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RESUMEN.

Regeneracioim vitro de Ariocarpus bravoanus Hernandez y Anderson
(CACTACEAE), especie endémica mexicana en peligrextincion.

Ariocarpus bravoanus, especie endémica de México, se encuentra en peligro de
extincion en virtud de las colectas ilegales queshé&ido, que aunado al limitado
conocimiento que de ella se tiene, hacen urgerdabzae estudios encaminados a su
conservacion. Una alternativa es la aplicacionagetécnicas de cultivo de tejidos para
lograr un método de micropropagacion eficiente perenita reducir la presion sobre esta
especie y contribuir a su conservacion. A partiB@glantulas germinadas asépticamente y
después de un tratamiento (30 semanas) en medi0 M&Hhdo BAP (0-0.5 mg/l) + ANA
(0-5 mg/l) y KIN (0-0.5 mg/l) + 2,4-D (0-5 mg/l) $egré la formacion de tubérculos (337)
y de brotes (120) sin lograr enraizamiento. A paig los cultivos se disectaron 450
tubérculos individuales y se ensayaron seis traiaimé para inducir enraizamiento en
medio de cultivo MS50 (8 semanas) suplementadoAdBn(0-2 mg/l) + ANA (0-1 mg/l)
obteniendo respuestas positivas. Se logr6 la regeidain vitro de A. bravoanus, a partir
de tubérculos y de brotes mdltiples que se origimale callo utilizando KIN (0.1 mg/l) +
2,4-D (1 mg/l) obteniendo 37 tubérculos. El dedhrrde raices ocurrio via organogénesis
directa y se observo a las dos semanas aun endé e induccion con AIB (2 mg/l) +
ANA (0.05 mg/l) obteniendo 27 tubérculos enraizados explantes que al principio del
tratamiento desarrollaron callo en su porcion &ter apical, después de ocho semanas
fueron los que formaron mayor cantidad de raiceéqoecentaje de enraizamiento de
tubérculos fue de 30% y el porcentaje de formacénbrotes fue de 11%, las raices
obtenidas fueron vigorosas y de 4-8 en cada tulzer8e adaptaron a condiciones de
invernadero 4 plantulas en una mezcla de tierraanegrmiculita y peat-moss 1:1:1
teniendo resultados positivos. Estos resultadoshipar vislumbrar el establecimiento de

un método efectivo para la regeneracion y consgmaieA. bravoanus.

Palabras claveAriocarpus, micropropagacion, organogénesis, enraizamient#, AAIB,
Cactaceas, conservacion.



l.- INTRODUCCION.

Una de las familias botanicas mas importantes delgirmundo vegetal
caracteristica de zonas aridas y semiaridas lotingyen las Cactaceas con
aproximadamente 100 géneros y alrededor de 15@@iespBarthlott y Hunt,
1993) y, paradgjicamente, no obstante que sondugamtmaultiples recursos,
es uno de los grupos mas amenazados y en maygropeé extincion por lo
gue es necesario realizar esfuerzos encaminadas @rsservacion. Una
alternativa para lograrlo es el empleo del cultide tejidos para su

regeneraciom vitro y posteriormente llegar a niveles de propagaciasiva.

En México, mas de la mitad del territorio es ardsemiarido, motivo
por el cual es posible encontrar gran diversidaccaldaceas, que son los
elementos mas prominentes en dichas tierras. Estroygais encontramos 48
géneros y alrededor de 570 especies (Gomez-Hisasjrdlernandez, 2000),
aunque otros (Bravo-Hollis y Scheinvar, 1995) citadis de 850 especies y
algunos hasta 925 especies (Soltero, 1999) lo goesentaria el 45 % de
diversidad conocido de la familia. Hernandez y @edi(1994) han estimado
gue el 35% (197 especies) estan amenazadas oigm okl extincion; Soltero
(1999) sefnala que son 217 especies. Hernandez)(2etdla mas de 50
géneros y alrededor de 550 especies, de las cumlesercio estaria

amenazado.



Las cactaceas son autoctonas del continente Amerieacontrandose
en localidades que van desde el nivel del mar halStades cercanas a los
3600 msnm (INE, 2001), se distribuyen en zonasrteas, selvasRhipsalis
spp.) y hasta en zonas montafiosas como los Andplrpcactus spp.). Las
cactaceas se caracterizan principalmente por sulesuwia; cuentan con
organos especializados llamados aréolas que soprdasictoras de tallos,
hojas, espinas y frutos. Asimismo, poseen divefsasas en su habito de
crecimiento tales como columnar, candelabros, tagueesféricas, etc., y
pueden medir desde unos cuantos centimetros hastantetros de alto y un

metro o0 mas de diametro (Bravo-Hollis y Scheint8g5).

Son precisamente sus formas que a veces resalpaiciosas y hasta
monstruosas lo que ha elevado su valor como plamtesnentales, llegan a
cotizarse en precios muy elevados sobre todo ersegpakeuropeos,
Norteamérica y Japon (INE, 2001), con lo que seoaocado una grave
problematica en cuanto a su conservacion ya qupalaciones estan siendo
sistematicamente saqueadas (Franco, 1997). Sumealmlaos bruscos en el
suelo por el uso extensivo agricola o la creadémuevas carreteras, la
construccion de presas, vias para cables de eldatti y teléfono,
urbanizacion, ganaderia y los drasticos cambidsieartales, han puesto en

grave peligro la supervivencia de muchas espeSigwinayor, 1999).



En México, el uso de las cactaceas es y ha sidoimpgrtante y se
encuentran ligadas al desarrollo y a la culturaustro pais, una especie del
géneroOpuntia estarepresentada en el escudo nacional, el cual esadtl en
documentos oficiales, monedas y billetes. Las ptamtel géner®puntia
fueron utilizadas desde tiempos prehispanicos ceustrato para cultivar un
insecto del géner®actyloplus spp, conocido como “cochinilla del nopal”
utilizado para obtener un tinte. Varias especiesadtdceas son consideradas
como fuente de alimento por sus frutos y tallosteclos que se conocen las
tunas y nopalitosCpuntia ficus-indica) o biznagas Kerocactus pilosus).
Lophophora williamsii o “peyote” que por sus propiedades alucinégenas se
usa en ritos religiosos por varios grupos étnicoma los huicholes,
tarahumaras, coras y tepehuanes (Becerra, 200@)quauen grandes
cantidades es considerado toxico. Determinadasasfide loCephalocereus
spp. o Pilosocereus spp. se utilizan para tejer o rellenar cojinesra®t
cactaceas sirven como lefia 0 como madera pardimdaion de muebles
(Trichocereus pasacana, Opuntia alcaches). Incluso se han utilizado las
espinas como anzuelos de pesbtéarmillaria spp.). Los indios Cahita
utilizan el Pachycereus pecten-aboriginum como peine e incluso se les ha
utilizado como amuletos Epithelantha micromeris) (Bravo-Hollis vy

Scheinvar, 1995).



El uso indiscriminado de las cactaceas ha amenaaadobrevivencia
en estado silvestre y ha motivado que en nuestsospdes proteja desde 1930
(INE, 2001), fecha en que se firmdé un reglamentoa da recoleccion y
explotacion de plantas, frutos y semillas de caetsicrecientemente se emitio

la NORMA Oficial Mexicana NOM-059-ECOL-200Proteccion Ambiental-

Especies nativas de México de flora y fauna sitessCategorias de riesgo y
especificaciones para su inclusion, exclusion obdasrlLista de especies en
riesgo. En esta norma estan incluidas un niumerorianpte de las especies de
cactaceas que existen en nuestro pais (284 egpdoiegie es concordante
con otras leyes y reglamentos internacionales, clanm@onvencion sobre el
Comercio Internacional de Especies en Peligro dmé&i&n de Fauna y Flora
Silvestres (CITES) o la Union Internacional paraGanservacion de la
Naturaleza (UICN) que manejan diferentes categgriastados de riesgo de
acuerdo a las condiciones en que se encuentrespasies y a las que nuestro
pais estad adherido, esto permite regular el comgreroteger las plantas
silvestres asi como estimular el conocimiento decka@s especies que se
encuentran amenazadas (Franco, 1994; Oldfield,;19%as y Synge, 2007).
En este sentido, la familia entera de cactaceanseentra en el apéndice |l
de la CITES vy en la lista roja de la UICN (2006)iiscluyen 66 especies de

cactaceas mexicanas.



A este respecto, un estudio reciente (Aeagl., 2005) ha permitido
comparar y homologar los nombres de las cactaceagamas incluidas en
las tres referencias de especies protegidas aandb los datos y sirviendo

de referencia para evitar confusiones. Ver Anexo 1.

