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"Hay una fuerza motriz mas poderosa que el vapor, la electricidad y la energia
atomica: la voluntad."

Albert Einstein.

Aquel que tiene un porqué para vivir se puede enfrentar a todos los "comos".

Friedrich Nietzsche.

"El amor por todas las criaturas vivientes es el mas noble atributo del hombre."

Charles Darwin.
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1. RESUMEN

México alberga una gran diversidad de cactaceas, aproximadamente 669
especies, de las cuales 518 son endémicas y por ello son vulnerables a la
extincion, por lo que es necesario implementar formas de propagacion; una de las
mas exitosas es el cultivo in vitro, en el cual los reguladores de crecimiento,

especialmente las auxinas, juegan un papel muy importante.

En este trabajo se evalud el efecto de las hormonas &cido indol acético y acido
indol butirico en concentraciones de 0, 1.0, 5.0 y 10 mg/l en la propagacion in vitro
de Neobuxbaumia macrocephala, Pachycereus hollianus y Stenocereus pruinosus.
Se determind el porcentaje de germinacion de semillas y una vez obtenidas las
plantulas de aproximadamente 5 cm de altura se cortaron en fracciones de 1 cm
de grosor y se cultivaron en medio de cultivo MS adicionado con las hormonas y
concentraciones mencionadas, los datos de brotes y raices desarrollados fueron
procesados mediante el analisis de varianza (ANOVA) y la comparacion de medias
con LSD con una 0=0.05 mediante el paquete estadistico SAS®.

La germinacion tanto in vitro como ex vitro en todos los casos fue mayor del
93%. Aunque con el analisis estadistico se obtuvo un coeficiente de variacion alto
(mayor al 15%); sin embargo, N. macrocephala presentd los mejores resultados
con 8 brotes de 2.7 cm en promedio y 61 raices de 5.25 cm también en promedio
por tratamiento. La especie P. hollianus presentd resultados intermedios con
respecto a las otras dos especies con 5 brotes de 0.78 cm y 70 raices de 0.78 cm
en promedio. La especie S. pruinosus presentd los resultados mas bajos con 3
brotes y 42 raices, con un promedio de tamafio de 0.35 cm y de 4.8 cm
respectivamente. Se obtuvieron brotes y raices a partir de explantes de tallo en
diferente cantidad y tamafio en cada especie y tratamiento hormonal, ademas de
gue la especie N. macrocephala fue la que presenté los mejores resultados.
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2. INTRODUCCION.

México alberga una gran diversidad de cactaceas, aproximadamente 669
especies, de las cuales 518 son endémicas®. Esto representa la mayor variedad
floristica conocida para los paises americanos (Arias, 1997).

Cactus es el nombre latino que deriva del vocablo griego kaktos que
significa cardo. Con esta palabra se designa a las plantas que tienen espinas y
tallos suculentos o jugosos, aunque no todas pertenecen a la familia botanica de
las cactaceas (Arreola-Nava, 1997).

Desde la época prehispanica las cactaceas han sido fuente medicinal,
alimenticia, elemento de construccion, ritual-magico, ornamental y motivo de
admiracion por su belleza y su notable sobrevivencia en escasos niveles de agua
ambiental. Sus formas, texturas y colores crean motivos extraordinarios por su
belleza y originalidad debidas a la presencia de sus espinas, tallos carnosos,
cuticulas y flores (Arreola-Nava, 1997).

Las plantas de la familia Cactaceae son perennes, cuya vida dura de dos
hasta cientos de afios como en el caso de algunos individuos de Echinocactus
platyacanthus a los que se les han calculado mas de 500 afios de vida. Algunas
especies alcanzan su madurez a los dos o tres afos, mientras que a otras

especies les toma varios lustros (Arreola-Nava, 1997).

Las cactaceas son plantas dicotiledéneas, con un parénquima muy
desarrollado para conservar agua y nutrientes en sus tallos y raices, no presentan
hojas, excepto las especies del género Pereskia (consideradas como las
cactdceas mas primitivas). Poseen habitos muy diversos, la gran mayoria son

terrestres, en general crecen solitarias aunque algunas forman colonias; por lo

! Contacto: biodiversidad@conabio.gob.mx | México 2009
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general crecen erectos en forma perpendicular al suelo. Los tallos en las
cactdceas conforman basicamente el cuerpo de la planta, engrosado por el
desarrollo del parénquima, son verdes porque en ellos se concentra la actividad

fotosintética y varian en forma, tamafio y ramificacion (Arreola-Nava, 1997).

Existen alrededor de 170 especies de cactaceas columnares, de las cuales
80 se encuentran en México. Estas plantas son componentes principales de los
bosques tropicales caducifolios y matorrales xerofilos de las zonas aridas y
semidridas, los cuales cubren cerca de dos tercios del territorio nacional. Varios
trabajos arqueoldgicos han revelado que las cactaceas columnares fueron de los
principales recursos utilizados por los humanos durante la prehistoria en

Mesoamérica (Bravo-Hollis, 1978; Valiente-Banuet et al., 2002).

En la actualidad las cactaceas columnares son de gran importancia debido
a su amplia gama de usos, como el consumo de sus frutos ya que todos son
comestibles y son utilizados como forraje, los tallos son utilizados como forraje y
los de ciertas especies son comestibles, las semillas generalmente se consumen
separadas de la pulpa, la madera de varias especies de cactaceas columnares
gigantes se utiliza cominmente en la construccion de techos y cercas de las casas
campesinas tradicionales, algunas se utilizan como cercas vivas y como bordos de
contencion en terrazas; los tallos secos se utilizan como lefia para calentar y
preparar alimentos asi como en hornos para la manufactura de ceramica
tradicional. Las cactaceas columnares no solo constituyen especies clave en las
comunidades bi6ticas en las zonas aridas y semiaridas, sino que ademas son
recursos de un considerable potencial econdmico, hoy dia cientos de
comunidades rurales las utilizan para satisfacer sus necesidades de subsistencia y
comercializan sus productos a escala local o regional; sin embargo, podrian tener
importancia en mercados internacionales y su comercializacion contribuiria a

beneficiar la economia campesina (Casas, 2002).
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Son diversas las causas que han hecho vulnerables a la extincién a varias
especies de la familia de las cactaceas, entre ellas estan la recoleccion por su
valor ornamental, la rareza ya que existen muchos casos de endemismos, la
perturbacién o pérdida del habitat causado por las actividades humanas, asi como
el lento crecimiento de las especies de esta familia. La sobre explotacion de
poblaciones naturales de cactaceas es una realidad que afecta los ecosistemas
semiaridos de México; Hernandez y Godinez (1994), consideran que 197 especies
mexicanas de esta familia (35% del total), estan amenazadas.

Para la proteccion de las especies mexicanas de cactaceas en peligro de
extincion, endémicas, raras o con importancia econémica es necesario desarrollar
y/o aplicar técnicas de reproduccion eficaces, una de las mas exitosas es el cultivo
in vitro, ya que permite la produccion de muchos organismos a partir de una
fraccion de tejido proveniente de un solo individuo; ademas, utilizando el potencial
de esta técnica se pueden mantener poblaciones enteras de especies raras,
endémicas, con importancia econémica o en peligro de extincion (Coca, 2003).

En el cultivo in vitro de plantas superiores, los reguladores de crecimiento
especialmente las auxinas, juegan un papel importante; se puede decir que este
es practicamente imposible sin ellos, aunque esto depende del tipo de explante y
especie vegetal. Las auxinas generalmente producen: elongacién celular vy
expansion de los tejidos, division celular, formacion de raices adventicias,
inhibicién de la formacién de vastagos axilares y adventicios y frecuentemente

embriogénesis en los cultivos en suspension (Pierik, 1990).

Las auxinas adicionadas al medio de cultivo en cantidades minimas pueden
estimular el crecimiento de las raices, no obstante, en cantidades mayores, inhibe
el crecimiento de las primarias, aunque puede promover la formaciéon de nuevas
secundarias. Esta hormona estimula el desarrollo de las adventicias y por esta
razon se emplea comercialmente para estimular la formaciéon de raices en

esquejes (Garcia-Breijo et al., 2006).
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Por otra parte el acido indol acético (AlA) es una auxina que participa en el
mecanismo de regulacion del crecimiento y en la elongacion celular, Murashige
(1974) describe el AIA como una fitohormona que incrementa la plasticidad de la
pared celular y en combinacién con las citocininas inducen morfogénesis en
micropropagacion; asi mismo menciona que estimula el crecimiento generalizado
de la planta, propiciando su alargamiento (Citado por: Gonzélez, 2001). Regula las
funciones en los tejidos vegetales, interviene en factores de juventud, retraso de la
senescencia en hojas y frutos, promueve la dominancia apical, interviene en la

biosintesis de etileno y en el crecimiento de las plantas (Gonzalez, 2001).

