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RESUMEN

El 27% de las especies del género Mammillaria (Cactaceae) se encuentran
amenazadas de extincion, por ello se han implementado medidas para su
conservacion como la propagacion in vitro. Mammillaria coahuilensis es una especie
endémica del estado de Coahuila, tiene una distribucion restringida y se encuentra
amenazada. En la presente investigacion se utilizaron semillas provenientes de
plantas propagadas in vitro, que fueron polinizadas manualmente, para evaluar su
capacidad de germinacién asi como hacer mas eficiente su micropropagacion.
Semillas de M. coahuilensis se desinfectaron y sembraron en medio Murashige y
Skoog (MS) obteniéndose el 75% de germinacién. Para promover la elongacién de
las plantulas éstas se trasfirieron a medio liquido con puentes de papel filtro durante
25 dias y para evitar la hiperhidratacién fueron subcultivadas en medio MS + 1.5 gL
de carbon activado (CA), en el cual se mantuvieron por 20 dias. Las plantulas se
utilizaron como fuente de explantes apicales y laterales que se sembraron en medio
MS adicionado con N°-Benciladenina (BA) (0.5, 1 y 2 mgL™") y N°-2, Isopentenil
adenina (2iP) (0.5, 1 y 2 mgL™"). Se obtuvo la regeneracién de brotes por la
activacion de yemas (aréolas). El mayor numero de brotes se presentd en el medio
con 2 mgL™" de BA (13.3 brotes promedio por explante lateral y 10.6 brotes promedio
por explante apical). Los brotes fueron transferidos a medio MS + CA 1.5 gL™,
algunos se individualizaron y otros permanecieron unidos al explante inicial. Los
brotes mas vigorosos se obtuvieron en los tratamientos con BA y 2iP ambos con 0.5
mgL™'. Posteriormente 97 de los brotes se aclimatizaron para establecerlos en
condiciones de invernadero, aquellos que no desarrollaron raices se injertaron en

patrones de Myrtillocactus geometrizans.

Laura Lorena Rodriguez Nufiez (2014)
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1. INTRODUCCION

El grupo de las angiospermas tiene aproximadamente 135 millones de anos en la
Tierra, ademas constituye el conjunto de organismos mas diverso del reino Plantae,
cuenta con alrededor de 260 000 especies cubriendo todos los continentes, de esta
magnitud es el éxito de las angiospermas y sin ellas, la vida como la conocemos no
existiria (Martinez, 2013). A este grupo pertenecen diversas familias, entre ellas la

familia Cactaceae.

La familia Cactaceae es una de las mas fascinantes por su diversidad de formas, ya
que si hablamos del habito de las plantas (forma exterior) las hay arbustivas o
arboreas y si hablamos del habito de crecimiento (figura geométrica de los
individuos) las hay globosas, cilindricas y columnares (Vazquez-Sanchez et al.,
2012). Son uno de los grupos mas notables de las zonas aridas de México junto con
los magueyes, mezquites y yucas; son endémicas del continente americano y en
México se encuentra la mayor cantidad de especies ya que cuenta con 83 géneros y
913 taxones, muchos de éstos son endémicos. Este gran endemismo se debe a las
condiciones de latitud, topografia, climas, entre otras (Bravo-Hollis, 1978). Entre
estas plantas se pueden mencionar los cactus columnares (Cephalocereus,
Pachycereus, Neobuxbaumia); los cactus candelabriformes (cardones, érganos y
pitayas); las biznagas (Echinocactus, Ferocactus) y biznaguitas (Mammillaria),
algunas trepadoras como los nopalillos (Heliocereus); las pitahayas (Hylocereus) y
una gran variedad de nopales (Opuntia), entre otras (Jiménez, 2011). Se ha
reportado el uso de este tipo de plantas desde la época prehispanica, ya que desde
entonces estos organismos han sido utilizados de manera ornamental y en rituales
religiosos, ademas tienen una gran importancia medicinal y alimenticia (Bravo-Hollis,
1978). Por éstas y otras razones la mayoria de las cactaceas estan amenazadas o

en peligro de extincion.

El género Mammillaria cuenta con 392 especies y es el mas diverso y popular en la

familia Cactaceae, lo anterior reside basicamente en la enorme variabilidad del

Laura Lorena Rodriguez Nufiez (2014)
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geénero, de sus formas, color de las flores, su pequefio tamafo, su relativa facilidad
para cultivarlas y mantenerlas, todo lo cual les da una gran importancia ornamental,
desafortunadamente, estos factores hacen que muchas especies del grupo estén
amenazadas (Rubluo, 1997), segun la Norma Oficial Mexicana (NOM-059-
SEMARNAT-2010) (SEMARNAT, 2010) 108 especies estan en alguna categoria de
riesgo. Mammillaria coahuilensis, es una especie endémica de México con una
distribucion restringida (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991). La NOM-059-
SEMARNAT-2010 (SEMARNAT, 2010) la cataloga como Amenazada, por lo que es
urgente que se implementen medidas orientadas a su conservacién, como la

propagacion in vitro.

Las técnicas de cultivo de tejidos han sido exitosas en la propagacién asexual de
numerosas especies, incluyendo cactus y orquideas, entre otras, ya que se pueden
producir miles de plantas genéticamente idénticas si se usan fragmentos de tejido,
los cuales pueden ser removidos de la planta donante sin que ésta sufra un dano
significativo (Mauseth, 1977), se basan en la totipotencialidad de las células
vegetales y son especialmente importantes en la conservacion de especies que
estan en grave peligro, de las que restan pocos individuos y donde la variacidon
genética se ha perdido casi por completo ya que si se necesita conservar la
diversidad genética de una poblacion, lo mas conveniente es usar semillas para
iniciar la propagacion (Azcona, 2009). El éxito de estas técnicas se ha aplicado a
varias especies del género Mammillaria (Rubluo et al., 1993; Rubluo, 1997), entre
ellas M. coahuilensis (Flores, 2007; Lopez, 2009; Manzo, 2010).

En la revision bibliografica realizada, no se encontraron reportes que sefialen la
micropropagacion de cactaceas a partir de semillas de plantas regeneradas in vitro,
por lo cual éste seria el primer trabajo relacionado con ello y demuestra que las
plantas regeneradas por cultivo de tejidos presentan semillas viables que son
capaces de germinar y ademas son fuente de explantes para generar nuevos brotes.

Laura Lorena Rodriguez Nufiez (2014)
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2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades de las cactaceas

Dentro de las plantas con flores (Magnoliophyta), la familia Cactaceae es de los
grupos mas diversificados. Esta conformada por 100 o 150 géneros vy
aproximadamente por 1 800 especies en el continente americano (Bravo-Hollis,
1978; Arias y Flores, 2013) en donde esta distribuida desde Peace River en el norte
de Canada a 50° de latitud Norte, hasta la Patagonia en Argentina a 52° de latitud
Sur y, desde el nivel del mar, en las dunas costeras, hasta 5100 metros de altitud en

Peru (Figura 1) (Bravo-Hollis y Scheinvar, 1999).

Figura 1. Distribucion de la familia Cactaceae, las
areas mas oscuras indican mayor concentracion
de la familia G. Olalde (Informacion personal).

Laura Lorena Rodriguez Nufiez (2014)
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Comprende cuatro subfamilias de plantas perennes:

+ Pereskioideae, las plantas pertenecientes a este grupo pueden ser tanto
arborescentes como arbustivas y trepadoras, tienen tallos cilindricos con
hojas y espinas. Dentro de esta subfamilia hay un solo género llamado
Pereskia que se considera polifilético, ademas presenta la mayor serie de
caracteres basales para los distintos linajes de la familia. Se encuentra en
México, Las Antillas y América Central hasta el norte de Argentina (Arias y
Flores, 2013).

+ Maihuenioideae, son arbustos cespitosos con metabolismo C3, presentan
tallos pequefios suculentos, de cilindricos a globosos, las hojas son cilindricas
y pequefas. Consta de un solo representante: Maihuenia. Su distribucion
esta restringida a Argentina y Chile (Britton y Rose, 1963; Arias y Flores,
2013).

+ Opuntioideae, los miembros de esta subfamilia pueden ser individuos
arborescentes, arbustivos o cespitosos, con tallos cilindricos o en cladodios,
articulados, muy suculentos y tienen una caracteristica especial que es la
presencia de gloquidas. Algunos géneros son Opuntia, Cylindropuntia,
Grusonia, Nopalea, entre otros. Se le puede encontrar distribuida por todo el

continente americano (Britton y Rose, 1963; Arias y Flores, 2013).

+ Cactoideae, plantas con gran variacion en cuanto al habito, ya que las hay
arbustivas, arborescentes, cespitosas, trepadoras, epifitas, epiliticas, entre
otras. Tienen tallos no segmentados, globosos a columnares, cilindricos y con
filocladios. Las hojas son vestigiales o ausentes. Se distribuye por todo el
continente americano, sélo la especie Rhipsalis baccifera se encuentra en
India, Madagascar y Africa. Esta subfamilia se ha adaptado a diferentes
ambientes desde los desiertos hasta los bosques tropicales. Se ha dividido en
nueve tribus las cuales se mencionan a continuacion (Britton y Rose, 1963;

Bravo-Hollis y Scheinvar, 1999; Arias y Flores, 2013):

Laura Lorena Rodriguez Nufiez (2014)
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3 Cacteae (géneros: Mammillaria, Coryphanta, Echinocactus,
Astrophytum, Aztekium, Lophophora, entre otros)

# Pachycereeae (Pachycereus, Neobuxbaumia, Cephalocereus,
Carnegia, Escontria, entre otros)

# Browningieae (Armatocereus, Browningia, Jasminocereus,

Neoraimondia, Stetsonia)

-

Rhipsalideae (Rhipsalis, Hatiora, entre otras)
# Notocacteae (Austrocactus, Blossfeldia, Cintia, Copiapoa, Eriosyce,
Eulychnia, Frailea, Neowerdermannia, Parodia)

-

Trichocereeae (Echinopsis, Discocactus, Rebutia, entre otros)

-

Cereeae (Melocactus, Cereus, Cipocereus, entre otros)
3 Hylocereeae (Hylocereus, Epiphyllum, Selenicereus, Weberocereus,
entre otros) y

# Echinocereeae (Echinocereus, Peniocereus, entre otros)

2.2 Caracteristicas generales y adaptaciones de las cactaceas

Las cactaceas son estructuralmente semejantes a las demas dicotiledéneas pero
presentan habitos y estructuras anatdbmicas de adaptacion altamente especializados
que les dan una fisonomia particular, de estas caracteristicas son responsables el
medio arido y desértico en que la mayoria crece, posteriormente aparecio la
adaptacién a la vida epifita o trepadora en las selvas tropicales humedas. Las
adaptaciones de estas plantas mas importantes y notables son la capacidad de
almacenar y conservar agua en los tejidos del tallo por el gran desarrollo del
parénquima, responsables de la suculencia; también esta la reduccion de la
superficie transpiratoria por la adquisicion de formas globosas; la atrofia del limbo de
la hoja hasta estados vestigiales o su transformacién a escamas, espinas y
gloquidas; engrosamiento de la cuticula; disminucion y disposicion hundida de los
estomas; facilidad de absorcion rapida de agua y gran longitud de algunas raices
(Bravo-Hollis, 1978).

Laura Lorena Rodriguez Nufiez (2014)
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La presencia de aréolas, el meristemo apical de la rama organizado en cuatro zonas
distintivas y el ovario inmerso en el receptaculo, son tres caracteristicas estructurales

unicas de la familia Cactaceae (Arias y Flores, 2013).

Las aréolas son yemas laterales reconocidas como tallos extremadamente cortos,
en éstas los internodos estan distribuidos sobre la aréola y tiene simetria bilateral,
este tejido es capaz de formar hojas reducidas, flores, tallos nuevos y también
espinas, gloquidas, cerdas, pelos y raices adventicias (Bravo-Hollis, 1978; Arias y
Flores, 2013).