Como resultado de dicha proteccion y gracias a dosierdos
internacionales se ha logrado aplicar la ley ydiear cabo algunos decomisos
tendientes a desanimar la practica del saqueo, dal ¢ aumenta
considerablemente debido a que producir una cactdesde semilla hasta su
etapa adulta cuando puede ser puesto a la vend pakelar hasta un afio y
medio en el mejor de los casos (Orellana, 1998jul provoca conductas de
saqueo de los mismos pobladores y de coleccionigtatesionales y
aficionados. El saqueo se ha calculado en mas @@0dm® ejemplares al afo;
de 1984 a 1986 se reportaron exportaciones deceast&acia los E.U. de 800
mil cactaceas, aunque la mayoria colectados delonmmlvestre (Franco,
1997). En marzo del 2000 se recuperaron 927 ejeeyplde cactaceas que
habian sido saqueados de nuestro pais y que iodéenter introducidos a

Holanda. Entre las especies recuperadas se erizamt8?2 ejemplares d&.

bravoanus, recientemente descritg, que una vez regresados a nuestro pais se

enviaron a Unidades de Manejo para la Conservad®ia Vida Silvestre

(UMA) autorizadas por el Instituto Nacional de Exgia (PROFEPA, 2000).



Estudios mas completos estiman que entre 1998 §,a@%ca de 100 000
plantas suculentas, en su mayoria cactaceas, fuelectadas de poblaciones

silvestres (Robbins y Barcenas (2003) en Hernark{$s).

La pérdida de biodiversidad en nuestro pais segnavado en los
ultimos anos (WWF, 2003), en gran medida por lapjraactividad del
hombre (deforestacion, actividades ganaderas, idaties agricolas,
construccion de carreteras, contaminacion, etce) sumada a las propias
presiones ecologicas como la erosion, inundaciotesbios en los ciclos
hidrologicos han provocado un desequilibrio enplalslaciones silvestres y la

desaparicion de innumerables especies.

Se calcula que existen alrededor de 250,000 espai®e plantas
vasculares en el mundo, de las cuales 60,000 sarhaktinguido o estaran en
peligro de extincion al llegar el afio 2050 (RavE®86). En nuestro pais, de
las casi 30,000 especies que existen (Rzedowskl,) ¥d 15% se considera en

peligro de extincion.

Existe en nuestro pais una zona conocida como dliee
Chihuahuense que comprende una superficie aprogimael 630,000
kilbmetros cuadrados compartidos con los Estadadddrde Norteamérica;

en México se extiende a través de San Luis Pokashaulipas, Nuevo Leon,



Zacatecas, Durango, Coahuila y Chihuahua (Gatider@p 2003). Esta
flanqueado por montafias que impiden el paso deun@etlad del mar. Lo
conforman planicies aluviales, laderas y montafiggedsas; casi el 80% de
sus suelos son calcareos. Se considera una derlas aridas y semiaridas
mas grandes del mundo y la tercera con mayor dikaelsbiologica en el
mundo después de Namib-Karoo de Africa y el Grasid@® Arenoso de
Australia. Aqui se encuentran especies animales egetales Unicas
(endémicas) que no se encuentran en ningun otar I(ldernandez, 2006;

PRONATURA, 2003).

En esta zona crecen aproximadamente 318 especiesaaléceas
agrupadas en 40 géneros diferentes (Hernandez),2l@0@ue representa
aproximadamente el 20% de las que hay en el mundse ysiguen
descubriendo nuevas especies unicas; entre Atrasarpus bravoanus que
es una de las especies mas restringidas geograftan{Hernandez y
Barcenas, 1996). Otras especies como retusus, A. agavoides;
Strombocactus disciformis o Aztekium hintonni tienen prohibiciones totales
de comercio por lo amenazado de sus poblacionescdaaaceas del Desierto
Chihuahuense estan siendo saqueadas de manermimidiada y si no se
toman medidas inmediatas se corre el riesgo deepespecies y alterar el

delicado equilibrio de la zona. Una gran variedadhdbitantes del desierto



desde colibries hasta los leones de montafia depeielelas cactaceas,
perderlos puede ser tan impactante para el eaosistemo lo seria cortar

totalmente un bosque.

En el presente estudio se describe la regeneragionitro de
Ariocarpus bravoanus a partir de semillas, tubérculos y brotes, coma un
alternativa para incrementar el conocimiento dea estpecie, asi como
contribuir a su conservacion, a través de su regerm a partir de las

técnicas de cultivo de tejidos vegetales.



|.1.- DESCRIPCION DE Ariocarpus bravoanus Hernandez y
Anderson.

Clasificacion Botanica

REINO Vegetal
DIVISION Embryophyta
SUBDIVISION Angiospermae
CLASE Dicotyledonae
ORDEN Caryophyllalles
FAMILIA Cactaceae
SUBFAMILIA Cactoideae
TRIBU Cacteae
SUBTRIBU Thelocactinae
LINEA Strombocacti
GENERO Ariocarpus
SUBGENERO Roseocactus
ESPECIE Ariocarpus bravoanus Hernandez y Anderson

Se reconocen dos subespecies: sulyspoanus

subsphintonii (Stuppy & N.P.Taylor) E.F.

Anderson & W.A. Fitz Maurice

Se conoce con el nombre comun de Biznaga peyotillo



DESCRIPCION BOTANICA (basada en descripcion origina

Hernandez y Anderson, 1992).

Planta arrocetada, sésilallo reducido, sin espinas, casi enterrado (Fig. 1),
con una marcada depresion central, de 6 — 8.5 aiiddeetro, con un extenso
sistema mucilaginoso, tubérculos ascendentes gelale olivo o verde gris,
con papilas irregulares en el apice, algunas vieEepapilas se encuentran
formando uno o dos surcos lateraldggolas centrales de 8 — 14 miflores

de 2.5 cm de longitud, filamentos blancos, antaraarillas, pistilo blanco.
Semillasde 1-1.5 x 0.7-1.5 mm (Fig. 2), piriformes o sémtnes, negras,

tuberculadas.

HABITAT.

Se localiza en la region del Desierto Chihuahuemsel estado de San
Luis Potosi, México, en el area de Huizache a dtitmdade 1500 msnm
(Hernandez y Barcenas, 1996); considerada comodmudasierto caliente, en
suelos calcéareos, clasificada como matorral desénticrofilo (Rzedowsky,
1978; Hernandez, 2006), y se encuentra asociad@laotas deAgave spp.,
Hechtia spp., Yucca spp. yCalliandra eriophylla (Hernandez y Anderson,

1992).



Fig. 1.- Planta adulta dériocarpus bravoanus. (Tomado de Bradleya,

Hernandez y Anderson, 1992).

Fig. 2.- Semilla deAriocarpus bravoanus mostrando ornamentaciones.

Tamafo maximo de 1-1.5 x 0.7-1.5 mm, coloraciérraeg



DISTRIBUCION GEOGRAFICA.

Las plantas del géneAriocarpus que comprende 6 especies conocidas
son todas endémicas de México a excepciOA.dessuratus que también se
encuentra en los Estados Unidos (Mitich y Bruhry 71%Peterson, 1993)A.
bravoanus esta limitada a una localidad en el estado de S@&Rotosi (Fig.

3) en la region conocida como Huizache, en pobtes@equerias de escasos
individuos. El area de distribucién es de aproxiamente 6 krfy con una
ocupacion menor a 2 hectareas, con una densid&b@® plantas adultas
(Sotomayor, 1999). La localidad fue bien conocida lps colectores y ha
sufrido saqueos continuos. Sin embargo, estudioentes de campo han
mostrado que dichas poblaciones han empezado peracse (Sotomayaat

al., 2001).

USOS.

Las especies dariocarpus son consideradas como plantas de un alto
valor ornamental y por ello en gran medida sonatatlas a partir de sus
poblaciones silvestres (Peterson, 1993). Adicioeabam pueden tener un valor
medicinal y cultural (UICN, 2006), debido a que Tagahumaras llaman a las
otras especies del género “peyotes” que los utildmmanera ceremonial por

los efectos de alcaloides psicoactivos como laronde



Fig. 3.- Zona de distribucién geograficaAleocarpus bravoanus Hernandez

y Anderson en la Republica Mexicana —ver flechacéia, 2002).



SITUACION ACTUAL.

No obstante qudériocarpus bravoanus es una especie en peligro de
extincion y estd sujeta a proteccion especial pgamsmos nacionales
(SEMARNAT, PROFEPA) e internacionales (CITES, 2008CN, 2006) el
alcance de dicha proteccion se ve rebasado poedée gjue promueve o
realiza el saqueo deliberado de las poblacionesssies. La mayor amenaza
para la especie son los saqueos ilegales y lastaslele las poblaciones
indigenas (UICN, 2006). Las estrategias de consgmarecomendadas
incluyen politicas y legislaciones mas estrictastudios de poblaciones,
ecologia, biologia, habitat, mantenimiento, cors&idn y areas protegidas
entre otras.

1.2.-METODOS DE PROPAGACION.

Los métodos tradicionales de propagacion aplicadas cactaceas han
demostrado su efectividad (Reyes, 1994; Bravo-siolliScheinvar, 1995),
utilizandose sobre todo la siembra directa de $milOpuntia), la
reproduccion por vastagos o retofi@ehinopsis), por estacas, por injertos
gue pueden ser intergénericos o interespecifictve Bds mas conocidos pero
con una gran limitante: el tiempo. Estos métodadit¢ionales pueden tardar
mucho en la propagacion, sobre todo de aquellaciespraras y de alto valor

comercial que enfrentan un mercado creciente y dearde, o que motiva a



buscar nuevas alternativas para su propagacionngeogacion (Orellana,

1993).

