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ABREVIATURAS

2,4-D Acido 2,4-diclorofenoxiacético

AIA Acido indol-3-acético

AlB Acido indol-3-butirico

ANA Acido a-naftalenacético

BAP 6-Bencilaminopurina o Benciladenina

KIN Kinetina

mT Metatopolina 6-(3-Hydroxibencilamino) purina

RCV Reguladores de crecimiento vegetal

TDZ Tidiazuron 1-fenil-3-(1,2,3-tiadiazol-5-il)urea

C.A. Carbon activado

Br Brote

h Horas

MS Medio nutritivo Murashige y Skoog (1962)

MS 50% Medio nutritivo Murashige y Skoog (1962) reducido al 50% de
sus sales inorganicas

UICN Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza

CITES Convencion sobre el Comercio Internacional de Especies
Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres

CONABIO  Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la
Biodiversidad

PROFEPA  Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente

NOM-059-SEMARNAT-2010: Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-
2010 con el titulo: “Protecciéon ambiental-Especies nativas de México de flora y
fauna silvestres Categorias de riesgo y especificaciones para su inclusion,
exclusién o cambio-Lista de especies en riesgo”.



RESUMEN

Backebergia militaris (Audot) Bravo ex Sanchez-Mejorada es una cacticea
columnar cuya principal caracteristica es la presencia de un cefalio en la punta de
las ramas maduras. Se considera como amenazada (CITES Apéndice 1) y bajo
Proteccion Especial de acuerdo a la NOM-059-SEMARNAT-2010, por su limitada
distribucion (Michoacan, Jalisco y Guerrero), destruccion del habitat, escasa
produccion de semillas, largo y lento ciclo de vida. La propagacion por Cultivo de
Tejidos ha resultado efectiva para multiples especies amenazadas incluyendo las
cactaceas, sin embargo hay escasos estudios con especies columnares. Por lo
anterior, la presente investigacion se enfoca en el establecimiento in vitro de esta
especie, asi como la exploraciéon de la capacidad regenerativa de diferentes
explantes. A partir de semillas maduras fueron sembrados 60 embriones en medio
MS 50% con una solucion de giberelinas GAs+GA7 (3.0 mg/L), bajo fotoperiodo de
16h. El porcentaje de germinacién in vitro después de 2 meses fue de 75%.
Cuatro tipos de explantes: apice, parte media de tallo, cotiledon e hipocatilo
provenientes de plantulas de 4-6 cm se cultivaron asépticamente en medio MS
50% solido y medio liquido con puentes de papel en diferentes concentraciones
de acido a-naftalenacético (ANA) [0.0, 0.1, 0.5y 1.0] mg/L y Benciladenina (BA) o
Kinetina (KIN) [0.0, 1.0, 2.0 y 3.0] mg/L; en oscuridad a 26+2°C. Se presento una
respuesta via organogénesis directa asi como la formacion de brotes a partir de
areolas, con KIN o BA 3.0 mg/L en ausencia de auxinas (ANA). Los explantes de
cotiledén e hipocotilo eventualmente murieron por la severa oxidacion. Apices y
bases de brotes regenerados in vitro fueron sembrados en medio soélido
adicionado con KIN o BA 3.0 mg/L, ademas de otra citocinina, metatopolina (mT)
en concentracién de 0.5 mg/L. Se evalu6 el nUmero de brotes obtenidos en cada
tratamiento al término de dos meses de induccién. Después de dos afios de
investigacion se obtuvieron 21 plantas y 15 brotes los cuales fueron sometidos
nuevamente al estimulo de los Reguladores de Crecimiento Vegetal. El analisis
anatdémico mostrd que la via de regeneracion fue directa ya que se observaron las

conexiones vasculares entre el explante original y los brotes regenerados.



Se llevé a cabo la aclimatizacion de una plantula de aproximadamente 3 cm de
altura, con raices bien desarrolladas presentandose la sobrevivencia de ésta al
término de un afio en condiciones de invernadero. A pesar de las serias
dificultades para el establecimiento aséptico de B. militaris, los resultados abren la

posibilidad de conservacion de ésta y otras especies seriamente amenazadas.



1. INTRODUCCION

La familia Cactaceae es originaria de Ameérica, cuyas especies se pueden
encontrar desde Canada hasta el sur de Argentina, ademas de las islas
Galapagos y las Antillas, a excepcion de algunas especies de Rhipsalis y Opuntia
(Arias, 1993).

Las cactaceas columnares incluyen alrededor de 170 especies, de las cuales 80
se encuentran en México. Estas plantas son componentes principales de los
bosques tropicales caducifolios y matorrales xeroéfilos de las zonas aridas y
semiaridas, que cubren cerca de dos tercios del territorio nacional (Casas, 2002).
Proveen de recursos alimenticios a grandes poblaciones de murciélagos, aves e
insectos que hacen uso del néctar, polen y frutos como alimento. También sirven
de refugio a muchos animales que utilizan su sombra y sus ramas (Bustamante y
Bdrquez, 2005).

Las cactaceas presentan caracteristicas ecologicas como distribucion geografica
restringida; ciclos de vida largos, por ejemplo la edad reproductiva de algunas
especies de cactaceas columnares puede variar, en Carnegiea gigantea
(Engelm.) Britton & Rose es de 33 afios y para Neobuxbaumia macrocephala
(Web.) Daws es de mas de 90 afios; poseen tasas de crecimiento reducidas, que
las hacen especialmente sensibles a las perturbaciones ambientales.
Tradicionalmente son propagadas a partir de semillas 0 esquejes, en estos casos,
las plantulas tienden a ser de lento crecimiento y susceptibles a pudriciones
(Hernandez y Godinez-Alvarez, 1994; Godinez-Alvarez et al., 2003; Ojeda-

Zacarias et al., 2010).

Backebergia militaris es una cactacea columnar de la regidon centro-oeste de
México que se encuentra en peligro de extincion muy probablemente por la
expansion de la agricultura y ganaderia, y por la explotacion en el pasado de los

cefalios (estructura terminal reproductiva) (Martinez-Palacios, 2007).



Las técnicas de cultivo in vitro han demostrado ser utiles en la propagacion de un
gran numero de plantas amenazadas, debido a las altas tasas de multiplicacion
que se obtienen y al reducido material de partida requerido, con lo que se
contribuye a enfrentar los crecientes problemas de la pérdida de biodiversidad
(Quiala et al., 2004; Sarasan et al., 2006).

Todas las plantas tienen diferente potencial de regeneracion; por lo que es
necesario realizar investigaciones experimentales para establecer condiciones de
propagacion que permitan incrementar la disponibilidad del material vegetal,
ajustando protocolos de regeneracion para cada especie en particular (Ojeda-
Zacarias et al., 2010). En el caso de las cactaceas el material vegetal inicial
utilizado con mayor frecuencia son las semillas (Quiala et al., 2004), sin embargo
no siempre es posible iniciar el establecimiento in vitro a partir de éstas, debido a
que algunas especies producen pocas semillas o como se mencioné tardan un
largo tiempo para producirse. Ademas el porcentaje de germinaciéon en algunos
casos es bajo, la viabilidad de las semillas decrece con el tiempo, a veces debido
a las condiciones de almacenamiento. Algunas semillas son depredadas por
animales y otras tienen casos de dormancia secundaria (Rojas-Aréchiga y
Vazquez-Yanez, 2000). Por tal motivo en ocasiones es necesario partir del
material vegetal disponible, aunque eso represente superar problemas como

contaminacion y oxidacion de explantes provenientes de una planta adulta.

En la presente investigacion fue necesario ensayar distintos métodos de
desinfeccion para superar la contaminacion microbiana de semillas y plantulas de
B. militaris provenientes de invernadero, ademas de llevar a cabo distintas
estrategias para evitar la oxidacidbn de los explantes, antes de iniciar la
exploracion de respuestas morfogenéticas y regeneracion de plantulas de esta

especie seriamente amenazada.



1.1 ANTECEDENTES
Biodiversidad

El concepto de biodiversidad o diversidad biolégica se refiere en general a la
variabilidad de la vida; se emplea con mayor frecuencia a las especies vegetales,
animales o de microorganismos que hay en nuestro planeta, sin embargo hay
otros dos niveles que también expresan el grado de variabilidad biologica
presente en una region: la variabilidad genética y la variabilidad en los
ecosistemas (CONABIO, 2006).

