999; Razdam, 2003):

Fase 0 0 preparativa. La calidad de las plantas donadoras desde el punto de vista sanitario,
fisiologico y genético, es importante para que el desarrollo de la Micropropagacion sea eficiente
y repetible. Esta fase permite seleccionar la planta madre o donante que se encuentre en las
mejores condiciones para evitar contaminacion en la siguiente. Con la finalidad de reducir los
riesgos de contaminacion de los cultivos y maximizar la diversidad genética de las plantas

producidas se puede optar por la utilizacién de plantas cuyas semillas han germinado in vitro.

Fase 1 O establecimiento. Consiste en la seleccion y desinfeccion del explante y el
establecimiento aséptico en el medio de cultivo. Generalmente los explantes se toman de plantas
jévenes o de zonas de crecimiento activas ya que mientras mas joven y menos diferenciado sea el
tejido mejor serd la respuesta in vitro. Para la eliminacion de microorganismos contaminantes,
gue pueden ser hongos, levaduras o bacterias, los explantes son desinfectados superficialmente.
Los desinfectantes mas utilizados son el hipoclorito de sodio (NaOCI), alcohol (OH), hipoclorito
de calcio (CaOCl) y perdxido de hidrégeno (H.0). Conjuntamente con los desinfectantes se
pueden afadir algunas gotas de Tween (agente surfactante) con la finalidad de reducir la tension
superficial y eliminar las burbujas de aire que se forman en la superficie y cavidades del explante

para que los agentes desinfectantes pueden eliminar la mayor parte de los contaminantes.

Fase 2 6 multiplicacion. Consiste en colocar los explantes en un medio de multiplicacién, es
decir con reguladores de crecimiento. EI medio basal propuesto por Murashige y Skoog (1962) es
el que se reporta con mayor frecuencia para la propagacion in vitro de muchas especies de
plantas. En esta etapa es necesario un balance entre auxinas y citocininas en el medio de cultivo.
Este balance esta determinado por las concentraciones de citocininas y auxinas endogenas que
dependeran del tipo de explante seleccionado y de la especie que se trabajara. Algunas son
cultivadas sin la adicion de reguladores externos y generan brotes, probablemente debido a que

presentan cantidades endogenas suficientes de reguladores del crecimiento.
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Fase 3 6 enraizamiento. En esta etapa los brotes obtenidos en la fase dos, son transferidos a
medio sin reguladores de crecimiento 0 a medio con auxinas para inducir la formacién de raices.
El desarrollo de raices es importante ya que les permitiran comenzar la absorcion de nutrimentos

al transplantarse sobre un sustrato en condiciones ex vitro.

Fase 4 0 aclimatizacion. Aqui se da el cambio de una planta heterotréfica o mixotréfica a una
autotrofica y el paso gradual a condiciones ex vitro. Las plantas pueden parecer normales, sin
embargo, a menudo presentan modificaciones en su estructura o metabolismo tales como tasas
reducidas en la fotosintesis, una cuticula delgada y una apertura estomética anormal, lo que las
hace susceptibles a la deshidratacion. Por esta razon es importante realizar el cambio gradual de

un ambiente himedo a otro mas seco.

7.1.  Ventajas de la micropropagacion
A partir de pequefios fragmentos de tejido es posible obtener plantas libres de patégenos. La
produccién de plantas puede extenderse todo el afio ya que los cultivos no dependen de los ciclos
de vida o de cambios de estacion y se requiere de poco espacio para mantener los cultivos. Ya
que se expresa la totipotencialidad de las células, esta técnica ofrece un alto potencial para la
rapida multiplicacion en tasas muy elevadas (Hurtado y Merino, 1987; Fay, 1993; Gonzalez,
2001).

7.2.  Desventajas de la micropropagacion
El desarrollo de esta técnica es relativamente mas costoso en comparacion con otros métodos
de propagacion. EI mayor componente del costo es la labor manual, realizada por personal
especializado, siendo esta mayor en las Ultimas etapas donde se manipula cada brote
individualmente. Sin embargo en ciertos casos, los costos de propagacion son minimos o se
compensan con la cantidad de ejemplares obtenidos in vitro (Pérez Ponce, 1998). Algunos de los
factores que con mayor frecuencia obstaculizan el desarrollo de los tejidos cultivados in vitro se

mencionan a continuacion.

e Hiperhidratacion
De acuerdo con Debergh et al. (1992), la hiperhidratacion de los tejidos se observa con

mucha frecuencia en plantas propagadas in vitro. Estas plantas presentan irregularidades




Micropropagacion de Thelocactus bicolor (Galeotti ex Pfeiff.) Britton & Rose (Cactaceae)
Hilda Consuelo Zamora Maldonado

morfologicas, anatomicas y fisioldgicas. Algunas de las irregularidades observadas son la
presencia de espacios intercelulares muy grandes en mesofilo y parénquima, presencia de
cloroplastos con organizacién anormal en grana y estroma, bajo contenido de clorofila, cuticula
delgada, el peso seco del tejido es muy bajo y alto el contenido de agua. Su aspecto es trasllcido
debido a la gran acumulacion de agua en sus tejidos (Wetzstein y Sommer, 1982; Paques y
Boxus, 1987, citados por Debergh et al., 1992).

Son varios los factores que pueden inducir la hiperhidratacion, tales como un porcentaje de
humedad muy alto, el exceso de carbohidratos y minerales en el medio de cultivo o la baja
intensidad luminosa, asi como la cantidad y el tipo de citocinina empleada. La susceptibilidad a
la hiperhidratacion varia dependiendo de la especie (Leshem et al., 1988, citado por Debergh et
al., 1992).

e Variacion somaclonal
Se refiere a las anormalidades morfoldgicas que presentan las plantas y que son el resultado
de una variacion genética producida durante el cultivo in vitro. A ese tipo de variacion fenotipica
se le ha encontrado asociada en mayor frecuencia con el desarrollo de plantas obtenidas a partir
de callo (Gomez, 1998).

El incremento de la variacion genética en especies propagadas con fines ornamentales podria
ser desventajoso cuando el fenotipo obtenido es una forma no deseable. Sobre todo cuando la
micropropagacion se emplea en especies amenazadas es muy importante mantener una
estabilidad genética que permita la conservacion de las caracteristicas propias de la especie
(Pérez Ponce, 1998).

¢ Oxidacion fenolica
Se manifiesta como un ennegrecimiento del explante en la zona expuesta al medio de cultivo
que puede extenderse en todo el tejido e incluso en el medio afectando el crecimiento y en
algunas ocasiones provoca la muerte del explante. Por lo tanto la oxidacion fendlica puede ser un

serio problema para el establecimiento y supervivencia de los cultivos in vitro (Jiménez, 1998).

Generalmente se presenta cuando se dafian los tejidos durante la preparacion del explante, ya

sea al seccionarlo o durante la desinfeccion superficial, en ese momento los compuestos
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fenolicos que estan acumulados en grandes cantidades en las vacuolas se mezclan con el
contenido de los plastidos y otros organelos que contienen polifenoloxidasas, enzimas de
naturaleza oxidoreductasa, las cuales provocan la aparicion de la coloracion negra o marrén
como consecuencia del proceso de oxidacion y son estos compuestos oxidados los que inhiben la
actividad enzimatica que puede desencadenar el obscurecimiento y muerte de los explantes (Hu y
Wang, 1983).