Una de las alternativas mas eficaces en los @dti8® afos, ha sido la
aplicacion de técnicas de cultivo de tejidos que lpaobado ser una
herramienta eficiente en la propagacion de milepldetas en un periodo de

tiempo relativamente corto (Fay y Gratton, 1992)

Estas técnicas han permitido un gran avance eonelcaniento basico
de las plantas y han repercutido de manera difacted en aspectos de
investigacion aplicada como en aspectos comercalemdustrias quimico-
farmacéutica, agricola y horticola entre otrasamraplicaciones llegando a
cubrir las necesidades de la poblacion. La aplicadie estas técnicas se ha
centrado en gran medida en la producciéon de plamtesnentales, llegando a
constituir el 74 % de plantas producidas medianthag técnicas (Kitto,

1997).

El cultivo de tejidos vegetales consiste basicamentaislar una parte
de la planta y darle los suministros necesarioa parcrecimiento y desarrollo
hasta obtener una planta completa. El material tagge inicial para el
cultivo puede obtenerse por germinacionvitro de semillas; por corte y

desinfeccion de apices o partes de tallos con yexdares de una planta



adulta para lograr la regeneracion de nuevos iohadg (Soltero, 1999). Sin
embargo, la recomendacion general es cultivar mhtevegetativo

preferentemente inmaduro y que presente estructumasistematicas
preformadas, ya que estas estructuras seran madss f@p@ra inducir su
morfogénesis (George y Sherrington, 1984). El oridel material vegetativo
es importante porque de ello dependera el gradeadabilidad genética, lo
cual determinara el fin de los cultivos que se dogres decir, seran de
importancia horticola o de importancia para efecesconservacion de la

especie.

.3.-TECNICAS DE MICROPROPAGACION.

Se considera que existen tres vias de regenerdeiplantag vitro:

a) Por desarrollo de yemas preformadas.- Significaticoar el
desarrollo de meristemos, yemas, apices Yy su [pmster
enraizamiento.

b) Organogénesis.- Comunmente es el desarrollordar{os) brotes, su

posterior individualizacidon y enraizamiento.

c) Embriogénesis somatica.- Es la formacion de mmbs adventicios
originados de forma asexual. Los embriones sons@son semejantes

estructural y bioquimicamente a los embriones wgét



La organogénesis y la embriogénesis pueden ooctigiindirecta, es
decir con mediacion de una fase de callo en ebqueen divisiones celulares
gue hacen posible la redeterminacion genéticasiedmlas que regeneraran
nuevos individuos; o bien via directa, sin mediaaé callo, directamente de
células competentes ya presentes en el explanteeysglo requerian del
estimulo inductor de las condicion&s vitro. La micropropagacion via
organogénesis usando yemas axilares es conocido enmétodo mas
confiable, repetible, sin alteraciones genéticas liyre de agentes

contaminantes (Pérez-Ponce, 1998).

Murashige (1974) propuso 3 fases para la microgragan aunque en

la actualidad se distinguen y reconocen 5 fases:

(O) fase preparativa (Debergh y Maene, 1981), en la spu®btiene el
material inicial de estudio y se prepara para #ivou

(1) establecimiento en condiciones asépticas,

(2) proliferacion de tejidos y obtencion de respuestakliples,

(3) induccion de raices en brotes y tubérculos,

(4) aclimatizacion (Krikorian, 1991) para su estabhiento en suelo.

En cada una de estas fases se pueden manteneitiosscrealizando

subcultivos hasta donde la especie lo permita utrahdo lo que se conoce



como edadn vitro y que puede cambiar la reaccion de los explaAtesayor
namero de subcultivos, puede ocurrir un incrementta formacioén de yemas
adventicias y con ello un mayor numero de brotasepplante (Debergh y
Maene, 1981; Rancillaet al., 1987). Debe considerarse que un gran namero
de subcultivos sobre todo en presencia de altasotmaciones de reguladores
de crecimiento puede provocar variaciones soma@sneambios genéticos,
ausencia o poca rizogénesis e incluso deformagiopes lo que no se
recomienda un numero ilimitado de subcultivos dstee renovar los
explantes cada cierto numero de subcultivos (Oreléh al., 1991; Fay y
Gratton, 1992), de acuerdo a la especie y al tgpexgplante de que se trate, lo
gue también determinara los requerimientos fisitiorgcos para asegurar el

desarrollo de los cultivos.

El éxito de estas técnicas permite obtener milgdatgas a partir de un
pequeio explante del tejido original. Para logianal éxito se deben superar
limitaciones propias de cada especie, tales comtw ldesarrollo, falta de
respuesta morfogenética, oxidacion, dificultades g enraizamiento, entre
otros, lo cual retarda el éxito de la propagaciémmaaés del uso de estas
técnicas en la gran mayoria de plantas. Sin empaugaplicacion en especies
en peligro o amenazadas es prioritaria si congsi@sael mismo status de

algunas especies en peligro de extincion (Hubstgebet al., 1992; Bonnes



et al., 1993), tales como orquidea®ngidium, Bletia); coniferas Picea
chihuahuana); cactaceasCephalocereus senilis (Corona y Yanez, 1984,
Mammillaria san-angelensis (Martinez Vazquez y Rubluo, 1989),
Mammillaria huitzlopochtli (Rubluo et al., 1990), Aztekium ritteri
(Rodriguez-Garay y Rubluo, 1992; Calderén, 200T)e&pecies de cactaceas
mexicanas (Pérez-Molphet al., 1998), Turbinicarpus laui (Mata et al.,
2001). En el caso de especies del géAerocarpus también se han reportado
trabajos que utilizan dichas técnicas, comoAgiocarpus trigonus (Starling

y Hutson, 1984)Ariocarpus retusus (Stuppy y Nagl, 1992; Olguin, 1994);

Ariocarpus kotschoubeyanus (Moebius-Goldammest al., 2003).

|.4.-REGULADORES DE CRECIMIENTO.

Muchas de las respuestas morfogenéticas obtenidagiadel cultivo
de tejidos vegetales son mediadas por reguladoeescrdcimiento o
fitohormonas. Son moléculas organicas que se pemdunaturalmente en la
planta y que se han sintetizado quimicamente t@widd su uso; se encargan
de iniciar, terminar, acelerar o desacelerar loggsos vitales de las plantas.
Sus efectos los producen a bajas concentraciorles gnas utilizados son:
auxinas y citocininas, cada uno con su estructarcplar y que de acuerdo a
la concentracion usada tienen efecto en las plapsassea inhibiendo,

promoviendo o modificando algun proceso fisiologigBidwell, 1993;



Salisbury y Ross, 1994). Dichos reguladores intéeacmolecularmente con
los sistemas vegetales dando por resultado unauestsp fisiologica o

bioquimica particular (Moore, 1979).

AUXINAS.

En el caso de las auxinas tienen efectos en lgac&la de la pared
celular, en el crecimiento, en la sintesis de RNAeylas proteinas, en el
metabolismo, en el transporte de nutrientes, enttos., La sintesis de auxinas
a partir del triptéfano se lleva a cabo en apiceslesarrollo, en las hojas en
expansion y en tejidos con actividad meristemg@idwell, 1993; Salisbury

y Ross, 1994).

El uso de las auxinas (Street y Shillito, 1977ewaaumento ya que se
ha comprobado su eficacia en los resultados buscacel cultivoin vitro
(Hartmann y Kester, 1992; Klopfenstein y Kerl, 298raz de Oliveira y
Pires Da Silva, 2003). Ragt al. (1975) sefalaron que las auxinas endégenas
aumentan la capacidad de utilizar carbohidratolaerona de formacion de
raices; Garcia y Carballo (1987) propagaron \aoédticana y utilizaron AlA
y KIN; Villegas y Barrientos (1987) utilizaron AlBnas fluoroglucinol lo que
les dio por resultado 100% de enraizamiento; Merti(1991) utilizé BA,

GA3 y ANA en especies de orquideas en peligro dm@an logrando su



enraizamiento; Hartmann y Kester (1992) reportajoe las auxinas se han
utilizado para aumentar el porcentaje de enraizami@orque aceleran la
iniciacion radical ademas de aumentar el nimeraligad de las mismas en
estacas; Villanuevat al. (1998) con el uso de auxinas comerciales lograron
el enraizamiento de estacas apicales de 4 cm de; IdMarks y Simpson
(2000) reportan el uso de AIB para inducir el eramiiento; Rodrigueet al.
(2001) utilizaron ANA en altas concentracionesy¥,10 mg/l) para propiciar
altos porcentajes de enraizamiento de vastago6letitsa amorphoides;
Castillo de Meieret al. (2002) aplicaron AIB durante 15 dias y lograron

enraizamiento de vastagosmsopis alba con porcentajes de hasta 90%.