Cerca de dos terceras partes de la biodiversidad mundial se localizan en poco
mas de una docena de paises conocidos como paises megadiversos (Fig. 1).
México destaca entre ellos ya que es la cuarta nacion en cuanto a riqueza de
especies, ademas de combinar esa elevada diversidad biologica con una gran

riqueza cultural (Sarukhan et al., 2009).
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Figura 1. Paises de megadiversidad (Neyra y Durand, 1998)



En poco mas de 1% de la superficie terrestre, México posee al menos 10% de la
diversidad biolégica del mundo, parte de esa biodiversidad es exclusiva de
nuestra nacién (Sarukhan et al.,, 2012), y es el resultado de la compleja
topografia, de los diversos climas y microclimas que se encuentran en todo el
territorio, asi como a una compleja historia tanto geolégica y biolégica como
cultural. Asimismo, la ubicacion geografica de México hace que se distinga por ser
el territorio de unién de dos regiones biogeograficas, la Neartica y la Neotropical,
lo que quiere decir que en el pais han evolucionado especies de distinta afinidad
ecolégica y geografica (CONABIO, 1998; Neyra y Durand, 1998). Tal ubicacion
geografica da como resultado que el pais esté representado por un mosaico de
climas y suelos que, con excepcion de la tundra, alberga todos los tipos de

vegetacion del planeta (Soberdn y Llorente, 1993).

México se distingue por albergar un gran numero de especies vegetales y
animales, ocupa el tercer lugar en mamiferos con 535 especies, el segundo lugar
en reptiles con 804 especies y se han descrito 361 especies de anfibios. En
cuanto a insectos, se calcula que se han descrito hasta el presente 47 853
especies, lo que lo sita entre los primeros nueve paises del mundo, ademas se
encuentra entre los cinco paises con el mayor nimero de plantas vasculares. Se
han descrito hasta ahora poco méas de 25 000, de las cuales una alta proporcion
(entre 50 y 60% de las especies conocidas de México hasta ahora) son
endémicas al pais (Sarukhan et al., 2009). Si una de estas especies se extingue
en México, desaparece del planeta. A nivel genérico el nimero de endemismos es
mas acentuado en las zonas aridas y semiaridas, donde alcanza el 43 y 28%
respectivamente. Para algunas familias de plantas como las cactaceas esta cifra
es aun mayor, con 83% de sus especies y variedades que se encuentran sélo en
nuestro territorio. Junto con Cactaceae y Asteraceae otras cuatro familias de
plantas alcanzan en México niveles excepcionales de diversidad: Fabaceae,
Poaceae, Orchidaceae y Rubiaceae (Tabla 1) (Alvarez, 1993; Challenger, 1998;
CONABIO, 2006).
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Tabla 1. Las quince familias con mayor niumero de especies nativas en la flora de México
(Villasefior, 2003).

Familia Géneros Especies Var. o ssp.
Asteraceae 361 3021 (65.9) 613
Fabaceae 93 1274 (59.5) 242
Poaceae 168 1187 (41.0) 106
Orchidaceae 155 1145 (63.1) 31

| Cactaceae 74 946(82.6) 239 |

Euphorbiaceae 44 782(58.6) 83
Rubiaceae 93 593(48.7) 40
Lamiaceae 30 530(67.5) 64
Mimosaceae 35 463(54.4) 75
Scrophulariaceae 56 437(56.5) .
Solanaceae 33 430(46.7) 60
Cyperaceae 22 426(27.2) 34
Acanthaceae 47 384(58.8) 23
Malvaceae 50 356(50.6) 18
Bromeliaceae 20 333(67.6) 43

Entre paréntesis se indica el porcentaje de endemismo

Pérdida de la biodiversidad

Cuando nos referimos a la pérdida de la biodiversidad, en realidad estamos
hablando de la pérdida de ecosistemas, lo que conlleva a la pérdida de las

poblaciones y especies que habitan en ellos (CONABIO, 1998).

Las principales amenazas para la biodiversidad pueden dividirse en dos
categorias: las naturales y las que resultan del impacto sobre los ecosistemas
inducidas por las actividades humanas. Las amenazas naturales radican
principalmente en alteraciones climaticas, catastrofes naturales como lluvias
torrenciales y erupciones volcanicas. Entre las amenazas de impacto por las
actividades antropogénicas, se encuentran la deforestacion, degradacién de los
suelos, el trafico ilegal de vida silvestre, la introduccion de especies exoticas y
mas recientemente el cambio climatico (PROFEPA, 2010; Martinez-Meyer et al.,
2014).
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En México, la pérdida de areas naturales es un problema central en la
conservacion de la biodiversidad, alrededor del 50% del territorio ya ha perdido
su cobertura vegetal original y cerca del 27% del territorio ya ha sido
profundamente transformado a zonas agricolas, de pastizales para el ganado o
zonas urbanas. La extraccion por coleccionistas de ciertos grupos de plantas,
como cactaceas, orquideas y cicadas, ha destruido poblaciones de varias
especies; mientras que la explotacidbn excesiva las ha colocado en alguna
categoria de riesgo. Ultimamente, el cambio climatico se ha identificado como uno
de los factores causales de la extincion de poblaciones y especies, con posibles
impactos profundos en las proximas décadas. Las proyecciones hacia el futuro
sugieren que una proporcién importante de la biodiversidad mexicana podria
verse seriamente afectada por los cambios en el clima (Martinez-Meyer et al.,
2014).

Conservacion de la biodiversidad

La conservacién de la biodiversidad es un tema fundamental que presenta
multiples aristas y requiere de diferentes miradas para lograr sus objetivos (NUfiez
et al., 2003). Es vital demostrar que la conservacion y el uso racional de los
recursos naturales es la verdadera base del desarrollo econémico sostenible y
que la conservacion y el desarrollo deben ir de la mano y que el desarrollo
econémico a largo plazo es imposible sin una eficaz conservacion de la
biodiversidad (Mittermeier y Goettsch, 1992).

Generalidades de la familia Cactaceae

Aunque la familia Cactaceae comparte algunas caracteristicas con otras familias
de plantas suculentas como es la presencia de tallos carnosos de diferentes
formas y tamafnos carentes de hojas, sobre los cuales nacen grupos de espinas;
las cactaceas tienen como caracteristica diagndstica la presencia de areolas en
sus tallos. La areola es una estructura homéloga a las yemas axilares de otras
dicotiledoneas, tiene un aspecto algodonoso y se encuentra sobre las costillas o
tubérculos, de donde surgen fibras lanosas, cerdas, espinas, flores y frutos
(Bravo-Hollis, 1978; Arreola, 1997; Anderson, 2001).
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La familia Cactaceae comprende 124 géneros y 1427 especies, las cuales se han
diversificado en un numero considerable de especies y formas de vida, se han
establecido en varios ecosistemas, aunque se postula que tal hecho se vio
favorecido por la aparicion de zonas éaridas y semiaridas, adquiriendo varias
adaptaciones fisioldgicas y reproductivas, en donde los procesos de hidratacion y
poliploidia también han desarrollado un papel importante en la evolucion de la
familia. Las clasificaciones mas recientes de la familia reconocen cuatro
subfamilias: Pereskioideae, Maihuenioideae, Opuntioideae y Cactoideae (Arias,
1997; Ortega-Baes et al., 2010).

Las cactaceas son uno de los grupos vegetales mas exitosos en México, debido a
su gran diversidad y alto niumero de endemismos a nivel genérico y especifico
(Bravo-Hollis, 1978). Nuestro pais es el mas importante centro de concentracion
de cactaceas con un total de 48 géneros y 563 especies reconocidas (Hernandez
y Godinez-Alvarez, 1994).

Los datos obtenidos por Ortega-Baes y Godinez-Alvarez (2006), indican que
México posee alrededor de 660 especies distribuidas a lo largo de todo su
territorio, 78% de las cuales (517) son endémicas (Retes-Pruneda et al., 2007).
Tres cuartas partes de las especies restringidas al territorio mexicano se centran
en tres tribus: Echinocereeae, Cacteae y Pachycereeae, a la cual pertenece
Backebergia militaris (Arias, 1993).

Las especies de esta familia son unas de las mas amenazadas del reino vegetal.
Las poblaciones naturales de muchas especies han sido afectadas por las
presiones del desarrollo humano, debido principalmente al cambio de uso de
suelo y la extraccion de plantas de su habitat, para su venta en mercados
nacionales e internacionales. La mayoria de las especies que se encuentran
amenazadas pertenecen a poblaciones pequefias, de distribucion restringida, o
son especies recientemente descubiertas por la ciencia, por lo que se conoce muy
poco de su biologia. A esto se agrega el hecho de que la mayoria presenta un
lento crecimiento y tiene ciclos de vida muy largos (Hernandez y Godinez-Alvarez,
1994; Becerra, 2000).
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En México las especies con algun problema para su conservacion se encuentran
listadas en la Norma Oficial Mexicana (NOM-SEMARNAT-2010) e
internacionalmente organismos como la UICN y la CITES emiten sus propias

categorias y listas (Arias et al., 2005).