El sistema de absorcién de las raices de las cactaceas tiene que adaptarse para
captar agua con rapidez en la temporada de lluvias. Las raices en ocasiones
almacenan agua y sustancias nutritivas y adquieren diversas formas como la
napiforme, presente en algunos Ariocarpus, en forma de tubérculo como en
Peniocereus, tuberosa como en Thelocactus, tuberosa fasciculada en especies de
Echinocereus o tuberosa claviforme. Las especies trepadoras o epifitas como

Selenicereus o Hylocereus presentan raices aéreas (Bravo-Hollis, 1978).

El tallo de estas plantas consta, como en las demas especies de dicotiledoneas, de
hojas y yemas, pero experimenta diversas modificaciones: el tallo adquiere una gran
reduccion tanto en la longitud de los internodos como en la ramificacion; las hojas,
que en las demas dicotiledoneas constan de limbo, peciolo y base, en las cactaceas,
excepto en las especies foliadas, sufren cambios anatomicos considerables, pues la
base se engrosa y crece transformandose en un podario o tubérculo, el peciolo se
atrofia y el limbo se reduce considerablemente (Bravo-Hollis, 1978). En Cactaceae
los tallos tienen dos formas de crecimiento (forma exterior): arbustivo y arbéreo y
éstos pueden tener ramificacion acrétona, cuando las ramas aparecen cerca del
apice; dicotoma, cuando el meristemo apical se divide en dos; mesoétona si las ramas
salen a la mitad del tallo y ocurre sucesivamente la ramificacion hasta formar una
copa y basitona si las ramas surgen de la base. En la tribu Cacteae se pueden

identificar cuatro habitos de crecimiento (figura geométrica de los individuos) las hay
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globosas deprimidas (el incremento en el diametro sobrepasa al incremento en la
altura), globosas (crecimiento terminal lento y crecimiento lateral rapido; puede haber
individuos solitarios o agrupados), cilindricas (los tallos crecen mas en altura que en
diametro) y columnares (los tallos alcanzan alturas de mas de dos veces su

diametro) (Vazquez-Sanchez et al., 2012).

Las hojas diferenciadas, se encuentran sélo en algunos géneros como Pereskia y
Pereskiopsis, pero en otras especies como con Opuntia, estan reducidas a formas
conicas o cilindricas, en otras el limbo se atrofia hasta solo presentar vestigios y la
base se hipertrofia en un podario prominente, aislado constituye el tubérculo y
asociado con otros en hileras longitudinales integra las costillas; en Cactoideae las
hojas se encuentran sélo como primordios microscopicos visibles en la etapa de
plantula (Bravo-Hollis, 1978; Arias y Flores, 2013).

Las espinas, que son de origen areolar (meristematico) y no caulinar (del tallo), son
consideradas hojas modificadas, se forman a partir de los tejidos meristematicos de
las aréolas de la misma manera que las hojas; su crecimiento se debe a un
meristemo que existe en su base, y el endurecimiento a un proceso de lignificacion
(Bravo-Hollis, 1978; Arias y Flores, 2013).

En la flor de estas plantas se pueden apreciar el pericarpelo (regidon que cubre a los
ovulos) y el tubo receptacular que son parte del receptaculo y el perianto que esta
integrado por series de tépalos externos (sepaloides) e internos (petaloides)
insertados en la garganta del receptaculo, ademas de los verticilos florales, que
constituyen el androceo y el gineceo. El eje floral de las cactaceas, por su
organizacion de origen axial, es semejante a una rama, ya que presenta podarios,
escamas y areolas, que ademas de producir lana, espinas, entre otras estructuras,
pueden desarrollar, en ocasiones, nuevos brotes (Bravo-Hollis, 1978; Arias y Flores,
2013).
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El fruto de las cactaceas es complejo, pues en su estructura intervienen no solo el
ovario propiamente dicho, sino también los 6rganos en que esta incluido: el tejido
medular del eje y el pericarpelo (Bravo-Hollis, 1978). Pueden ser carnosos (bayas),
secos (capsulas), conspicuos y de forma globosa a oblonga, pueden presentar
escamas, aréolas, espinas y pelos. El embrion de la semilla es de curvo a casi recto,
los cotiledones estan reducidos y los tejidos nutritivos son el perispermo y el

endospermo (Arias y Flores, 2013).

Este grupo de plantas se distribuye en diversos ambientes como las regiones
tropicales y subtropicales como selvas altas perennifolias y selvas medianas o bajas
caducifolias, también en regiones templadas o frias como los bosques de coniferas,
también en bosque de Quercus, pastizales o bien en regiones que presentan
nevadas durante el invierno como los bosques boreales de Canada y las estepas
patagonicas de Argentina, sin embargo la mayoria de estas especies (70%) se
encuentran en regiones aridas y semiaridas como matorral xeréfilo (Arias-Montes,
1997; Scheinvar, 2004).

2.3 Usos e importancia de las cactaceas

Desde la época de los mexicas y muy probablemente antes, las cactaceas han sido
vistas como un recurso medicinal y alimenticio muy importante, también eran
utilizadas en la economia doméstica, practicas religiosas y politicas (Bravo-Hollis y
Scheinvar, 1999). Cuando ocurrié el descubrimiento de América las cactaceas
fueron conocidas en Europa y causaron gran asombro y admiracién por lo exético y
peculiar de su aspecto y pronto se ocuparon de ellas botanicos, médicos y
horticultores (Bravo-Hollis, 1978). En la actualidad siguen conservando esa
importancia ademas de ser plantas ornamentales. En el cuadro 1 se resumen

algunos de los usos de las cactaceas.
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Cuadro 1. Usos de algunos géneros de cactaceas (Bravo-Hollis, 1978; Casas, 2002;
Alanis y Velazco, 2008).

Cephalocereus senilis

Ornamental

Escontria chiotilla

Flores, frutos, semillas y tallos comestibles

Astrophytum sp.

Ornamental

Myrtillocactus

geometrizans

Frutos comestibles, forraje, bebidas alcohdlicas

Mammillaria sp.

Tallos, flores y frutos (chilitos de biznaga) comestibles,

ornamental

Pachycereus sp.

Frutos y semillas comestibles, cercas vivas

Pachycereus pecten-
aboriginum

Confeccidn de peines (por ello el nombre de la especie)

Echinocactus sp.

Ornamental, alimenticio, elaboracién de confituras

Ferocactus sp.

Ornamental, alimenticio, elaboracion de confituras, botones

florales comestibles (cabuches)

Lophophora sp.

Uso religioso

Hylocereus sp.

Frutos comestibles (pitahaya)

Cylindropuntia sp.

Combustible, construccion

Nopalea sp.

Tallos y flores comestibles

Opuntia sp.

Tallos y frutos comestibles, forraje, pigmentos, cercas vivas,

abono verde

Echinocereus sp.

Frutos comestibles (pitayitas)

Neoubuxbaumia tetetxo

Frutos comestibles (higos de teteche)

Stenocereus sp.

Frutos comestibles (pitaya)

Pereskiopsis sp.

Espinas usadas como agujas
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2.4 Problematica de las cactaceas

México cuenta con alrededor de 83 géneros y 913 taxones entre especies (669) y
subespecies (244) (Anderson, 2001; Guzman et al., 2007), es el centro de
diversificaciéon de cactaceas mas importante, con un elevado indice de endemismos
(40% de endemismo de géneros y 78% de endemismos de especies) (Gonzalez-
Gutiérrez, 2013), pero también es el pais con mas especies amenazadas, la cifra
llega a 276 (Hernandez y Godinez, 1994).

Esta familia esta en grave riesgo debido a su valor ornamental, ya que sus formas de
crecimiento (columnares, globosas, entre otros), ademas de otras caracteristicas
como sus espinas, el color de sus flores, entre otras, hacen que los coleccionistas se
interesen por ellas, pero también personas que las extraen de su medio natural para
comercializarlas de manera ilegal, otro factor a considerar es la pérdida de su habitat
debido al cambio de uso de suelo para fines agricolas y/o pecuarios y el desarrollo
humano (Hernandez y Godinez, 1994). La NOM-059-SEMARNAT-2010 enlista 276
especies que pertenecen a 42 géneros, de éstas 108 pertenecen al género
Mammillaria (Gonzalez-Gutiérrez, 2013), por lo cual resultan necesarios mas
estudios que se dediquen a la conservacion de dichas especies. Debido a las
razones anteriores la familia completa esta en el Apéndice Il de la Convencion sobre
el Trafico Internacional de Especies Silvestres de Flora y Fauna Amenazadas
(CITES) y muchos de los representantes estan incluidos en el Apéndice |, ademas
75 especies se encuentran en el listado de la Unidon Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza y los Recursos Naturales (UICN) (Hernandez y
Godinez, 1994; Gonzalez-Gutiérrez, 2013).

2.5 Género Mammillaria

El género Mammillaria fue nombrado por Haworth en 1812, este nombre se deriva
de los pequenos tubérculos que asemejan a mamilas (Rubluo, 1997). Tiene el mayor
numero de especies dentro de la familia Cactaceae, Hunt (1992) acepta 392
especies, de las cuales 373 son de México. Se trata de un grupo polifilético que se

distribuye desde Venezuela y Colombia hasta el suroeste de los Estados Unidos de
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América, siendo México el lugar de maxima diversificacion y riqueza de especies
(Butterworth y Wallace, 2004).

Estas plantas presentan aréolas dimorficas, las que generan espinas (vegetativa), y
las aréolas florales en la axila de los tubérculos (floral) (Bravo-Hollis, 1978). Las
espinas pueden ser centrales o radiales, variables en numero, forma, tamafio y color.
Las flores son pequefias (10-25 mm de longitud y 15-50 mm de diametro), pero
conspicuas; el color puede ser desde un rojo brillante, anaranjado, rosa, purpura o
amarillo; campanuladas o tubulares, solitarias o en grupos de dos o tres, pero
comunmente forman una corona cerca del apice del tallo. Las especies de
Mammillaria pueden ser pequefias plantas solitarias (5-24 cm de longitud) (M.
coahuilensis, Mammillaria san-angelensis, M. spinosissima) o tener crecimiento
cespitoso (M. carmenae, M. humboldtii, M. plumosa) formando grupos, que pueden
medir un metro de didmetro. Los frutos generalmente son de color rojo, pueden
contener un gran numero de pequefas semillas (10-150), éstas pueden medir de 1-2
mm y son de color negro o café (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991; Rubluo,
1997).

Se tiene reportado para el género 392 especies, de las cuales 108 (27.55%) estan
en la NOM-059-SEMARNAT-2010 (SEMARNAT, 2010) como en peligro de extincion,
amenazadas o sujetas a proteccidn especial, por lo que el grupo es considerado
como severamente amenazado, esto se debe a que las plantas tienen un alto valor
ornamental, al aumento del disturbio ecoldgico y a la perturbacidén de su habitat, por
esto es necesario recurrir a medidas para la conservacion de estas plantas y del
resto de las cactaceas (Ramirez-Malagén et al., 2007) como la propagacion por
cultivo de tejidos, que muchos autores han utilizado como alternativa para preservar
cactaceas amenazadas (Clayton et al., 1990; Rubluo, 1997; Flores, 2007; Ramirez-
Malagén et al.,, 2007; Gonzalez, 2008; Lépez et al., 2009; Gracidas-Diaz et al.,
2010). Se han reportado mas de 30 especies de este género propagadas in vitro, por
lo que muchas de ellas todavia necesitan la aplicacion de estos métodos para su

conservacion (Ramirez-Malagon et al., 2007).
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2.6 Mammillaria coahuilensis

Mammillaria coahuilensis (Figuras 2 y 3), cuya clasificacion taxondmica se presenta
en el cuadro 2, es endémica de México, tiene una distribucion extremadamente
restringida y sélo se encuentra en el estado de Coahuila. La localidad tipo es San
Pedro, cerca de la Laguna de Viesca (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991;
Hernandez y Godinez, 1994; Guzman et al., 2007). Segun la Norma Oficial Mexicana
(SEMARNAT, 2010) la especie se encuentra amenazada de extincidn, la razon mas
probable de que la especie se encuentre en esta categoria es por las caracteristicas
de su distribucion, por estas razones es necesario que se implementen medidas

orientadas a su conservacién, como la propagacion in vitro.