Otra auxina natural es el acido indol-3-butirico (AIB), que se ha aislado de
diversas especies vegetales donde puede encontrarse en forma libre o conjugada
con otras auxinas. Se sintetiza a partir del AIA por alargamiento de la cadena
lateral en una reaccion catalizada por AIB sintasa que utiliza acetil colina Ay ATP
como cofactores (Barceld-Coll et al., 2005). El AIB es usado en la propagacion de
tallos y esquejes de hoja, debido a su efecto de estimular la formacion de raices;
por lo general se comercializa como “hormona de enraizamiento” combinada con
una auxina sintética como el acido naftalenacético (ANA), mezcladas con una

sustancia inerte como polvos de talco (Hopkins y Hiner, 2009).
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3. ANTECEDENTES

Los experimentos iniciales de hormonas vegetales en general y en
particular de las auxinas se remonta a la obra de Charles Darwin y su hijo Francis
en la ultima parte del siglo XIX, quienes estudiaron la tendencia de las semillas de
Phalaris canariensis a girar hacia la luz que pasa a través de la ventana,
fendmeno conocido como “fototropismo”. Darwin observo que los coleoptilos del
pasto responden a iluminacién unilateral, creciendo hacia la fuente de luz, y que
sin embargo la curvatura no ocurre si la punta del coleéptilo ha sido removida o
cubierta de la luz. Estos experimentos llevaron a otros fisidlogos vegetales a
realizar una serie de experimentos, los cuales culminaron en el descubrimiento de

la auxina, la primera hormona vegetal (Epstein y Ludwig-Mdller, 1993).

El concepto de hormonas en plantas puede remontarse a las observaciones
de Duhamel du Monceau en 1758 quien observé la formacién de raices en las
inflamaciones que se producen por encima de las heridas alrededor de los tallos
de plantas lefiosas; para explicar esto y otros fendbmenos parecidos en 1860 Julius
Sachs postulo sustancias especificas formadoras de érganos en plantas (Hopkins,
1999).

Posterior a la publicacion del libro de Darwin “The Power of Movement in
Plants” en 1910 Boysen-Jensen demostré que estimulos pasan a través de
bloques de agar, los cuales eran de naturaleza quimica (Epstein y Ludwig-Mdiller,
1993).

En 1918 Paal mostr6 que si el apice era removido y reemplazado
asimétricamente la curvatura ocurria aun en la oscuridad (Epstein y Ludwig-Mdiller,
1993).

La sustancia activa fue aislada satisfactoriamente en 1928 por FW. Went;

su trabajo fue particularmente significativo en dos aspectos, primero confirmé la
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existencia de sustancias reguladoras en el apice del coleoptilo y segundo
desarrollo un medio para el aislamiento y el analisis cuantitativo de la sustancia
activa. Debido a que Went usé coleéptilos de semillas de Avena su prueba es
conocida como prueba de la curvatura de avena (Epstein y Ludwig-Muller, 1993).

En 1934 la hormona acido indol-3-acético fue aislada por Koégl y Haagen-
Smit de orina humana; al mismo tiempo se aisl6é de extractos de levadura y el afio
siguiente de Rhizopus suinus por Thimann. En 1946 fue extraida por de granos de
maiz y después de esto ha sido encontrada para ser ubicada en plantas
superiores (Epstein y Ludwig-Miiller, 1993).

La hormona AIA fue la primera hormona vegetal usada para estimular el
enraizamiento. Al mismo tiempo fue descubierta una nueva auxina “sintética”, el
acido indol-3-butirico, el cual también promovia el enraizamiento y era mas
efectivo que el AlA (Hopkins, 1999).

El AIB es ahora usado comercialmente en todo el mundo para el
enraizamiento de muchas especies de plantas. Durante los ultimos 15 afios el AIB
ha sido identificada como una hormona natural, ya que ha sido encontrada en
muchas especies de plantas, esto con ayuda de técnicas como cromatografia de
gases-espectrometria de masas (Hopkins, 1999).

El AIB esta presente en aproximadamente las mismas concentraciones o
poco menores que el AlA en las plantas, las cuales varian a diferentes condiciones
de crecimiento tales como el pH del medio, la intensidad de luz e incluso el
volumen del frasco de cultivo (Hopkins, 1999).

Anicua y Rivas en 2000 realizaron la micropropagacion y evaluacion del
status metabolico in vitro de tres especies de cactaceas (Mammillaria bocasana, M.
carmenae y Echinocactus grusonii), donde evaluaron el efecto independiente de
dos citocininas, la  cinetina (KIN) y la bencilaminopurina (BAP) a las
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concentraciones de 0.5, 1.0, 5.0 y 10 mg/l ademas de un grupo testigo;
encontraron que los tratamientos con una rapida y extensa proliferacion de brotes
multiples sobre los explantes fueron: para M. bocasana con KIN a la concentracién
5.0 mg/l 15 brotes, con BAP a la concentraciéon 5.0 mg/l 19 brotes; para M.
carmenae con KIN a la concentracion 10 mg/l 30 brotes, con BAP a la
concentracion 10 mg/l 22 brotes, mientras que la especie E. grusonii sélo presentd
la generacion de callo en todos los tratamientos, desarrollandose mas rapido con
KIN a las concentraciones 5.0 y 10 mg/l y con BAP a la concentracién 1.0 mg/l.
Los autores concluyeron que el desarrollo de brotes posiblemente fue causado por
la activaciéon de auxinas enddgenas en el periodo de etiolacion previo al que
fueron sometidas las plantas in vivo antes de tomar los explantes para el cultivo in

Vitro.

Morales en 2000 indujo la germinacion y el crecimiento de plantulas, asi
mismo realizé el cultivo in vitro de pitahaya Hylocereus undatus; en la etapa de
germinacién uso dos diferentes sustratos y agar, para el cultivo in vitro en el caso
de la induccion de brotes utiliz6 dos tratamientos, en el primero adicioné KIN 1.0
mg/l y BAP 2.0 mg/l y al segundo adicioné KIN 5.0 mg/l, AIA 0.3 mg/l y hemisulfato
de adenina; para la induccion de callo utilizé 2,4-D a las concentraciones 2.0, 4.0
y 8.0 mg/l con KIN a las concentraciones 2.0, 4.0 y 8.0 mg/l y BAP a las
concentraciones 3.0 y 6.0 mg/l y ANA a las concentraciones 1.0 y 2.0 mg/l; donde
obtuvo que el mayor porcentaje de germinacion fue bajo riego continuoy que las
mejores combinaciones fueron mejores las combinaciones de BAP 2.0 mg/l y K
1.0 mg/l, BAP 3.0 mg/l y NAA 1.0 mg/l, para formacion de brote y callo

respectivamente.

Rubluo et al. en 2002 analizaron respuestas morfogenéticas de Mammillaria
san-angelensis Sanchez-Mejorada (Cactaceae) a la presencia de las auxinas AlA
(1.14, 2.28 y 3.42 mg/l), ANA (1.07, 2.18, 3.22 mg/l), AIB (0.98, 1.96, 2.95 mg/l) y
2,4-D (0.90, 1.80, 2.71 mg/l) a largo plazo en cultivo in vitro, los autores

encontraron que la potencialidad morfogenética se conserva y que la mejor
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regeneraciéon de la planta se observé en presencia de la hormona AlA a la

concentracion de 3.42 mg/I.

Choreno-Tapia et. al en 2002 realizaron un estudio sobre propagacion in
vitro de Cephalocereus senilis a partir de areolas, las cuales fueron sembradas en
el medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) complementado con los reguladores
del crecimiento &cido naftalenacético (ANA), 6-benciladenina (BA) y cinetina (KIN),
solas y en diferentes combinaciones, en concentraciones de 0.0, 0.3, 1.0 y 3.0
mg/l en la forma siguiente: ANA: BAy ANA: K. Obtuvieron después de 21 dias la
activacion de areolas en ANA: BA 3.0 mg/l; posteriormente a los 61 dias,
subcultivaron las plantulas fraccionandolas en tres partes (apical, media y basal);
logrando después de 40 dias, la mejor respuesta en numero de brotes con
plantulas fraccionadas consiguiendo hasta 11 brotes en promedio con una altura
de 0.9 cm y un didmetro de 0.6 cm, con apariencia vigorosa y sana.
Posteriormente, los brotes fueron transferidos a medio sin reguladores, en donde

formaron raiz a los 30 dias de la incubacion.