Las plantas de ésta familia han sido utilizadas desde tiempos remotos hasta el
presente por una gran parte de la poblacion para la alimentacion humana, como
forraje, como plantas ornamentales y con uso medicinal (Pérez-Molphe-Balch et
al., 1998). Desde épocas prehispanicas han sido ampliamente utilizadas en
medicina tradicional y por grupos indigenas, han sido empleadas como
analgésicos, antibioticos, diuréticos y para afecciones cardiacas y nerviosas
(Bravo-Hollis y Scheinvar, 1995). También son utilizadas como fuente de
colorantes (Hylocereus undatus (Haw.) Britton & Rose); en fabricacion de velas,
utensilios para comer y recipientes; como cercas vivas (Escontria chiotilla (Rose)
F.A.C. Weber y Mpyrtillocactus geometrizans (Mart.) Console); como fibras y
rellenos; como leila (Pachycereus weberi (Coult.) Backeb.); como muebles y
material de construccién (Pachycereus pecten-aboriginum (Engelm. ex Watson)
Brritton & Rose); como gomas y mucilagos y las flores de varias especies de
Opuntia han sido utilizadas como perfume (Anderson, 2001; Casas, 2002;
Figueroa et al., 2011).

Las cactaceas habitan por lo general en ecosistemas desérticos (Becerra, 2000).
Sin embargo los miembros de las subfamilias Cactoideae y Opuntioideae ocupan
casi todos los habitats terrestres: desiertos, praderas, desiertos frios, bosques
sombrios, bosques tropicales y zonas alpinas frias, hUmedas o cubiertas de nieve
(Mauseth, 2006).

Las plantas de la familia Cactaceae son dicotileddneas y perennes, con tejidos de
almacenamiento (parénquima) muy desarrollados, lo que les permite conservar
agua y nutrientes en sus tallos y raices para sobrevivir durante prolongados
periodos de sequia. Otras estrategias adaptativas a la aridez es la reduccion de la
superficie transpiratoria al adquirir formas globosas y la atrofia de las hojas o su
transformaciéon en espinas, las cuales cumplen varias funciones: protegen contra

la depredacion de animales, producen sombra y proteccion al tallo reflejando los
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rayos solares o formando una verdadera coraza, condensan la humedad
ambiental y la dirigen hacia las raices donde es absorbida. Los tallos son verdes,
porque en ellos se concentra la actividad fotosintética y varian en forma, tamafo y
ramificacion. Su flor es hermafrodita, vistosa con colores variados y combinados,
su produccion se restringe a una por areola, son solitarias y rara vez crece mas
de una (Bravo-Hollis, 1978; Arreola, 1997; Anderson, 2001).

Las raices de las cactaceas crecen por lo general extendiéndose alrededor de la
planta, muy cerca de la superficie del suelo, y a poca profundidad (Vazquez-
Yanez, 1997). Algunas especies como Ariocarpus, Peniocereus y Pterocactus
tienen grandes raices principales para el almacenamiento de agua, con pequefias
raices secundarias derivadas de la principal. Algunas especies desarrollan raices
subterrdneas que parecen tubérculos y algunas especies epifitas y trepadoras
como Hylocereus y Selenicereus producen solo raices adventicias en donde el

tallo esta en contacto con un sustrato (Anderson, 2001).

Las modificaciones anatdbmicas mas notorias de las cactaceas son la presencia de
ceras epicuticulares, cuticula gruesa, epidermis multiple con tricomas hundidos en
algunas especies, hipodermis colenquimatosa y desarrollo de grandes
proporciones de tejido medular y cortical con células de mucilago, asi como la
presencia de las traqueidas de banda ancha en el xilema secundario. La
existencia de una cuticula impermeable que cubre toda la planta evita la pérdida
de agua por transpiracion; la entrada y salida del agua esta regulada por los

estomas (Becerra, 2000; Loza-Cornejo y Terrazas, 2011).

Los cactus son especies de lento crecimiento. La edad de la primera reproduccién
varia mucho con relacion a la longevidad de las plantas. En general, la capacidad
reproductiva de los cactus aumenta conforme aumenta su tamafo (Godinez-
Alvarez et al., 2003). Muchos cactus, particularmente aquellos de la subfamilia
Opuntioideae, se reproducen asexualmente por el desprendimiento del tallo, el
cual produce raices adventicias y forman nuevos individuos. Algunos segmentos
de tallo de algunas especies de Cylindropuntia se enganchan a la piel o pelaje de
algunos animales y son llevados a otro lugar donde son depositados y generan un

nuevo individuo por reproduccion vegetativa (Anderson, 2001).
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La reproduccion sexual de las cactaceas se lleva a cabo generalmente en
primavera. Entre los insectos las avispas y las abejas son los mas eficientes
polinizadores. Una vez llevada a cabo la fertilizacion, el ovario se transforma en
fruto y los évulos en semillas (Bravo-Hollis y Scheinvar, 1995). El niumero de
semillas producidas en un solo fruto puede ser a veces hasta méas de 1000
(Pilosocereus chrysacanthus (F.A.C. Weber) Byles & Rowley) o de solo unas
pocas (de 1 a 5 semillas por fruto en Epithelantha y Pereskia aculeata Mill.).
Incluso dentro de una misma especie el nimero de semillas por fruto puede variar

en gran medida (Rojas-Aréchiga y Vazquez-Yanes, 2000).

A nivel de familia la respuesta germinativa es muy variable. La disminucion del
porcentaje de germinacién cuando se incrementa la edad de la semilla ha sido
reportada para algunas especies como Cephalocereus senilis. Las semillas de
otras especies incrementan su porcentaje de germinacién con la edad, como
Opuntia spp. y especies del género Stenocereus y Turbinicarpus. En el género
Mammillaria, las semillas de ciertas especies no presentan diferencias en su

porcentaje de germinacion al incrementar la edad (Flores-Martinez et al., 2008).

Las cactaceas poseen habitos muy diversos, la gran mayoria son terrestres.
Existen aquellas de gran porte arbéreo como Carnegiea gigantea (saguaro), o
Pachycereus weberi (cardon); arbustivas como Opuntia (nopales) y cactos
terrestres pequefios que apenas se distinguen en el estrato de vegetacion
herbacea. Otras especies son descritas como globosas o globulares, siendo
totalmente esféricas (Mammillaria barbata Engelm.) o esféricas con la parte
superior aplanada (Echinocactus platyacanthus Link & Otto). Algunas son epifitas,
viven sobre arboles sin llegar a ser parasitas. Las rupicolas viven sobre rocas
calizas, basalticas o de granito; y las gipséfilas prefieren los suelos ricos en yeso.
Por lo general crecen solitarias, aunque algunas tienden a ramificarse en exceso,
principalmente desde la base llegando a formar colonias (Arreola, 1997;
Anderson, 2001).
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Cactaceas columnares

Las cactaceas columnares no sOlo constituyen especies clave en las
comunidades bidticas de las zonas aridas y semidridas, sino que ademas son
recursos de un considerable potencial econémico. En la actualidad, cientos de
comunidades rurales las utilizan para satisfacer sus necesidades de subsistencia
y comercializan sus productos a escala local o regional. La madera de varias
especies de cactaceas columnares gigantes se utiliza de manera comun en la
construccion de techos y cercas de las casas campesinas tradicionales (algunas
especies del género Neobuxbaumia). También se utilizan como cercas vivas y
como bordos de contencién en terrazas (especies del género Stenocereus).
Algunas especies podrian tener importancia en mercados internacionales y su
comercializacion contribuiria a beneficiar la economia. Ante tal perspectiva, el
estudio y conservacion de los recursos genéticos de estas plantas es una
prioridad para el pais (Casas, 2002).