Es una planta de tallo simple que puede medir unos 4 cm de diametro, una parte de
éste permanece debajo de la tierra, es decir, es subterraneo y su apice es aplanado.
Los tubérculos se disponen en 8 y 13 series espiraladas, presentan jugo lechoso,
son prominentes, pueden medir 12 mm de longitud y son de seccion triangular. Las
aréolas son elipticas, al principio lanosas y después desnudas. Tiene 16 espinas
radiales de 6 mm de longitud, las de la parte superior de la aréola mas cortas y
delgadas, son algo suaves, de color blanco grisaceo, extendidas horizontalmente,
radiantes en forma de estrella. Presenta una espina central de 6 mm de longitud,
recta acicular, de color castafno y ligeramente pubescente. Las flores son del tipo
campanulado-infundibuliformes, de 3 cm de diametro, los segmentos exteriores del
perianto son de color rosa claro, con la linea media de color café, los interiores son
casi blancos, con la linea media de color rosa,
lanceolados y agudos, el estilo es rosado y presenta
5 I6bulos del estigma de color verdoso. El fruto es
claviforme y las semillas foveoladas de color café
algo rojizo de 1 mm de diametro y tiene hilo basal

pequeno (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991).

Figura 2. Mammillaria coahuilensis.
Tomado de
http://lwww.bicentenario.gob.mx
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Figura 3. Mammillaria coahuilensis en su habitat Salvador Arias Montes.

Cuadro 2. Clasificacion taxonémica de Mammillaria
coahuilensis (Cronquist, 1981; Barthlott y Hunt, 1993).

DIVISION Magnoliophyta
SUBDIVISION Angiospermae
CLASE Magnoliopsida
ORDEN Caryophyllales
FAMILIA Cactaceae
SUBFAMILIA Cactoideae
TRIBU Cacteae
GENERO Mammillaria
ESPECIE Mammillaria coahuilensis (Boed.) Moran
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2.7 Métodos de propagacioén en cactaceas

Las cactaceas se pueden propagar mediante diversos métodos. A partir de semillas
(propagacién sexual), el proceso puede comenzar desde polinizar manualmente las
flores, hasta obtener los frutos y las semillas para su posterior germinacion. Existe la
propagacion por vastagos o hijuelos (brotes que surgen alrededor de la planta
madre), por esquejes que consiste en cortar ramas o tallos de cactus para después
inducir su enraizamiento y por injertos donde se unen porciones de plantas distintas,
sin embargo, muchas especies producen muy pocos brotes laterales, pocas semillas
o incluso presentan bajos porcentajes de germinacion, por lo que la propagacion por
semillas o vastagos resultan poco efectivas (Arredondo, 2002; Gonzélez, 2008).
Debido a lo anterior se requiere aplicar otro tipo de métodos para la propagacién y
almacenamiento como el cultivo in vitro, ya que éste es una herramienta muy
poderosa para la conservacion ex situ de diferentes especies como las que se

encuentran en peligro de extincion.

2.8 Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV)

El Cultivo de Tejidos Vegetales (cultivo in vitro o propagacion in vitro) es una
herramienta biotecnoldgica que reune un conjunto de técnicas que tienen como
objetivo el crecimiento de células, tejidos u 6rganos aislados de la planta madre en
un medio artificial y en condiciones ambientales y asépticas controladas. Incluye las
técnicas y métodos utilizados en la investigacion botanica (George et al., 2008). Se
basa en el principio de totipotencialidad que indica que cualquier célula vegetal
contiene una copia integra del material genético de la planta a la que pertenece sin
importar su funcién o posicién en ella y por lo tanto tiene el potencial para regenerar
una nueva planta completa (Calva y Pérez, 2005). Se utiliza un fragmento de tejido,
llamado explante, que puede ser un protoplasto, una célula, tejido, embrion u érgano
vegetal (Mroginski y Roca, 1991). Las técnicas de cultivo in vitro han sido adaptadas
para su utilizacion en un amplio rango de especies silvestres con problemas de
propagacion por métodos convencionales y/o con poblaciones extremadamente
reducidas (Iriondo, 2001).
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Las aplicaciones del CTV son diversas (Mroginski y Roca, 1991; Thorpe, 2007):
+ Estudios basicos de fisiologia, genética, bioquimica y otras ciencias

Bioconversion y produccion de compuestos utiles

Incremento de la variabilidad genética

Obtencion de plantas libres de patdégenos

Propagacion de plantas

Propagacion clonal

Conservacion e intercambio de germoplasma

Obtencion de embriones somaticos

Polinizacion y fertilizacion in vitro

FEEE R EE

Modificacion y mejoramiento vegetal

2.9 Etapas de la micropropagacion

La micropropagacion se define como la multiplicacién masiva in vitro (Villalobos y
Thorpe, 1991). Esta, a través del cultivo de tejidos vegetales, se realiza mediante
una secuencia de cinco etapas que abarcan el ciclo completo de la multiplicaciéon de
las plantas (Castillo, 2004).

Etapa 0. Seleccién de la planta madre

En esta etapa se selecciona el material vegetal que sera donador, estas plantas
deberan ser sanas y estar en buenas condiciones, se recomienda que este material
pase una temporada en invernadero bajo condiciones controladas para garantizar
condiciones sanitarias optimas (Castillo, 2004; Lopez et al., 2009). Los factores que
influyen sobre la calidad del explante son: 1) El tipo de érgano que sirve como
explante 2) la edad ontogénica vy fisiolégica del mismo, 3) la estacién en la cual se
colecta el material, 4) el tamafo, ya que se requiere un tamafo minimo para realizar
los explantes necesarios y 5) el estado sanitario de la planta donante, es importante
qgue no presente plagas ni enfermedades que después pueda transmitir a los nuevos
individuos (Olmos et al., 2004).
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Etapa 1: Establecimiento de los cultivos

Esta etapa es la iniciacion de los explantes (Bunn et al., 2011) y se desarrollan
técnicas de desinfeccidén para lograr su establecimiento en condiciones asépticas
(Lépez et al., 2009). El éxito esta determinado por la edad de la planta donante, el
desarrollo fisiologico y el tamano del explante. En esta etapa los principales
procesos a controlar son la seleccion, el aislamiento y la desinfeccion de los
explantes. Los materiales que demuestran tener mayor capacidad regenerativa son
los obtenidos de tejidos meristematicos jovenes, sean yemas axilares o adventicias,

embriones o plantulas germinadas in vitro (Olmos et al., 2004).

Rubluo (1997) recomienda el uso de plantulas germinadas in vitro como fuente de
explante. Para facilitar la germinacién de la semilla, se le puede dar un tratamiento
de escarificacion, es decir ablandar la cubierta seminal por medios mecanicos como
fracturar la testa o sumergir las semillas en acido sulfurico, ya que en condiciones
naturales este proceso de desgaste de la cubierta se da por la accién de la
descomposicion, digestion parcial del tracto alimenticio de algun animal o de
cambios en la estructura coloidal de las paredes celulares causada por el
humedecimiento y la desecacidn repetidos, por la ruptura mecanica de las células
por congelacion y deshielo o por cualquier combinacién de estos factores.
(Cronquist, 1986).

Cuando se requiere conservar la diversidad genética de una poblacion, el material
de propagacion adecuado son las semillas, ya que si se usa un fragmento de tejido
de la planta, los brotes que se obtengan seran clones (Mauseth, 1977; Iriondo,
2001). Si el porcentaje de germinacién es bajo con métodos convencionales, las
técnicas de cultivo in vitro pueden ayudar a mejorarlo, ademas cuando la
disponibilidad de semillas es escasa, situacion comun en muchas especies
amenazadas, a la germinacion in vitro le sigue una etapa de multiplicacion con el

objetivo de producir un mayor numero de plantas (Iriondo, 2001).
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En cactaceas generalmente se utiliza el medio Murashige y Skoog (MS) (1962)
(Anexo 1) que contiene una formulacion basica con un contenido elevado de sales y
una elevada concentracion de nitrogeno, que sirve de fuente de nutrimentos a gran
variedad de plantas como orquideas, nolinaceas, agavaceas, entre otras, los 19
nutrimentos esenciales para la mayoria de plantas se encuentran en este medio de
cultivo, tanto los micronutrimentos como los macronutrimentos (Pedroza-Manrique y
Caballero, 2009).

Etapa 2: Multiplicacién del tejido

El objetivo de esta etapa es mantener y aumentar la cantidad de brotes para los
nuevos ciclos de multiplicacién sucesivos y poder destinar parte de ellos a la
siguiente etapa (enraizamiento, bulbificacion, entre otros), en esta parte, los medios
de cultivo, las hormonas vegetales y/o reguladores de crecimiento vegetal como
auxinas y citocininas y las condiciones de crecimiento juegan un papel critico sobre
la multiplicacion clonal de los explantes (Olmos et al., 2004). Las hormonas
vegetales son moléculas de activacion presentes en un tejido dado que a ciertas
concentraciones, pueden controlar diversas actividades involucradas con el
crecimiento y desarrollo vegetal (Flores, 2007). Los reguladores de crecimiento
vegetal son compuestos sintéticos que actuan como hormonas vegetales, las
auxinas, citocininas y su combinacion son consideradas las mas importantes para la
regulacion del crecimiento y las respuestas morfogenéticas de las plantas en el
cultivo de tejidos vegetales (Gaspar et al., 1996). Sin embargo, se ha reportado que
para algunas especies de cactaceas son suficientes las citocininas como BA o 2iP
para promover la formacion de brotes como en M. haageana (Martinez-Vazquez y
Rubluo, 1989), M. candida (Pérez et al., 1998) y M. coahuilensis (Flores, 2007), entre

otras.

Las citocininas participan en la sintesis de proteinas y en el control del ciclo celular,
ademas promueven la expansion foliar, desarrollo de ramas laterales, retardan la
senescencia de hojas, promueven la sintesis de clorofila y mejora el desarrollo del

cloroplasto; en cultivo de tejidos vegetales es usado para estimular la division celular
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y el control de la morfogénesis ya que al superar la dominancia apical se producen
brotes laterales y adventicios. Existen citocininas naturales (hormonas vegetales)
como N2, Isopentenil adenina (2iP), trans-zeatina, dihidro-zeatina,
ribdsido de zeatina, entre otros, y sintéticas (reguladores de crecimiento vegetal)
como N°®-benziladenina (BA) o bencilaminopurina (BAP), kinetina y ortho-topolina,

entre otros (Gaspar et al., 1996; George et al., 2008).

Las vias de regeneracion son la organogénesis y la embriogénesis somatica,
pueden darse en forma directa o indirecta. Esta ultima implica la formacién de callo,
que estd compuesto de células que proliferan continua y aceleradamente y tienen
una apariencia desorganizada y dan origen a una masa amorfa (Hurtado y Merino,
1997).