Ordoiiez en el 2003 realizé la propagacion in vitro de Mammillaria
voburnensis, utilizando plantulas que median aproximadamente 1 cm, las cuales
fueron sometidas a tratamientos con las hormonas BA/ANA a las concentraciones
de 0.1/0, 1.0/0, 2.0/1.0, 0.1/0.01, 1.0/0.01, 1.0/1.0, 6.0/0.1 y 0/0 mgl/l
respectivamente, obteniendo que el tratamiento con BA/ANA a las
concentraciones 0.1/0.01 mg/l respectivamente fue el éptimo, ya que indujo la
formacion de la mayor cantidad de brotes por explante, los cuales eran
semiesféricos, de color verde, median entre 0.3 y 0.4 cm de diametro, al menos
0.4 cm de altura, con desarrollo externo de espinas radiales y centrales sobre las
areolas y en la anatomia interna hubo diferenciacion del sistema dérmico,

fundamental y vascular.

Galvan en el 2005 desarroll6 una via de propagacion in vitro para

Neobuxbaumia tetetzo a partir de areolas con fines de conservacion ex situ. Utilizé
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plantulas obtenidas de semillas germinadas in vitro y etioladas durante dos meses,
de las que obtuvo explantes con 2 6 3 areolas, los cuales fueron cultivados en
medio MS adicionado con las citocininas BAP o 2iP a concentraciones 0, 1.0, 5.0,
10 y 15 mg/l. Los resultados mostraron que la mayor proliferacion fue con
explantes no etiolados en el tratamiento con 2iP a la concentracion 15 mg/l, donde
se formaron en promedio hasta 15 brotes por explante; el 75% de enraizamiento
de los brotes ocurrié utilizando medio MS libre de reguladores de crecimiento. Asi
mismo el indice de sobrevivencia para la fase de aclimatacién después de 8
semanas fue del 89%. Concluy6é que el la propagacion in vitro de N. tetetzo es
factible a gran escala y resulta de utilidad en proyectos de restauraciéon para la
reintroduccion de la especie a su habitat natural.

Diaz en el 2007 realiz6 la propagacion in vitro de Thelocactus rinconensis,
donde defini6 la técnica de desinfeccion de semillas y la mejor concentracion
citocinina/auxina para la formacién de brotes, asi como el establecimiento ex vitro
de los mismos, donde a partir de plantulas de 0.5 a 2 cm de altura obtenidas a
través de semillas germinadas asépticamente, se disectaron explantes apicales y
laterales que se sembraron en medio MS adicionado con dos citocininas:
bencilaminopurina y 6-[y,y-dimetilalilamino] purina (BA y 2iP) en diferentes
concentraciones (0, 0.5, 1.0, 2.0 y 6.0 mg/l), solas o en combinacién con la auxina
acido naftalenacético (ANA 0 y 0.1 mg/l); donde observé que los explantes
apicales tanto en BA/ANA como 2iP/ANA no generaron brotes en la mayoria de los
tratamientos; en cambio los explantes laterales presentaron mayor capacidad
morfogenética y generaron por lo menos un brote en cada explante. El
enraizamiento ocurrié espontaneamente entre los 3 y 6 meses, después de dos
subcultivos en medio MS con 1.0 mg/l de carbdn activado. EL 92% de los brotes

enraizados sobrevivieron (318 brotes) al ser transferidos al suelo.

Zamora en el 2007 realiz6 la micropropagaciéon de Thelocactus bicolor
como estrategia para su conservacion, donde explantes longitudinales de

plantulas entre 0.5 y 1 cm de longitud germinadas in vitro fueron colocadas en


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

medio MS adicionado con la citocinina 6-bencilaminopurina (BA) en
concentraciones de 0, 1.0 y 2.0 mg/l y la auxina acido naftalenacético (ANA) en
concentraciones de 0, 0.5 y 1.0 mg/l. Encontrando que los explantes en medio
adicionado con BA/ANA a las concentraciones 2.0/0.5 mg/l respectivamente
presentaron la mayor produccién de brotes, seguidos de los tratamientos 0/0.5 y
control; sin embargo, en el tratamiento con BA, del total de brotes que se
desarrollaron, el 67% se hiperhidrataron, determinando que el tratamiento con
ANA a la concentracién de 0.5 mg/l fue el mas adecuado, al obtener un promedio
de 2.87 brotes por explante.

Azcona en el 2009 realiz6 la propagacion in vitro de Melocactus curvispinus
subsp. Dawsonii a través de la activacion de areolas, donde sembré explantes de
tallos jévenes en medio B5 con 3% de sacarosa, 8.0 g/l de agary 1.0, 2.0y 3.0
mg/l de 6-bencilaminopurina (BAP) en combinacion con 0.5 mg/l de ANA, encontrd
los mejores resultados en la combinacion de 2.0 mg/l de BAP y 0.5 mg/l de ANA.

Balaguera-LOpez et al. en el 2010 realizaron la propagacion asexual de
Selenicereus megalanthus Haw; observaron el efecto de cuatro concentraciones
de acido indolbutirico (AIB) (0, 1.5, 3.0 y 4.5 mg/l) y de dos tamafios de cladodio
(40 6 60 cm de altura) durante 90 dias; evaluaron enraizamiento, nimero de
raices y brotes, longitud de raices y brotes, masa fresca y seca de raiz y brotes;
encontraron que la concentracion 4.5 mg/l de la hormona AIB a las estacas de 60

cm arrojé los mejores resultados.

Lara en el 2010 realiz6 la micropropagacién de Aporocactus flagelliformis
utilizdé explantes de tallos jovenes de 3 a 5 cm de largo sembrados en medio MS
50% y polivinil-pirrolidona (PVP) 1% suplementado con concentraciones de ANA (O,
0.1, 0.2, 0.5 mg/l) y BA (0, 1.0, 2.0 y 3.0 mg/l), observé después de 60 dias de
induccidon una organogénesis directa, con la formacion de brotes en todos los
tratamientos; fue el tratamiento suplementado con ANA/BA a las concentraciones

0.1/1.0 mg/l el que generd el mayor niumero de brotes por explante, los cuales
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presentaron una morfologia similar a la planta madre con una longitud promedio
de 3 cm, seqguido del tratamiento suplementado con ANA/BA a las concentraciones
0/2.0 mg/l con 7.3 brotes por explante.

Ruvalcaba-Ruiz et al. en 2010 realizaron la propagacién in vitro de
Coryphantha retusa con el objetivo de lograr la regeneracion via organogénesis
directa; los tratamientos consistieron de medio MS suplementado con 6-
bencilaminopurina (6-BAP) a las concentraciones 0.0, 1.0, 2.0, 3.0 mg/l y acido
naftalenacético (ANA) a las concentraciones 0.0, 0.5, 1.0 mg/l. Posterior a 60 dias
evaluaron la proliferacién de brotes axilares via organogénesis directa; sometieron
los resultados a un analisis de varianza (P<0.05) y compararon las medias con la
prueba de rango multiple de Duncan, donde observaron los valores mas altos de
brotes axilares con 2.0 mg/l de 6-BAP con 9 brotes en promedio; posteriormente
las plantulas obtenidas las enraizaron in vitro en medio MS sin reguladores de

crecimiento.
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4. DESCRIPCION DE LAS ESPECIES DE ESTUDIO

Neobuxbaumia macrocephala
(Cardon).

Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Caryophyllales
Familia: Cactaceae
Subfamilia: Cactoideae
Tribu: Pachycereeae
Género: Neobuxbaumia
Especie: N. macrocephala

Figura 1. Ejemplar de la especie

Neobuxbaumia macrocephala.