En el desierto Sonorense, la Depresion del Balsas, en el Valle de Tehuacan-
Cuicatlan principalmente y en el Istmo de Tehuantepec, donde las condiciones
ambientales son mas célidas y las heladas escasas, son notables las cactaceas
arborescentes de la tribu Pachycereeae (Arias, 1997). Esta tribu esta constituida
por 70 especies distribuidas principalmente en México con algunas especies
presentes en Venezuela y se caracteriza porque la mayoria de las especies son
plantas arborescentes o arbustivas, rastreras, candelabriformes o columnares,
con costillas; con una zona florifera indiferenciada o con la presencia de un cefalio

apical, anular o lateral (Guzman, 1997).

La tribu Pachycereeae esta conformada por dos subtribus: Pachycereinae y
Stenocereinae. La subtribu Pachycereinae se integra a su vez por nueve generos:
Pterocereus, Anisocereus, Cephalocereus, Neobuxbaumia, Carnegiea,
Pachycereus, Backebergia, Mitrocereus y Lophocereus. El Valle de Tehuacan-
Cuicatlan es la zona considerada como el principal centro de diversificacion de la

tribu con 45 de las 70 especies (Valiente-Banuet, 2002; Camarena, 2005).
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Backebergia militaris

Backebergia militaris (Audot) Bravo ex Sanchez Mejorada es una cactacea
arborescente candelabriforme, con tronco bien definido que se caracteriza por la
presencia de un cefalio, con cerdas de amarillo a café oscuro, que se encuentra
en el apice de las ramas maduras (Fig. 3A) (Nufiez et al., 2001; Vazquez-
Sanchez, 2002). Alcanza de manera frecuente alturas de 6 m y se ha registrado
una planta superior a los 9 m de altura. Los troncos de forma rutinaria alcanzan 38
cm de diametro, y varias plantas tienen troncos de mas de 46 cm de didmetro. La
fuerza de los troncos es necesaria para soportar el peso de sus ramas, debido a
que hay gran ramificacién (Mauseth et al., 2005).

Ubicacién taxonomica (Arias et al., 2003; CONABIO, 2010)

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Caryophyllales

Familia: Cactaceae

Subfamilia: Cactoideae

Tribu: Pachycereeae

Subtribu: Pachycereinae

Género: Backebergia

Especie: Backebergia militaris (Audot) Bravo ex Sanchez Mejorada
Sinénimos: Pachycereus militaris, Cereus militaris, Pachycereus

chrysomallus

Nombre comun: Organo de gorro tiponche

Mediante un analisis filogenético utilizando secuencias de ADN, Backebergia
militaris mostré separacion de otras especies del género Pachycereus. Ya
previamente habia sido clasificada como un género monotipico (Backebergia) por
Bravo-Hollis (1953) debido a su cefalio terminal. Buxbaum sefialo las fuertes

similitudes en su habito, flores y grandes semillas con Pachycereus. Sin embargo,
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el patron de ramificacion de B. militaris es mas denso y desordenado en
comparacion con las otras especies del género Pachycereus y exhibe ramas
reproductivas altamente diferenciadas que son reconocidas como verdaderos
cefalios (Arias et al., 2003).

Distribucion geogréfica

Backebergia militaris es endémica de México, se distribuye en los estados de
Michoacan, Guerrero y Jalisco (Fig. 2). Desde el punto de vista floristico crece en
el area conocida como “provincia depresion del Balsas”, la cual esta en asociacion
con el bosque tropical caducifolio caracterizado por especies arblreas y
arbustivas, cuyas hojas caen durante el periodo seco de invierno, que dura por lo
menos seis meses (Nufez et al., 2001; Cattabriga, 2004; Guzman et al., 2007).

Jilotlén de Los Dolores =
(N7 {~ ; 2y ! ";«dl o
L » 4
2« %7 Cinco de Mayo

¥

Apatzingan v e S 7 T e
™ 7 - '8 & Ciudad Altamirano

“ElInfierillo - @A, 25Ee A - &y Dowstn s rwnms

777 Pinzandaran
2 AR . ;.7
Yo e,
\1". -
B Y y
. {!

Figura 2. Distribucion geogréfica de Backebergia militaris en México (Tomado de Cattabriga,
2004).

La depresion o cuenca del rio Balsas posee temperaturas muy altas. En las zonas
cercanas a la presa “Infiernillo” las temperaturas maximas diarias nunca estan por
debajo de 26 °C, mientras que la temperatura maxima puede ser de 46 °C. La
frecuencia de distribucion de B. militaris es discontinua y quebrada en poblaciones
con una extension relativamente limitada. Su distribuciéon oscila entre los 100 y
600 msnm (Cattabriga, 2004).
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Descripcion botanica

Ramas de color verde grisaceo oscuro, como de 12 cm de diametro, que
presentan algunas estrangulaciones. Las ramas vegetativas crecen de manera
lenta alcanzando una longitud entre 1.5 y 3 metros antes de convertirse en ramas
maduras. Costillas en las ramas jovenes 5 a 7, con el tiempo aumentan a 9 u 11,
de 3.5 cm de altura, con el dorso mas bien agudo. Areolas proximas, distantes
entre si 5 a 10 mm, pequenfias, circulares, de 3 a 4 mm de didmetro, desnudas o

con fieltro grisaceo escaso (Bravo-Hollis, 1978; Mauseth et al., 2005).

Espinas radiales 7 a 13, como de 1 cm de largo, delgadas, aciculares, con la
base ligeramente engrosada, grises con la punta café. Espinas centrales de 1 a 4

semejantes a las radiales (Bravo-Hollis, 1978).

Areolas de la zona floral dispuestas en espiral formando un cefalio que tiene el
aspecto de un antiguo gorro militar de 25 a 30 cm de largo y 18 a 20 cm de
diametro, estas areolas llevan abundante lana color beige, cerdas y espinas
setosas muy numerosas 50 o 60, de 5.5 cm de largo, rectas y pungentes, las de la
parte superior del cefalio son color amarillo &mbar, tornandose después, las de
mas abajo, progresivamente de color amarillo dorado hasta café rojizo y negro las
inferiores (Fig. 3C). El cefalio puede alcanzar didmetros incluso superiores a 1 m
cuando registra varios afios de edad. Nunca registra fases vegetativas, por lo que
no puede fotosintetizar, después de unos afios con fases continuas de
reproduccion, muere y se desprende del tallo vegetativo (Bravo-Hollis, 1978;
Martinez- Palacios, 2007).

Cefalio: EIl cefalio es una inflorescencia que en cactaceas ha sufrido gran
reduccion como adaptacion a las condiciones de aridez. En algunas especies de
las tribus Cereeae, Pachycereeae y Trichocereeae, se presenta cuando la planta
inicia su reproduccion al llegar a la fase adulta (Vazquez-Sanchez et al., 2005).
Backebergia militaris posee un cefalio terminal pero no en todas las ramas, ya que
cada rama debe ser lo suficientemente vieja para pasar por un tipo de “pubertad”.

Hasta este punto, la rama es muy joven para florecer (Mauseth et al., 2005).
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Flores en las areolas del cefalio, subapicales o laterales, emergiendo entre las
espinas del cefalio, nocturnas, delicadamente perfumadas, solitarias en las
areolas, tubular infundibuliformes, de 6 a 7 cm de largo y 3.5 a 4 cm de diametro
en la region del perianto (Fig. 3D y E) (Bravo-Hollis, 1978). Son polinizadas por
murciélagos (Arias y Terrazas, 2008). La floracién ocurre en Marzo y Abril y las
flores no se producen todas al mismo tiempo sino poco a poco, de manera que en
el dia hay un cierto numero de flores abiertas, durante un periodo quiza de uno o

dos meses (Cattabriga, 2004).

Fruto: Tamafio de 2.1-3 cm x 1.4-2.1 cm, espinas y tricomas sin cubrir la pared
del fruto, de forma oblonga, y dehiscencia longitudinal (Fig. 3F) (Arias y Terrazas,
2008). Los pequefios frutos maduran en menos de un mes y su maduracion
escalar permite la dispersion de semillas a través de un gran intervalo de tiempo,
durante el primer periodo de la temporada de lluvias que comienza en abril. Tiene
pocas semillas (10-20) (Cattabriga, 2004).