8. Respuestas morfogenéticas

Los tejidos vegetales al ser cultivados en un medio con reguladores de crecimiento pueden
desarrollar 6rganos de manera directa, por ejemplo raices e incluso nuevos tallos (brotes); a este
proceso se le conoce como organogeénesis directa. En cambio, algunos otros pasan por una etapa
en que las células estan formando una masa de células desorganizadas y desdiferenciadas
Ilamada callo, que mas tarde puede desarrollar brotes y dar lugar a nuevas plantas, a este proceso
se le conoce como organogénesis indirecta. El otro tipo de respuesta es la embriogénesis
somatica, en donde se presenta la formacién de embriones, pero éstos no son producto de fusion
gamética y pueden desarrollarse de manera directa a partir del explante o de manera indirecta a
partir de callo (Hu y Wang, 1983; Smith, 1992; Hartmann et al., 1997; Pérez Ponce, 1998;
Razdam, 2003).

Cada una de las respuestas morfogenéticas estan determinadas por la interaccion,
combinacion y concentracion de los reguladores de crecimiento, aunque no siempre es necesario
proveer reguladores de crecimiento externos para obtener una respuesta, ya que al parecer los
factores fisicos como la intensidad luminosa o quimicos como los macronutrimentos o
micronutrimentos, afectan la movilizacion o produccion de reguladores endégenos (Hu y Wang,
1983; Bonga y von Aderkas, 1992; Gaspar et al., 1996).

9. Reguladores del crecimiento
Las citocininas y auxinas son los reguladores del crecimiento vegetal mas utilizados en el
CTV. El crecimiento de las plantas in vitro y su morfogenesis son regulados por la interaccion de
los reguladores adicionados al medio (exdgenos) y los producidos de manera endégena (Bonga y
von Aderkas, 1992; Gaspar et al, 1996; Evans et al., 2003).
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9.1. Citocininas

De manera enddgena, las citocininas se sintetizan en zonas meristematicas de raices y en los
embriones. Promueven la division y la expansion celular, rompen la dominancia apical y
contrarrestan el letargo. En CTV son utilizadas para romper la latencia de los meristemos
laterales y para promover la formacion de raices adventicias. Promueven la formacion de brotes
al adicionar al medio auxinas/citocininas y pueden desarrollar callo debido a que inducen la
division celular. Las que se utilizan con mayor frecuencia son la BA (benciladenina), K
(kinetina), 2iP (N-6 dimetil alil aminopurina) y Z (zeatina) (Hu y Wang, 1983; Gaspar et al.,
1996; Haberer y Kieber, 2002).

9.2. Auxinas

Se sintetizan en las yemas, en las hojas jovenes, los frutos asi como en el embrion.
Promueven el crecimiento, la divisién y la expansion celular, mantienen la dominancia apical,
estimulan la formacién y el alargamiento de las raices asi como la sintesis de pared celular. Se
emplean basicamente como promotores de la proliferacién celular y la induccion de la
morfogénesis. En CTV, las auxinas se usan junto con las citocininas para controlar la
diferenciacion y la morfogénesis. Las auxinas mas empleadas son el 2, 4-D (4cido 2, 4-dicloro
fenoxiacético), AIA (&cido indol-3-acético), AIB (&cido indol-3-butirico) y el ANA (&cido
naftalenacético). La concentracion de estos reguladores es un factor critico que varia
dependiendo de la especie. Altas concentraciones pueden causar anormalidades en el desarrollo o
su completa inhibicion (Hu y Wang, 1983; Bonga y von Aderkas, 1992; Gaspar et al., 1996;
Evans et al., 2003).

10. Cultivo de Tejidos Vegetales en Cactaceas
En especies de la familia Cactaceae las técnicas in vitro se han utilizado desde hace méas de
30 afios con la finalidad de propagarlas para su venta comercial, sin embargo, también se han
aplicado exitosamente en algunas especies con problemas de germinacion de lento crecimiento, o
que producen pocos hijuelos o semillas, lo que las ha puesto en riesgo de extincion. Es por esto
que el cultivo de tejidos vegetales puede ser utilizado en cactaceas como una herramienta de

propagacion masiva y contribuir asi a la conservacion de las especies cubriendo la demanda
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comercial, evitando asi el saqueo de individuos silvestres y por ende manteniendo el equilibrio de
los ecosistemas donde habitan (Fay y Gratton, 1992; Fay, 1993).

En la tabla 2 se muestran algunos de los trabajos que reportan la propagacién in vitro de
cactaceas, en ella se puede observar que el medio de cultivo mas utilizado para la proliferacion
ha sido el MS (Murashige y Skoog, 1962), adicionado de la citocinina BA en un rango de
concentraciones de 0.25 a 10 mg'L™, ya sea sola, o en combinacién de bajas concentraciones de
auxinas, principalmente ANA y 2, 4-D (0.01 a 2.0 mgL™). También se reportan buenos
resultados con las citocininas 2iP y K (Garay y Rubluo, 1992; Pérez-Molphe-Balch et al., 1998;
Castro-Gallo et al., 2002; Moebius-Goldammer et al., 2003; Davila-Figueroa et al., 2005).
Dentro de los géneros mas reportados estin Mammillaria, Ferocactus, Turbinicarpus,
Coryphabtha y Astrophytum sin embargo, los reportes para las especies del género Thelocactus
son muy escasos, solo fue encontrado uno para T. hexaedophorus donde fue posible la formacion
de brotes (13.6 brotes/explante) a partir de explantes obtenidos de plantulas germinadas in vitro y
cultivados en medio MS mas 2iP 6.0 mg'L™ (Castro-Gallo et al., 2002). Para T. bicolor no se

encontrd ningun reporte previo de su propagacion in vitro.
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IIL. JUSTIFICACION

Thelocactus bicolor es una de las especies de cacticeas frecuentemente anunciadas para
su venta en internet, lo cual implica una demanda comercial muy alta. Esta demanda sugiere que
las poblaciones naturales podrian estar sujetas al saqueo ilegal por lo que es importante tomar
medidas dirigidas a su conservacion antes de que llegue a estatus criticos como muchas de las
especies de esta familia. Una alternativa para este proposito es la propagacion in viro que sera

utilizada como una estrategia de propagacion para su conservacion.

IV. OBJETIVOS

1. General

& Establecer las condiciones experimentales para la propagacion in vitro de
Thelocactus bicolor (Galeotti ex Pfeiff.) Britton & Rose.

2. Particulares

&% Determinar la combinacion de citocinina/auxina que induzca la mayor formacion
de brotes.