La organogénesis es un evento morfogenético, se forma un primordio unipolar a
partir de una yema con el subsecuente desarrollo de éste en un brote vegetativo,
existiendo siempre una conexion entre los nuevos brotes y el tejido paterno
(Jiménez, 1998), puede darse por induccion de yemas axilares o adventicias; la
primera comprende la multiplicacion de yemas preformadas sin formacion de callo, la
segunda implica la induccién de tejido meristematico localizado mediante un
tratamiento con reguladores de crecimiento, conduciendo a la diferenciacion del
primordio y desarrollo del brote, esto ultimo generalmente en ausencia del regulador
de crecimiento que indujo la organogénesis. La principal desventaja del primer
método es que el numero de yemas axilares (aréolas) por explante limita la cantidad

de brotes cuando se trata de organogénesis directa (Olmos et al., 2004).

Por otra parte, los embriones somaticos se inician a partir de células que no son el
producto de la fusion de gametos, son estructuras bipolares que tienen radicula,
hipocotilo y cotiledones, la principal ventaja que tiene la embriogénesis somatica
sobre la organogénesis es que no se requiere una etapa de enraizamiento. La
primera observacién de estas estructuras fue hecha en Daucus carota (zanahoria)

por Steward y Reinert en 1958 y desde esa fecha se ha visto el potencial de la
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embriogénesis en muchas especies (von Arnold et al., 2002) como en el cacao
(Theobroma cacao) (Urrea et al., 2011), Ariocarpus kotschoubeyanus (Moebius-
Goldammer et al., 2003) y Astrophytum asterias (Lema-Ruminska y Kulus, 2012),

entre otros.

Etapa 3: Individualizacion y enraizamiento

Los brotes regenerados en la fase anterior se individualizan y subcultivan para
promover su elongacién, se transfieren a un medio libre de reguladores de
crecimiento o que solo contenga auxinas, pero se ha reportado que algunas
especies no necesitan pasar por esta etapa ya que emiten sus raices en el mismo
medio de cultivo donde desarrollan yemas nuevas, por lo tanto el proceso de
multiplicacion y enraizamiento transcurren de forma simultanea, después del
enraizamiento las plantas ya estan listas y pueden transferirse a sustrato (Castillo,
2004; Lopez et al., 2009).

Etapa 4: Aclimatizacion

La transferencia y aclimatizacion a un ambiente ex vitro es el paso final, pero
frecuentemente el mas dificil en un sistema de micropropagacion satisfactorio. La
aclimatizacién es el proceso por el cual un organismo se adapta fisioldgicamente a
los cambios en su ambiente ya que pasa de condiciones in vitro a ex vitro, ésto en
condiciones de laboratorio (Flores, 2007). En esta etapa los tallos enraizados se
transfieren a un sustrato previamente esterilizado para que continden con el proceso
de aclimatizacion o lo inicien, pero ya en condiciones ex vitro en un invernadero
(Lopez et al., 2009).

2.10 Problemas en cultivo in vitro

Oxidacion

La oxidacién y oscurecimiento de tejidos cultivados in vitro, se puede definir como la
oxidacioén, por radicales libres, de diferentes componentes celulares, asi como la
oxidacion de compuestos fendlicos caracterizado por la enzima polifenol oxidasa

(PPO) para producir quinonas, las cuales son compuestos quimicos muy reactivos
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que generan dafio e incluso la muerte celular (Azofeifa, 2009).

Hiperhidratacion

El término hiperhidratacion se usa para describir a tejidos y 6rganos cultivados in
vitro que adquieren una apariencia morfologica y funcién fisiolégica anormal, éstos
presentan un aspecto translucido, humedo y vitreo (Debergh et al., 1992). Entre las
principales causas de la hiperhidratacién estan el bajo potencial osmético, la
presencia de reguladores de crecimiento como citocininas y la concentracion baja de
agar en el medio de cultivo; asi conforme el potencial osmético es mas negativo y se
cambia el potencial matricial del medio, la hiperhidratacion disminuye como

consecuencia de una menor absorcion de agua (Cardenas y Villegas, 2002).

Contaminacién

El medio de cultivo en el cual las plantas son cultivadas es una fuente de
nutrimentos para el crecimiento microbiano, que compiten negativamente por éstos
con los tejidos cultivados in vitro, la presencia de microorganismos da por resultado
mortalidad del material vegetal;, ademas, la presencia de infecciones latentes
también puede provocar variaciones en el crecimiento, necrosis en los tejidos,
reduccion en la proliferacién de los brotes y bajas tasas de enraizamiento (Odutayo
et al., 2007).

Variacion somaclonal

Muchas plantas cultivadas in vitro presentan diferencias fenotipicas o bioquimicas en
comparaciéon con el fenotipo de las plantas donadoras de los explantes, hay dos
causas para esto, una es la variacion epigenética transitoria, debida probablemente
al estrés generado por las condiciones propias del cultivo de tejidos y células in vitro
y las variaciones genéticas verdaderas producto de mutaciones azarosas; cualquiera
que sea se trata de variacién somaclonal, esta ultima es de origen genético y se
transmite y expresa en la descendencia de las plantas regeneradas (Patifio, 2010).
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2.11 Cultivo de Tejidos Vegetales en Mammillaria

Minocha y Mehra en 1974 reportaron el primer trabajo de cultivo in vitro para este
género de cactaceas, usando plantulas, brotes vegetativos y 6rganos florales de
Neomammillaria prolifera, de los cuales obtuvieron callo en presencia de acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), kinetina y endospermo liquido de coco. Sin embargo ha
habido reportes sobre el cultivo in vitro del género Mammillaria en los cuales se
obtuvo organogénesis, por ejemplo Kolar et al. (1976), obtuvo callo de M. woodsii y
regeneracién de brotes en medio MS con AIA y kinetina. Vyskot y Jara en 1984
obtuvieron la regeneracion de brotes usando secciones de tallo para M. carmenae y

M. prolifera en medio MS adicionado con BAP y ANA.

Martinez-Vazquez y Rubluo (1989) micropropagaron Mammillaria san-angelensis,
pero debido a la escases de material (15 semillas) hicieron estudios preliminares con
M. haageana. Los explantes se sembraron en medio MS adicionado con BA, kinetina
y 2,4-D. El mejor medio para la regeneracién contenia tinicamente BA (1 0 2 mgL™),
la regeneracién fue pobre obteniendo brotes en 9 de 18 explantes laterales con 1
mgL™" de BA y en 3 de 18 explantes laterales con 2 mgL™" de BA. Los explantes de
M. san-angelensis fueron sembrados en medio MS con BA y ANA y en el tratamiento

con BA/ANA 1/0.01 mgL™", se obtuvo de 21 a 35 brotes por explante lateral.

Se obtuvo también la propagacion in vitro de M. candida, M. craigii, M. formosa, M.
obscura, M. sphacelata y M. uncinata (Pérez et al., 1998), se usaron plantulas
germinadas in vitro en medio de cultivo MS mas BAP y ANA. Ramirez-Malagon et
al. (2007) propagaron 10 especies del género Mammillaria (M. bocasana, M.
densispina, M. hahniana, M. hutchisoniana, M. orcutii, M. pectinifera, M. perbella, M.
picta, M. rhodantha, y M. zephyranthoides) usando medio MS y 20 combinaciones de
AlA y kinetina. Gracidas-Diaz et al. (2010) propagaron M. luethyi usando como
fuente de explantes secciones de tallo de plantas adultas que fueron sembrados en
medio MS adicionado con BAP y ANA.
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En la actualidad por lo menos a 30 especies de este género se les han aplicado
estas técnicas, pero aun son muchas las especies que se encuentran en la NOM
que pueden ser propagadas por esta via de regeneracion como medida de

conservacion.

En el cuadro 3 se resume la informacion que se reunié hasta el momento sobre las
especies amenazadas que se han micropropagado. Con esto se demuestra la
importancia que tiene el cultivo de tejidos vegetales para la produccion de plantas de
importancia ornamental y ademas la propagacion de especies que se encuentran el
peligro de extincion, ya que sin estas técnicas la propagacion convencional seria
insuficiente (Mauseth, 1977; Flores, 2007).

Es importante senalar que para Mammillaria coahuilensis ya hay reportes sobre su
cultivo in vitro (Manzo, 2010), logrando la propagacion exitosamente obteniendo
plantas sanas, algunas de las cuales formaron flores, frutos y semillas (Flores, 2007;
Lopez, 2009), por lo que uno de los propdsitos de este trabajo fue demostrar que las
plantas cultivadas in vitro son capaces de generar semillas viables, que incluso
pueden utilizarse para la regeneracion in vitro, ya que no se encontraron reportes en
donde se realice la micropropagacion de alguna especie usando semillas de este

tipo de plantas.

2.12 Cultivo de Tejidos Vegetales en Mammillaria coahuilensis

El primer estudio sobre la micropropagacion de Mammillaria coahuilensis lo reportd
Flores (2007) quién utilizé semillas de plantas silvestres para promover la
germinacion in vitro, éstas fueron sembradas en tres tipos de medio: agua con agar,
MS 50% y MS 50% + CA 1.5 gL', se obtuvo la mejor respuesta en el primero ya que
alcanz6 el 60% de germinacién con semillas de 4 anos de almacenamiento y el
100% en semillas de seis meses de almacenamiento. Las plantulas fueron utilizadas
como fuente de explantes apicales y laterales y se sembraron en medio MS + BA (0,
05 1y2 mgL'1) obteniendo el mayor numero de brotes (21.25) en BA 1 mgL™

mediante organogénesis directa e indirecta. Los brotes obtenidos fueron enraizados
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en medio MS + CA 1.5 gLy posteriormente se aclimatizaron, se obtuvo el 52.7% de
sobrevivencia, ademas 9 brotes que no formaron raiz fueron injertados en plantas de

Myrtillocactus geometrizans obteniendo el 100% de sobrevivencia.

Lopez (2009) reportd el segundo trabajo sobre el cultivo in vitro de M. coahuilensis.
El objetivo principal de la investigacion fue determinar el origen y describir el
desarrollo de los brotes regenerados in vitro mediante métodos histolégicos ya que
muchos trabajos reportan el desarrollo de brotes pero no especifican si se
regeneraron del meristemo floral o vegetativo. El estudio se inicié con la germinacion
de semillas de plantas silvestres siguiendo el método reportado por Flores (2007),
las cuales se almacenaron durante 16, 21, 23 y 24 meses obteniendo mejor
porcentaje de germinacion (100%) en semillas de 16 meses que en las de 24 (50%),
comprobando que la viabilidad de las semillas disminuye respecto al tiempo de
almacenamiento. Para promover la elongacién de las plantulas, éstas se
subcultivaron a medio liquido por un mes tal como reporta Tapia (2006), alcanzaron
un promedio de 8 mm de longitud y las que permanecieron en medio soélido 4 mm.
Posteriormente las plantulas fueron sembradas en medio MS + BA 0.5 mgL™" y los
brotes producidos fueron cosechados a los 10, 15, 20, 25, 30 y 35 dias y fijados para
su procesamiento en Microscopio Electrénico de Barrido y se observo el desarrollo

de los brotes a partir de meristemo vegetativo y floral.

Manzo en 2010 reportd la micropropagacion de M. coahuilensis var. coahuilensis,
utilizé semillas, las cuales germinaron en medio MS y alcanzaron del 25 al 26%. Las
plantulas obtenidas se utilizaron como fuente de explante y fueron sembradas en
medio MS + 2iP o TDZ (tidiazurén) y MS + ANA/2iP o MS + ANA/TDZ, los mejores
resultados se obtuvieron en MS + 2iP 2 mgL™" con 9 brotes por tratamiento. Las

plantas regeneradas se aclimatizaron y se report6 el 92.3% de sobrevivencia.
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Cuadro 3. Propagacion in vitro de especies listadas en la NOM-059-SEMARNAT-2010 del género Mammillaria.