Plantas gigantes, mas o menos ramificadas, de 7 a 15 m de alto, al principio
columnares. Tallo simple o con ramas que emergen a diversas alturas pero no
desde la base, color verde obscuro. Tronco lefioso muy soélido, de 30 a 60 cm de
didmetro. Ramas erectas, de 7 a 12 m de longitud y 30 a 40 cm de diametro.
Costillas 17 a 26, bajas, obtusas. Areolas obovado-triangulares con fieltro y lana
caduca; depresiones interareolares fuertemente marcadas. Espinas rigidas, al
principio rojizas o rosadas, tornandose grises 0 negruzcas con la edad. Espinas
centrales 1 a 3, una de ellas subulada, las demas aciculares hasta ligeramente
subuladas; pseudocefalio terminal rojo en conjunto; areolas del pseudocefalio mas
grandes que los de la zona vegetativa, provistas de abundante fieltro amarillo y
muy abundante lana amarilllenta, con cerdas blanco rosadas translicidas y mas
de 30 espinas setosas, rojizas. Flores nocturnas, cilindro-infundibuliforme-
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campanuladas, incluidas en el pseudocefalio, nacen en corona cerca del apice, de
42 a 52 mm de longitud, diametro periantal de la flor abierta 21 a 28 mm;
pericarpelo globoso de 12 a 16 mm de largo y 10 a 12 mm de diametro, cubierto
de podarios imbricados pequefios, tan largos como anchos, algo aplanados,
provistos de escamas anchamente triangulares, de margen cartaceo-eroso, sin
epipodarios o hipopodarios, color moreno purpureo, axilas de las escamas con
areolas generalmente glabras hasta la antesis, con lana blanca y setosas
retorcidas, color rojizo amarillento; tubo receptacular angostamente cilindrico, de
26 a 35 mm de largo, con podarios decurrentes no muy largos ni anchos, provistos
de escamas algo carnosas, anchamente triangulares, casi orbiculares, con margen
ciliado, axilas desnudas; segmentos exteriores del perianto angostamente
oblanceolados, algo carnosos, con margen eroso y apice mucronado, de 8 mm de
largo y 5 a 6 mm de ancho, color rojo purpureo, reflejados en la antesis;
segmentos interiores del perianto, muy suaves, como de 10 mm de largoy 3 a 4
mm de ancho, blancos con la punta escarlata y linea central ligeramente purpurea,
reflejados en la antesis; estambres numerosos, mas o menos de la misma longitud,
filamentos delgados de 8 mm de largo, color amarillo palido con tinte rosa, anteras
amarillas; camara nectarial algo abierta, de 13 mm de largo y 10 mm de ancho,
color castafio claro; estilo de 20 a 22 mm de largo, color crema rosado, I6bulos del
estigma 7 a 9, color crema; cavidad del ovario de 7 mm de longitud; évulos
numerosos en funiculos verdaderamente ramificados. Fruto globoso de 2 cm de
longitud por 18 mm de diametro, cubierto de escamas gruesas, imbricadas,
obovadas, hasta de 8 mm de largo y 4 mm de ancho, apiculadas, margen
cartaceo-eroso, color rojo purpura intenso; axilas de las escamas con abundante
lana blanca y algunas cerdas semirigidas, retorcidas, amarillo rojizas, hasta de 5
mm de largo; pulpa blanca no jugosa; dehicencia irregular en forma de estrella.
Semillas oblicuamente reniformes, de menos de 2.5 mm de largo; testa moreno
obscura casi negra, brillante, lisa, con ornamentacién celular; hilo lateral subbasal,
microépilo incluido. El nombre especifico alude al pseudocefalio apical (Bravo-Hollis,
1978).
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Distribucion: En el Estado de Puebla donde se le conoce Unicamente en
dos localidades, la primera en el Valle de Tehuacan, en la parte baja de las
estribaciones de la sierra de Zongolica y de la sierra de La Granja; una colonia
muy grande se encuentra en el cerro de Tochapa; la segunda poblacién se
encuentra en el Valle de Zapotitlan de las Salinas [18° 19’ 52.4” N, 97° 28’ 11.29”
O] cerca de las margenes del rio Quiotepec, hasta cerca de Acatepec. Crece en
suelos calizos, generalmente en laderas de mucha pendiente, formando parte de
la selva baja caducifolia (Bravo-Hollis, 1978).

Florece en los meses de Marzo a Julio. Sus flores son polinizadas por
murciélagos y sus semillas son dispersadas por aves (Arias-Toledo et al., 2001).

Importancia: Es endémica del Estado de Puebla y es propagada con fines de
reforestaciéon y como planta ornamental (Bravo Hollis, 1978 y Arias-Toledo et al.,
2001).
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Pachycereus hollianus (Acompes o

baboso).

Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Caryophyllales
Familia: Cactaceae
Subfamilia: Cactoideae
Tribu: Pachycereeae
Geénero: Pachycereus
Especie: P. hollianus

Figura 2. Ejemplar de la especie

Pachicereus hollianus.

Plantas arbustivas con tallos simples o poco ramificados que alcanzan 4y 5
m de altura. Tallos con ramificaciones desde la base, o a distintas alturas,
delgados, de 4 a 6 cm de diametro, de color verde obscuro. Costillas 8 a 14
agudas. Areolas distantes entre si 1 a 3 cm casi circulares de 1 cm de diametro,
algunas con fieltro blanco grisaceo. Espinas radiales 12 a 14, de tamafio desigual,
generalmente 1 a 3.5 cm largo, delgadas, grisdceas; a veces existen algunas
espinas adicionales muy pequefias. Espinas centrales 3 a 5, aplanadas, con la
base bulbosa, de 3 a 5 y hasta 10 cm de longitud, la mas larga dirigida hacia abajo,
al principio rojizas, después de color gris o casi negras. Flores en el apice de los
tallos, diurnas, anchamente tubular- campanuladas, de 7 a 10 cm de longitud y 3 a
3.5 cm de diametro; pericarpelo y tubo receptacular verdoso, con numerosas

escamas pequefas, triangulares, de color café, con el apice terminado en una
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espinita, en sus axilas hay lana blanca, cerdas largas y pelos tortuosos, blancos;
limbo corto; segmento exteriores del perianto moreno-verdosos, ciliados y
acuminados; segmentos interiores color blanco marfil, brillantes, ciliados y
acuminados; estambres numerosos; filamentos blancos; anteras color blanco
amarillento; estilo grueso mas corto que los estambres; lI6bulos del estigma 16 a
18, color crema, largos, papilosos. Fruto ovoide, 6 a 8 cm de largo, al principio
moreno verdoso, después moreno rojizo, con numerosas areolas provistas de
espinas suaves y delgadas y de pelos cerdosos blancos; las areolas se
desprenden cuando el fruto madura; la pulpa del fruto es de color purpura.
Semillas de 2 a 3 mm de largo, testa negra y brillante con puntuaciones pequefas,
hilo amplio. Florece en julio y agosto (Bravo-Hollis, 1978).

Distribucién: Estado de Puebla. Es abundante en Zapotitlan de las Salinas,
cerca de Tehuacan. La planta se utiliza para formar setos vivos. El fruto es
comestible, de sabor dulce (Arias-Toledo et al., 2001).

Esta especie es interesante en sistematica porque Britton y Rose la
escogieron como especie tipo para erigir el género Lemaireocereus, género que
fue invalidado por Buxbaum (1961) cuando hizo la revision de la tribu Pachycereus,
pues tiene, entre otras semejanzas, el pericarpelo y el tubo receptacular muy
gruesos y revestidos de escamas acrescentes en toda su extension, cuyas axilas
estan provistas de areolas que llevan lana abundante y cerdas; las semillas
corresponden también a las de Pachycereus, pues el hilo es basal, ancho e
incluye el micropilo, la testa es negra y mas o menos brillante y el embrién es
curvo. EL fruto de esta especie difiere, sin embargo, del de las otras especies de
Pachycereus en que es carnoso como el de las especies de Lemaireocereus Britt.
Et Rose; este caracter sin embargo, no permite diferenciar géneros ya que como
dice Buxbaum, frutos carnosos y secos pueden encontrarse también en Opuntia y

Ferocactus (Bravo-Hollis, 1978).
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Crece en planicies en donde forma colonias de mediano tamafo pero muy
compactas, debido a que esta especie se propaga de manera vegetativa debido a
que los tallos caidos forman raices facilmente (Arias-Toledo et al., 2001).

Importancia: Sus frutos son consumidos por una gran variedad de aves, las
cuales dispersan las semillas; son comestibles como fruta de temporada, ademas
de que se utilizan para preparar aguas frescas. Su madera, conocida como
“calehuale” se usa para la construccién de cabafias, corrales y almacenes de
granos. Su lefla es muy apreciada por los lugarefios quienes la usan como
combustible (Arias-Toledo et al., 2001).
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Stenocereus pruinosus (pitayo vy
pitayo de mayo).

Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Caryophyllales
Familia: Cactaceae
Subfamilia: Cactoideae
Tribu: Pachycereeae
Género: Stenocereus
Especie: S. pruinosus

Figura 3. Ejemplar de la especie

Stenocereus pruinosus.

Arborescente, con tronco bien definido, de 4 a 5 m de alto, ramoso. Ramas
de 8 a 10 cm de diametro, de color verde obscuro, hacia la extremidad de las
ramas azuloso, con una pruinosidad blanquecina. Costillas 5 a 6 (8) prominentes
agudas, algo onduladas. Areolas distantes entre si 3 a 4 cm, grandes, 8 a 10 mm
de diametro, circulares, provistas de fieltro grisaceo claro. Espinas radiales 5 a 7
(8) de 1 a 2 cm de largo, radiadas, subuladas, al principio amarillentas, después
grises con la punta obscura. Espinas centrales 1 a 4, grises, de 2 a 3 cm de
longitud. Flores infundibuliformes, de 9 cm de longitud, con tubo receptacular largo;
escamas y segmentos exteriores del perianto de color moreno verdoso;
segmentos interiores del perianto de color blanco, més largos y delgados que los
exteriores; pericarpelo con numerosos podarios pequefios que llevan escamas con
areolas provistas de lana corta. Fruto ovoide, de 5 a 8 cm de largo, de color

variable, rojo purpura, anaranjado verdoso, con pulpa carnosa, del mismo color
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gue el pericarpelo; las areolas grandes, lanosas y espinosas de que esta proviso
se desprenden con facilidad cuando el fruto madura. Semillas pequefias de 2 a 2.5
mm de largo, y 1.8 mm de ancho; amplio hilo basal; testa negra con gruesas
puntuaciones (Bravo-Hollis, 1978).