& Establecer en condiciones ex vitro los brotes enraizados de Thelocactus bicolor.
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V. MATERIAL Y METODO

1. Escarificacion y desinfeccidon de semillas
Se utilizaron semillas de Thelocactus bicolor colectadas el 20 de Julio de 2004 en la
localidad Camino a “El Tejocote”, Municipio General. Cepeda, Coahuila (Carretera estatal Gral.
Cepeda-Parras, Km 763 N: 25° 19> 29.1”; W: 101 ° 37’ 1.2”), se colocaron en bolsas de papel
encerado y fueron almacenadas en refrigeracion dentro de un recipiente de vidrio cerrado que

contenta silica gel con indicador de humedad (Merck®).

Después de tres meses de su colecta y previo a la desinfeccion, las semillas fueron sometidas a
un proceso de escarificacion en acido sulfurico (H,SO4) concentrado durante 4 minutos.

Enseguida, las semillas se sometieron al siguiente proceso de desinfeccion:

Se lavaron en una solucién de detergente comercial (Dawn®) 3 gotas/50 mL de agua destilada
(20 min) y después con una solucién bactericida de Microdyn® 3 gotas/50 mL agua destilada (30
min). Posteriormente fueron desinfectadas en 50 mL de alcohol al 70% (2 min) y por ultimo, en
50 mL de hipoclorito de sodio al 30% (NaOCL, 6% cloro activo) mas 3 gotas de Tween 80 (30
min). Todo el proceso se llevo a cabo en agitacion continua. Bajo condiciones asépticas, dentro
de la campana de flujo laminar, las semillas se enjuagaron tres veces durante 1 min con agua

destilada esterilizada.

2. Germinacién in vitro
La siembra se realizé en frascos de vidrio (tipo Gerber®) con 30 mL de medio MS al 50% de
macronutrimentos y micronutrimentos, sacarosa 15 g L™, pH 5.7-5.8 y agar bactereolégico
Bioxon® 8 g L™* (Anexo Il). El medio fue esterilizado durante 18 min en un autoclave a 121 °C y
a una presion de 1.5 kg cm™. Se realizaron tres siembras de 30 semillas cada una y se colocaron
cinco por frasco. La incubacion se realizd en una camara de ambiente controlado a 25 + 2 °C,

fotoperiodo 16/8 h luz/oscuridad y 30-35 umol m?st

La evaluacidon de la germinacién se realizé diariamente para determinar su porcentaje. Se

consider6 que las semillas habian germinado cuando emergié la radicula.
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3. Obtencion y siembra de explantes
Las plantulas obtenidas de las semillas germinadas, con tallos de entre 0.5 a 1 cm de
longitud fueron seccionadas longitudinalmente para obtener dos explantes; las raices fueron
eliminadas. Como medio de induccion de brotes se utilizé el MS adicionado con la citocinina BA
(0, 1y 2 mg L™) en combinacién con la auxina ANA (0, 0.5 y 1 mg L) haciendo un total de
nueve tratamientos incluido el control (Tabla 3). Por cada tratamiento se sembraron seis

explantes longitudinales (2 explantes por frasco).

Tabla 3. Combinaciones de BA/ANA para el cultivo
in vitro de Thelocactus bicolor.
ANA

(mg L) BA (mg L™
0 1 2
0 0/0 1/0 2/0
0.5 0/0.5 1/0.5 2/0.5
1 0/1 1/1 2/1

Los cultivos fueron mantenidos en las mismas condiciones ambientales utilizadas para la
germinacién. Después de tres meses, los explantes fueron subcultivados en medio MS basal
adicionado con carbén activado 1.5 g L™ para promover la proliferacién y la elongacién de los
brotes. Las respuestas morfogenéticas evaluadas fueron la formacion de callo, el nimero de
brotes por explante el nimero de brotes por tratamiento y el desarrollo de raices. La evaluacion

se realiz6 cada semana.

4. Repeticion de los mejores tratamientos
Para cada uno de los cuatro tratamientos donde anteriormente se obtuvo el mayor nimero de
brotes se realizaron dos repeticiones con 20 explantes. El conteo de los brotes generados por cada
explante se realizd cada semana durante tres meses. Una vez transcurrido este tiempo, los
explantes fueron subcultivados en medio MS adicionado con carbén activado 1.5 gL™. En este
medio permanecieron cuatro meses mas donde continué el conteo de brotes y posteriormente se

llevd a cabo la individualizacién de los mismos.

18




Micropropagacion de Thelocactus bicolor (Galeotti ex Pfeiff.) Britton & Rose (Cactaceae)
Hilda Consuelo Zamora Maldonado

5. Individualizacion y enraizamiento de brotes
Dentro de la campana de flujo laminar los brotes con longitud entre 1 y 2 cm fueron
separados del tejido que les dio origen con la ayuda de un bisturi. Para promover la formacion de
raices, estos fueron subcultivados en medio MS basal adicionado con carbén activado 1.5 g L™
Los cultivos se mantuvieron a 25 # 2 °C con fotoperiodo 16/8 h luz/oscuridad y 30-35 pmol m™

s El conteo de las raices se realizé una vez por semana durante dos meses.

6. Aclimatizacion y establecimiento ex vitro.

Los brotes enraizados se sacaron de los frascos y las raices se lavaron cuidadosamente con
agua corriente para retirar los residuos del medio de cultivo. A todos los brotes enraizados se les
aplicé un enraizador comercial (Radix 1500®). Los brotes se sembraron en pequefias macetas de
plastico, en un sustrato compuesto por tepojal y tierra negra en proporcion 1:1, previamente
esterilizado en una autoclave durante 18 minutos a 121 °C y a una presion de 1.5 kg cm™. Las
macetas se colocaron en charolas de plastico con tapas transparentes para conservar la humedad
y se mantuvieron a 25 + 2 °C, fotoperiodo 16/8 h luz/oscuridad y 30-35 pmol m? s durante
cuatro semanas. Posteriormente, las charolas se transfirieron a condiciones de invernadero, donde

después de dos semanas se retiraron completamente las tapas.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Escarificacién y desinfeccion de semillas
La germinacion de las semillas solo fue posible escarificandolas. Después de varios ensayos
preliminares se determind que cuatro minutos en H,SO,4 concentrado fue el mejor tiempo para
lograr el mayor porcentaje de germinacion.

El proceso de desinfeccion fue exitoso obteniéndose el 0% de contaminacion.

2. Germinacion in vitro
Se calcul6 el promedio del porcentaje de germinacion de las tres siembras. La germinacion
inicié a partir del dia 10 posterior a la siembra y se obtuvo un porcentaje de germinacién
acumulada del 96.66 % en medio MS al 50% a los 19 dias (Fig. 3).
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Fig. 3 Germinacién acumulada in vitro de semillas de Thelocactus bicolor en medio MS al 50%.

En distintos reportes realizados sobre la germinacion in vitro de semillas de cactaceas es
posible sefialar que el medio mas empleado para este fin es el MS al 50%, en algunos casos se
especifica que fue modificado reduciendo a la mitad de los macronutrimentos, micronutrimentos

y la sacarosa.

20



Micropropagacion de Thelocactus bicolor (Galeotti ex Pfeiff.) Britton & Rose (Cactaceae)
Hilda Consuelo Zamora Maldonado

Olguin (1994) realiz6 ensayos de germinacién con Ariocarpus retusus en tres medios
diferentes: MS, MS al 50% de todos sus componentes ambos con 30 g L™ de sacarosa, asi como
en MS al 50% y 15g L™ de sacarosa. Se encontraron mayores porcentajes de germinacion en los
medios MS (66%) y MS al 50% 15g L™ de sacarosa (63%) ambos después de 50 dias.