Especie Explante

Mejor tratamiento

(mgL ")

M. haageana Pl MS + BA (1y 2) oD P Martinez-
Vazquez y
Rubluo, 1989
M albilanata Yemas laterales No especificado M Pr Fay y Gratton,
M. nana Pr 1992
M. parkinsonii Pr
M. solisioides A
M. theresae P
M. huitzilopochtli Secciones de tallo MS + BA (0.1y 1) oD Pr Rubluo et al.,
1993
M. candida Pl MS + BA (1) oD A Pérez et al.,
1998
M. bocasana Meristemos de plantas MS + BA (10), K (1) Ol Pr Anicua y Rivas,
M. carmenae adultas P 2000
M. albicoma Botones florales MS + BA/ANA (5/0.1) oD, Ol Pr Wyka et al., 2006
M. crucigera Pl MS + (BA/ANA) oD Pr Olguin-Santos et
al., 2006
M. schiedeana Pl y brotes in vitro MS + BA/ANA oD A Soria, 2006
(1/0.1)
M. carmenae PI MS + BA, 2iP oD P Retes-Pruneda,
M. carmenae fo. rubrisprina P 2007
M. herrerae P
M. theresae P
M. coahuilensis PI MS + BA (1) oD, Ol A Flores, 2007

Pl=Plantulas in vitro; OD= Organogénesis Directa; Ol= Organogénesis Indirecta; M= Micropropagacion; P= Peligro de extincién; A= Amenazada;
Pr= sujetas a proteccion especial; MS = Medio Murashige y Skoog; BA = N6-Benciladenina; ANA = Acido a naftalenacético; 2iP = N6-2, Isopentenil

adenina; K = Kinetina; AIA = Acido Indol-3-acético; Z = Zeatina
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Cuadro 3 (Continuacion)

Especie Explante Mejor tratamiento
M. gaumeri Secciones de plantas MS +Z2 Ol P Azcorra et al.,
2007
M. hahniana Secciones de plantas MS + K/AIA (1/10), oD, Ol A Ramirez-
M. orcuttii adultas (2/10) Pr Malagén et al.,
M. rhodantha Pr 2007
M. bocasana Pr
M. pectinifera A
M. zephyranthoides A
M. coahuilensis Pl MS + BA (0.5) oD A Lépez, 2009
M. mathildae PI MS basal oD P Garcia y Malda,
2009
M. coahuilensis PI MS + 2iP (2) Ol A Manzo, 2010
M. bombycina PI MS + BA/ANA (1/0.1) oD, Ol Pr Yarnez, 2011
M. hernandezii Pl MS + BA/ANA (3/0.5) oD, Ol Pr Pérez et al.,
2013
M. longiflora Pl MS + BA/ANA (3/0.5) oD, Ol A Hernandez et al.,
M. napina Plantas adultas A 2013
M. sanchez-mejoradae Tubérculos de un brote in P
vitro

Pl=Plantulas in vitro; OD= Organogénesis Directa; Ol= Organogénesis Indirecta; M= Micropropagacion; P= Peligro de extincién; A= Amenazada;
Pr= sujetas a proteccion especial; MS = Medio Murashige y Skoog; BA = N°-Benciladenina; ANA = Acido o naftalenacético; 2iP = N°-2, Isopentenil
adenina; K = Kinetina; AlA = Acido Indol-3-acético; Z = Zeatina
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3. JUSTIFICACION

No existen reportes sobre la viabilidad de las semillas de cactaceas propagadas
por cultivo de tejidos vegetales, asi como de la capacidad regenerativa de las
plantulas empleadas como fuente de explantes. Por lo anterior, en esta
investigacion se utilizaron semillas de brotes regenerados in vitro y establecidos
en condiciones de invernadero de Mammillaria coahuilensis, se evaluo la viabilidad
de las semillas y se promovié su micropropagacion para conocer su potencial

regenerativo.

Laura Lorena Rodriguez Nufiez (2014) 28



Micropropagacion de Mammillaria coahuilensis (Boed.) Moran (CACTACEAE), a partir de semillas

' de plantas regeneradas in vitro l

4. OBJETIVO GENERAL

Determinar si las semillas de Mammillaria coahuilensis provenientes de plantas
propagadas in vitro son viables y pueden ser fuente de explantes para la

micropropagacion.
OBJETIVOS PARTICULARES

1. Establecer y evaluar la germinacién in vitro de semillas de M.
coahuilensis provenientes de plantas propagadas in vitro.

2. Promover la formacion de brotes adventicios de M. coahuilensis
empleando las citocininas N°-2, Isopentenil adenina y NC-Benciladenina.

3. Realizar ensayos de aclimatizacion ex vitro de los brotes y plantas
regeneradas.

4. Comparar los resultados obtenidos con reportes previos de la

propagacion in vitro de M. coahuilensis.
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5. METODO

5.1 Seleccion de la planta madre

Se usaron 65 semillas obtenidas de brotes injertados de Mammillaria coahuilensis
regenerados in vitro que fueron mantenidos en condiciones de invernadero por 4
anos y las flores de éstos fueron polinizadas artificialmente en el mes de marzo de
2011.

Los frutos fueron colectados el 19 de agosto de 2011 y se almacenaron en bolsas

de papel encerado a temperatura ambiente (18-20° C) durante 9 meses.

5.2 Establecimiento de los cultivos asépticos

Las 65 semillas se desinfectaron en 50 mL de agua destilada adicionada con 3
gotas de detergente liquido Salvo® durante 20 min. Posteriormente se transfirieron
a alcohol al 70% (v/v) durante un minuto, seguido de una solucion de cloro
comercial al 30% (v/v) (6% de cloro activo) adicionado con tres gotas de Tween 80
por 30 minutos, todo el proceso se realizd en agitacion continua; finalmente en la
campana de flujo laminar se realizaron tres enjuagues con agua destilada
esterilizada (Modificado de Flores, 2007). Se sembraron 65 semillas
distribuyéndolas cinco por frasco (13), cada uno de estos con 30 mL de medio de
cultivo MS (Anexo 1) a un pH 5.7-5.8 y 8 gL de agar bacteriolégico Bioxon®, el

medio se esterilizo durante 18 minutos en autoclave a 1.5 Kg cm™.

Los cultivos se incubaron en una camara de ambiente controlado a 25 + 2°C,
fotoperiodo 16/8 h y 44.12 umol m?s” de intensidad luminosa. Se evalud
diariamente el porcentaje de germinacion durante 60 dias. La semilla se considero

germinada cuando emergio la radicula.

5.3 Elongacion de plantulas (medio liquido)
Debido a que algunas plantulas germinadas no alcanzaron la talla deseada para

permitir la obtencién de los explantes, es decir mayor a 5 mm, 44 se transfirieron a
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medio liquido MS + 1.5 CA gL'1 con puentes de papel filtro (Lépez, 2009; Diaz,
2007), con el fin de promover su elongacion. Las condiciones de incubacién fueron
las mismas que para la germinacion de las semillas. Las plantulas permanecieron
25 dias en medio liquido y después fueron nuevamente transferidas a medio
s6lido MS + CA 1.5 gL'1 por 20 dias antes de ser seccionadas para la obtencién de

explantes.

5.4 Siembra de explantes e induccion de brotes

Las plantulas que median entre 0.5 a 1.6 cm, fueron seccionadas para obtener
dos tipos de explantes, uno apical y dos laterales eliminandoles la raiz (Figura 4).
Debido a que en los tratamientos reportados por Flores (2007) y Manzo (2010), el
tratamiento control dio como resultado un escaso (promedio: 1 a 1.75 brotes por
explante) o nulo numero de brotes respectivamente, en la presente investigacion
esta prueba no fue realizada. Se sembraron dos explantes de cada tipo por frasco
con 30 mL de medio MS adicionado con BA (0.5, 1 y 2 mgL™") y MS adicionado
con 2iP (0.5, 1y 2 mgL™) (6 tratamientos); sacarosa 30 g L™, pH 5.7-5.8 y 8 gL™
de agar bacteriologico Bioxon®, que fueron los mismos tratamientos reportados
por Flores (2007) y Lépez (2009) para Mammillaria coahuilensis. Se utilizaron 12
explantes laterales y 6 apicales por tratamiento. Los cultivos se incubaron bajo las
mismas condiciones ambientales utilizadas en la germinaciéon y se evaluaron

semanalmente para observar las respuestas morfogenéticas.

Figura 4. Obtencion de explantes a) plantula,
b) explante apical (A) y laterales (L).
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5.5 Elongacion y enraizamiento

Después de pasar 10 semanas en el medio de induccién, los brotes obtenidos
fueron transferidos a medio basal MS + 1.5 CA gL'1 para promover la formacion de
raices, algunos se individualizaron y otros permanecieron unidos al explante

inicial.

5.6 Aclimatizacion

Se realizé un ensayo preliminar de aclimatizacion con 97 plantas mayores a 1.5
cm. Las plantas obtenidas fueron aclimatizadas ex vitro, las raices de fueron
lavadas con suficiente agua destilada para eliminar los restos de agar,
posteriormente se les aplicé enraizador comercial Radix 1500® para promover la
formacion de un mayor numero de raices y se colocaron en un sustrato
compuesto de tierra negra y piedra pomez (1:1) previamente esterilizado e
hidratado. El sustrato fue colocado en charolas cubiertas por domos plasticos para
evitar la deshidratacion. Las plantas se transfirieron a las charolas y éstas se
mantuvieron en las condiciones de incubacion mencionadas anteriormente y
después de 5 meses se trasladaron a condiciones de invernadero y se evaluo el

porcentaje de sobrevivencia.

Los brotes que no formaron raiz fueron injertados en plantas joévenes de
Myrtillocactus geometrizans como lo reporta Flores (2007) y se mantuvieron en
condiciones de invernadero. En la figura 5 se muestra un diagrama de flujo de la

metodologia para la propagacion de M. coahuilensis.

5.7 Anadlisis estadistico:

Se obtuvieron los promedios del niumero de brotes obtenidos por tratamiento. A los
resultados se les realizdé una prueba de ANOVA vy los resultados con diferencias
significativas a una prueba de Tukey. Se utilizé el programa SPSS Statistics 17.0
(2011).
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Figura 5. Método para la micropropagacion de Mammillaria
coahuilensis a partir de semillas de brotes regeneradas in vitro.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Desinfeccion, siembra y germinaciéon

No se presentd contaminacion en los cultivos, esto comprueba que la técnica de
desinfeccion fue exitosa. La germinacion inicié con el rompimiento de la cubierta
seminal y la emergencia de la radicula, posteriormente surgio el hipocétilo de color
verde y dos semanas despueés el epicatilo inicié su desarrollo con la aparicion de

las primeras aréolas y tubérculos tal como lo reporté Flores (2007) (Figura 6).