Distribucién: Estados de Tamaulipas, Veracruz, Puebla, Guerrero, Oaxaca y
Chiapas. Crece en estado silvestre y se cultiva en diversos poblados de las
mixtecas. Se ha sefialado en Oaxaca, de Totolapan, Tequisistlan, Mitla, Ixtlan de
Juérez, distintos lugares de las mixtecas altas, Huajapan de Ledn; en Puebla, en
el cafon del rio Atoyac, en “cuajiotales”, y en los alrededores de Tehuacan; en
Guerrero, en el Candn del Zopilote; en Chiapas, en la Hacienda de la Providencia,
y también cerca de Tula, Tamaulipas y Rio Verde, San Luis Potosi (Bravo-Hollis,
1978).

Existen diferentes variedades horticolas que se distinguen por la forma vy el
color de los frutos a los cuales se les da, como a la especie anterior, el nombre de
“pitayas”. La fructificacion se produce en mayo y en septiembre (Bravo-Hollis,
1978).

Importancia: La poblacion de Guajolotitlan, Oaxaca, cercana a Huajuapan
de Ledn, produce para el mercado diferentes variedades de esta planta, debido a
gue las variedades del fruto son muy agradables, en la época de fructificacién
éstos se encuentran en los mercados regionales, por lo que su produccién
deberia incrementarse, pudiendo ser una fuente de recursos econdmicos para

esas poblaciones (Bravo-Hollis, 1978).
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5. JUSTIFICACION

Las especies de cactaceas endémicas son Unicas en sus requerimientos
biolégicos y ecolégicos, esta singularidad esta reflejada en tener una especiaciéon
limitada, area de distribucion restringida asi como habitat y microclima especificos;
desde el punto de vista ecolégico y evolutivo las cactaceas tienen un alto valor
para la conservacion, ya que la extincion de cualquier especie endémica traeria
consigo la pérdida en la diversidad genética y los posibles beneficios que el
hombre pudiera recibir de éstas (Lebgue-Keleng et al., 2011). Asi mismo el uso
irracional de las cactaceas de importancia comercial como fuente de alimento,
construccion, lefia y ornamentales pone en riesgo la existencia de las especies de
esta familia (Alanis y Velazco, 2008); por lo que el presente trabajo pretendi6
aplicar nuevos procedimientos de micropropagacion, que sirvan como instrumento
para facilitar su conservacion ex situ, para mantener colecciones vivas que podrian
actuar como reservorios de germoplasma, asi como su reingreso al habitat natural
en proyectos de restauracion de zonas perturbadas, e incluso su manejo con fines

ornamentales.

6. HIPOTESIS

El cultivo in vitro ha demostrado ser efectivo para la propagacién de algunas
especies de cactaceas. En la accion sobre la morfogénesis es muy importante
gue exista un equilibrio auxina/citocinina, pues la auxina induce diferenciacién de
la raiz y la citocinina diferenciacion del tallo; es por ello que normalmente se aplica
una citocinina con una auxina. Por lo que se propone hacer uso de las auxinas AlA
y AIB sobre explantes de tallo de las cactaceas columnares Neobuxbaumia
macrocephala, Pachycereus hollianus y Stenocereus pruinosus para iniciar el
desarrollo de raiz y que esto permita la vida del explante como brote o plantula en
funcion de que en este dérgano se sintetizan citocininas, que permitiran el

desarrollo completo de la plantula coayuvando a su crecimiento y desarrollo.
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7. OBJETIVOS

GENERAL
o Evaluar el efecto de la aplicaciéon de auxinas (AlA y AIB) en la propagacion
in vitro de tres especies de cactaceas columnares a partir de plantulas obtenidas
de semilla para inducir la formacién de raices en los explantes para favorecer su

mantenimiento y la posterior induccion de brotes.

PARTICULARES

o Obtener plantulas a partir de semillas de Neobuxbaumia macrocephala,
Pachycereus hollianus y Stenocereus pruinosus.

. Determinar la formacién de raices y brotes mediante la aplicacién de las
auxinas AlA 'y AIB a concentraciones 0, 1.0, 5.0 y 10 mg/l, sobre los explantes de
Neobuxbaumia macrocephala, Pachycereus hollianus y Stenocereus pruinosus.
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8. MATERIAL Y METODOS

Material vegetal

Las semillas fueron obtenidas de la coleccién del Laboratorio de Cultivo de
Tejidos Vegetales de la Unidad de Morfologia y Funcion de la FES Iztacala. Se
colectaron en el municipio de Zapotitldn de las Salinas, ubicado al sureste del
estado de Puebla, México (97°28'28" W - 18°19'55" N), un afio antes de realizar
este estudio. Se almacenaron en frascos de plastico transparente a temperatura

ambiente.

Preparacion del sustrato

Se mezclo tierra negra y tezontle en proporcion 1:1, esta mezcla se tamizé
a una apertura de malla de 0.5 cm y se desinfestd por calor en una charola
colocandola al fuego durante 20 o 30 minutos la cual se revolvié periédicamente y
en un horno de microondas a potencia alta turnando 2 minutos de coccion por 1

minuto de reposo hasta completar 5 minutos.

Germinacion de semillas

e Exvitro:

Se desinfestaron 100 semillas de cada especie, para ello se colocaron en
bolsas de gasa de 2x2 cm y se sumergieron en hipoclorito de sodio al 10%
durante 10 minutos, se enjuagaron en tres ocasiones con agua destilada estéril y
se introdujeron en un recipiente con agua a 50 + 1°C, durante 3 minutos;
transcurrido este tiempo, se enfriaron extendiéndose en una charola con papel
absorbente y se realizaron riegos periodicos. Las semillas se colocaron en una
charola a una distancia de 1 cm de separacion, sobre una capa de sustrato de 2
cm, se cubrieron con una capa de sustrato de 0.5 cm de profundidad con el fin de

detectar la germinacion y facilitar su extraccién para el trasplante.
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e In vitro:

100 Semillas de cada especie se desinfestaron sumergiéndolas en 60 ml de
hipoclorito de sodio al 10% durante 10 minutos, se enjuagaron en cuatro
ocasiones con agua destilada estéril y se introdujeron en un recipiente con agua a
50 + 1°C, durante 3 minutos; transcurrido este tiempo, se enfriaron extendiéndose
en una charola con papel absorbente se realizaron riegos periodicos, se colocaron
dentro de cajas Petri que contenian agar al 2% previamente esterilizado. Las
semillas de las cajas se mantuvieron en una camara de crecimiento a 25 + 2 °C

con fotoperiodo de 16 horas con intensidad de luz de 150 pmol/m?%/s™

Se registr6 el niumero de plantulas de cada especie obtenidas, para

determinar porcentaje de germinacion a los 20 dias.
Cultivo de plantas completas

. Ex vitro:

Una vez germinadas las semillas y que las plantulas alcanzaron un tamafio
de entre 4 y 5 cm se trasplantaron a macetas de plastico con capacidad de 200 g,
a las cuales se les agrego el sustrato previamente preparado; se mantuvieron en
condiciones de invernadero. Las plantas se regaron cada 3 dias para mantener la
humedad del sustrato constante.

Cuando las plantas alcanzaban tamafios superiores se trasplantaban a
macetas de plastico con mayor capacidad, y se les agregaba mayor cantidad de

sustrato.

o In vitro:

Una vez obtenidas las plantas se transfirieron a frascos de vidrio que
contenian 20 ml de medio de cultivo Murashige y Skoog (1962) adicionado con
tiamina (4 mg/l), mioinocitol (100 mg/l), sacarosa (30 g/l) y agar (7g/l), a pH de 5.7
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+ 0.2; y se mantuvieron a una temperatura de 25 + 2 °C y fotoperiodo de 16 horas

a una intensidad de luz de 150 umol/m™?/s™.

El medio de cultivo se cambi6 cada 4 meses, para mantener el

abastecimiento de nutrimentos y humedad constantes.

Induccion de la formacién de plantas completas a partir de diferentes

tratamientos hormonales

o Preparacion de medios de cultivo.

Se utilizaron frascos con capacidad de 75 ml a los cuales se les agregaron
20 ml de medio de cultivo MS con tiamina (4 mg/l), mioinocitol (100 mg/l),
sacarosa (30 g/l), agar (7 g/l), adicionado con las hormonas AIA y AIB a
concentraciones 0, 1.0, 5.0 y 10 mg/l a pH de 5.7 = 0.2. Se utilizaron 4 frascos por

concentracion de cada hormona.

. Obtencion de explantes.