En Cactaceas (ver Anexo 2) las auxinas han sitipaatas también con
exito: Corneanu (1994) utiliz6 AIA y KIN para inducenraizamiento en
Aztekium ritteri y obtuvo 60% de éxito en plantulas de 3-4 mm dendiro;
Pérez Molpheet al. (1998) utilizaron AIA y BA en el enraizamiento @é
especies de cactaceas mexicanas; Garrido (198@pndo KIN y ANA
obtuvo enraizamiento a los 35 dias en brotesRtgsalidopsis rosea,
Chamaecereus silvestrii y Epiphyllum crenatum y en medio fresco con ANA
obtuvo respuestas en 15 dias; Arias (2001) utthes auxinas (ANA, AlIA y
AIB) para inducir enraizamiento en brotes axilarde Pelecyphora

strobiliformis usandolas en forma separada y en bajas concemesc



Santos-Diazet al. (2003) utilizaron BA para inducir la germinaciore d
semillas enPdlecyphora asdlliformis; Moebius-Goldammeret al. (2003)
utilizaron BA + ANA para inducir formacion de brsteen Ariocarpus
kotschoubeyanus, Davila-Figueroaet al. (2005) utilizaron BA para la
activacion de aréolas y lograr respuestas de hootawultiple en 8 especies
de Turbinicarpus y para lograr respuestas de enraizamiento ublizAlB;
Ramirez-Malagormt al. (2007) utilizaron AIA + KIN para la proliferaciode

brotes en 10 especies Mammillaria.

No siempre el uso de las auxinas es necesario phtaner
enraizamiento, su formacion depende del tipo detplg de su estado de
desarrollo. Mataet al. (2001) no utilizaron auxinas para el enraizanuiefg
Turbinicarpus laui aunque para el desarrollo de brotes adventiciosaion
BA y ANA; Saucedo (2006) obtuvo enraizamiento diug de auxinas en
tres especies de cactaceas. Sin embargo, se harotmup que raices
adventicias pueden crecer de cada tipo de explémaie, hoja, tallo)
especialmente cuando el medio de cultivo es ermtidoecon ANA O AIB

(Berardiet al., 1994).

CITOCININAS.



Las citocininas son derivados de la adenina, yosadn en las raices
siendo transportadas por el xilema hacia las hojas tallos y pueden usarse
para inhibir el desarrollo de raices laterales,p@mia latencia de las yemas
axilares, promover la organogénesis en los calasnover el desarrollo de
cloroplastos, aumentar la altura de los retonosjeatar la longitud de los
entrenudos, evitar la senescencia de las hojasgimia floracion, entre otras
(Bidwell, 1993; Salisbury y Ross, 1994; Tiukavirvglderrama, 2003). Para
intentar obtener una respuesta con la aplicaciéredeladores de crecimiento
un mayor numero de investigaciones con éxito hdizado concentraciones
de auxinas en 0-3 mg/l y de citocininas 0-2 mg#eyha observado que en
ocasiones a mayor concentracion menor tiempo qmiesta; las citocininas
tienen un efecto estimulante en el contenido acaiestimulando su sintesis,
el uso de una mayor concentracion también dismitargparicion de callo en
algunas especies (Goyal y Arya, 1984). Sin embargasiempre es asi, y la
aplicacion de altas concentraciones promueve Imdoion de callo y la
aparicion de cambios genéticos no deseados. Lanesutacion general ha
sido evitar este tipo de cultivo (callo) y establecultivos mas estables, por
ejemplo, cultivo de embriones, de apices y de yemakres, cuando el

enfoque del estudio sea éste. La condicion de ikdtab genética en las



plantas regeneradas es particularmente importantelos estudios de

conservacion (Fay y Gratton, 1992).

En el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetatked Jardin Botanico del
Instituto de Biologia, UNAM, se han venido realidanesfuerzos por
regenerarn vitro Ariocarpus bravoanus habiéndose logrado la formacion de
brotes y callo pero sin haber obtenido respuesandaizamiento, por lo que

para el presente estudio se plantearon los siggi@nfjetivos.



1.5.- OBJETIVOS.

General.

Determinar las condiciones para la regeneraicidtro de Ariocarpus
bravoanus.

Particulares.

1.- Obtener germinacion a partir de semillas patabdecer cultivom
vitro

2.- Explorar el potencial morfogenético de tubérsudeA. bravoanus.

3.- Promover respuestas de enraizamiantitro de tubérculos y brotes
(rosetas) deA. bravoanus por medio de tratamiento con distintas
auxinas.

4.- Establecer las plantulas 8ebravoanus en suelo bajo condiciones

de invernadero.



Il.- MATERIALES Y METODOS

GERMINACION.

En un primer ensayo un lote de 15 semillas &jigroporcionadas por
el Dr. Héctor Hernandez, IB-UNAM obtenidas en [blacion original a
1540 msnm, fueron sembradas en medio MurashigeoggSKL962) al 50 %
de su concentracion (MS50), sacarosa 30 g/l. Liallas fueron lavadas en
detergente (Soilax© al 2 %) 15 minutos, enjuagacias agua destilada,
escarificadas con acido sulfurico (30 seqg) y destaidas 30 minutos con
hipoclorito de sodio (6 %) y bajo condiciones am&st fueron enjuagadas 3
veces con agua destilada esterilizada.

Para todos los medios de cultivo, previo a la adidel gelificante, el
pH se ajusté a 5.7 con NaOH y HCI 0.1N y posteranta fue esterilizado en
autoclave a 1.5 kg/cmz2 por 15 minutos a 121°Cgidsvos fueron incubados
a 25+ 2°C, fotoperiodo 16 h, luz blanca fria flismente 50pMol- m-§-1,

CULTIVO DE TUBERCULOS.

A partir de las plantulas obtenidas, se disectaus tubérculos, asi
como fragmentos del callo (Fig. 3) y se subculowaren medio MS50
adicionado con sacarosa (30 g/l) en distintosrtraiatos con la combinacion

de dos juegos de reguladores del crecimiento BAR/ANKIN/2,4-D



(Tabla 2) para promover la formacion de brotespdtlodo de induccion fue
de 8 semanas. Posteriormente los brotes obteneasdwidualizaron y se
subcultivaron al mismo medio pero sin reguladoetecimiento.

Tabla 2.- Cultivo de tubérculos. Combinaciones mbguladores de

crecimiento aplicadas 8 semanasubérculos de A. bravoanus en medio
MS50, sacarosa 30 g/l, 8.5 g de bacto-&g=8 tubérculos por frasco).

BAP/ANA 0 1 3 5
KIN/2,4-D mg/l
0 0/0 1/0 310 5/0
0.1 0/0.1 1/0.1 3/0.1 5/0.1
0.5 0/0.5 1/0.5 3/0.5 5/0.5

ENRAIZAMIENTO DE BROTES.

Brotes consolidados (11 brotes por tratamientojofueitilizados para
inducir el desarrollo de raices adventicias, paraual fueron subcultivados
(Tabla 3) y permanecieron durante 4 semanas erorsb0 adicionado con
AIB y ANA (0.5 mg/l) en forma separada, ademagssayaron dos tipos de
agar para cada tratamiento: gel-rite (4.5 g/l) graoacteriologico (10 g/l).
Posteriormente se mantuvieron los cultivos en mddésco MS50 sin

reguladores del crecimiento.



Tabla 3.- Enraizamiento de brotes. Tratamiento con reguladale
crecimiento aplicados brotes de A. bravoanus en medio MS50sacarosa 30
g/l y dos tipos de gelificantes. n=11 (1 tubérquio frasco

REGULADOR/ GEL BACTO-AGAR (10 g/l) GELRITE (4.5 g/l
AIB (0.5 mg/l) 11 11
ANA (0.5 mg/l) 11 11
TOTAL 22 22

Fig. 3.-Tubérculo disectado cA. bravoanus antes de su cultiv



ENRAIZAMIENTO DE TUBERCULOS.

Con el fin de promover enraizamiento, se disectaubarculos de entre
0.5 a 1.5 cm de longitud los cuales fueron semisratiomedio de induccion
MS50 adicionado con sacarosa 30 g/l y 8.5 g de d&gaterioldgico
conjuntamente con las posibles combinaciones de(8JB.1, 0.2, 1, 2 mg/l)
y ANA (0, 0.05, 0.1, 0.5, 1 mg/l). Se sembraroruBérculos por frasco, un
total de 25 frascos por tratamiento (Tabla 4). Smtavieron los cultivos
durante ocho semanas.
Tabla 4.- Tratamiento con reguladores de crecimialicados en forma

conjunta atubérculos de A. bravoanus durante ocho semanas en medio
MS50, sacarosa 30 g/l, bacto-agar 8.5g75 (3 tubérculos por frasco).

AIB mgl/l ANA mg/l
TESTIGO 0 0
1 0.1 0.1
2 0.2 0.05
3 2 0.5
4 1 0.1
5 1 1

PERIODO DE MANIFESTACION.

Pasado el periodo de induccién, el material biclditubérculos y
brotes) se subcultivdo a medio fresco MS50, sacaB@sg/l y 9 g de agar
bacteriologico y se registraron resultados durkageiguientes doce semanas.

Posteriormente los cultivos se dejaron envejeceshidratar) hasta que el



medio se agotara para permitir que los efectogpddbdo de induccion se
manifestaran.