La germinacion ocurrié a los ocho dias posteriores a la siembra, culminado a los
dos meses y alcanzé el 75% (Grafica 1). Flores (2007) report6 la germinacion de
semillas de 4 afos de almacenamiento de esta especie, inicié a los 7 dias y
concluyo a los 27 alcanzando del 34 al 60%. En semillas de seis meses inici6 a los
7 dias y culmind a los 23 obteniendo del 83 al 100% de germinacion. En ambos
casos se exploraron tres medios: agua con agar, MS 50% y MS 50% + CA, siendo
mejor el primero. Lopez (2009), obtuvo la germinacién de la misma especie de los
3 a los 9 dias obteniendo el 100% en semillas de 16 y 21 meses de
almacenamiento y el 50% en semillas de 24 meses al sembrar en MS 50% vy
Manzo (2010) observé la germinacion de M. coahuilensis var. coahuilensis a los

nueve dias posteriores

a la siembra

alcanzando el 26.98%
en MS al 25% de

macronutrientes.
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Grafica 1. Porcentaje de germinacion acumulada in vitro de M.
coahuilensis en medio MS 100%
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Figura 6. Etapas de la germinacion de Mammillaria coahuilensis a) semilla, b) germinacion,
surgimiento de la radicula, c-e) desarrollo del hipocétilo, epicotilo y las primeras aréolas, f)
plantula con tallo definido.
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La diferencia entre los porcentajes de germinacion en los trabajos de Flores (2007)
y Lopez (2009) quienes reportaron hasta un 100% y la presente investigacion
(75%) pudo deberse a que, en los anteriores estudios, se utilizaron semillas de
plantas silvestres y en esta investigacion se usaron semillas de plantas
propagadas in vitro que fueron aclimatizadas y mantenidas en condiciones de
invernadero y probablemente su capacidad de germinacion disminuyé. Otra razon
es debida al medio de cultivo, ya que en esta investigacién las semillas fueron
sembradas en MS mientras que Lépez (2009) realizé la siembra en MS 50% y
Flores (2007) utiliz6 agua con agar, MS 50% y MS 50% + CA. Una mayor
cantidad de sales en el medio limita la cantidad de agua disponible para las
semillas, lo que puede retrasar o llegar a impedir la germinacion de éstas (Moterle
et al., 2006). Ademas el tiempo de almacenamiento también pudo influir ya que en
algunas especies, conforme transcurre el tiempo, las semillas van perdiendo
viabilidad y el material de la presente investigacion tuvo nueve meses de
almacenamiento, mientras que los mejores porcentajes de germinacioén para

Flores (2007) ocurren en semillas de 6 meses.

Se han realizado diversos estudios de cultivo in vitro en los cuales se usaron
plantulas germinadas in vitro como fuente de explantes tal como lo recomienda
Rubluo (1997), por ejemplo Martinez-Vazquez y Rubluo (1989) obtuvieron un
53.3% de germinacion de semillas de Mammillaria san-angelensis sembradas en
medio MS, el cual fue menor en comparacion con los resultados obtenidos en el
presente estudio. Infante (1992) reporté la germinacién in vitro de Mediocactus
coccineus y obtuvo un 94% al sembrar en medio MS. Giusti et al. (2002)
reportaron la germinacién de Escobaria minima (69%), Mammillaria pectinifera
(23%) y Pelecyphora aselliformis (46%) en papel filtro mojado. Garcia y Malda
(2009) obtuvieron el 91% de germinacién en M. mathildae usando MS 50%.
Gracidas-Dias et al. (2010) mencionan que la germinacion de Mammillaria luethyi
se dio de los 3 a 11 dias en MS 50% y se obtuvo un bajo porcentaje de
germinacion (13.6%) que se logré unicamente cuando se retird la cubierta seminal.

Yafiez (2011) reportd la germinacién de M. bombycina en MS 50%, la cual inici6 a
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los 7 dias y culmin6 a los 75 obteniendo el 80%. No obstante, la mayoria de los
trabajos de cactaceas propagadas in vitro reportan porcentajes de germinacion,
pero en la mayoria no se menciona la edad de la semilla o el tiempo de
almacenamiento, lo cual es un factor importante en el porcentaje obtenido al ser

germinacién in vitro.

6.2 Elongacion de plantulas (medio liquido)

Después de seis meses y medio 44 plantulas germinadas in vitro se transfirieron a
medio liquido (Figura 7), en el cual permanecieron cerca de un mes, tiempo en el
que se observd la elongacidn del epicotilo. Para evitar problemas de
hiperhidratacion las plantulas se transfirieron a medio sélido MS + CA 1.5 gL™" por
20 dias antes de ser seccionadas para la obtencion de explantes. Las plantulas
alcanzaron un maximo de 16 mm y un minimo de 7, comparado con las que
permanecieron en medio sélido, las cuales alcanzaron un maximo de 5 mm. Lépez
(2009) reporta para la misma especie un promedio de 8 mm de longitud para
plantulas que fueron subcultivadas a medio liquido después de 26 dias y 4 mm
para las que no. Por otro lado Diaz (2007) reporté la elongacion de plantulas de
Thelocactus rinconensis en medio liquido con puentes de papel filtro, las cuales
después de un mes de haber permanecido en esas condiciones alcanzaron un
promedio de 12.9 mm y las que no fueron subcultivadas a medio liquido

alcanzaron un tamafo promedio de 5 mm.

a b

5 mm 16 mm

Figura 7. Elongacion de plantulas en: a) Medio MS sélido y en b) Medio MS liquido con
puentes de papel filtro. Se observa la elongaciéon del epicétilo (e) a mas del triple del
tamano y la separacion de las aréolas (a).
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El medio liquido tiene diversos usos ya que puede ser util en cultivos de
suspensiones celulares para la obtencion de metabolitos secundarios o para la
propagacion vegetal, ya sea mediante embriogénesis somatica u organogénesis,
también se usa en biorreactores y sistemas de inmersion temporal; estos sistemas
de cultivos liquidos tienen efectos significativos en las tasas de multiplicacion y
ademas en la morfologia de las plantas propagadas (Preil, 2005) ya que la
presencia de agar en los medios de cultivo de cactaceas, puede presentar un
efecto negativo sobre la activacion de las aréolas, esto debido a la presencia de
este soporte que dificulta la disponibilidad de agua y nutrientes para las plantas
(Ortiz-Montiel y Alcantara, 1997).

Sin embargo con el uso de medio liquido se puede presentar el problema de
hiperhidratacién debido a que las cactaceas poseen tejidos adaptados a
almacenar grandes cantidades de agua hasta el grado de hiperhidratarse, lo que
en ciertas ocasiones provoca la destruccion de los tejidos. Una plantula o tejido
hiperhidratado se caracteriza por ser translucido, vitreo, presenta un incremento
de tamafo, color mas claro de lo normal y se rompe facilmente y este problema
puede ocurrir con cualquier planta in vitro como orquideas, agaves, entre otros
(Kevers et al., 2004).

Para evitar el problema de hiperhidratacion se recomienda limitar el tiempo en que
la plantula esté en este tipo de medio, observar las plantas y cuando presenten los
primeros sintomas de hiperhidratacion (aumento rapido de tamafo, cambios en el
color, tejido translucido), subcultivarlos a medio sélido. En esta investigacion los
resultados sugieren que un mes es el tiempo adecuado para obtener plantulas
elongadas, sanas y listas para la obtencion de explantes, sin el problema de

hiperhidratacién, tal como lo reportaron Diaz (2007) y Lopez (2009).

6.3 Respuestas morfogenéticas
Se observo la regeneracion de brotes por la activacion de las aréolas tanto del

meristemo vegetativo como del floral en ambos tipos explantes en todos los
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tratamientos, al contrario de Flores (2007) quién report6é el desarrollo de brotes
sé6lo a partir de meristemos florales mientras que Lépez (2009) obtuvo la formacién
de brotes soélo a partir del meristemo floral en explantes apicales y s6lo del

meristemo vegetativo en laterales.

6.3.1 Formacién de brotes por activacion de aréolas

La respuesta fue visible a partir de la segunda semana de incubacién ya que los
explantes apicales aumentaron su volumen y los laterales presentaron una
curvatura concava. En la zona de corte de los dos tipos de explantes se observo
un cambio en el color de verde a café, esto se debe probablemente a la oxidacién
del tejido (Figura 8). Esta se produjo en respuesta a la herida que se le hizo al
tejido vegetal al momento de seccionarlos, ya que se secretan compuestos que
intervienen en el proceso de cicatrizacion y defensa contra patégenos (Sanchez-
Cuevas y Salaverria, 2004; Azofeifa, 2009). Pérez et al. (1998) reportaron la
oxidacion de explantes de Astrophytum myriostigma, Cephalocereus senilis,
Coryphantha clavata, C. radians, Echinocactus platyacanthus, Ferocactus
hamatacanthus, F. pilosus y Nyctocereus serpentinus, la cual se controld
parcialmente con la adicion de un antioxidante llamado polivinilpirrolidona (PVP) al
medio de cultivo. Ramirez-Malagén et al. (2007), quienes propagaron diez
especies de Mammillaria, mencionan que el 80% de los explantes se perdieron por
una oxidacién excesiva, contaminacién y/o necrosis. Soto (2013) reportd la
oxidacién de explantes de Echinocactus grusonii, la cual ocurrié 3 dias posteriores
a la siembra y menciona que a los
90 dias el 16% de los explantes
cultivados en medio liquido
presentaron oxidacion, mientras que

en medio sélido fue el 36%.

Figura 8. Corte lateral de una plantula de M.
coahuilensis, se observa la oxidacién en la
zona de corte del explante en MS + BA 2 mgL™.
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El 4% de los brotes regenerados se hiperhidrataron después de diez semanas de
incubacion, sobre todo en los tratamientos con BA, (Figura 9). De acuerdo con
Kevers et al. (2004) esto se debe a la presién osmaética, el medio rico en nitrégeno
y a los reguladores de crecimiento, en particular las citocininas, a heridas y a la

humedad relativa alta.

BH

/\

\

E

8mm

Figura 9. Explante (E) y brotes
hiperhidratados (BH) en MS + BA 2 mgL'1.

Se observé también el desarrollo de callo en todos los tratamientos, tanto en los
explantes apicales como en los laterales, sin embargo so6lo se presentd en las
zonas de corte. El tipo de callo en ambos tipos de explante fue desmenuzable en
su superficie y con tonalidades diferentes de verde a blanco (Figuras 10 y 11).
Diaz (2007) obtuvo formacién de callo en la zona de corte del explante de
Thelocactus rinconensis principalmente en explantes provenientes de plantulas
que pasaron por medio liquido, de la misma manera que en la presente
investigacion, ya que las plantulas de las cuales se obtuvieron los explantes fueron
cultivadas en medio liquido por 25 dias. Esta respuesta también se present6 en
los explantes de Lophophora williansii cultivados en medio con BAP, los
tratamientos con este regulador de crecimiento fueron los que presentaron el
grado mas alto de hiperhidratacion (Ortiz-Montiel y Alcantara, 1997). En la
propagacion in vitro de Hylocereus costaricensis se observo el desarrollo de callo
en la base de los explantes cultivados en MS + BAP, ademas los brotes obtenidos

presentaron anormalidades (Vifias et al., 2012).
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Figura§ 10 y 11. Formacién de callo en la base de explantes laterales (E) en MS + BA
2mgL".

6.3.2 Explantes apicales

En los tratamientos con 2iP no se obtuvo respuesta de ningun tipo en los
explantes apicales, sélo ocurrié su elongacion y eventual formacién de raiz en las
base del explante. Los explantes apicales en BA aumentaron su tamano y
conservaron su forma globosa y a la quinta semana aparecieron abultamientos
esféricos en las axilas y en el apice de los tubérculos, ya que una de las
caracteristicas del género Mammillaria es la presencia de aréolas dimoérficas
(aréola vegetativa y aréola floral), posteriormente aparecieron pequefias espinas
en el centro del abultamiento y a la siguiente semana se observaron los tubérculos
de los nuevos brotes (Figura 12). En general la respuesta de los explantes
apicales fue baja, ya que en el tratamiento BA 0.5 mgL™" sélo se desarrollaron 0.16
brotes por explante en promedio, en cambio en el tratamiento BA 1 mgL™” se
presenté un promedio de 8.8 brotes por explante y en BA 2 mgL™", un promedio de
10.6 brotes.

Figura 12. Organogénesis directa en explantes
apicales de M. coahuilensis. Se observa un brote
(Br) que surge de la aréola floral en el tratamiento
BA 0.5 mgL™ después de 10 semanas de cultivo.
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En el tratamiento de BA 1 mgL™" los brotes surgieron en la axila de los tubérculos
del explante (aréolas florales) como lo muestra la figura 13a y también surgieron

brotes de las aréolas florales de base del explante (Figura 13b).

b
a EA

EA\ \1

Q Br\_\
Br

Figura 13. Brotes (Br) en las aréolas florales (a) y en la base (b) de explantes apicales
(EA) en el tratamiento BA 1 mgL'1 después de 10 semanas de cultivo.