A las plantas seleccionadas obtenidas ex vitro se les cortdé la raiz, se
desinfestaron sumergiéndolas en una mezcla de hipoclorito de sodio al 10% y 0.5
ml de tween 20 durante 10 minutos y se enjuagaron 4 veces con agua destilada
estéril, posteriormente se sumergieron en etanol al 96% durante 1 minuto, se
enjuagaron 4 veces con agua destilada estéril. Posteriormente se realizaron cortes
transversales para obtener fracciones de aproximadamente 1 cm de alto (que
tuvieron como minimo 3 areolas en el explante). Las plantas obtenidas in vitro se

fragmentaron en la misma proporcion sin desinfestar.

o Tratamientos.

Una vez obtenidos los explanes se colocaron sobre el medio de cultivo
previamente preparado (un explante por frasco), con 4 repeticiones por
tratamiento, se incubaron a una temperatura de 25 * 2 °C y fotoperiodo de 16

horas con intensidad de luz de 150 umol/m™?/s™.
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Transcurridos 2 meses de tratamiento, se registré el nimero y longitud de
las raices asi como el numero y tamafio de brotes que se desarrollaron en cada
uno, los datos obtenidos de longitud de raices y tamafio de brotes fueron
procesados mediante el analisis de varianza y comparacion de medias por LSD
con a=0.05 con el paquete estadistico SAS®.
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9. RESULTADOS

9.2 Germinacién de semillas
En las tres especies usadas en este trabajo se obtuvieron porcentajes de
germinacion de entre el 93 y el 99%, como se observa en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Porcentaje de germinacion de las especies
N. macrocephala, P. hollianus y S. pruinosus a los 20

dias.
Especies Germinacion %

in vitro ex vitro
N. macrocephala 98 99
P. hollianus 95 93
S. pruinosus 96 97

Las semillas de las tres especies presentaron practicamente los mismos

porcentajes de germinacion tanto in vitro como ex vitro.

9.3 Induccién de la formacion de plantas completas a partir de diferentes

tratamientos hormonales

Se consider6 como planta completa al explante en el que se desarrollaron
tanto raices como brotes, ya que éstos cuentan con una mayor probabilidad de
sobrevivir al trasplante de las condiciones in vitro a las condiciones de invernadero
y lograr un crecimiento saludable, esto debido a que tienen las estructuras béasicas
para poder generar su propio alimento (Ruth, 1985).
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Tanto el tamafio de raices como el de los brotes presentaron una alta
variacion en todos los tratamientos, por ejemplo en los explantes de la especie N.
macrocephala expuestos al tratamiento con AIA a la concentracion de 10 mg/l
(Figura 4) se formaron raices de longitudes entre 0.43 y 10.8 cm con un
coeficiente de variacion del 281.35% (Cuadro 8).

o e —————

Figura 4. Explante con \
brotes y raices de la

especie Neobuxbaumia
macrocephala a la
concentracion 10 mg/l de la
hormona AlA. E= explante;

B= brote; R=raices;
R*=raices que salen del
brote.

Nota: En la imagen

podemos observar la
formacién de pequefas
hojas en los brotes (datos

—_E e e e e e e e e e = = —— =

no evaluados).

~

_____________________

9.3.1 Numero de brotes y raices

Los explantes de la especie N. macrocephala desarrollaron el mayor
namero de brotes en la concentracion de 1.0 mg/l de la hormona AlA (8 brotes
totales), mientras que el mayor numero de raices se registré en la concentracion

10 mg/l de la hormona AIB con 61 raices (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Namero total de brotes y raices de la especie N. macrocephala

a las distintas concentraciones de las hormonas AlAy AIB.

Concentracion Hormona NUmero total de Nudmero total de

mg/I brotes raices
Control AlA* 2/4 29/4
AlB** 4/4 9/4

1.0 AlA* 8/4 3574
AlB** 4/4 23/4

5.0 AlA* 5/4 21/4
AlB** 7/4 30/4

10 AlA* 6/4 34/4
AlB** 6/4 61/4

*AlA= acido indol acético; **AlB= &cido indol butirico

La especie P. hollianus presenté el mayor numero de brotes en las
concentraciones 1.0 y 10 mg/l de la hormona AIB con 5 brotes y el mayor nimero
de raices en la concentracién 10 mg/l de la hormona AlA con 70 raices (Cuadro 3).

Cuadro 3. Namero total de brotes y raices de la especie P. hollianus a las
distintas concentraciones de las hormonas AlA 'y AlB.

Concentracion Hormona NUmero total de Numero total de

mg/| brotes raices
Control AlA* 3/4 6/4
AlIB** 4/4 6/4

1.0 AlA* 4/4 28/4
AlB** 5/4 11/4

5.0 AlA* 1/4 3674
AlIB** 4/4 25/4

10 AlA* 0/4 70/4
AlB** 5/4 6/4

*AlA= acido indol acético; **AlB= &cido indol butirico

La especie S. pruinosus presentd el mayor numero de brotes en la

concentracion 1.0 mg/l de la concentracion AIB con 3 brotes y el mayor nimero de
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raices en las concentraciones 5.0 y 10 mg/l de la hormona AIB con 42 raices
(Cuadro 4).

Cuadro 4. Numero total de brotes y raices de la especie S. pruinosus a
las distintas concentraciones de las hormonas AlAy AIB con n= 4.

Concentracion Hormona Nimero total de Numero total de
mg/I brotes raices
Control AlA* 2/4 8/4
AlB** 2/4 8/4
1.0 AlA* 0/4 1074
AlB** 3/4 17/4
5.0 AlA* 0/4 7/4
AlB** 174 42/4
10 AlA* 0/4 1674
AlB** 0/4 42/4

*AlA= acido indol acético;** AIB= acido indol butirico

9.3.2 Tamafo de brotes

La generacion de brotes se present6 sin previa induccién de formacién de
callos es decir, via organogénesis directa de las zonas meristematicas (areolas) de
los explantes en todos los tratamientos (Figura 5).


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

raices de la especie N.
macrocephala A) control, B) 1.0
mg/l de AlIA'y C) 5.0 mg/l de AIA.
E= explante; B= brote; R=raices;
R*=raices que salen del brote;
AlA= acido indolacético.

Nota: En las imagenes podemos
observar la formacion de pequefas
hojas en los brotes (datos no
evaluados).

__________________________

\

En N. macrocephala se desarrollaron los brotes con mayor tamafio en la

concentracion de 1.0 mg/l de la hormona AIB con un promedio de 2.7 cm (Figura

8A), mientras que los de menor tamafo se desarrollaron en el control (Figura 5A)

con un promedio de 1.59 cm (Cuadro 5).
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A1d AIB AIA AIB AIA AIB AiAa AIB

0 myg/l 1mg/l 5 mg/l 10 mg/f

Cuadro 5. Promedio de la altura (cm) de los brotes formados en los

explantes de Neobuxbaumia macrocephala con n= 4y error estandar.

En P. hollianus se desarrollaron los brotes mas grandes en la concentracion
5.0 mg/l de la hormona AIB (Figura 9B) con un promedio de 0.78 cm y los de
menor tamafio se desarrollaron en la concentracion 10 mg/l de la hormona AIA

(Figura 6D) con un promedio de 0 cm (Cuadro 6).
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en las otras especies (datos no evaluados).

Figura 6. Explantes con brotes y raices de la especie P. hollianus
A) control, B) 1.0 mg/l de AIA, C) 5.0 mg/l de AlIA'y D) 10 mg/l de
AlA. E= explante; B= brote; R=raices; AIA= acido indolacético.

Nota: En las imdgenes podemos observar raices mas gruesas que

____________________________________________________

altura (cm)

15 H

0,5 -

E

i g
AIA AIB AIA AIB AIA AIB AIA AIB
0 myg/l 1myg/l 5 mg/l 10 mg/f

L

Cuadro 6. Promedio de la altura (cm) de los brotes obtenidos de Pachycereus

hollianus con n=4y error estandar.
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En S. pruinosus se presentaron los brotes de mayor tamafo en el control
(Figura 7A) con un promedio de 0.35 cm, mientras que en los tratamientos de 1.0
mg/l de la hormona AIA , 5.0 mg/l de la hormona AIA (Figura 7A) y 10 mg/l de las
hormonas AlAy AIB (Figuras 7C y 10C), no desarrollaron brotes (Cuadro 7).

Figura 7. Explantes con brotes y raices de la especie S. pruinosus
A) control, B) 5 mg/l de AIA'y C) 10 mg/l de AIA. E= explante; B=

brote; R=raices; AIA= acido indolacético.

-_——— e = —— -

_____________________________________________________
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...,

4 4
Ar4 AIB A4 AIB A14 AIB AilAa AIB

0 mg/l 1mg/l 5 mg/l 10 mg/l
)

Cuadro 7. Promedio de la altura (cm) de los brotes obtenidos de

Stenocereus pruinosus con n=4y error estandar.