Semillas: Tamafio de 3.8-5.1mmx 2.5-3.8mm (Fig. 3G). Relieve de la testa con
diferentes grados de estriacion, probablemente de origen cuticular (Arias y
Terrazas, 2008).
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Figura 3. Plantas, cefalio, flor, fruto y semillas de Backebergia militaris. A) Individuo adulto en
Vivero Cactus, Ajijic, Jalisco, México (Foto por P. Gracidas). B) Ramas apicales con presencia de
cefalio (Tomado de Mauseth et al., 2005). C) Detalle de cefalio (Tomado de Cattabriga, 2004). D)
Flor en cefalio (Tomado de Cattabriga, 2004). E) Detalle de la flor (Tomado de Bravo-Hollis, 1978).
F) Frutos con semillas (Tomado de Arias y Terrazas, 2008). G) Detalle de las semillas (Foto por A.
Fernandez).
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Importancia ecolégica

El tiponche atrae una fauna diminuta que vive en medio de sus cerdas, bien
protegida de los peligros del cambio climatico y posibles depredadores. La fauna
se compone de un cierto numero de artrépodos como &caros, hormigas y
pseudoescorpiones. Se han encontrado capullos con restos recientes de
crisalidas justo al lado de los restos de los frutos, protegidas por las espinas
erizadas. La intencion era alimentarse de las semillas inmaduras y sus funiculos

carnosos (Cattabriga, 2004).

Reproduccién

Gran parte de la reproduccion de B. militaris es vegetativa. Cuando una rama se
rompe y cae al suelo, varias de sus areolas se activan y forman brotes que
comienzan a crecer hacia arriba. La rama también desarrolla raices, por lo que el
nuevo brote temporal depende de la rama para obtener agua, minerales e incluso
la energia del almidén que podrian haber sido almacenados en la rama. En poco
tiempo, los brotes producen sus propias raices y cuando finalmente la rama
muere, los brotes seran nuevas plantas. Sin embargo estas plantas son clones de
los padres, genéticamente idénticas. Una vez convertida en una rama bastante
vieja pasara a través de este ciclo: iniciara un cefalio, crecerd como cefalio
durante varios afos, y luego soltara el cefalio y un brote surgira como una nueva
rama. De vez en cuando una o dos semillas salen, pero generalmente sélo
guedan restos de flores secas que quedan incrustadas en el cefalio durante afos.
Las puntas de las ramas vegetativas parecen sufrir quemaduras solares y la
mayoria forman una capa de corteza sobre la punta del tallo, mientras esta
inactivo durante la estacion seca. Cuando el tallo se activa y se reanuda su
crecimiento, la corteza es aparentemente tan dura que los tejidos nuevos no se
pueden expandir completamente, causando una constriccibn marcada por un

anillo de corteza (Mauseth et al., 2005).
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Estatus de conservacion

A inicios de los afios noventa, y en repetidas ocasiones, la poblacion de B.
militaris cercana a la presa “Infiernillo”, en Michoacan, ha sido sujeta a frecuentes
recolectas de la porcion terminal de las ramas, ademas el cambio de uso de suelo
casi la ha erradicado de la region, por tal motivo ha sido listada en el Apéndice |
de CITES, donde el comercio de las especies se autoriza solamente bajo
circunstancias excepcionales. El control de la importacion, junto con la dificultad
de recoleccion, empaque y envio, asi como la corta vida de la inflorescencia, ha
desalentado a los recolectores ilegales de realizar tal actividad (Cattabriga, 2004;
Martinez-Palacios, 2007).

En épocas anteriores, cuando no habia preocupacion por las especies en
extincion, habia camiones enteros de cefalios y cada uno era vendido por sé6lo 5
dolares. Pocos de estos cefalios sobrevivian mas de un mes o dos, y las plantas
eran severamente dafiadas cuando los cefalios eran cortados con una motosierra
(Mauseth et al., 2005). Se sabe de casos que el cefalio joven con una parte del
tallo se recolectaba para su comercio como planta de ornato, ademas se observé
qgue el cefalio era recolectado y transportado en camiones para un posible uso
industrial y con destino desconocido. Un estudio realizado por Martinez-Palacios
(2007) sugiere que las fibras del cefalio fueron utilizadas para el acojinamiento de
asientos y respaldo de algunos automodviles de las compafiias Volkswagen de
México, Ford y General Motors, ya que se encontraron fibras y semillas en un
vehiculo Volkswagen Sedan 1976. Este recurso debié de dejarse de utilizar al
escasear de forma silvestre, parte por la sobre colecta y parte por el cambio en el

uso de suelo o la introduccién de la agricultura, ganaderia y fruticultura.

Aun cuando ya existen acciones para la conservacion ex situ de esta especie
como el Ecojardin-UNAM, donde se propagé de manera convencional por
esquejes y semillas (Martinez-Cruz com. per); hoy en dia Backebergia militaris
esta considerada especie sujeta a proteccion especial segun la Norma Oficial
Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010 y de acuerdo a la UICN, esta especie se

considera “Vulnerable”, debido a que el tamafio total de la poblacion se estima en
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menos de 9000 individuos, ademas las subpoblaciones son naturalmente raras y
aisladas, cada subpoblacion tiene menos de 15 individuos maduros. Las
amenazas constantes a su habitat se han traducido en una disminucion de la

poblacién (Terrazas et al., 2013).
Usos

Existen pocos registros de su uso, se incluye, como en otras cactaceas
columnares, fruto comestible y forraje en época de estiaje. La informacién de las
entrevistas a los ancianos de las comunidades ubicadas en el estado de
Michoacan sobre el uso de ramas de B. militaris, revelé que se han utilizado para
el tratamiento de contusiones, contracturas musculares y coélicos entre otras
cosas. Se ha demostrado ademas que las porciones solubles de las ramas, es
decir los extractos de cactus crudos de B. militaris tienen una importante actividad

farmacoldgica sobre la actividad muscular (Cortés et al., 1998; Casas, 2002).
Estrategias de conservacion

La conservacion tanto de la flora como de la fauna se desarrolla en dos formas
basicas: dentro del habitat natural o conservacion in situ y fuera del mismo, es

decir, conservacion ex situ (Lascurain et al., 2009).
Conservacion in situ

La conservacioén in situ de la diversidad biol6gica se realiza en las areas en que
ésta ocurre naturalmente, procurando mantener la diversidad de los organismos
vivos, sus hébitats y las interrelaciones entre los organismos y su ambiente. El
concepto de conservacion in situ es equivalente al de conservacion dinamica,
dado que la evolucion de las especies vegetales continla en el ambiente en que
se han desarrollado. También es parte integral de este concepto de conservacion

dinamica, la continuidad de los procesos de coevolucion (Rivas, 2001).

Una de las estrategias de conservacion in situ es la creacién de Areas Naturales
Protegidas, sitios legalmente protegidos, en donde el medio natural no ha sufrido
perturbaciones significativas a causa del hombre (Franco-Martinez, 1997). Desde

el punto de vista de la rigueza de especies, existen en México dos grandes
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regiones importantes de diversidad de cactaceas columnares: estas son el
triangulo Tehuacan-Depresion del Balsas-Tehuantepec, al sur del pais, y la Sierra
de Alamos junto con el valle del rio Mayo en el Estado de Sonora, al norte. Los
esfuerzos orientados a la proteccién y conservacion de cactaceas columnares
deberian considerar estas dos areas como prioritarias para el establecimiento de

areas protegidas (Ezcurra Real de Azla, 1998).
Conservacion ex situ

La conservacion ex situ, en cautiverio o en colecciones, es la aplicacion de una
amplia variedad de recursos, técnicas e infraestructuras especializadas que
contribuyen a la recuperacion y sobrevivencia de individuos o poblaciones fuera
de sus habitats. Este tipo de conservacion surge como una medida
complementaria a los mecanismos de conservacion in situ, orientados
principalmente a resguardar el material genético de las especies de importancia
para el mejoramiento genético, la industria alimenticia, farmacéutica, maderera,
etc., permitiendo la conservacion de especies vulnerables a procesos de erosion
genética (Benitez, 2001; Lascurain et al., 2009). Aun cuando este tipo de
conservacion provee ciertas ventajas, aleja la especie de sus contextos
ecologicos naturales, por lo cual no se pueden recrear las interacciones entre los

organismos y su ambiente.

Los esfuerzos para la conservacién ex situ de la flora incluyen la creacién de
jardines botanicos, los recursos genéticos forestales (semilleros, plantaciones y
bancos de semillas) y recientemente la propagacion de las plantas amenazadas

en los laboratorios de cultivo de tejidos (Lascurain et al., 2009).