13 mm

En el tratamiento BA 2 mgL™" se observaron respuestas distintas a los tratamientos
anteriores, ya que mientras que en BA 0.5y 1 mgL™ los brotes surgieron sélo de la
aréola floral, en BA 2 mgL™ los brotes surgieron tanto de la aréola floral como de
la vegetativa (Figura 14) cabe mencionar que para esta especie se habia
reportado la formacion de brotes sbélo de la aréola floral en explantes apicales
cultivados en MS + BA (0.5, 1y 2 mgL™") (Flores, 2007; Lépez, 2009).

Figura 14. Brotes que surgieron de la aréola floral y de la vegetativa de explantes apicales
en el tratamiento BA 2 mgL'1 después de 10 semanas de cultivo.
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Ademas en este tratamiento se observd también el desarrollo de abultamientos
nodulares en la base de los explantes que posteriormente se diferenciaron en

brotes (Figura 15).

b E@ 8 mm

N

Br

Xl 15 mm

.

Br

Figura 15. Brotes (Br) de la base de explantes
apicales de M. coahuilensis (EA) en el
tratamiento BA 2 mgL™ a las 10 (a), 12 (b) y 20
semanas de cultivo (c).

Flores (2007) reportd para esta especie que el mejor tratamiento para la formacion
de brotes en explantes apicales fue BA 1 mgL™" ya que obtuvo un promedio de 9.8
brotes por explante apical. De acuerdo con Martinez-Vazquez y Rubluo (1989) en
Mammillaria san-angelensis uno de los mejores tratamientos para los explantes
apicales fue BA/ANA 1/0.01 mgL™, pues formaron 21-35 brotes, sin embargo en
M. coahuilensis, al usar esa cantidad de BA soélo se formaron 8.8 brotes por
explante en promedio, por lo que es probable que la auxina haya inducido la
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formacion de un numero mayor de brotes en M. san-angelensis. Es interesante
mencionar que algunas especies no necesitan reguladores de crecimiento para
formar brotes, como en M. mathildae que desarrollé 1.14 brotes por explante
apical en MS libre de reguladores de crecimiento, aunque es probable que el
desarrollo de estos se deba a las hormonas vegetales enddégenas (Garcia y
Malda, 2009). Para otras especies de cactaceas se han obtenido resultados al
usar BA, ya que Diaz (2007) reporté para T. rinconenesis la formacion de brotes
en explantes apicales cultivados en BA/ANA 1/0, 1/0.1 y 2/0.1 mgL™" con un
promedio de brotes por explante de 0.33, 2.3 y 2.6 respectivamente. Mientras que
Zamora (2007) obtuvo mejor respuesta sélo en presencia ANA (0.5 y 1 mgL™)
para explantes longitudinales de T. bicolor con un numero de brotes por

tratamiento de 16 y 12 respectivamente.

Por otro lado, en los tres tratamientos con 2iP no se observd organogénesis de
ningun tipo en los explantes apicales. Se ha reportado la generacion de brotes en
este tipo de explantes al usar 2iP en otras especies como T. rinconensis (Diaz,
2007) con un promedio de 2.3 brotes por explante en los tratamientos de 2iP/ANA
2/0.1 mgL™", lo que puede sefalar que la auxina contribuyé a la formacién de

éstos.

6.3.3 Explantes laterales

Los explantes en BA y 2iP ya presentaban brotes a la quinta semana de
incubacion, éstos se desarrollaron a partir de las aréolas florales y de las
vegetativas. La respuesta fue visible desde la segunda semana ya que el explante
presentd una curvatura coéncava (Figura 16a), después los tubérculos se
separaron y entre ellos aparecieron pequefias protuberancias esféricas (Figura
16b), que incrementaron su volumen, posteriormente se observé la aparicién de
espinas blancas y por ultimo surgieron los brotes globosos de un color verde claro
que, al crecer, tomaron un verde mas oscuro y brillante y las espinas, en principio

blancas, se tornaron rojas (Figura 16 c-f).
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Figura 16. Desarrollo de brotes en explantes laterales. Las flechas amarillas indican los
brotes que surgen de las aréolas florales (af) y las flechas rojas los de aréolas vegetativas
(av). a) Explante lateral; b) la af se distingue como una pequefa protuberancia entre los
tubérculos (t); c-f) secuencia del crecimiento de los brotes de af y av en el transcurso de 10

semanas en MS + BA 0.5 mgL™.

El mayor nimero de brotes se presentd en el tratamiento BA 2 mgL™ con un
promedio de 13.3 brotes por explante, seguido de BA 1 mgL™" con 10.25, BA 0.5
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mgL™" con 7.83. En los tratamientos con 2iP, el mayor nimero de brotes se
presentd en la concentracion 2 mgL‘1 con un promedio de 7.25 brotes por

explante, seguido de 1 mgL™ con 6.41 y 0.5 mgL™" con 4 brotes.

El andlisis de varianza demostré que no hubo diferencias estadisticamente
significativas entre las diferentes concentraciones utilizadas en los cultivos de la
misma citocinina (F = 1.307 p= 0.284) para BAy (F = 1.657 p = 0.206) para 2ip.

Al comparar las citocininas en las diferentes concentraciones el analisis de
varianza revel6 diferencias estadisticamente significativas entre BA y 2iP (F =
2.782 p= 0.024). La comparaciéon de medias de Tukey muestra que la mejor
concentracion y citocinina fue BA 2 (letra a), seguido de BA 1y BA 0.5 mgL™ (ab);
2iP 1 y2mgL™" (ab) y finalmente 2iP 0.5 mgL™ (c) (Gréfica 2).

Grafica 2. Namero de brotes promedio por explante lateral de M. coahuilensis en los
diferentes tratamientos.
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En este estudio se puede ver que el numero de brotes por explante aumento al
incrementar la concentracién de BA y 2iP (Grafica 2), lo que sugiere que entre
mayor sea la cantidad del regulador de crecimiento, probablemente sera mayor la
activaciéon de los meristemos existentes en el explante, estos resultados
contrastan con los obtenidos por Flores (2007), ya que reporta 21.25 brotes por
explante en el tratamiento de BA 1 mgL™" y 8.86 en BA 0.5 mgL™, pero al usar BA
2 mgL™" obtuvo solamente 5.1 brotes por explante, en este caso el tratamiento con
mayor concentraciéon de BA inhibié la formacion de un numero mayor de brotes.
Pérez et al. (1998) reportaron la propagacion de M. candida, M. craigii y M.
uncinata y observaron que el mejor tratamiento para estas especies fue MS + BA
1 mgL”" ya que desarrollaron 13.25, 4.65 y 5.25 brotes por explante

respectivamente.

Starling (1985) propagéd Leuchtenbergia principis en MS + BAP 10 mgL™" y ANA
0.1 mgL™ y obtuvo 25 brotes por explante. De acuerdo con Martinez-Vazquez y
Rubluo (1989) en Mammillaria san-angelensis uno de los mejores tratamientos
para explantes laterales fue BA/ANA 1/0.01 mgL™", ya que se formaron 21-35
brotes por explante, éstos se reportaron grandes y con fuertes raices. Machado y
Prioli (1996) reportaron la micropropagacion de Cereus peruvianus obteniendo los
mejores resultados en MS adicionado con BA/AIA 1/1 mgL™" o BA/ANA 1/1 mgL™"y
obtuvieron 61y 101 nuevos brotes respectivamente. Coca et al. (2007) reportaron
formacion de brotes por organogénesis indirecta en M. carmenae en medio MS
suplementado con 2,4-D/BA 0.5/3 mgL™.

Retes-Pruneda et al. (2007) reportaron propagacion de ocho especies de
cactaceas, obteniendo los mejores resultados en Echinocereus schmollii con un
promedio de 13.5 brotes por explante en el tratamiento de BA 2 mgL" vy
mencionaron que las especies Echinocereus knippelianus, Echinocereus schmollii,
Mammillaria carmenae, M. herrerae, Escontria chiotilla y Polaskia chichipe
respondieron significativamente mejor a los tratamientos con BA, mientras que M.

theresae y Melocactus curvispinus lo hicieron a los tratamientos con 2iP.

Laura Lorena Rodriguez Nufiez (2014) 47



Micropropagacion de Mammillaria coahuilensis (Boed.) Moran (CACTACEAE), a partir de semillas

' de plantas regeneradas in vitro l

Garnica y Pérez (2008) reportaron la propagacion in vitro de M. carmenae en
medio MS + BA 2 mgL'1 desarrollando 16 brotes por explante. Se ha estudiado la
generacion de brotes en medio MS libre de reguladores de crecimiento en
Mammillaria mathildae con un promedio de 4.09 brotes por explante lateral (Garcia
y Malda, 2009). Manzo (2010) report6 un promedio de 9 brotes por

tratamiento en 2iP 2 mgL'1 para M. coahuilensis var. coahuilensis.

A pesar de obtener un mayor nimero de brotes en el tratamiento de BA 2 mgL™",
los de BA 0.5 mgL™" y 2iP 0.5 mgL™" (Figura 17a) presentaron una apariencia mas
vigorosa, se aprecia un color mas intenso, espinas radiales de mayor longitud y
cantidad y la espina central de color rojo, en cambio, los brotes de BA 2 mgL™
(Figura 17b) mostraron una menor longitud del tallo, un color mas claro y espinas
cortas y blancas. Los datos obtenidos concuerdan con Flores (2007) que concluye
que los brotes mas vigorosos son los obtenidos en el tratamiento de BA 0.5 mgL™.
Martinez-Vazquez y Rubluo (1989) también reportan la obtencion de brotes muy
vigorosos de M. san-angelensis en tratamientos con bajas concentraciones de BA
(0.1 mgL™).

Vifias et al. (2012) reportaron el desarrollo de brotes con anormalidades y necrosis
apical de Hylocereus costaricensis al usar BAP en grandes concentraciones (9 o
12 mgL™") y al compararlos con los brotes de tratamientos con menor cantidad de
BAP, se mostraban mas pequehfos y menos vigorosos. Por lo tanto, con la
informacion anterior se puede ver que las altas concentraciones de BA promueven
mayor numero de brotes, sin embargo, éstos pueden ser menos vigorosos o
presentar anormalidades, mientras que los obtenidos en concentraciones bajas
son producidos en menor numero pero muestran un mejor aspecto, lo que puede

ser de gran importancia cuando se trata de especies de importancia ornamental.
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Figura 17. Comparacion de los brotes formados en BA 0.5 mgL™ (a) y en BA 2 mgL™ (b) dos
meses después de la induccion.

6.3.4 Oxidacion

Se presento el 9.5% de oxidacion en los brotes de seis meses, ésta no fue severa
ya que solo provocd la muerte del 2%, permitiendo a los restantes su
sobrevivencia y recuperacion, la oxidacion se presenté en los tubérculos y apices
en mayor medida en el tratamiento con BA 1 mgL"' (Figura 18), esto
probablemente se debi6 a que los tejidos secretaron compuestos fendlicos.
También se registro la muerte de dos brotes que cambiaron su tono de verde a
blanco (Figura 19). Se pueden usar diversas estrategias para disminuir o evitar la
oxidacion: el uso de explantes en estado juvenil o de material en crecimiento
activo, el crecimiento del explante a baja luminosidad o en oscuridad, los
subcultivos frecuentes, el cultivo en medio liquido, el uso de adsorbentes o
antioxidantes, la eleccion del medio de cultivo, la eleccién de los reguladores del
crecimiento, el cambio del potencial osmaético del medio de cultivo y la disminucion
del pH del medio, entre otros (Sanchez-Cuevas y Salaverria, 2004; Azofeifa,
2009).
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Figura 18. Muerte de un brote por Figura 19. Cambio de coloracion y muerte
oxidacion en BA 1 mgL" después de 6 de un brote en BA 1 mgL" después de 6
meses incubacion. meses de incubacion.