9.3.3 Longitud de raices

En N. macrocephala se desarrollaron las raices de mayor tamafo en
presencia de AIA a una concentracion de 5.0 mg/l (Figura 5C), la longitud
promedio fue de 5.25 cm; mientras que las de menor longitud se desarrollaron en
presencia de la hormona AIA a la concentracién de 1.0 mg/l (Figura 5B) cuyo
promedio fue de 0.58 cm (Cuadro 8).
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P S

Figura 8. Explantes con
brotes y raices de la
especie N. macrocephala
A) 1.0 mg/l de AIB, B) 5.0
mg/l de AIB y C) 10 mg/l
de AIB. E= explante; B=
brote; R=raices; AIB=
acido indol butirico

Nota: En las imagenes
podemos observar la

formacién de pequefas
hojas en los brotes (datos
no evaluados).

-
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longitud (cm)

y

AiA AIB AlA AIB AlA AIB AiA AIB

0 my/l 1myg/l 5 mg/f 10 mg/f

Cuadro 8. Promedio de la longitud (cm) de las raices obtenidas de

Neobuxbaumia macrocephala con n=4 y error estandar.

En P. hollianus se desarrollaron las raices de mayor longitud con la concentracion
de 1.0 mg/l de la hormona AIB (Figura 9A) cuyo promedio fue de 3.53 cm, en
cambio las raices de menor longitud que en promedio midieron 0.34 cm, se
desarrollaron en presencia de AIA a una concentracion de 10 mg/l (Figura 6D)
(Cuadro 9).

__________________

Figura 9. Explantes
con brotes y raices de
la especie P. hollianus
A) 1.0 mg/l de AIB, B)
5.0 mg/l de AIBy C) 10
mg/l de AIB. E=
explante; B= brote;
R=raices; AIB= acido
indol butirico

__________________
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longitud (cm)

R Z AT

AIA Al AIA AIB AIA AIB AIA Al

0 mg/I 1mg/l 5 mg/l 10 mg/l

Cuadro 9. Promedio de la longitud (cm) de las raices obtenidas de

Pachycereus hollianus con n=4y error estandar.

En S. pruinosus se desarrollaron las raices de mayor tamafio en el control
(Figura 7A) con un promedio de 4.8 cm de largo y las de menor longitud se
desarrollaron en la concentracion 5.0 mg/l de la hormona AlA (Figura 7B) con un
promedio de 0.9 cm de largo (Cuadro 10).
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Figura 10. Explantes con )

brotes y raices de la E
especie S. pruinosus A) E
1.0 mg/l de AIB, B) 5.0 mg/l !
de AIBy C) 10 mg/l de AIB.

E= explante; R=raices;

e = = ——— -

AIB= &cido indol butirico )

_____________________

6
|
-"l\
% 4 _ ‘
s
<2
2
0 -
A4 AIB AIA AIB AIA AIB A4 AIB
0 mg/f 1mg/f 5 mg/l 10 mg/l

Cuadro 10. Promedio de la longitud (cm) de las raices obtenidas de

Stenocereus pruinosus con n=4y error estandar.
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9.4  Andlisis estadistico

Con la finalidad de saber si existieron diferencias significativas en los
tratamientos con respecto al tamafio de brotes y raices producidos a los 2 meses
de cultivo entre las especies, las dos hormonas usadas y las diferentes
concentraciones se realizé un andlisis de varianza factorial (ANOVA de tres
factores con prueba de LSD). Se encontré un coeficiente de variacién para brotes
del 44.70% y para raices del 49.92% y en ninguna comparacion se registraron
diferencias significativas (p<0.05), sin embargo se identificaron los tratamientos
gue produjeron una mejor respuesta en cada una de las tres especies, en cuanto
al desarrollo de raices y brotes en un mismo explante, condicién importante para el

establecimiento ex vitro de las plantas.

Las comparaciones entre los tratamientos para la formacion de brotes en
las tres especies, se muestran en el cuadro 11. Neobuxbaumia macrocephala fue
la especie en la que se desarrollaron los brotes mas grandes en todos los
tratamientos, mientras que la especie en la que se obtuvo una menor respuesta
fue Stenocereus pruinosus, en la cual la mayor cantidad de brotes se formaron en
el control. En Pachycereus hollianus se presenté una respuesta intermedia en la
gue se formaron brotes en presencia de las dos hormonas (AIA y AIB) a las
concentraciones mas bajas (1.0 y 5.0 mg/l), incluso en el tratamiento control.
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Cuadro 11. Medias estadisticas obtenidas del andlisis de varianza del tamarfo
de los brotes en la combinacién especie-hormona-concentracion, entre

Neobuxbaumia macrocephala, Pachycereus hollianus y Stenocereus pruinosus.

Concentracion

Especie Hormona (mg/l) Media *
Neobuxbaumia macrocephala Control 0 1.499 abc
AlA 1.0 2.277 a
5.0 2.612 a
10 1.932 a
AlB 1.0 2.717 a
5.0 1.918 a
10 2.246 a
Pachycereus hollianus Control 0 0.552 dc
AlA 1.0 0.399 ed
5.0 0.019 gf
10 0.000 g
AlB 1.0 0.598 bdc
5.0 0.673 bdc
10 0.131 egdf
Stenocereus pruinosus Control 0 0.239 edf
AlA 1.0 0.000 g
50 0.000 g
10 0.000 g
AlB 1.0 0.233 edf
5.0 0.044 egf
10 0.000 g

* Medias con la misma letra son significativamente diferentes segun la prueba
de LSD 0=0.05.

Las raices de N. macrocephala y de P. hollianus se desarrollaron en
presencia de las concentraciones mas bajas tanto de AIA como de AIB; en cambio
en S. pruinosus las raices mas grandes se formaron en las concentraciones mas

altas de ambas hormonas (Cuadro 12).
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Cuadro 12. Medias estadisticas obtenidas del analisis de varianza del tamafo
de raices en la combinaciébn especie-hormona-concentracién, entre

Neobuxbaumia macrocephala, Pachycereus hollianus y Stenocereus pruinosus.

Concentracion

Especie Hormona (mg/l) Media *
Neobuxbaumia macrocephala  Control 0 3.056 a
AlA 1.0 2.827 bac
5.0 2.575 ebdac
10 1.456 edgf
AIB 1.0 2.749 bdac
5.0 2.450 ebdac
10 2.157 ebdac
Pachicereus hollianus Control 0 3.035 a
AlA 1.0 1.991 ebdacf
50 1.352 egf
10 1.522 edgcf
AIB 1.0 1.956 ebdacf
5.0 2.054 ebdacf
10 1.447 edgf
Stenocereus pruinosus Control 0 2.237 ebdac
AlA 1.0 1.629 ebdgcf
5.0 1.000 gf
10 3.019 ba
AIB 1.0 0.858 g
50 1.328 egf
10 2.082 ebdacf

* Medias con la misma letra son significativamente diferentes segun la prueba
de LSD 0=0.05.
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10. DISCUSION

En algunas especies la baja germinaciéon esta asociada al endurecimiento
de la capa superficial (testa) de la semilla, lo que la hace impermeable y no
permite la entrada de oxigeno ni luz para que el embrion comience a desarrollarse
(Razz y Clavero, 2003); por lo que la escarificacion es una herramienta empleada
para la ruptura de la testa; entre los diferentes tipos de escarificaciones los mas
comunes son los acidos fuertes y el agua caliente, este Ultimo se caracteriza por
ser facil, econémico y de rapido acceso (Martinez, 2000). Es por ello que en el
presente estudio las semillas se sometieron a un proceso de escarificacion con
agua caliente. Contrario a lo obtenido Navarro y Deméneghi (2007), Navarro y
Gonzalez (2007) y Navarro et. al. (2008) mencionan gque no es necesario someter
las semillas a tratamientos de escarificacion, ya que no afectan ni favorecen la

germinacion.

La germinacién de semillas tanto en la técnica in vitro como ex vitro dieron
como resultado porcentajes mayores al 93% (Cuadro 1) lo que concuerda con lo
reportado por Navarro y Deméneghi (2007), quienes probaron diferentes
tratamientos de escarificacién y obtuvieron el 95% de germinacion de semillas de
Mammillaria pectinifera en condiciones de invernadero, ellos concluyeron que en
condiciones naturales las caracteristicas de las semillas no son un impedimento y
gue la inhibicién puede ser causada por los diferentes factores ambientales tales

como luz, temperatura y humedad.

Un factor adicional que explicaria los altos porcentajes de germinacion
obtenidos es que se trataba de semillas jévenes colectadas de frutos formados el
afio anterior a la realizaciébn de este trabajo, puesto que se ha detectado la
disminucién de la viabilidad de las semillas de varias especies de cactaceas en
periodos mayores de un afio, como lo reportado por Flores-Martinez et al. (2008),
guienes encontraron la disminucién de la viabilidad de las semillas de Mammillaria

huitzilopochtli hasta el 13.75% en un periodo de dos afos.
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Por otra parte la activacion de la areola a través de la ruptura de la
dormancia apical es la forma mas eficiente de lograr la micropropagacion de las
cactaceas; sin embargo, en practicamente todos los casos reportados la activacion
de la areola es inducida por citocininas (Hubstenberger et al., 1992; Rubluo, 1997).