Por otro lado, Rodriguez (2006) reporta que la germinacion de semillas de Echinocactus
grusonii es mas lenta en el medio MS en comparacion con los medios MS al 50% y agua+agar,
siendo el MS al 50% el dptimo para la germinacion y el desarrollo de las plantulas. Esto debido a
que en el medio MS existe una mayor cantidad de solutos disueltos, lo que provoca una
disminucion en el potencial hidrico y restringe la disponibilidad de las semillas a tomar el agua.

Resultados similares encontraron Rosas-Lopez y Collazo-Ortega (2004) en semillas de
Echinocactus platyacanthus que alcanzaron un mayor porcentaje de germinacion en menor
tiempo en agua+agar (100% en 19 dias) en comparacion con aquellas semillas que germinaron en
medio MS al 50% que alcanzaron un porcentaje del 88% en 34 dias. Sin embargo, también
menciona que el agua+agar solo aceleré la germinacion y no el crecimiento de las plantulas,
debido a la carencia de nutrientes en el medio, mientras que aquellas plantulas que se
desarrollaron en medio MS al 50% presentaron un 6ptimo desarrollo porque la disponibilidad de

nutrientes fue mayor.

Castro-Gallo et al. (2002), reportan que emplearon plantulas germinadas in vitro de
Thelocactus hexaedophorus sin embargo, no incluyen datos sobre germinacion de las semillas.

Debido a que se ha encontrado que una mayor disponibilidad de agua y un alto potencial
hidrico son importantes para la germinacion, y tomando en cuenta que los nutrientes presentes en
el medio juegan un papel muy importante en el desarrollo de las plantulas, en el presente trabajo

se decidio utilizar el medio MS al 50% de macronutrimentos, micronutrimentos y sacarosa.

El porcentaje promedio de germinacidn in vitro obtenido en Thelocactus bicolor (96.66 %)
fue similar al registrado por Rodriguez (2006) con Echinocactus grusonii, logrando un 95% de
germinacion en agua+agar y un 94% en medio MS al 50% ambos en 19 dias y fue mayor y en

menor tiempo en comparacion con Ariocarpus retusus (Olguin,1994), Echinocactus
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platyacanthus (Rosas-Lépez y Collazo-Ortega, 2004), Pelecyphora aselliformis (Santos-Diaz et
al., 2003) y Cephalocereus senilis (Tapia, 2006) que alcanzaron porcentajes del 63% en 50 dias,
88% en 34 dias, 55% Yy 22% en 45 dias respectivamente en medio MS al 50%.

En las semillas de Thelocactus bicolor el rompimiento de la cubierta seminal inici6 a los
cuatro dias posteriores a la siembra, mientas que la radicula comenzé a emerger en un promedio
de 10 dias. Después de 12 dias emergio el hipocotilo y posteriormente el epicotilo. A los 20 dias
se desarrollaron los tubérculos que presentaron una longitud de 0.1 cm y en su extremo distal se
formaron las espinas (Fig. 4). Las plantulas alcanzaron una longitud de 0.5 cm después de cinco

semanas.

0.5cm

Fig. 4. Esquema de las etapas de la germinacion in vitro de Thelocactus bicolor. a)
rompimiento de la testa; b) surgimiento de la radicula; c) inicia el desarrollo del
epicétilo; d) plantula con tubérculos.

1. Respuestas morfogenéticas

Después de 5 dias en el medio de
induccion todos los explantes desarrollaron
una coloracion rojiza en la zona del corte que
estuvo en contacto con el medio de cultivo,
debido probablemente al dafio generado por el
corte y solo prevalecio en el 10% de los
explantes. Lo anterior también lo reportd
Tapia (2006) para Cephalocereus senilis en

todos los tratamientos. Después de 30 dias se

Fig. 5. Desarrollo de callo color marrén en explantes de

comenzaron a observar las siguientes  Thelocactus bicolor en BA/ANA 1/0.5 mg L™ después
de 30 dias de cultivo. c: callo color marrén, ex:

respuestas morfogenéticas: explante.Barra 0.5cm.
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3.1. Formacion de callo

Después de 30 dias en medio de induccion
se formé callo compacto y de color marrén en
la base de los explantes en siete de los nueve
tratamientos (Fig. 5). Giusti et al., (2002) y
Pérez-Molphe-Balch et al. (1998) reportaron
el desarrollo de callo en la zona del corte, el
primero en explantes de Pelecyphora
aselliformis y Escobaria minima, y el segundo
en un estudio realizado con 21 especies de
cactaceas. Por otro lado, Hu y Wang (1983)

observaron que la coloracién marrén o café de

Fig. 6. Callo compacto color marrén en explantes de
Thelocactus bicolor con BA/ANA 2/0 mg L después de
60 dias de cultivo. c, callo; ex, explante. Barra 0.5 cm.

los tejidos puede estar relacionada con la presencia de compuestos fendlicos que muchas veces

provocan la oxidacion y muerte de los explantes. Para contrarrestar los efectos de la oxidacién

Jiménez (1998) reportd que usualmente los explantes son enjuagados con soluciones

antioxidantes, en otras ocasiones se adicionan antioxidantes al medio de cultivo o se realizan

varios subcultivos, también menciona que la disminucion de la intensidad luminosa, los cambios

en la concentracion de sacarosa, la modificaciéon del pH y la regulacion de la temperatura, son

factores que se modifican para disminuir la incidencia de la oxidacion en los cultivos in vitro.

En este caso aunque el 48% de los
explantes que desarrollaron callo se oxido (Fig.
6), solo el 18% continud con esta tendencia por
lo que no se consider6 necesario el uso de
antioxidantes o la modificacion de alguna otra

variable para contrarrestar este efecto.

Después de 35 dias se observo la
formacion de callo compacto y de color blanco
en la superficie de los explantes (Fig. 7).

Fig. 7. Desarrollo de callo compacto de color blanco a
partir de explantes de Thelocactus bicolor en BA/ANA 1/1
mg L™ después de 35 dfas de cultivo. c, callo. Barra 0.5 cm.
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La presencia de callo en esa zona también lo reportaron Davila-Figueroa et al. (2005) en

explantes de ocho especies y subespecies de Turbinicarpus. Al mismo tiempo se observo el

desarrollo de callo verde desmenuzable. Los dos tipos de callo se formaron de manera aleatoria

en todos los tratamientos, excepto en el control (sin reguladores de crecimiento), y se desarrollo

rapidamente cubriendo a los brotes formados lo que interfirid en el desarrollo e individualizacion

de los mismos (Fig. 8). Este tipo de respuesta también la reporté Tapia (2006) para

Cephalocereus senilis.

Rubluo (1997) mencion6 que usualmente la
presencia de auxinas induce la produccion de
callo. En un estudio realizado por Pérez-
Molphe-Balch et al. (1998) con 21 especies de
cacticeas, encuentran que la presencia de
auxinas exdgenas promueve el desarrollo de

callo.