ACLIMATIZACION.

De los tubérculos enraizados se seleccionaronuegesentaron mejor
respuesta (raices vigorosas y bien desarrolladas) pu siembra y adaptacion
en suelo. Se empled una mezcla de suelo tierran®ghagnum y vermiculita
(1:1:1), esterilizada en horno de microondas pom®dutos. Se aplicé un
fungicida (captan 3 g/l) a las raices como tratamidungicida preventivo y
Furadan© como insecticida haciendo una segundeaafn a los 15 dias. Se
aplicaron riegos cada semana. Los tubérculos seéumaron a temperatura
ambiente (25 °C) por ocho semanas en un lugargidateposteriormente se

introdujeron a un invernadero.



ll.- RESULTADOS Y DISCUSION.

GERMINACION.
Las semillas que fueron sembradas tenian un tiadepoolecta menor a un
afo. Solo 13 (86.6 %) de las 15 semillas germindeariro de los primeros 25
dias. Las primeras 3 semillas en germinar (Fido 4jicieron a los 10 dias y
las dltimas a los 25 dias. En todas ellas, prin@mrergio el apice de la
radicula, crecio el embridn y sali0 de la testa, smbargo su posterior
desarrollo fue inhibido y las plantulas no elongasa raiz. Su desarrollo fue
lento y sin formar raices. Fue hasta las 16-20 samae cultivo cuando
habian formado callo y los brotes presentaban de 2ubérculos, momento
en el que se decidié disectar éstos y sometertogtamientos que pudieran

promover el desarrollo de mas brotes.

Fig. 4.- Germinacion de semillas Aebravoanus (rompimiento de testa).



Moss (1993) realiz6 ensayos para la regeneragigivo de semillas de
Ariocarpus y encontro que las semillas recién colectadas igaban dentro
de los primeros 10 dias, en tanto que Moreton (18982alé que podian tardar
entre 10-15 dias. Matt al (2001) reportaron paréurbinicarpus laui, una
germinacion de 41.7 % en MS y 28 % en MS50 al acid® semanas; el
mismo medio MS50 parA. retusus también fue reportado que rindio un alto
porcentaje de germinacion (33-63.8 %) pero con ltedns registrados
después de 50 dias (Olguin, 1994). Parkotschoubeyanus se reporto un 70
% de germinacion a los 50 dias en MS50 encontréndas primeras
respuestas a los 8 dias. Al cabo de 13-15 semasasiés de la germinacion
las plantulas habian desarrollado 1-2 tubérculosefWus-Goldammeet al,
2003). Saucedo (2006) utilizé medio MS50 adicionadm BAP/ANA y
obtuvo 32 % de germinacién en 7 semanas en sui@stoil Cephalocereus
apicicephalium y paraEchinocereus pentalophus obtuvo 98 %.

La germinacion gradual en las cactaceas pareceurserestrategia
adaptativa a condiciones cambiantes del medio,lagsiestudiosin vitro
revelan que las mas altas frecuencias de germmaedncuentran entre las
primeras tres semanas p&akotschoubeyanus (Moebius-Goldammeet al,
2003); A. retusus (Olguin, 1994);Mediocactus coccineus (Infante, 1992) y

Turbinicarpus laui (Mata et al, 2001). En el caso dA. bravoanus se



requirieron de 4-5 semanas lo que estaria indicandgrimera diferencia en
cuanto al comportamiento de la especie.

Para A. bravoanus a las 18-20 semanas las plantulas tenian 2-3
tubérculos (un proceso todavia mas lento qu&. éotschoubeyanus), lo cual
indica el tiempo de desarrollo de las especiesstie género y hace evidente
gue los procesos de esta especie podrian ser doda&$ lentos en la
naturaleza. Estos conocimientos generados en sémee estudio resaltan la
necesidad de un mayor conocimiento de la especipigae contrasta con la
necesidad de contar con un procedimiento que @udeelerar el crecimiento
de los individuos con la obtencion de un mayor nonde brotes y tubérculos.

CULTIVO DE TUBERCULOS.

Del ensayo para obtener brotacion multiple, al i@onde ocho semanas
los tubérculos mostraron hiperhidratacion en laebasina tonalidad verde
claro en los tejidos, con aspecto vitreo. Se obtunvtotal de 78 tubérculos 'y 1
brote multiple (Tabla 5) del lote en que se utiBAP/ANA; en el tratamiento
con 1 mg/l de ANA y en ausencia de BAP se generaBonubérculos 'y en el
tratamiento con 0.1 mg/l de BAP + 1m g/l de ANAtBBérculos.

En el lote en que se utilizd KIN/2,4-D se genero tatal de 101

tubérculos: el mayor niumero en 0.5 mg/l de KIN #d/l de 2,4-D y en el



lote testigo con 35 y 24 tubérculos respectivameRespecto a los brotes
generados solo se formaron 11.

El hecho de que los tubérculos proliferaran aual@ontrol, indicé que
los tejidos inmaduros tuvieron células que expmsarplasticidad
morfogenética a través de una competencia orgaitagésta capacidad no
es desconocida; se ha reportado la formacion desem los cultivos control
de: Mammillaria san-angelensis (Martinez-Vazquez y Rubluo, 1989) y por
via indirecta eMammillaria prolifera (Minocha y Mehra, 1974).

Tabla 5.- Desarrollo de tubérculos { } y de broegs MS50, sacarosa 30 g/l,

BAP/ANA y KIN/2,4-D (negritas). Resultados a lass@manas de iniciados
los cultivos.

BAP/ANA 0 1 3 5
KIN/2,4-D mgll

0 {0}-0 {16}-0 {6}-1 {0}-0
{24}-0 {5}-0 {11}-0 {21
0.1 {0}-0 {37}-0 {130 {0}-0
{0}-0 {9}-6 {0}-0 {3}-2
05 {5}-0 {0}-0 {0}-0 {13}-0
{10}-0 {35}-2 {2}-0 {0}-0

Después de las ocho semanas de haber individuallpadubérculos,

se observdé mayor consolidacion de los tejidos erbase, cambiando su




coloracion a un verde oscuro; proliferé callo egpsm de color rosado en
todo el tubérculo, de consistencia firme y se obtum mayor namero de
brotes y de tubérculos. Los tubérculos y brotesetas) se observaron en sus
primeras etapas, como pequefios nodulos individalbérculos aislados) o
en grupo (rosetas) emergiendo de la superficie cadlb (Fig. 5). Esta
manifestacion de la morfogénesis fue evidentemeamta organogenesis
indirecta. En algunos tubérculos ocurrié organogindirecta, es decir sin
mediar una fase de callo. Esta ocurrid directamdatta aréola del apice de
los tubérculos.

El desarrollo de tubérculos tuvo mejor respuestapegsencia de
KIN/2,4-D (0.5/1 mg/l) incluyendo los brotes aunceleiempo de desarrollo
fue muy extenso (30 semanas). Al final de 30 sesae cultivo se obtuvo
un total de 337 tubérculos individuales, 120 bratea un maximo de 6
tubérculos en distribucion arrosetada, sin emb#gmayoria tuvieron 2-4.
Asimismo se registro el desarrollo de 9 raicesovg@mnogénesis indirecta a
partir del callo formado aunque éstas fueron imdigles, muy delgadas y no
estuvieron ligadas a tubérculos ni a brotes.

El cultivo de tubérculos dA. kotschoubeyanus (Moebius-Goldammer
et al, 2003) no tuvo respuesta en ausencia de regeksdercrecimiento, pero

en presencia de BAP/ANA se lograron mejores resdodtaen cuanto a la



regeneracion de brotes que con KIN/2,4-D. Los \oodtide secciones de
plantulas deA. retusus (Olguin, 1994) en presencia de KIN/AIA sélo llegar
a formar callo no morfogenético; al utilizar BAP/ANeN explantes centrales,
laterales y tubérculos si hubo formacion de brotes;mayor niumero de
tubérculos fueron regenerativos en presencia dealamce favorable de BAP
en relacion a ANA o mejor aun en ausencia de lanauBAP 2 y 3 mg/l).
Anicua (2000) al ensayar con KIN/BAP obtuvo bradacimdultiple en
Mammillaria carmenae y M. bocasana pero solo callo erEchinocactus
grusonii. Saucedo (2006) obtuvo altos porcentajes de héotamultiple
utilizando ANA (0.5 mg/l) + BAP (3 mg/l) eBchinocereus pentalophus.
En A. bravoanus se establece otra diferencia porque en presercia d

BAP/ANA los tubérculos no mostraron la misma cagadiregenerativa aun
cuando en este caso las concentraciones usadas fmenores (BAP 0-0.5

mg/l + ANA 1, 3y 5 mg/l).



Fig. 5.- Desarrollo de tubérculos Aebravoanus emergiendo del callo.

ENRAIZAMIENTO DE BROTES.

Al cabo de cuatro semanas se obtuvo un total der@gs formando
una roseta y 115 tubérculos individuales, no sestrégel desarrollo de raices
en ninguno de los tubérculos provenientes de &bartrientos aplicados. En 12
brotes tratados con AIB y en 14 brotes con ANA iperidrataron primero
en su base para después formar callo y perdieraarscteristica forma de
roseta. No hubo diferencias en el uso de los aggaidicantes (Tabla 6).