Las técnicas de cultivo in vitro se han convertido en un método exitoso y rapido
de propagacion asexual de un numero de especies de plantas, incluyendo
algunos cactus (Pérez-Molphe-Balch et al., 1998). Se sabe que las condiciones
del cultivo in vitro en medios artificiales aceleran significativamente el crecimiento
de estas plantas, confiriendo una ventaja adicional a esta técnica (Retes-Pruneda
et al., 2007).
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Cultivo de Tejidos Vegetales

La base tedrica para el desarrollo del cultivo de tejidos vegetales fue propuesta
por Gottlieb Haberlandt en 1902, quien establecié el concepto de totipotencia, el
cual postula que todas las células vegetales tienen el potencial para regenerar
una planta completa. Sus intentos de cultivar células aisladas de plantas no
fueron exitosos ya que aun cuando las células presentaron crecimiento, no se
dividieron. Sin embargo con el paso de los afios hubo mas investigaciones que

permitieron el desarrollo de esta técnica (Pierik, 1990; Thorpe, 2007).

El cultivo de tejidos vegetales es una herramienta de la Biotecnologia la cual se
basa en la totipotencialidad de las células vegetales, que hace posible propagar
una gran cantidad de plantas a partir de pequefias fracciones de tejido (hojas,
raices, tallo, pétalos, polen, entre otros) llamadas explante, en medios nutritivos
bajo condiciones controladas de luz, temperatura, pH, reguladores de crecimiento,
entre otras y obtener asi plantas clonadas en corto tiempo y libres de patégenos
(George y Sherrington, 1984; Chavez, 1993).

La eleccion del explante a cultivar depende de varios factores como: el objetivo
perseguido, la especie vegetal utilizada, la disponibilidad del material vegetal, la
facilidad de manipulacién, la baja contaminacién con microorganismos y rapida
respuesta in vitro; es probable que en estos casos se opte por elegir explantes de

plantas jovenes provenientes de invernaderos (Roca y Mroginski, 1991).

Las técnicas de cultivo de tejidos vegetales han mostrado ser un importante
procedimiento en la multiplicacion, el mejoramiento y la conservacion de las
plantas utiles al hombre (Villalobos-Ardmbula, 1985), asi como la obtencién de
diversas especies vegetales de interés agricola, ornamental medicinal, forestal,
entre otras (Tabla 2). Estas han sido utilizadas de forma extensiva en la
propagacion y conservacion de recursos fitogenéticos en la agricultura. De igual
manera han sido adaptadas para su utilizaciéon en un amplio nimero de especies
silvestres con problemas de propagacion por métodos convencionales y/o con

poblaciones extremadamente reducidas (Quiala et al., 2004).
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Tabla 2. Algunos ejemplos de especies propagadas por la

técnica de cultivo de tejidos

vegetales
Nombre  Especie Explante Medio Respuesta Referencia
comun inicial RCV (mg/L) in vitro
Eucalyptus
urophylla Estacas de 10 Medio Gamborg Bry Ca Martinez-Ruiz
Eucalipto a 15 cm con B5 + BAP y ANA et al., 2005
Eucalyptus apices y yemas (0.0,1.0y 3.0)
grandis axilares
Apice de
Calabaza Cucurbita semillas Medio MS+ BAP Br Séanchez et al.,
pepo germinadas in (1.0 2009
vitro
Pifion Cotiledones y Medio DCR y Ojeda-
azul Pinus embriones GD+ BAP (0.3 y Br Zacarias et al.,
(Pino) maximartinezii cigoticos 0.5)+ ANA (0.01) 2006
maduros
Protalo
gametofito de Medio MS+ AGs  Desarrollo de Gonzélez-
Helecho Nephrolepis esporas (0.01,0.1y1.0) plantulas Rosas
espada exaltata germinadas in (talos et al., 2006
vitro esporofitos)
Sales inorganicas
Apices de de medio N6 Chu Ce.yPl Quintana-
raices de y vitaminas de Sierra et al.,
Cebolla Allium cepa plantulas medio MS + 2,4-D 2005
germinadas in (0.5y 1.0) + KIN
vitro (0.5y 1.0)
Medio Litz+ 2,4-D
Embriones (0.1,05,1.0y Cabrera et al.,
Cicada Dioon cigoticos y 2.0) y KIN (0.5, Ce.yBr 2008
merolae megaga- 1.0,2.0y3.0)
metofitos
Hojas mas
Séabila Aloe vera internas de Medio MS+ BAP Br Albany et al.,
hijuelos (1.0 2006
Orquidea Medio MS+ Germinacion
Flor de Laelia Capsulas BAP (0.0, 0.01, y desarrollo Avila-Diaz et
mayo, speciosa dehiscentes 0.05,0.1y0.5) de plantulas al., 2009
Lirios
Medio MS+ BAP  Desarrollo de
Boldo Peumus Segmentos (0.0,0.5y1.0) + hojas y Rios et al.,
boldus nodales AIB (0.0, 0.05y brotes 2010
0.1)

Abreviaturas: Br: Brotes; Ca: Callo; Ce: Callo embriogénico; PI: Plantulas

Asi como una planta que crece in vivo requiere de varios elementos ya sea del

suelo o fertilizantes, el tejido de la planta que crece in vitro requiere una

combinacion de macro y micronutrientes para promover el optimo crecimiento del

tejido. Estos requerimientos pueden variar de acuerdo al tipo de célula, tejidos u

organos, ademas de la especie de planta que sea cultivada.
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El medio de cultivo de tejidos consiste 95% de agua, macro y micronutrientes,
reguladores de crecimiento vegetal (RCV), vitaminas, azlcares y algunas veces

otros componentes organicos (Chawla, 2003; Razdan, 2003; Beyl, 2011).

Los macronutrientes son elementos requeridos en relativamente grandes
cantidades (milimolar). El nitrdgeno, es afladido en mayor cantidad, esta presente
ya sea como un nitrato 0 un ion amonio, o una combinacién de los dos. Ademas
del nitrégeno, el potasio, magnesio, calcio, fésforo y el azufre son incorporados al
medio como diferentes componentes llamados macrosales. Los micronutrientes
por lo general incluyen boro, cobalto, fierro, manganeso, molibdeno, cobre y zinc.
Estos elementos son requeridos en una concentracion (micromolar) mucho menor

gue los macronutrientes (Dodds y Roberts, 1985; Beyl, 2011).

La fuente de carbono estandar sin excepcién es la sacarosa sin embargo el tejido
vegetal puede utilizar una variedad de carbohidratos tales como la glucosa,
fructosa, lactosa, maltosa, galactosa y almidon. En el cultivo de células o tejidos la
fotosintesis es inhibida, ademas en ocasiones se cultivan in vitro érganos que no
realizan fotosintesis por lo tanto los carbohidratos en el medio son indispensables

para el crecimiento del tejido (Chawla, 2003).

Las plantas normales sintetizan las vitaminas requeridas para su crecimiento y
desarrollo, pero las células vegetales en cultivo tienen un requerimiento absoluto
para la vitamina Bi1 (tiamina), vitamina B (&cido nicotinico) y vitamina Bs
(piridoxina). Las concentraciones estan en el orden de 1 mg/L (Chawla, 2003). La
tiamina es la vitamina béasica requerida por todas las células y tejidos. El acido
nicotinico y la piridoxina se adicionan al medio pero pueden ser no esenciales

para el crecimiento celular en algunas especies (Razdan, 2003).

Ciertas sustancias complejas también son adicionadas al medio las cuales
sustituyen al nitrégeno organico, al carbén o las vitaminas (Chawla, 2003). Son
utilizados por ejemplo: endospermo de coco, hidrolizados de proteina (caseina),
extracto de levadura, extracto de malta, platano, jugo de naranja o jitomate. Estos
suplementos tienen componentes de una naturaleza indefinida, por tanto, su uso

es evitado ya que puede afectar la reproducibilidad de los experimentos, dado que
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la calidad y la cantidad de sus componentes varian con la edad del tejido del cual

se ha obtenido el extracto (Razdan, 2003).

Hormonas vegetales y Reguladores de Crecimiento

Las hormonas vegetales son compuestos organicos que se sintetizan en las
plantas superiores, se encuentran de manera natural en los tejidos de la plantas
(es decir, de forma endogena) vy tienen efecto regulador en lugar de un papel
nutricional en el crecimiento y desarrollo y por lo general estan presentes soélo en
cantidades muy pequefias. Ademas de los compuestos naturales, se han
desarrollado compuestos sintéticos con actividades fisioldgicas similares a los
naturales. Cuando estos compuestos han sido afiadidos a los medios de cultivo
(es decir de manera exdégena) se denominan reguladores de crecimiento y tienen
la capacidad de modificar el crecimiento de la planta (Segura, 2000; Chawla,
2003; George et al., 2008).