En Thelocactus bicolor la formacion de
callo se presentd en todos los tratamientos
excepto el control. Sin embargo, en la repeticion

realizada con los mejores cuatro tratamientos

Fig. 8. Desarrollo de callo desmenuzable color verde a
partir de explantes de Thelocactus bicolor en medio con
BA/ANA 0/0.5 mg L. Se observa que el callo cubre a
los brotes. ¢, callo; br, brotes. Barra 0.5 cm.

incluido el control, también se observé en este Gltimo el desarrollo de callo tal como lo

reportaron Flores-Ledn y Ortiz-Montiel (2000) en explantes de Cephalocereus senilis. Esto se

puede atribuir a la presencia de auxinas enddgenas en el tejido que promueven este tipo de

respuesta.
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3.2. Rizogeénesis

Después de 20 dias en el medio de induccién en
dos tratamientos (0/0.5 y 1/0) y el control (0/0) se
observo el desarrollo de pequefias raices en la parte
basal de los explantes que estaba en contacto con el
medio (Fig. 9). El mayor ndmero de raices por
tratamiento (10, 1.6 raices por explante) se obtuvo
en ANA 0.5 mg L™ en ausencia de BA, no obstante
que las auxinas son las principales inductoras de la
rizogénesis, esta respuesta también fue observada
en presencia de BA 1 mg L' (4 raices por

tratamiento, 0.6 raices por explante) o en ausencia

Fig. 9. Formacion de raices en explantes de
Thelocactus bicolor en BA/ANA 1/0 mg L™ después
de 30 dias de cultivo. r, raiz; ex, explante. Barra 0.5
cm.

de ambos reguladores de crecimiento (2 raices por tratamiento, 0.3 raices por explante).

En la repeticion de los mejores tratamientos se encontrdé que un mayor nimero de explantes

desarrollaron raices de manera espontanea en el tratamiento con ANA 1mg L™ (Tabla 4) lo cual

podria estar relacionado con el papel que desempefian las auxinas como promotores de la

proliferacion celular estimulando la formacion y alargamiento de raices (Evans et al., 2003).

Tabla. 4. Porcentaje de explantes de Thelocactus bicolor que
desarrollaron raices en la repeticion de los cuatro mejores tratamientos.

B%ALI\-LA Ndmero de explantes con raices y %
0/0 13/40 (32.5)
0/0.5 18/40 (45)
071 19/40 (47.5)
2/0.5 4/40 (10)
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3.3. Organogénesis

Lo brotes se desarrollaron via directa por
activacion areolar después de 30 dias de
induccion. La organogénesis se presentod en
ocho de los nueve tratamientos. Durante la
primera semana de cultivo, los explantes
comenzaron a incrementar su tamafio y las
aréolas se observaron muy blancas debido al

desarrollo de tricomas.

Después de 35 dias se comenzaron a

observar pequefias protuberancias verdes que

Fig. 10. Desarrollo de brotes en explantes de Thelocactus
bicolor en BA/ANA 0/0.5 mg L™ después de 35 dias de cultivo.
br, brotes de 2 mm de altura; ex, explante. Barra 0.5 cm.

surgian del apice de las aréolas (Fig. 10). A las cuatro semanas, los diminutos brotes habian

alcanzado 1-2 mm de altura e inicio el desarrollo de espinas y tricomas (Figs. 11y 12).

Los tratamientos que presentaron el mayor
numero de brotes por tratamiento fueron

aquellos en ausencia de la citocinina (Tabla 5).

Estos resultados difieren de lo publicado

para la gran mayoria de las cactaceas
propagadas in vitro, donde la presencia de las
citocininas fue indispensable para promover la
induccién de brotes, mientras que las auxinas
podran  estar ausentes 0 en bajas
concentraciones (Tabla 2). Un buen ejemplo

fue reportado por Pérez-Molphe-Balch et al.

Fig. 11. Formacién de brotes a partir de la activacion de
aréolas en explantes de Thelocactus bicolor en BA/ANA 0/0.5
mg L después de 30 dias de cultivo. br, brote; ex, explante; a,
aréola. Barra 0.2 cm.

(1998) para 21 especies de cactaceas, donde la formacion de los brotes ocurrié en

concentraciones de BA 1y 2 mg L™, con (0.01 mg L™) o sin la auxina ANA, en especies de

diversos géneros como Mammillaria, Astrophytum, Ferocactus y Cephalocereus, entre otras. En

un trabajo mas reciente Castro-Gallo et al. (2002) trabajaron con 10 especies de diferentes

géneros y obtuvieron resultados similares en relacion a la proporcién citocinina/auxina requerida
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para la proliferacion de brotes, sin embargo, las -
concentraciones de citocininas fueron mayores
(BA1,2,3y4mgL™;2iP4y6mgL") que
en el primer caso (BA 1y 2 mg L™), sélo para
Corypantha elephantides fue necesaria la
auxina (ANA 0.1 mg L) (Tabla 2). Estos
trabajos confirman lo  sefialado  por
Hubstenberger et al. (1992, citado por Rubluo T iy
et al., 2002) quienes mencionan que las =~ “

i -
Fig. 12. Brotes diferenciados que surgen a partir de las
aréolas de los explantes de Thelocactus bicolor después
de 60 dias de cultivo en el tratamiento control. br, brotes:
ex, explante. Barra 0.2 cm.

citocininas exogenas son esenciales para la
formacion in vitro de brotes en la familia de las

cactaceas, mientras que las auxinas no son requeridas necesariamente.

Existen pocos trabajos en cactaceas donde la sola presencia de auxinas haya promovido la
formacion de brotes. Rubluo et al. (2002) analizaron la influencia de las auxinas como Unica
fuente de regulador del crecimiento exdgeno en las respuestas morfogenéticas de explantes de
Mammillaria san-angelensis obtenidos de brotes previamente regenerados, mantenidos y
subcultivados in vitro por siete afios. Las auxinas utilizadas fueron AIA, AIB, ANA,y 2, 4-D en
concentraciones para cada una de 2, 4 y 6 mg L™. AIA, AIB y ANA mostraron correlacién lineal
positiva entre la concentracion de auxina y el nimero de brotes por explante, mientras que con la

citocinina 2, 4-D la relacion fue negativa.

En la tabla 5 se observa que, para los explantes de Thelocactus bicolor, la interaccién entre
ambos fitoreguladores no resulté tan favorable para la induccion de brotes e incluso el numero
obtenido de brotes por tratamiento (1/0.5: 5 brotes, 1/1: 4 brotes, 2/0.5: 8 brotes y 2/1: 3 brotes)
fue menor que en el tratamiento control (0/0: 9 brotes).

La concentracién BA 2 mg L™ se reporta como una de las més utilizadas exitosamente para
la induccion de brotes como en Nyctocereus serpentinus, Carnegia gigantea (Pérez-Molphe-
Balch et al.,, 1998; 2002); Astrophytum ornatum, Mammillaria bocasana y Pilosocereus
chrysacanthus (Castro-Gallo et al., 2002), sin embargo en T. bicolor la respuesta fue nula. Los

mejores tratamientos fueron aquellos en los que la citocinina BA estuvo ausente; siendo el mejor
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ANA 0.5 mgL™ (16 brotes), sequido de ANA 1 mg L™ (12 brotes) y finalmente el control (9

brotes).