Cuando se intento favorecer las respuestas dezanmmianto en brotes
utilizando dos auxinas AIB y ANA (Tabla 6) en forrseparada no se obtuvo

ninguna respuesta favorable ni siquiera despuémestio basal donde se



supondria que se manifestarian los efectos deubdsas utilizadas, lo que
contrasta con lo reportado por Corneanu (1994) Amekium ritteri que
obtuvo un 60 % de éxito utilizando AIA y KIN; Pérbolphe et al (1998)
con 21 especies de cactaceas mexicanos lograrda R@s% de éxito,
utilizando AIB (0.5-1.0 mg/l) y AIA (0.5-1.0 mg/l)Arias (2001) con
Pelecyphora strobiliformis utilizé auxinas (ANA, AIB y AIA) en forma
individual; Giustiet al (2002) con tres especies de cactachsmmillaria
pectinifera, Escobaria minima y Pelecyphora asdliformis) usando BA vy

ANA.

Tabla 6.- Respuestas morfogenéticas observadasotes lWeA. bravoanus
después de 4 semanas de cultivo en presencia dladees de crecimiento
(n=11).

BROTES TUBERCULOS RAICES
AIB (0.5 mg/l) 13 50 0
ANA (0.5 mg/l) 10 65 0
TOTAL 23 115 0

La eficacia de las auxinas sintéticas ha sido amante probada y
demostrada pero utilizadas siempre en forma separad

En el presente estudio se obtuvieron buenas rdsguds brotes y
tubérculos (Tabla 6) pero ninguna respuesta deizamngento. Debemos

considerar el aspecto de la ediaditro de los tubérculos asi como el tamafio



de los mismos (Debergh y Maene, 1981; Ranci#faal, 1987; Angeloniet

al., 1992). Es de hacer notar el hecho de que lasasss responden de
manera diferente a diferentes tipos de reguladieesrecimiento (Johnson y
Emino, 1979; Giustiet al, 2002), asi mismo las respuestas obtenidas
dependen de tres factores: el medio de cultived& fisiologica del explante

y la carga genética del explante que después da tgmpo de cultivo puede
empezar a presentar malformaciones.

ENRAIZAMIENTO DE TUBERCULOS.

A partir de la segunda semana en medio de induce®mogro que 7
tubérculos desarrollaran raices en tres diferdraéamientos, presentandose 5
en el tratamiento marcado como testigo y 1 en oadade los tratamientos: 3
y 5 (Tabla 7). En la tercer semana se obtuvo esmmaento en 10 tubérculos
siendo el principal el tratamiento marcado coniehero 2 (0.2 mg/l de AIB +
0.05 mg/l de ANA). Lo mas notable de estos regsstes que las raices
obtenidas se formaron por organogénesis direatadbpareceria indicar una
unién anatémica entre los correspondientes sisteassilares, situacion que
es necesario evidenciar a traves de estudios dgstok; se desarrollaron con
bastante vigor y en niumero de mas de dos por ohéaculo (Fig. 6), excepto
en las del testigo que fueron raices individualég ynenor longitud. Durante

la quinta y sexta semana el desarrollo de raicesesentd principalmente en



el testigo, con 7 tubérculos enraizados y en #hrreento 5 con raices en 7
tubérculos lo cual evidencio que el proceso de &midm de raices ocurre de
manera independiente de fitoreguladores exdégemospstante estos pueden
incrementar su formacion o aun inhibirla. En la tisép semana se
desarrollaron raices en forma notoria en los traiatms 3 y 4 donde se
obtuvieron 20 y 18 tubérculos enraizados.

Dentro de la semana 8 de cultivo fue notoria aurepeasa la presencia de
callo en el apice de algunos tubérculos y prinongsite en la porcion basal
mostrando un callo de consistencia solida y dereokado y claro, incluso se
presento la formacion de callo en la periferiaalbdse en algunos tubérculos
enraizados, no observandose regeneracion a pelrtalbo.

Asimismo ocurrid el rompimiento de la porcion lalede algunos
tubérculos por el crecimiento interior de callogloe resultd en deformacion
en unos por el hinchamiento de tejidos e hipertagran, no obstante, ésto
llevo a la formacion de brotes en esas areas.

Después de ocho semanas en presencia de los @gglate crecimiento se
obtuvo enraizamiento en 96 tubérculos lo que reptéspoco mas del 20 %
del total, con la mejor respuesta en los tratarngeadbn 2.0 mg/l de AIB + 0.5

mg/l de ANA con 27 tubérculos y 1.0 mg/l de AIBDA mg/l de ANA con 23



tubérculos (Tabla 8). El desarrollo de raices sepdr organogénesis directa,

asimismo el desarrollo de areolas y espinas sautique en menor namero.

Fig. 6.- Desarrollo de raices en tubérculogAdbravoanus obtenidos a partir

de la tercera semana de cultivo.

Tabla 7.- Formaciéon de raices en tubérculosAderavoanus en medio de
induccion MS-50 %, sacarosa 30 g/l, AIB/ANA (mg/Resultados a las 8
semanas en presencia de los reguladores de cretoml] Sin respuesta. n=
75 (3 tubérculos por frasco).

Tratamiento/semana 1 2 3 6 7 8 total
Testigc 5 1 13

(1) 0.1/0.1 11 11
(2) 0.2/0.05 5 7 14
(3) 2/0.5 1 2 20 4 27
(4) 1/0.1 3 18 2 23
(5) 1/1 1 7 8

Total 7 10 8 38 24 96




Cabe hacer notar que la formacién de callo esponjosle color rosado
ocurrié en 176 tubérculos que representaron ca¥) éb del total sembrado.
En esta etapa del tratamiento se formaron 30 nulexaiss por via directa
representando el 6.6 % del total, principalmente eéntestigo y en el
tratamiento 4 cada uno con 7 brotes. Los nuevoedaresentaban de 2-3
tubérculos en distribucion arrosetada. Al térmieb grimer mes después de
su aparicion formaron raices.

Al aplicar en una segunda etapa auxinas en fornmum@ y en bajas
concentraciones, el porcentaje de enraizamientthn@ementé obteniendo
respuestas a partir de la segunda semana, respgestaademas de rapidas
mostraron raices vigorosas y en un nimero mayosald cual coincide con
los resultados obtenidos por Arias (2001), conifarehcia de que él uso
auxinas (ANA, AIA y AIB) en forma separada; Garriqt998) obtuvo
enraizamiento a los 35 dias en medio MS usando (Blkhg/l) + ANA (0.1
mg/l) en tres especies de cactaceas; Davila-Figetral. (2005) obtuvieron
elevados porcentajes de enraizamiento del 54 %4 &b @n ocho especies de
Turbinicarpus utilizando AIB. La eficacia de las auxinas sirdéd como el
AIB o ANA ha sido ampliamente probada y demostradalgunos cultivos
(Street y Shillito, 1977), pero siempre utilizandwhas auxinas en forma

separada.



Tabla 8.- Respuestas morfogenéticas a partir derdulms deA. bravoanus

en MS50, sacarosa 30 g/l. Resultados a las 8 semanaultivo.

AIB/ANA mg/l RAICES CALLO BROTES
Testigo 13/75 (30.6 %) 9175 (12 %) 7175 (9.3 %)
(1) 0.1/0.1 11/75 (25.3 %) 26175 (34.6 %) 5/75 (6.6 %)
(2) 0.2/0.05 14/75 (26.6 %) 22175 (29.3 %) 1/75 (1)3 %
(3) 2/0.5 27175 (36 %) 36/75 (48 %) 7175 (9.3 %)
(4) 1/0.1 23/75 (32 %) 35/75 (46.6 %) 6/75 (8 %)
(5) 1/1 8/75 (21.3 %) 48175 (64 %) 4175 (5.3 %)

TOTAL 96 176 30

Las respuestas de enraizamiento pueden ocurril mseo medio de
induccidon: Ramirez-Malagoet al. (2007) trabajando con 10 especies de
Mammillaria obtuvieron enraizamiento en los medios de inducdds y
MS50 adicionados con KIN + AIA. También cuandoseautilizan auxinas es
posible obtener respuestas de enraizamiento, datia(2001) trabajando con
Turbinicarpus laui obtuvieron enraizamiento en brotes después dendrsses
de cultivo en medio MS50 sin el uso de reguladdessrecimiento; Moebius-
Goldammeret al(2003) obtuvieron enraizamiento Ankotschoubeyanus sin
el uso de reguladores de crecimiento; Santos-Biaa. (2003) obtuvieron
enraizamiento erPelecyphora aselliformis sin el uso de reguladores de

crecimiento pero tardaron 10 meses en lograr sansesradicular vigoroso.