Las raices adventicias son las raices que se originan a partir del cambium
vascular, por lo que pueden surgir de una serie de localizaciones tisulares a partir
de grupos de células maduras que renuevan su actividad de divisién celular (Taiz y
Zeiger, 2006). La capacidad de producir raices adventicias es util para la
propagacion vegetativa (Dubrovsky y North, 2002). Por ello en este trabajo se
consideré la formacién de raices y de brotes en los explantes, de manera que
pudieran trasplantarse como plantas completas los brotes con raices bien
desarrolladas.

En el presente trabajo se obtuvo formacion de brotes simultdneamente a la
generacion de raices con solo la adicion de auxinas al medio de cultivo. Lo que se
puede explicar debido a que las auxinas hacen al apice del brote un atrayente de
citocininas sintetizadas en la raiz y este puede ser uno de los factores que
intervienen en la dominancia apical (Taiz y Zeiger, 2006). Las auxinas ejercen una
importante funcion sobre el crecimiento y desarrollo vegetal, incluyendo la emisién
de brotes y la estimulacion del enraizamiento cuando son aplicados
exégenamente, lo que concuerda con lo reportado por Balaguera-Lopez et al.
(2010).

En cuanto a la micropropagacion la especie N. macrocephala produjo los
mejores resultados (Cuadros 2, 5, 8, 11 y 12 y Figuras 5 y 8), por lo que esta
técnica de propagacién se puede recomendar para la conservacion de esta
especie, lo que concuerda con Vilchis (2000) quien menciona que en su medio
natural las plantas de N. macrocephala presentan una probabilidad de
germinacion muy baja (entre el 0.25% y 4.75%), asi mismo presentan una

reducida area de distribucion, un alto endemismo, baja densidad poblacional y
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limitaciones para el crecimiento poblacional, al igual que bajas tasas de
crecimiento individual;, también estima la edad de las plantas en relacién a su
altura y menciona que a mayor edad la esperanza de vida aumenta, es decir, una
vez que las plantulas se han establecido con éxito sus probabilidades de

mortalidad disminuyen conforme se incrementa su tamafio.

En este trabajo se obtuvo en general la mayor organogénesis de brotes y
raices con bajas concentraciones de hormonas (1.0 y 5.0 mg/l) e incluso en el
control (Cuadros 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 y 12), lo que concuerda con Olvera (2006)
guien al evaluar el efecto de las auxinas AlA, AIB y p-Nitrofenil-Indol-3-acetato en
la organogénesis de Prosopis laevigata, Cercidium praecox y Mimosa luisana
obtuvo que el enraizamiento se promueve en bajas concentraciones (1.0 mg/l) de
las hormonas mientras que las altas concentraciones (2.0 y 5.0 mg/l) la inhiben o
disminuyen, debido a que las cantidades de hormona son requeridas a bajas
concentraciones, por lo que las altas concentraciones pudieron haber sido un

exceso de hormona y un bloqueo para la iniciacién del enraizamiento.

El hecho de que se hayan obtenido mayores respuestas en el grupo control
concuerda con Anicua y Rivas (2000), quienes obtuvieron un mayor numero de
brotes después de aplicar los tratamientos hormonales a Mammillaria bocasana, M.
carmenae y Echinocactus grusonii, mencionan que esto fue probablemente porque

presentaban una alta concentracion de hormonas enddgenas.

Rubluo et al. (2002) quienes al aplicar tratamientos con las auxinas AlA y
AIB a Mammillaria san-angelensis encontraron respuesta en el control, pero estas
fueron bajas, al igual que Muhammad y Faheem (2012) quienes realizaron un
estudio en el que evaluaron el efecto de las auxinas AIB y ANA en Tectona grandis
L. encontraron de bajas a nulas respuestas en el control y fue la combinacién
AIB+ANA (6.0 umol/I™* + 6.0 pmol/l™) la que presenté los resultados en cuanto a
namero de raices mas altos con 4.61; asi mismo Vifias et al. (2012) quienes

realizaron la propagacion in vitro de Hylocereus costaricensis no obtuvieron
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respuestas en el control, mientras que en las concentraciones 15, 30 y 60 uM de
BAP obtuvieron arriba del 60% de brotes, y las concentraciones 40 y 60 uM
presentaron morfologia anormal y necrosis apical, las concentraciones que
produjeron plantas normales y sanas fueron 0, 1.0 y 2.0 uM de la hormona BAP;
asi mismo el mayor tamafio de brotes lo obtuvieron en el control con 2.3 £ 0.2 cm

y en la concentracion 2.0 uM de la hormona BAP con 2.0 + 0.1 cm.

Galvan (2005) y Vyskot y Jara (1984) mencionan que la edad del explante
influye significativamente en su capacidad regenerativa, concluyeron que las
plantas jovenes son mas sensibles a los reguladores de crecimiento; lo que
explica que en este trabajo se indujera la organogénesis en concentraciones bajas

de hormonas, puesto que se trabajé con plantulas de tres meses.

Al respecto Tran Thanh Van (1978) (Citado por Anicua y Rivas, 2000)
estudié la morfogénesis en capas celulares y encontr6 que la planta madre
determina la respuesta morfogenética hacia las sustancias exdgenas aplicadas y
que esta condicion resulta de las caracteristicas inherentes de la planta madre u
origen de la posicion del explante.

En general ambas hormonas tanto AIA como AIB indujeron resultados
similares en las tres especies (Cuadros 11 y 12), lo que concuerda con Lara (2010)
quien menciona que en el cultivo de tejidos vegetales la accion de las auxinas
depende de la concentracion y otras hormonas adicionadas al medio, cambios en
la concentracién pueden hacer variar el crecimiento de las plantas, por ejemplo la
concentracion para la estimulacion de la formacidén de raiz puede derivar a la
induccion de callo (lo cual no ocurrié en el presente estudio); asi mismo propone
gue cada sistema de cultivo de tejidos es unico, y los efectos de diferentes
concentraciones de auxinas y otras hormonas deben ser probadas individualmente
y en algunos casos los resultados pueden aplicarse a otros cultivos de especies

relacionadas filogenéticamente.
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Asi mismo Morales (2000) menciona que cada especie presenta diferentes
grados de dificultad para establecer su protocolo de cultivo, desde el momento de
la obtencién del explante, la desinfestacion, asi como la determinacion de los
ingredientes esenciales del medio, incluyendo l6gicamente los reguladores del

crecimiento.

Los resultados del presente estudio sugieren que N. macrocephala, P.
hollianus y S. pruinosus requieren de una concentracion similar de auxinas para la
formacion de brotes y raiz; y que la aplicacién de AIA o AIB en cultivo in vitro
permite en estas especies la formacion de brotes, por lo que se puede utilizar
como método de propagacion.

11. CONCLUSIONES
o Se obtuvieron plantulas a partir de semillas de N. macrocephala, P.

hollianus y S. pruinosus con un porcentaje de germinacién mayor al 93%.

o Se propagaron in vitro tres especies de cactaceas a partir de explantes de
tallo y se obtuvieron brotes y raices en cantidad y tamafio variable para cada

especie y hormona.

. La generacién de brotes y raices ocurrié de forma simultanea en todos los

tratamientos de todas las especies.

. N. macrocephala desarrollé el mayor numero de brotes en el tratamiento
AIA 1.0 mg/l, el mayor numero de raices en el tratamiento AIB 10 mg/l y los brotes
de mayor tamafio en el tratamiento AIB 1.0 mg/l, P. hollianus presentd el mayor
namero de raices en el tratamiento AIA 10 mg/l y S. pruinosus presentd los
menores resultados de numero de brotes en los tratamientos AIA 1.0, 5.0 y 10 mg/I
y AIB 10 mg/l, nimero de raices en el tratamiento AIA 5.0 mg/l y tamafio de brote
en los tratamientos AIA 1.0, 5.0 y 10 mg/l y AIB 10 mg/I.
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o Los brotes y raices de mayor tamafio se desarrollaron en los controles y a

las concentraciones mas bajas de ambas hormonas en las tres especies.

. Las hormonas AIA y AIB presentaron resultados homogéneos en los

explantes de las especies N. macrocephala, P. hollianus y S. pruinosus.

12. RECOMENDACIONES

Se sugiere realizar mas repeticiones por tratamiento para poder disminuir
las diferencias significativas y poder evidenciar de forma significativa el efecto de
las hormonas sobre los explantes, asi como probar diferentes auxinas a diversas
concentraciones para ser aplicadas a otras cactaceas y poder comprender el
delicado equilibrio de las hormonas de crecimiento para la regeneracion exitosa y

la micropropagacion.
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