Tabla 5. Namero de brotes por tratamiento obtenidos en explantes cultivados in
vitro de Thelocactus bicolor en los distintos tratamientos de BA/ANA.

BA/ANA Numero de explantes con No. de brotes por

mg L™* raices y % tratamiento
0/0 3/6 (50) 9
0/0.5 2/6 (33.3) 16
0/1 5/6 (83.3) 12
1/0 1/6 (16.6) 3
1/0.5 1/6 (16.6) 5
1/1 1/6 (16.6) 4
2/0 0 0
2/0.5 2/6 (33.3) 8
2/1 1/6 (16.6) 3

Después de 12 semanas en medio de
induccién, algunos brotes presentaron ciertas
anormalidades comparados con el resto de los
brotes, es decir, mostraron tubérculos muy
grandes, aréolas con numerosos tricomas de color
marron y aparentemente sin espinas. Estos brotes
se desarrollaron aglomerados y la parte basal
presentaron una superficie de contacto muy grande
con el explante gque los origind, lo que imposibilito
posteriormente su individualizacion (Figs. 13 y
14).

Esta caracteristica se presentd también en
Echinocactus platyacanthus en donde, los brotes
provenientes de tratamientos con BA, mostraron
caracteristicas similares que no permitieron su
individualizacion (Saby et al., 2004). Giusti et al.
(2002) obtuvieron en Pelecyphora aselliformis y

Fig. 13. Brotes de Thelocactus bicolor (BA/ANA 2/0.5 mg
LY. El de la parte superior presenta aspecto normal; el de la
parte inferior aréolas con tricomas de color marrén (a), la
base es muy amplia (b). br: brote. Barra 0.5 cm.

Fig. 14. Brote de Thelocatus bicolor(BA/ANA 2/0.5mg L™)
de aspecto distinto, en donde se aprecian las aréolas de color
marrén y aparentemente sin espinas. br: brote, a: aréolas.
Barra 0.5 cm.
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Mammillaria pectinifera la formacion de brotes con caracteristicas morfoldgicas distintas a las de
estas especies en proporciones de 0.5 y 1%. Por su parte, Rodriguez (2006) reportd el desarrollo
de brotes a los que denomindé como brotes de apariencia anormal en un 50.25% en los
tratamientos con BA. Para Thelocactus bicolor se obtuvieron resultados muy similares ya que los

brotes de apariencia anormal sélo se observaron en presencia de BA en un 35%.

: .‘y‘ Simultaneamente a la aparicion de los brotes

” anormales también se presentaron problemas de
hiperhidratacion. Los brotes hiperhidratados se
caracterizaron por presentar color verde mas claro
que el del explante que los origind, los tejidos se
observaron traslucidos y desarrollaron tubérculos
mas grandes con espinas mAas cortas en

comparacion con el resto de los brotes (Fig.15).

3 '.’,‘; . "- s ' fk
l) 1"' s
patie ) X o m 2%
Fig. 15. Brote de Thelocactus bicolor con sefiales de | d Iti | di
hiperhidratacion y rodeado por callo en BA/ANA 1/0.5 A las 15 semanas de cultivo, ya en el medio
mg L™ br, brote; ca, callo. Barra 0.5 cm. . .
g basal, los brotes hiperhidratados aumentaron su
turgencia y comenzaron a presentar fisuras, después el tejido se desorganizé formando callo

verde claro desmenuzable que no fue organogénico (Fig. 16).

Esto concuerda con lo observado por Pérez-
Molphe-Balch et al. (1998) en varias especies de A : N
cactaceas quienes obtuvieron brotes de apariencia :
traslucida, con un nimero reducido de espinas los

cuales no fue posible establecer en suelo.

En Thelocactus bicolor la hiperhidratacion se

observé de manera azarosa en siete de los nueve
tratamientos (control, 0/0.5, 0/1, 1/0.5, 1/1, 2/0.5, : ——

Fig. 16. Brote hiperhidratado de Thelocactus
2/1) en un porcentaje de 26.6%, mayor en bicolor. br, brote; f, fisura; td, tejido desorganizado.

Barra 0.5 cm.
comparacion con lo que reporté Rodriguez (2006)
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para Echinocactus grusonii con un 3.6%. Giusti et al. (2002) obtuvieron un porcentaje de
hiperhidratacion del 62% para Mammillaria pectinifera y un 63.7% en Pelecyphora aselliformis,
éstos porcentajes fueron mayores de acuerdo a lo observado para Thelocactus bicolor. Castro-
Gallo et al. (2002) no mencionaron problemas de hiperhidratacion para Thelocactus

hexaedophorus.

Este tipo de respuesta pudo deberse a las condiciones in vitro. Dillen y Buysens, (1989
citado por Debergh et al., 1992), sefialan que un alto contenido de agua en el medio, el tipo de
material y la tapa del contenedor pueden afectar el intercambio gaseoso y permitir que se
concentre el vapor de agua, lo que provoca que en los cultivos exista una mayor disponibilidad
de agua desencadenando su acumulacion en los tejidos. La temperatura, la intensidad luminosa y
la calidad del aire en el contenedor también pueden influir en el desarrollo de la planta en cultivo
(Brainered y Fichigami, 1981 citado por Debergh et al., 1992; Phan y Hegedus, 1986; Ziv, 1991).

La susceptibilidad a la hiperhidratacion varia dependiendo de la especie (Debergh et al.,
1992). Rubluo (1997) menciond que el factor genético juega un papel muy importante en la
expresion morfogenética de los cultivos in vitro. En algunos reportes como el de Pérez-Molphe-
Balch et al. (1998) se menciona que fue posible contrarrestar la hiperhidratacion elevando la
concentracion de agar de 8 a 10 g L™ y hasta 12 g L™. Pan y van Staden (1998) sefialan que la
adicion de carbon activado en el medio de cultivo también contrarresta la hiperhidratacion de los

tejidos.

En la repeticién realizada con los cuatro mejores tratamientos (BA/ANA mg L™: 0/0, 0/0.5,
0/1 y 2/0.5) se observé el mayor nimero de brotes por explante (7 brotes) se generé en la Gltima
combinacion (Tabla 6), cantidad que fue menor a la reportada por Castro-Gallo et al. (2002) para
Thelocactus hexaedophorus donde obtuvieron 13.6 brotes por explante. No obstante en este
tratamiento se obtuvo el mayor nimero de brotes y tambiéen se registro el mayor porcentaje de
respuesta de los explantes (75%), 25% de los brotes presentaron caracteristicas morfologicas
diferentes y el 67% hiperhidratacion. En ambos casos no fue posible individualizarlos por lo que

solo el 8 % de los brotes obtenidos llego hasta la etapa de enraizamiento.
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El promedio de ndmero de brotes por explante en los otros tres tratamientos fue en orden
decreciente 0/0.5 (2.87 brotes), 0/0 (2.15 brotes) y 0/1 (1.7 brotes). La respuesta inusual de
proliferacion de brotes en la sola presencia de la auxina indica que esta especie probablemente
posee altas concentraciones de citocininas que promovieron la formacion de brotes ain en el
tratamiento control asi como en combinacion con la auxina exogena. Al aumentar la
concentracion de ésta (1 mg L™) el nimero de brotes por explante disminuyé casi en un 50%, sin
embargo, fue en este tratamiento donde se obtuvo el menor porcentaje de brotes hiperhidratados
(3.2%).