El tratamiento inicial con citocininas  (KIN/2,4-Dpara buscar
respuestas de brotacion multiple dio resultadogipasy en gran cantidad, lo
gue explicaria lo obtenido en la etapa de enramaimi porque estas
respuestas se manifiestan, por lo general, envasiltjue utilizan primero
citocininas y luego auxinas (O"Hara y Street, 1977)

El uso de tubérculos con determinada edadtro (Debergh y Maene,
1981; Rancillacet al, 1987) también influye en las respuestas obtsnyda
gue entre mas jovenes sean los tubérculos me@iaeespuesta (Barwaei
al., 1994; Orellana, 1995), porque los tubérculogn@s son una fuente rica
de auxinas enddgenas y presentan un mayor numerélwas con potencial
morfogenético lo que trae como consecuencia reEmIeR enraizamiento
favorables. Se ha encontrado en los explantesg@mad especies, que las
auxinas endogenas se concentran identificando dassz de crecimiento
dentro de las primeras 15 horas después del catiecpncentracion empieza
a disminuir hasta que tiene lugar la primera divistelular (Barwannet al,
1994;), que puede ocurrir en las primeras 40 hasts, pareceria explicar la
rapidez con la que obtuvimos respuestas positasefnanas). En nuestros
resultados influyeron los tratamientos previossydancentraciones usadas de

determinados reguladores.



El efecto de las auxinas es inducir y aceleranigacion radical que,
en el caso dé\. bravoanus se favorecio cuando se utilizaron dos auxinas
conjuntas en el mismo medio de cultivo quizas pertu especie es mas
recalcitrante a responder en presencia de una soikina. Este
comportamiento dé. bravoanus nos lleva a pensar que esta especie presenta
diferencias muy grandes con respecto a otras @asanclusive especies del
mismo génerdriocarpus (Stuppy y Nagl, 1992, Moebius-Goldamnegral.,
2003).

PERIODO DE MANIFESTACION MORFOGENETICA.

Cumplidas las ocho semanas se realiz6 un subcwdtivenedio fresco,
libre de reguladores de crecimiento. Dentro deslgsientes 12 semanas se
obtuvo el enraizamiento en 40 tubérculos mas (Taplasiendo mayor la
respuesta en el tratamiento marcado como testigd tdubérculos; y en los
tratamientos 1 y 5, con 8 tubérculos enraizadosa aagb. Ademas, se
formaron 21 brotes teniendo la mayor respuesta®tubérculos procedentes
de los tratamientos 3 y 4, con 5 y 7 brotes resmeuoente. Se observo

enraizamiento en casi todos los brotes obtenidos.



Tabla 9. Desarrollo de brotes y raices a partitubéérculos deé\. bravoanus
en MS50, sacarosa 30g/l, AIB/ANA obtenidos al térnide 12 semanas
después de la etapa de induccion.

Tratamiento/Respuesta Raices Brotes Contamingdos
Testigo 11 3 1
(1) 0.1/0.1 8 2 1
(2) 0.2/0.05 6 1 0
(3) 2/0.5 4 5 0
(4) 1/0.1 3 7 1
(5) 11 8 3 0
Total 40 21 3

En esta etapa s6lo se obtuvo enraizamiento en bBrcuios lo cual
contrasta significativamente con lo obtenido emmeldio de induccion (90
tubérculos) lo que permite suponer que es preéerniantener la presencia de
los reguladores de crecimiento en el medio parkei@eun mayor porcentaje
de respuesta. La capacidad de mantener la respuestagenética después
del periodo de induccion ha sido reportada conriantgad por Minocha y
Mehra (1974) en cultivos delammillaria prolifera hasta por 12 semanas
después de dicho periodo; Moebius-Goldameteal (2003), reportaron el
mismo efecto con tubérculos éeiocarpus kotschoubeyanus. Esta respuesta
se ha dado hasta por 15 afioLeratozamia spp.,Zamia spp. (Chaveet al,
1998; y com. pers.). Estos reportes indican queelgsecies en cuestion
pasaron por un periodo de induccidén y posteriorengrar un periodo de

manifestacion de la morfogénesis.



En el caso dé\. bravoanus, el periodo de induccion tendria que ser
mas largo porque las respuestas se manifestarde teesegunda semana del
periodo, manteniéndose constantes y en aument@rabsrpor otras diez o
doce semanas. El periodo de manifestacion 6 derdiésguede evitarse o
reducirse a un periodo de mantenimiento cuandoe€eliarmuestre sintomas
de agotamiento 0 un poco antes para evitar quesandadenen respuestas no
deseadas.

Pasado el periodo de manifestacion morfogenétickejseon envejecer
los cultivos (Fig.7) lo que tuvo consecuencias $tiae para la mayoria de los
cultivos. Es decir, se deshidrataron los tubércuaglandose y perdiéndose
muchos ejemplares. Este procedimiento de “envejenioi’ o deshidratacion
de cultivos tiene como antecedentes a los cultiostras cactaceas y ha sido
util en la regeneracion de algunas plantas cdfammillaria san-angelensis,
Turbinicarpus laui, T. pseudopectinatus, Ariocarpus retusus, A.
kotschoubeyanus; pero con las condiciones del presente estudi@ magso el
desarrollo de los cultivos d&. bravoanus (Chavez com. pers.; Martinez-
Vazquez y Rubluo, 1989; Olguin, 1994; Moebius-Goildeeret al, 2003). Al
dejar envejecer los cultivos, por experiencias ja®pen cultivos corA.
kotschoubeyanus (Moebius-Goldammeet al, 2003) yA. retusus, se buscaba

gue los ejemplares d@&. bravoanus desarrollaran caracteristicas mejor



definidas y hubiera un mayor crecimiento. A esgpeeto la respuesta de
bravoanus al envejecimiento de los cultivos hizo notar adiferencia con
otras especies del mismo género que respondenafdeorente a dicho
proceso y que, en el casoAlebravoanus no fue completamente asi. Es decir,
los tubérculos se oxidaron, se deshidrataron yattag a morir cuando el
medio empezd a mostrar sintomas de escasez dentestilo que implicaria
gue la especie es mas delicada y que no soposesttak.

Estos resultados destacan por su importancia yamp@arte importante de la
micropropagacionn vitro es llegar a obtener altos niveles de enraizamiento
gue tratandose de especies poco conocidas es fidds ldaber logrado este
objetivo representa un gran avance en el conocimide A. bravoanus
porque sienta las bases para continuar la busgdedan procedimiento
completo mas efectivo para su propagacion maswafines de conservacion
y/o comerciales) sin afectar las poblaciones ditees como se ha propuesto
para ésta y todas las especies amenazadas qududaresn el Jardin

Botanico del Instituto de Biologia de la UNAM.



Fig. 7.- Envejecimiento del medio de cultivo y deslio de brotes en el apice
del tubérculo dé. bravoanus (ver flechas).

Para tratar de recuperar los cultivos se resemran medio fresco
MS50 adicionando sacarosa 30 g/l y sin ningun extprl de crecimiento,
dando como resultado que poco a poco se recupelasaoultivos. Esta
respuesta probablemente se vio favorecida pordsepcia de sacarosa en el
medio porque ésta permite manifestar el efecto afe reguladores de
crecimiento aplicados en tratamientos anterioremocfue reconocido por
otros autores (Gautheret (1945) en Sleral, 1979: €l efecto de las auxinas
se ve severamente afectado por otras fuentes cansadarosa o azucar
utilizada, la iluminacion y el régimen demperatura utilizadd$ y aunque el

dafno sufrido por la etapa de envejecimiento eraomag lograron reducir las



pérdidas; en el caso de callo que habia perdidml@acion, se empez6 a
recuperar el color y la consistencia, los tubégoe ya habian enraizado y
gue empezaban a sufrir oxidacion ésta se vio untggida y revertido dicho
proceso. En esta etapa de recuperacion inclusdts&ocoenraizamiento en
algunos tubérculos que no habian manifestado retspue

ACLIMATIZACION.

Un aspecto importante y fundamental fue el intesitoadaptacion a
suelo que se realiz0 y aunque Unicamente se ubhzd plantulas bien
definidas, los resultados fueron satisfactoriosuy mprometedores ya que se
logré su adaptacion al suelo pasadas 3 semanasestanetapa ocurrio
contaminacion por larvas de insectos por lo quéeseaplicO Furad& en
polvo y se realizé una limpieza manual.

Como respuestas de adaptacion al suelo se obdetteS§aerollo de 1-2
pequenos tubérculos en el centro de las plantslasformaron estrias y
ornamentaciones, hubo rompimiento de cuticula gamon en la epidermis
(Fig. 8); cumplidas ocho semanas, las plantulastrasladaron a un
invernadero en condiciones controladas de humedaigmperatura. El
desarrollo en invernadero no fue del todo exitosaigndose las 4 plantulas

introducidas por ataque de cochinillas.



Resalta la importancia de la aclimatizacion obi@nmbrque en los
cultivosin vitro, una fase que representa muchas limitantes eisamente la
adaptacion a suelo (Krikorian, 1991) y que en maatasos no siempre tiene

éxito.

Fig. 8.- Respuestas de aclimatizacion en tubéralddés bravoanus.