6.3.5 Brotes secundarios (BS)

Se observo también el desarrollo de brotes secundarios (BS), es decir brotes que
se forman a partir de uno inicial, estos aparecieron en el 4.4% de los brotes ya
formados dando un promedio de 0.12 BS por brote inicial tanto de los que
provenian de explantes apicales como de los laterales, se desarrollaron en la
region apical y lateral de éstos (Figura 20). Soto (2013) reportd la formacion de
este tipo de brotes en Echinocactus grusonii cultivados en MS + 2iP 3 mgL™,
obtuvo un promedio de 0.43 brotes secundarios y se menciona que éstos

aparecieron solo en los brotes iniciales que pasaron por medio liquido, este dato

es interesante ya que los explantes
de M. coahuilensis utilizados en la Br
presente investigacion provenian de x
plantulas germinadas in vitro que
posteriormente fueron subcultivadas
en medio liquido. El desarrollo de este
tipo de brotes nos indica que la planta
mantiene su potencial regenerativo \/

para seguir formando brotes después
del periodo de induccidn.

Figura 20. Desarrollo de brotes secundarios (BS) en
2iP 2 mgL™.
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6.4 Subcultivo, individualizacion y enraizamiento de brotes

Después de 10 semanas de induccién los brotes de M. coahuilensis fueron
individualizados y subcultivados en medio MS + CA 1.5 gL™, aunque en algunos
casos en donde el brote era aun muy pequeno, éste permanecié unido al explante
inicial (Figura 21); en todos los casos presentaron callo desmenuzable en la base,
en mayor medida en los tratamientos con BA que con 2iP. No se necesit6 la
adicion de auxinas y las raices surgieron entre el brote y el callo, el cual se fue

eliminando en los siguientes subcultivos.

En algunos brotes, principalmente en los tratamientos con BA 1 mgL™ y 2iP
2 mgL™, la raiz principal fue gruesa y las raices secundarias fibrosas y en los
tratamientos restantes fueron solo delgadas y fibrosas. El porcentaje de
enraizamiento fue del 74.5% (BA 0.5 mgL™), 67% (BA 1 mgL™"), 48% (BA 2 mgL™),
71% (2iP 0.5 mgL™"), 64% (2iP 1 mgL™") y 78% (2iP 2 mgL™") (Figura 22).

Brotes individualizados

|

Figura 21. Brotes individualizados y brotes unidos al explante inicial
de M. coahuilensis en el tratamiento MS + 2iP 2 mgL™+ CA1.5gL™.
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Figura 22. Enraizamiento de brotes de M. coahuilensis. a-b) Raices principales gruesas (R) y
secundarias delgadas y fibrosas (r); c) brotes con raices delgadas y d) brote sin raiz.

Se ha sefalado en la literatura que muchas especies de cactaceas no necesitan
auxinas para la formacion de raices, tal fue el caso de M. coahuilensis, ya que sdlo
necesitd la adiciéon de CA tal como lo reporta Flores (2007). El carbon activado se
usa para diversos fines en cultivo de tejidos vegetales, uno de los principales es
para el enraizamiento, ya que al oscurecer el medio de cultivo crea un ambiente
adecuado para el desarrollo de las raices, ademas tiene la capacidad de absorber

compuestos fendlicos, reguladores de crecimiento y también los exudados que
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pueden inhibir el crecimiento de las plantas (Pan y van Staden, 1998).
Retes-Pruneda (2007) reporta que Echinocereus schmolli y Escontia chiotilla
presentaron porcentajes de enraizamiento altos (72.2 y 100% respectivamente) al
cultivarlas en MS + CA 2 gL', ademas en este mismo trabajo reportaron que
Mammillaria carmenae tuvo un 66% de enraizamiento en MS basal. Vifias (2012)
obtuvo el enraizamiento espontaneo de Hylocereus costaricensis en el 100% de
los brotes obtenidos en medio MS. Rubluo (1997) afirma que en general el
enraizamiento de mamilarias es facil ya que muchas de las especies tienen

enraizamiento espontaneo.

En M. coahuilensis el enraizamiento espontaneo sin la adicién de reguladores de
crecimiento ocurrié en un rango del 48 al 78% de brotes. Algunos brotes que no
formaron raices, fueron injertados en plantas de Myrtillocactus geometrizans como

reporta Flores (2007) y se mantuvieron en condiciones de invernadero.

6.5 Aclimatizacion

Se realizé un ensayo preliminar de aclimatizacion tomando 97 de los 607 brotes
producidos, de los cuales 85 fueron plantados en sustrato ya que contaban con
raices, es decir, eran plantas completas y 12 fueron injertados Las plantas que
fueron puestas en sustrato se regaron con agua destilada, pero después de 5 dias
presentaron pudricion de la base y las raices, esto se debe probablemente a un
riego excesivo, por lo que 15 de ellos fueron rescatados al injertarlos dando un
total de 27 injertos. A las plantulas puestas en sustrato se les aplicé Radix 1500®
para estimular el desarrollo de un mayor numero de raices, ya que algunas
presentaban un sistema radicular fuerte, pero otras que no pudieron ser injertadas
no presentaban raices. Los brotes al ser aclimatizados presentaron la epidermis
de apariencia rugosa y una disminucion de tamafo, éstos son sintomas de
deshidratacion ya que en esta etapa los estomas de plantas propagadas in vitro se
encuentran abiertos o no son funcionales y experimentan pérdida de agua, ya que
las plantas pasan a diferentes condiciones ambientales de las que tenian dentro

del frasco donde la humedad relativa era muy alta (Malda et al., 1999).
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Después de cinco meses las plantulas puestas en sustrato lucieron saludables y
presentaron un porcentaje de sobrevivencia del 35% (BA 0.5 mgL™), 33% (BA 1
mgL™"), 20% (BA 2 mgL™), 45% (2iP 0.5 mgL™), 5% (2iP 1 mgL™") y 16% (2iP 2
mgL™") (Figura 23). Flores (2007) obtuvo el 52.76% de sobrevivencia de 254 brotes

aclimatizados de M. coahuilensis, el resto se perdié por deshidratacion.

Y 20 mm

Figura 23. Plantulas aclimatizadas de M. coahuilensis después de cinco meses de ser
llevadas a condiciones ex vitro.

Retes-Pruneda et al. (2007) reportaron la aclimatizacién exitosa de Echinocereus
schmollii, Echinocereus knippelianus, Mammillaria carmenae, Escontria chiotilla,
Polaskia chichipe, M. theresae y Melocactus curvispinus, obteniendo porcentajes
entre 70 y 98% de sobrevivencia mientras que M. herrerae se obtuvo sélo el 49%,
el sustrato que utilizaron fue una mezcla de tierra comercial para macetas y arena
(1:1). Ramirez-Malagon et al. (2007) reportaron la sobrevivencia de diez especies
de Mammiillaria aclimatizadas obteniendo los siguientes porcentajes: M. bocasana,
93.9%; M. densispina, 87.5%; M. hahniana, 96.5%; M. hutchisoniana, 92.0%; M.
orcutii, 84.5%; M. pectinifera, 90.0%; M. picta, 86.0%; M. perbella, 92.2%; M.
rhodantha, 92.5% y M. zephyranthoides, 88.2% al plantarlas en un sustrato
compuesto de peat moss esterilizado, la parte basal de las plantas fue sumergida

en una solucidon que contenia 492 uM de AIB .
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Gonzalez (2008) reporto la aclimatizacién de Turbinicarpus pseudopectinatus y
obtuvo el 60% de sobrevivencia al colocarlos en sustrato compuesto de tierra
negra y tepojal (1:3). Manzo (2010) reporté para M. coahuilensis var. coahuilensis
el 92.3% de sobrevivencia en sustrato compuesto de tezontle y tierra de monte
(1:3) y menciona que en 0.7% restante presentd deshidratacion y muerte después

de tres dias.

Los brotes injertados presentaron un 100% de sobrevivencia después de seis
meses y uno de ellos formo flores, las cuales fueron polinizadas manualmente con
las flores de los injertos de las plantas madre. Las flores y los frutos de estos
brotes presentaron las mismas caracteristicas de las plantas silvestres y de las
plantas madre. El primer fruto emergié después de 4 a 6 semanas de la

polinizacion (Figuras 24 y 25).

Figura 24. M. coahuilensis. Plantas
madre, se aprecian la flor y los
frutos.
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a

Figura 24. a) Aspecto de los
brotes de M. coahuilensis
injertados y mantenidos en
condiciones de invernadero;
b y c) floracion de un brote
injertado de seis meses; d)
fruto después de 4 a 6
semanas de la polinizacion.
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El crecimiento y desarrollo de los brotes injertados, comparandolos con los que
permanecen en sustrato, fue mas rapido. El alto porcentaje de sobrevivencia de
los brotes injertados demuestra que éste es un método sencillo y exitoso en el
rescate de brotes sin raiz. Tal como reporta Flores (2007) quién obtuvo el 100%
de sobrevivencia de 9 brotes injertados. Ademas, este método también puede ser
usado para propagar cactaceas que se encuentren en peligro de extincion o que
se vean afectadas por alguna enfermedad en las raices y para las que tienen

dificultades para sobrevivir directamente en el suelo (Arredondo, 2002).
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CONCLUSIONES

e Se logré establecer y evaluar la germinacién de semillas de M. coahuilensis
obtenidas de plantas propagadas in vitro, obteniendo el 75% de germinacion.

e La respuesta morfogenética observada fue organogénesis directa por la
activacion de aréolas florales y aréolas vegetativas.

e La organogénesis directa en los dos tipos de explantes se presentd sélo en los
tratamientos con BA.

e Con la hormona vegetal 2iP se observo la organogénesis directa solo en los
explantes laterales.

e En mayor nimero de brotes generados de M. coahuilensis fue en BA 2 mgL™,
obteniéndose 13.3 brotes por explante lateral y 10.6 por explante apical.

e Los brotes mas vigorosos, con color mas intenso, mayor numero de espinas y
tubérculos elongados se presentaron en los tratamientos con BA 0.5 mgL™y
2iP 0.5 mgL™".

e Las raices surgieron del brote y se presentaron diferentes porcentajes de
enraizamiento segun la concentracion de citocinina.

e Después de cinco meses el porcentaje de sobrevivencia de plantas
regeneradas procedentes de BA fluctud entre el 30 y 35% vy los cultivados con
2iP entre el 5y 45% de un total de 70 brotes.

e Los brotes injertados presentaron un 100% de sobrevivencia después de seis
meses de haber sido injertados.

e Este es el primer trabajo en el cual se reporta la germinacion vy
micropropagacion de una especie usando semillas de plantas regeneradas in

vitro.
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7. ANEXO

Compuestos del Medio MS (mgL™") (Murashige y Skoog, 1962).

[ SALES NORGANIGAS

MACROELEMENTOS
NH;NO; 1650
KNO; 1900
KH,PO, 170
CaCl,.2H,0 440
MICROELEMENTOS
Ki 0.83
H;BO; 6.2
MnS0,.4H.0 16.89
ZnS0,.7TH20 8.6
Na;MoO,.2H,0 0.25
CuS0,.5H,0 0.025
CoCl,6H,0 0.025
SOLUCION DE Fe
Na, EDTA.2H,0 37.3
FeS0,.7H;0 278

| COMPUESTOS ORGANICOS |
VITAMINAS
Acido nicotinico (B3) 0.5
Piridoxina-HCI (B6) 05
Tiamina-HCI (B1) 0.1
INOSITOL
myo-Inositol 100
GLICINA
Glicina 2
Sacarosa 30gL”
pH 57-5.8
Agar 8gL"
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