Tabla 6. Evaluacion de los cuatro mejores tratamientos para la formacion de
brotes de Thelocactus bicolor después de tres meses en medio de induccion y tres
meses en medio sin reguladores de crecimiento.

BA/ANA NUmero de Promedio de No. de brotes por _ Bl_’otes
(mgL-) explantes con brotes por tratamiento hiperhidratados
g raicesy % explante (%)
0/0 12/20 (60) 2.15 43 16.27
0/0.5 13/20 (65) 2.87 57 40
0/1 8/20 (40) 1.7 34 3.2
2/0.5 15/20 (75) 7 70 67
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3.4. Regeneracion apical
La regeneracion apical se observo cuando
uno de los explantes conservd el meristemo
apical provocado por un corte longitudinal

inexacto de la plantula.

Esta respuesta s6lo se presentd en tres
tratamientos. Después de 20 dias en medio de
induccion, la zona del corte en contacto con el
medio cicatriz6 mientras que el apice se elongo
(Fig. 17). Esto se observo sélo en los
tratamientos con ANA y en ausencia de BA,

siendo el tratamiento 0/0.5 el que present6 el

Fig. 17. Regeneracion apical de un explante de
Thelocactus bicolor (BA/ANA 0/0.5). ap, apice
elongado; z, zona de cicatrizacion; r, raiz. Barra 0.5 cm.

mayor porcentaje (50%), sequidos del tratamiento control y 1 mg L™ ambos con 33.3%. En la

repeticion de los cuatro mejores tratamientos, la regeneracion apical se presentdé nuevamente sélo

en presencia de ANA y en ausencia de BA. En la combinacién 2/0.5 no hubo respuesta, el mayor

porcentaje se observé en el tratamiento control (35%) (Tabla 8).

Tabla 8. Regeneracién apical en la repeticion de los cuatro
tratamientos en Thelocactus bicolor después de tres meses en medio
de induccion y tres meses en medio sin reguladores de crecimiento.

BA/ANA Numero de explantes con
mg L™ raices y %
0/0 14/40 (35)
0/0.5 12/40 (30)
0/1 9/40 (22.5)
2/0.5 -
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Resultados similares los reportd Tapia (2006) para Cephalocereus senilis en donde observo
esta respuesta principalmente en presencia de ANA y en ausencia de BA, encontrando el mayor
porcentaje (65%) en el tratamiento control. Rodriguez (2006) en Echinocactus grusonii reporto
54.44% en presencia de K y 52.22% en el tratamiento control. Probablemente la regeneracion
apical se presenta en los tratamientos sin reguladores de crecimiento debido a la presencia de
reguladores enddgenos, en el meristemo apical especialmente auxinas, ya que estas mantienen la
dominancia apical y promueven el crecimiento, division y expansion celular (Gaspar et al., 1996;
Evans et al., 2003). En el trabajo realizado por Castro-Gallo et al. (2002) con Thelocactus

hexaedophorus no reportaron una respuesta similar.

Los explantes de Thelocactus bicolor que presentaron regeneracion apical fueron
subcultivados en medio sin reguladores de crecimiento y después de ocho dias en incubacion
comenzaron a desarrollar raices en la parte basal, observandose como una planta completa

después de 14 semanas.
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2. Individualizacion y enraizamiento de brotes

El 70% de los brotes desarrollados se
diferenciaron del explante que los origind después de
tres meses de cultivo por lo que se consideraron aptos
para ser individualizados, ya que de esta manera la
zona del corte es menor y cicatriza en menor tiempo
(Fig. 18). Estos brotes fueron sembrados en medio
MS con carbén activado (1.5 g L™) (Fig. 19) ya que
Pan y van Staden (1998) sefialan que el carbon
activado se ha utilizado de manera satisfactoria para
promover el desarrollo de raices y la elongacion de
los brotes obtenidos in vitro. De igual forma Castro-
Gallo et al. (2002) en Pilosocereus chrysacanthus

demuestran que los brotes individualizados que se

Fig. 18. Brotes de Thelocactus bicolor después de
tres meses de subcultivo en MS con carbon
activado 1.5 g L™ listos para ser individualizados.
z, zona de contacto brote- explante reducida; ex,
explante. Barra 0.3 cm.

desarrollaron en medio con carbdn activado alcanzaron un mayor tamafio que aquellos

sembrados en medio que no lo contenia.

Pérez-Molphe-Balch y Davila-Figueroa (2002)
en Pelecyphora aselliformis y P. strobiliformis
reportaron que ademas de observar un mayor tamafio
de los brotes en medio con carbon activado, éstos
también presentaron una mayor eficiencia en el
enraizamiento, 87% 'y 89% respectivamente.
Hemphill et al. (1998 citado por Pérez-Molphe-
Balch y Davila-Figueroa, 2002) mencionan que la
reduccion de niveles de BA enddgenos incrementa el
enraizamiento ya que se ha observado en otras
plantas que los brotes en etapa de elongacion el

Fig. 19. Brotes de Thelocactus bicolor
individualizados después de 30 dias en medio MS
+ carbon activado1.5 g L. Barra 0.3 cm.

medio con carbon activado reduce los niveles endogenos de este regulador de crecimiento

promoviendo la generacion de raices.
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Giusti et al. 2002 reportaron un alto porcentaje
de enraizamiento en medio MS sin reguladores de
crecimiento para Mammillaria pectinifera (92.5%),
Escobaria minima (83.5%) y Peleciphora
aselliformis  (76.3%). En varias especies de
Mammillaria se ha reportado el desarrollo de raices
de manera espontanea sin la necesidad de auxinas

(Rubluo, 1997). Sin embargo, existen algunas

Fig. 20. Brotes enraizados de Thelocactus bicolor especies como Stenocereus thurberi, Carnegia

en medio MS adicionado con carbon activado 1.5 . . .

gL 1, raiz. Barra 0.5 cm. gigantea y Pachycereus pringlei en las cuales se
encontrd que los porcentajes mas altos de enraizamiento se lograron en medio adicionado con
AlIB: 88, 92 y 96% respectivamente (Pérez-Molphe-Balch et al., 2002) e incluso para
Mammillaria huitzilopochtli Rubluo et al. (1993) encontraron que la formacién de raices solo fue

posible en presencia de auxinas (AIA 0.01 mg L™).