Hasta hace poco se creia que el desarrollo vegetal estaba regulado Unicamente
por cinco hormonas: auxinas, giberelinas, citocininas, etileno y &acido abscisico.
Sin embargo existen otras hormonas como los brasinoesteroides, los cuales
tienen un amplio rango de efectos morfologicos sobre el desarrollo vegetal,
también se han identificado una gran variedad de moléculas de sefializacion que
participan en la resistencia frente a patdégenos y en la defensa contra herbivoros.
Entre estas moléculas se encuentran el acido jasménico, el acido salicilico y el
polipéptido sistemina (Taiz y Zeiger, 2006). Las clases mas importantes de RCV
usados en el cultivo de tejidos son las auxinas y las citocininas (Beyl, 2011).

Auxinas

Las auxinas influyen de manera directa en procesos como la division celular del
cambium, la diferenciacion vascular, la formacion de raices adventicias, la
dominancia apical y el desarrollo de frutos. EI compuesto natural que se acepta
como auxina es el AlA, considerdndose como precursor de este compuesto el
aminoacido triptéfano (Acosta-Echeverria et al., 2000). Se encuentran en hojas
jovenes, flores y frutos y es probable que se encuentre en abundancia también en

los embriones inmaduros. Dentro de la planta, la auxina se transporta activamente
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desde los apices de los brotes hacia la base de la planta, en sentido basipeto.
Normalmente se mueve atravesando conjuntos de tejidos o mediante un trasporte
polar (Raven et al., 1992). A nivel celular, las auxinas controlan los procesos
bésicos tales como la division y elongacién celular. Estan involucradas en la
formacién de meristemos dando lugar a tejido desorganizado u 6rganos definidos
(George et al., 2008). Por lo general cuando la concentracién de auxina in vitro es
baja se favorecen la formacién de raices, y cuando la concentracion es alta,

ocurre la formacién de callo (Beyl, 2011).

Las auxinas que en mayor frecuencia se emplean en el cultivo in vitro son el AlA,
a-ANA, y 2,4-D (Tabla 3). EI AIB es en particular mas efectivo para el
enraizamiento. ElI AIA es una auxina que se produce de manera natural, es
degradada muy facil por la luz y la oxidacion enzimética. Las concentraciones que
se adicionan dependen del tipo de respuesta que se quiere inducir. Debido a que
la AIA oxidasa puede estar presente en los tejidos cultivados, el AIA se ha
adicionado al medio en concentraciones relativamente altas (1-30 mg/L). Puesto
que el a-ANA es un compuesto sintético, no esta sujeto a la misma oxidacion
enzimatica, éste puede ser adicionado en concentraciones mas bajas (0.1-2.0
mg/L). La auxina mas efectiva para la proliferacion de callo para la mayoria de los
cultivos es el 2,4-D a menudo en ausencia de citocininas exégenas (Dodds y
Roberts, 1985).

Tabla 3. Ejemplos de auxinas naturales y sintéticas (Taiz y Zeiger, 2006).

Auxinas naturales Auxinas sintéticas
Acido indol-3-acético Acido a-naftalenacético (ANA)
(AIA) o)

CH,-COOH

i OH
Acido indol-3-butirico Acido 2,4-dicloro fenoxiacético
(AIB) (2,4-D)

CH,CH,CH,-COOH Cl/\ Cl
y L
/ OCH,—COOH

N
H
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Acido 4-cloroindol-3-acético Acido 2-metoxi-3,6 diclorobenzoico
(4CI-AlA) (Dicamba)
Cl } o oCH,
’/\ CH,-COOH
| /\g @o&gcoou
X N
b cl
Acido fenilacético Acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico
(PAA) (Picloram)
o NH,
Cl | %Ol
OH ol N O
0

Citocininas

Las citocininas promueven la division celular en los tejidos vegetales y son
principalmente derivadas de aminopurinas (Dodds y Roberts, 1985). Estimulan la
sintesis de proteinas y participan en el control del ciclo celular. Es quiza por esta
razon que pueden promover la maduracion de los cloroplastos y retrasar la
senescencia de las hojas sueltas. Estos compuestos afiadidos al medio de cultivo,
rompen la dominancia apical y liberan las yemas laterales de la dormancia
(George et al., 2008). En altas concentraciones inducen la formacion de brotes
adventicios, pero inhiben la formacion de raices (Beyl, 2011). Su principal sitio de
sintesis es el apice de las raices, sin embargo también se encuentran en los
meristemos apicales, las semillas inmaduras y el cAmbium, los cuales también las
sintetizan (Kakimoto, 2003).

Las citocininas utilizadas en mayor medida son la kinetina, benciladenina y
zeatina. Las dos primeras son compuestos sintéticos, mientras que la zeatina se
produce de manera natural (Tabla 4). La kinetina es por lo general afadida al
medio en una concentracién de 0.1 mg/L para la induccion de callo (Dodds y
Roberts, 1985).
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Tabla 4. Ejemplos de citocininas naturales y sintéticas (Taiz y Zeiger, 2006)

Citocininas naturales Citocininas sintéticas
4-hidroxi-3-metil-trans-2- 6-benciladenina
butenilaminopurina (6-BAP, BA, N°&-
(trans-zeatina) benciladenina)
CH3 @CHQNH
N N~ | N
HOH,C NH KN NJ
H
Z N
T SR
K 6-3-hidroxibenciladenina
N H (Meta-topolina)
OH
HN—CH;
NF N
\
Ay
N H
N©- 2-isopentiladenina 6-furfurilaminopurina
(2iP) (Kinetina)
CH3 | l

~o~  CH,NH

HN/\”)\CH3 %
SN N N~ k I N
0 Y
L P N \N - \\N’/
NT TN H

N-fenil-N"-(1,2,3-tiadiazol-5-
iljurea
Tidiazuron
(TD2)

Giberelinas

Las giberelinas influyen en una gran variedad de procesos del desarrollo como la
elongacion del tallo, controlan varios aspectos de la germinacion de las semillas,
como la dormancia y la movilizacién de las reservas del endospermo. También
pueden afectar la transicion desde el estado juvenil al estado maduro, asi como
en la iniciacion floral. Aunque existe una gran diversidad de giberelinas, todas
estan basadas en el esqueleto ent-giberelano (Fig. 4). A medida que se fueron
caracterizando giberelinas de hongos y plantas, se fueron numerando como
giberelina Ax (0 GAx), donde X es un numero siguiendo el orden de

descubrimiento.
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Las giberelinas constituyen una gran familia de &cidos dipertenos y son
sintetizados como una ramificacion de la ruta terpenoide (Taiz y Zeiger, 2006;
Beyl, 2011).

Los sitios de sintesis son hojas sin abrir muy jovenes, brotes activos, punta de
raices y embriones. En general, las giberelinas inducen la elongacion de
entrenudos y el crecimiento de meristemos o yemas in vitro. En su ausencia, el
cultivo tiene una apariencia globular debido a la acumulacion de nudos. Es
frecuente que inhiba las formacién de raices adventicias, asi como la formacion
de brotes (Chawla, 2003). Muy pocas giberelinas estan disponibles
comercialmente y GAs 0 una mezcla de GA4 y GA7 han sido utilizadas con mayor

frecuencia en el cultivo in vitro (George et al., 2008).

CH
18 19

Figura 4. Esqueleto ent-giberelano.

Entre las ventajas que proporciona el cultivo de tejidos vegetales se encuentran:
a) Los cultivos pueden iniciarse con sélo una pequefia fraccion de la planta
(explante), b) Se requiere poco espacio para el almacenamiento de los cultivos e
incluso para aumentar en gran medida su numero, ¢) Se pueden micropropagar
una gran cantidad de plantas en un corto periodo de tiempo, d) Se pueden
producir clones de un determinado tipo de planta que resultan dificiles de
propagar vegetativamente, e) La produccion es independiente de los factores

ambientales, entre otros (George et al., 2008).

Algunas de las desventajas que presenta el cultivo in vitro son: a)Se requieren
métodos muy especificos para obtener resultados Optimos en cada especie y
variedad, b)En la mayoria de los casos es muy comun la contaminacion en la fase

de iniciacién de los cultivos, c)Inversién inicial elevada, d)Los procedimientos son
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caros y dan lugar a numerosos problemas técnicos, ya que se requiere personal
altamente especializado para operar un laboratorio de CTV (Bowes, 1999; George
et al., 2008).