El procedimiento desarrollado en el presente estulimostréo su
viabilidad, permitiendo la regeneracigmvitro paraA. bravoanus. El tiempo
empleado en este trabajo comprendio un periodo=dafibs que en términos
de desarrollo biologico de la especie es muy cdsin. embargo; todavia

significa un gran espacio de tiempo si considerataoalta demanda que



existe de esta planta, pero los resultados obtemedoniten vislumbrar que se
podra reducir ese tiempo.

Las respuestas dA. bravoanus a la presencia de reguladores de
crecimiento, el efecto del envejecimiento de lokivas, la tolerancia a la
humedad soOlo podran ser aclarados con base eniosstuds profundos y
detallados. Al contar con ejemplares adultos enomeiempo, se podran
llevar a cabo estudios anatomicos aplicando tésricsiologicas especificas
para definir las zonas meristematicas y el momertoque ocurren las
divisiones celulares, entre otros estudios. El hagicado el cultivo de
tejidos vegetales con éxito en una especie pocmcaba o de nulos
conocimientos sobre su desarrollo, nos lleva aicoaf la viabilidad de
dichas técnicas en el rescate de especies engdbgextincion. Aplicar esta
tecnologia en otras especies poco conocidas omigrapropagacion ha sido
dificil, permitira un mayor avance cientifico y uoanservacion sustentada de
los recursos naturales. Finalmente, el objetivestas técnicas debera ser la
conservacion de los recursos naturales y la fodnade recursos humanos
eficientes para aplicar las técnicas de cultivaejidos y lograr un desarrollo
sustentable de los recursos vegetales utilizadoslgmmbre, permitiendo el

uso pero también la conservacion de los recursesngs brindan toda una



gama de servicios, entre otros el ecolégico (oxdgdiacion de suelo,
albergue a fauna silvestre, alimenticio).

El desarrollo sustentable para salvaguardar eloraubiente mediante
el uso y promocién de tecnologias que no contamingne lo hagan en una
cantidad minima, concepto que desde 1972 se ingbmaxonociendo la
relacion entre medio ambiente y desarrollo, planésaestrategias que se
deben aplicar en una politica de respeto con laralaza. Estas politicas
permitiran el control en el uso de los recursosnadds para llegar a satisfacer
las necesidades de las generaciones actuales BEr pm riesgo a las
generaciones futuras (Bolafos, 2000).

La alternativa de un desarrollo sustentable pataavoanus parece ser
la Gnica posibilidad viable. Detener el deteriortaypérdida del habitat de la
especie a traves de concientizar a la poblacical Byt donde crece la especie,
de su valor botanico y de la importancia de prestyen lugar de depredar
es la meta. La busqueda de alternativas econOrpiaas los lugarefios, el
desarrollo de nuevos proyectos situ que permitan el crecimiento de la
poblacion y mejor conocimiento de la especie, ayapa programas de
desarrollo y, en gran medida, la obtencion de no&toéficaces de
micropropagacionn vitro, todos ellos permitiran cambiar el status acteal d

A. bravoanus.



Uno de los mayores impactos que sufren las espaoenazadas es el
saqueo y explotacion indiscriminados, lo que noniterque sus poblaciones
silvestres se recuperen. Esto trae como conseeuepnd los estudios de
dichas especies muchas veces ni siquiera puedamséea cabo por falta de
material biolégico o que queden en un estado ifusaccuando el material
colectado es escaso y raro, lo que dificulta sudest

Lograr disponer de un mayor niamero de ejemplanesnetiempo mas
corto permitira reducir las presiones en las pobiees silvestres porque daria
alternativas a la gente que obtiene recursos edonénue la explotacion
desmedida de dichas especies, que sumado a un mayero de estudios de
conservacion nos permitira ampliar el conocimiatgdos recursos de la flora

silvestre.



IV. CONCLUSIONES.
Se establecieron bases solidas para la microproegan vitro de A.
bravoanus.
Se lograron altos porcentajes de germinacion &§.6n 25 dias.
Se obtuvieron respuestas de organogénesis directéa ormacion de
tubérculos y brotes (rosetas) asi como en la fadnade raices. Las
respuestas via organogénesis indirecta, a partimdeallo friable y rosado,
fueron menos ocurrentes y cuando se dieron, diocbsisuestas mostraron
tejidos y organos (tubérculos y raices) poco wgos, de aspecto anormal y
poCo consistente.
La mayor formacion de tubérculos se obtuvo enrtsitnientos con KIN (0.5
mg/l) + 2,4-D (1 mg/l) y BAP (0.1 mg/l) + ANA (1 Mg desarrollandose 35
tubérculos y 37 tubérculos respectivamente en seh@anas.
La potencialidad de los tubérculos en cultivo pdesarrollar raices fue
favorecida por su tamafio (de 0.8-1.2cm) y la edddubérculo (6 meses de
edad). Las mejores respuestas de enraizamientasdayon en medio MS50
suplementado con AIB (2 mg/l) + ANA (0.5 mg/l) c@i tubérculos y AIB
(1 mg/l) + ANA (0.1 mg/l) con 23 tubérculos en odwnanas.
La adaptacion a suelo se logr6 empleando una mekelaPeat-Moss,

vermiculita y tierra negra (1:1:1) con resultadas$actorios.
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VI.- APENDICES.
Anexo 1- Categorias de riesgo de los ordenamientos qgelare y protegen a las

cactaceas en el mundo. El nimero entre paréntelctaiel nimero de especies mexicanas

en esa categoria. (Modificado de Argasl, 2005).

NOM-O59ECOL-2001 UICN CITES
E: Probablemente extinta EX: Extinto | (40)
P: En peligro de extincion (27) EW: Extinto en dstailvestre (1) Il
A: Amenazadas (81) CR: En peligro critico (23)
PR: Sujetas a proteccion especial (157) EN: Emgpe(il1)

VU. Vulnerable (24)

NT: Casi amenazado (5)

LC: Preocupacion menor

DD: Datos insuficientes (1)

NE: No evaluado




Anexo 2.-Respuestas de cactaceas en cultivos in vitro. ghka tcontiene los datos de

especie, tipo de explante o fuente, medio de aultivesultados obtenidos; la informacion

presentada es producto de una busqueda no exl@aystirvve de referencia a estudios

posteriores).

ESPECIE FUENTE MEDIO DE RESPUESTAS REFERENCIA
CULTIVO

Mammillaria woodsii Callo MS + AIA/KIN Brotes, Kolar et al., 1976 en
Enraizamiento | Fay y Gratton, 1992

Aztekium ritteri MS + KIN/2,4-D Estructuras Rodriguez-Garay
embrionarias Rubluo, 1992

Mediocactus coccineus MS + ANA Embriones Infante, 1992
Somaticos

Aztekium rittteri plantulas MS + AIA/KIN Enraizamiento Corneanu, 1994

21 especies de cactaceas Semillas, MS, Brotes, Pérez-Molpheet al.,

Brotes, yemas MS +BA/ANA, Enraizamiento | 1998

MS + AIA, MS + AIB

Rhipsalidopsis rosea, aréolas MS + ANA/KIN Brotes, Garrido, 1998

Chamaecereus silvestrii 12 h luz, enraizamiento

Epiphyllum crenatum 12 h oscuridad

Mammillaria bocasana, aréolas MS + BAP/KIN Brotes, Anicua, 2000

M. carmenaey enraizamiento

Echinocactus grusonii

Mammillaria sp apices MS + BA/AIB Brotes y Gonzélez, 2001
plantulas

Turbinicarpus laui Semillas germinadag ~ MS + BA/ANA Brotes Mataet al., 2001
adventicios

Pelecyphora Semillas germinadas, MS, Plantulas, Arias, 2001




strobiliformis Brotes axilares MS + ANA/KIN, raices
plantulas MS + 2iP
MS +AIB,
MS + AIA/KIN
Escobaria minima, Semillas germinadas, MS, Epicotilos, Giustiet al., 2002
Mammillaria pectinifera | Epicotilos, MS + ANA/KIN, Brotes axilares,
y Brotes axilares MS + BA enraizamiento
Pelecyphora asdliformis MS + TDZ
Pelecyphora asdlliformis | Explantes apicales y| MS + BA Brotes, Pérez-Molphe y
y Transversales, brotes MS + AIA/AIB enraizamiento | Davila-Figueroa,
P. strobiliformis 2002
Pelecyphora asdlliformis | Semillas germinadas, MS + BA, Explantes, Santos-Diaz e al.,
brotes MS + KIN, enraizamiento | 2003
MS50 + PEG
Ariocarpus MS + BA/ANA Brotes Moebius-Goldammer
kotschoubeyanus etal., 2003
8 especies de Semillas germinadag ~ MS + BA/2iP Brotes, Davila-Figueroeet al.,

Turbinicarpus

enraizamiento

2005

Cephalocereus Semillas germinadag ~ MS50 + ANA/BAP Brotes, Saucedo, 2006
apicicephalium, enraizamiento

Echinocereus

pentalophus

10 especies de explantes MS + AIA/KIN Brotes, R&mirez-Malagon et
Mammillaria enraizamiento | al., 2007

Aztekium hintonii, callo MS50, Embriones Calderdn, 2007
Mammillaria san- B5 + 2,4-D/KIN somaticos

angelensisy M. sanchez

mejoradae
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