El enraizamiento de los brotes individualizados generados de Thelocactus bicolor ocurrié de
manera espontanea en un 45% en medio sin reguladores de crecimiento (Fig. 20), este porcentaje
fue menor en comparacion con lo que reportaron Castro-Gallo et al. (2002) para T.
hexaedophorus donde obtuvieron el 67% de brotes enraizados in vitro en medio MS adicionado
con AIB1mg L™

3. Aclimatizacion y sobrevivencia ex vitro

La transferencia de los brotes enraizados generados in vitro a condiciones ex vitro se
considera como la etapa mas importante ya que la sobrevivencia de éstas determina el éxito de la
micropropagacién (Kadlecek et al., 2001). Debido a las condiciones especiales en las que crecen
las plantas in vitro, éstas tienden a presentar deficiencias morfoldgicas, anatémicas, y fisioldgicas
como tallos mas delgados, menor cantidad de ceras cuticulares, una gran cantidad de agua en las
células, escasa capacidad fotosintética, estomas con baja funcionalidad asi como crecimiento
heterotréfico o mixotréfico (Deng y Donnelly, 1993 citado por Pospisilova et al., 1999), por lo
que durante las primeras semanas del trasplante a condiciones ex vitro es necesario controlar los
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factores ambientales para evitar el
exceso de transpiracion de las
plantas hasta que éstas logren un
adecuado desarrollo de los estomas
y de la cuticula, manteniendo una
alta humedad relativa hasta que las
plantas se adapten a las nuevas
condiciones (Hu y Wang, 1983,
Kadlecek et al., 2001).

M S
Fig 21. Plantas de Thelocactus bicolor después de 12 meses en
El porcentaje de sobrevivencia condiciones de invernadero.

en suelo de los brotes enraizados in vitro de Thelocactus bicolor fue de 81% de un total de 113
brotes (Fig. 21), este porcentaje fue menor en comparacién a lo reportado por Castro-Gallo et al.
(2002) para T. hexaedophorus quienes obtuvieron un 90% de sobrevivencia, sin embargo, no

mencionan el nimero de brotes que lograron transferir a condiciones ex vitro.

En Thelocactus bicolor la principal causa de mortandad durante la etapa de aclimatizacién
fue la excesiva pérdida de agua en los tejidos de las plantas. Fila et al. (1998, citado por
Pospisilova et al., 1999) mencionan que en los cultivos in vitro la desecacion de los tejidos es la
principal causa de muerte debido a que en esta etapa muchas de estas plantas no logran un
desarrollo adecuado de raices presentando una baja capacidad en el transporte de agua, y ya que
en condiciones de invernadero la incidencia luminosa es mucho mas alta y la humedad relativa es

menor, la pérdida de agua de las plantas es mucho mayor lo que provoca su muerte.

Es importante sefialar que el presente trabajo es el Unico que reporta la propagacion in vitro

de Thelocactus bicolor y el segundo para el género.
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VII. CONCLUSIONES

e La escarificacion con é&cido sulfdrico (H,SO4) fue esencial para promover la
germinacion de las semillas de Thelocactus bicolor.

e El proceso de desinfeccion empleado para las semillas de T. bicolor permitié su
establecimiento in vitro en condiciones asepticas.

e El desarrollo de callo se present6 en todos los tratamientos incluyendo el tratamiento
control.

e La presencia de ANA estimul6 el desarrollo de un mayor nimero de raices adventicias
en los explantes.

e EIl mayor nimero de brotes por explante se observo en el tratamiento BA/ANA 2/0.5
(7) mg L?, pero un 35% de los brotes generados se desarrollaron con anormalidades
morfoldgicas que no permitieron su individualizacion y se manifesto el mayor porcentaje
de hiperhidratacion en un 67%.

e Los mejores tratamientos para la propagacion in vitro de T. bicolor fueron en orden
decreciente ANA 0.5 mg L™, el tratamiento control y ANA 1 mg L™, obteniéndose un
promedio de 2.87, 2.5y 1.7 brotes por explante respectivamente.

e Los brotes regenerados desarrollaron raices en MS 50% con carbén activado 1.5 g L™
sin la necesidad de utilizar reguladores de crecimiento en el medio de cultivo.

e El porcentaje de sobrevivencia ex vitro de los brotes enraizados de T. bicolor fue del

81% (92/113), siendo este el primer reporte de micropropagacion para esta especie
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VIII. ANEXO 1

Ubicacién taxondmica de la especie Thelocactus bicolor (Galeotti ex Pfeiff.) Britton y Rose
(Bravo-Hollis, 1978, Guzman et al., 2003).

Reino Vegetal
Subreino Embriophyta
Division Traqueophyta
Subdivision Angiospermae
Clase Dicotiledonea
Orden Caryophyllalles
Familia Cactaceae
Subfamilia Cactoideae
Tribu Cactoideae
Subtribu Cacteae
Género Thelocactus
Especie bicolor
Subespecie bicolor
bolaensis
flavidispinus
schwarzii

Descripcion botanica (Bravo-Hollis, 1978)
Plantas en su mayoria simples, los tallos son de ovoides hasta cilindricos de 7 a 20 cm y en
ocasiones hasta 35 cm de altura y de 5 a 15 cm de didmetro de color verde glauco, sus tubérculos
se encuentran dispuestos en costillas. EI namero de costillas es de 8 a 13, redondeadas, rectas o
un poco espiraladas; sus aréolas son circulares o algo alargadas, las espinas son radiales
numerosas, 7 a 18 y hasta 25, delgadas, 1 a 3 superiores hasta de 75 mm de longitud. Centrales
generalmente de 1 a 4 de 2.5 a 3 cm de longitud; sus flores se encuentran dispuestas en el apice
de la planta, de 5 a 6.5 cm de longitud y 5 a 6 cm de diametro; el pericarpelo es globoso, verdoso,
provisto de escamas, segmentos exteriores del perianto de color rosa parpura; segmentos
interiores del perianto de color rosa purplreo, con la base mas oscura y rojiza. Semillas de 2.5
mm de longitud, de 1.75 mm de ancho y 1.25 mm de espesor; hilo basal circular; testa
reticulado—papilosa, negra. Fruto pequefio de cerca de 12 mm de longitud y 9 a 12 mm de
diametro, provisto de escamas, de color castafio rojizo. Esta especie consta de cuatro variedades

var. bicolor, var. flavidispinus, var. bolaensis y var. Schwarzii.
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IX. ANEXO II

Formulacién medio de cultivo Murashige y Skoog (MS), 1962

e Macronutrimentos (gL
NHsNO3 1.65
KNO3 1.90
MgSQO,. 7H,0 0.37
KH,PO, 0.17
CaC|2, 2 H,O 0.44

e Micronutrimentos
Kl 0.00083
HsBO;3 0.0062
MnSQO;4. H,O 0.01689
ZnSQ0O4. 7TH,0 0.0086
Na;Mo00,4.2H,0 0.00025
CuSO0,. 5H,0 0.000025
CoCl,. 6H,0 0.000025

COMPUESTOS ORGANICOS

e Soluciéon de Fierro-EDTA

Na,EDTA 0.0373

FeS0O,.7H,0O 0.0278

. Vitaminas

Acido nicotinico 0.0005

Piridoxina-HCI (B6) 0.0005

Tiamina-HCI (B;) 0.0001
e Aminoéacidos

Inositol 0.10

Glicina 0.002
e Sacarosa 30
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