Problemas que se presentan durante el establecimiento de cultivos in vitro

Oxidacion

El establecimiento in vitro de tejidos vegetales de algunas especies de plantas,
esta, en gran medida, limitado por la ocurrencia de oscurecimientos letales en los
explantes y en el medio de cultivo. El oscurecimiento de tejidos cultivados in vitro,
se puede definir como la oxidacién, por radicales libres, de diferentes
componentes celulares, asi como, la oxidacion de compuestos fendlicos
catalizada por la enzima polifenol oxidasa (PPO) para producir quinonas, las
cuales son compuestos quimicos muy reactivos y propensos a reaccionar,

generando dafo e incluso la muerte celular (Azofeifa, 2009).

Cuando un tejido es seccionado, los bordes o sitios de corte se tornan café-negro
y se pueden oxidar en pocos minutos u horas. Tal es el caso de algunas
cactaceas columnares como Escontria chiotilla y Lemaireocereus hollianus
(F.A.C. Weber ex J. M. Coulter) Briton & Rose (Velazquez, 2011). Esto es
ocasionado por la presencia de fenoles y quinonas, varios de estos compuestos
son fitotoxicos y ocasionan la muerte del tejido celular, sin embargo, esta reaccion
en condiciones naturales evita que puedan penetrar patbgenos por la herida y que
sean un factor que provoque la muerte de la planta. La presencia de estos
compuestos, esta condicionada a una serie de factores como pueden ser: la edad
fisiolégica del explante (tejidos joévenes contienen menores cantidades de
compuestos fendlicos), el tamafio del area dafiada por el corte y por el contenido

natural de ellas (Lara, 2010).

Las estrategias para evitar los procesos de oxidacion que conllevan al
oscurecimiento de los tejidos del explante cultivado in vitro son numerosas. En la

Tabla 5 se enlistan algunas de las estrategias de acuerdo con Azofeifa (2009).
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Tabla 5. Resumen de las principales estrategias utilizadas en el cultivo in vitro para evitar o
disminuir los problemas oxidativos que ocurren en los explantes vegetales.

Nombre de la estrategia

Uso de explantes en estado juvenil o de material en crecimiento activo
Crecimiento del explante a baja luminosidad o en oscuridad
Crecimiento del explante en una temperatura baja

Subcultivos frecuentes

Cultivo en medio liquido

Uso de adsorbentes, en la preparacion del explante para su cultivo o en
el medio de cultivo

Uso de soluciones antioxidantes

Eleccion del medio de cultivo

Eleccién de los reguladores de crecimiento

Cambio del potencial osmaotico del medio de cultivo

pH bajo en el medio de cultivo

Inactivacion de enzimas

e Uso de adsorbentes
Polivinil pirrolidona (PVP)

El PVP es una poliamida que, en el caso de los fenoles, es utilizada para su
adsorcion, a través de uniones hidrégeno, previniendo su oxidacién y
polimerizaciéon. Tanto el PVP como el PVPP (polivinil polipirrolidona) han sido
utilizados en la prevencion de oscurecimiento de tejidos, ya sea, aplicado como
enjuague al explante o mediante su incorporacién al medio de cultivo. Las dosis
aplicadas tanto en enjuague como en el medio de cultivo van de los 0.05 g/L
hasta los 10.0 g/L (Azofeifa, 2009). Se han utilizado en diferentes grupos
vegetales como en cafia (300 mg/L) (Gomez, 2007), fresa (5 y 10%) (Sanchez-
Cuevas y Salaverria, 2004) y el Aiame (100 mg/L) (Borges et al., 1999). En
cactdceas se ha reportado para controlar parcialmente la oxidacién en
Cephalocereus apicicephalium E.Y. Dawson (Saucedo-Gutiérrez, 2006), en
Melocactus curvispinus subsp. dawsonii Pfeiff. (2.0 g/L) (Azcona-Guerrero, 2009),

asi como para 21 especies de cactaceas (Pérez-Molphe-Balch et al., 1998).

Carboén activado

El carbdn activado es cualquier forma de carbon que se caracteriza por una alta

capacidad de adsorcion de gases, vapores y solidos coloidales. Se produce por la
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destilacién destructiva de madera, musgo, lignita, cascaras de frutos secos,

huesos, vegetales u otros materiales carbonosos (Pan y Van Staden, 1998).

Algunos de los beneficios del carbdn activado son: a) Adsorcion de pigmentos
toxicos, marrones y negros (compuestos de tipo fendlico y melanina), b)
Oscurecimiento del medio, lo cual favorece la formacion de raices y el
crecimiento, c) El carbon activado estabiliza el pH y d) Puede promover la
embriogénesis somatica (Pierik, 1990). Para reducir los problemas de oxidacion
causados principalmente por los exudados de algunas plantas las
concentraciones empleadas que se observan en la literatura varian entre 0.5 y
10.0 g/L, siendo mas frecuentes las dosis de 2.0 y 3.0 g/L (Azofeifa, 2009). El
carbon activado como estrategia para reducir la oxidacion de los explantes ha
sido empleado para distintas especies como Dioscorea alata L. (0.5 y 1.0 g/L)
(Borges-Garcia et al., 2011), Phoenix dactylifera L. (3.0 g/L) (Tisserat, 1979) y
Dipterocarpus alatus Roxb. ex G. Don y D. intricatus Dyer (0.25%) (Linington,
1991). En cactaceas ha sido empleado en especies como Notocactus magnificus
(Ritter) y Lophophora williamsii (Lem. ex Salm-Dyck) Coult. (Esparza-lzunsa,
2004; De Medeiros et al., 2006).

e Uso de antioxidantes

En términos generales, un agente antioxidante es un compuesto que inhibe o
demora la oxidacion de un sustrato propenso a este proceso. Los antioxidantes
incluyen agentes reductores, los cuales pueden remover oxigeno de moléculas e
incluso de compuestos (Azofeifa, 2009). Cuando los tejidos son propensos al
oscurecimiento, por lo general son sumergidos en una solucion de antioxidantes
de manera inmediata después del corte. Los compuestos utilizados para este
propésito incluyen &cido citrico, acido ascérbico, pirogalol y floroglucinol (Smith,
2000). Se ha utilizado con mayor frecuencia el empleo de una solucion de acido
citrico/acido ascorbico como enjuague después de la desinfeccion del material
vegetal (Chorefio-Tapia et al.,, 2002; Vega-Krstulovic et al., 2007; Lara, 2010),
como enjuague después de realizar un corte (Galvan-Torres, 2005), sumergidos
en la solucion durante los cortes antes de la siembra en el medio o bien
adicionados al medio de cultivo (Martinez-Ruiz et al., 2005; Velazquez, 2011).
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e Crecimiento de explantes en oscuridad o en baja intensidad luminosa

La oxidacién de explantes, en varias especies vegetales, disminuye o se evita si
éstos, luego de su establecimiento in vitro, son puestos a crecer en una condicion
de oscuridad por algunas semanas, como se realizdé con cafa de azucar, Hevea
brasiliensis y Anacardium occidentale. Posteriormente, los explantes se
transfieren a un ambiente con luz normal, o en ciertas ocasiones, a una condicion
de baja luminosidad para ayudar a prevenir la oxidacion (Azofeifa, 2009). No
obstante, la oscuridad o los bajos niveles de luz no siempre pueden reducir la
oxidacion, como fue en el caso de algunos explantes de fresa (Sanchez-Cuevas y
Salaverria, 2004).

Contaminacion

Los hongos y bacterias son los contaminantes mas comunes observados en los
cultivos in vitro. Estos microorganismos estan presentes en el ambiente y al entrar
en contacto con el medio de cultivo encuentran las condiciones propicias y crecen
mucho mas rapido que el tejido cultivado. Por consiguiente, el tejido muere debido

a la contaminacion (Razdan, 2003).

Para evitar y/o minimizar la contaminacion en los cultivos con microorganismos es
necesario: 1) Conocer el material vegetal con que se trabaja y los posibles
contaminantes especificos; 2) Realizar una adecuada preparacién de la planta
donadora de explantes, cultivandola preferentemente en invernaderos tratadas
con productos quimicos que eliminen patégenos y eventuales microorganismos
endofitos; 3) Proceder a la desinfeccion superficial de los explantes mediante el
uso de compuestos quimicos con el objeto de eliminar los microorganismos con el

menor dafo posible al explante (Mroginski et al., 2004).

Etapas de la micropropagacion

Murashige (1974) originalmente describidé tres etapas basicas (I-1ll) para la
micropropagacion. Sin embargo reconociendo los problemas de contaminacién

con frecuencia asociados a la siembra de los explantes primarios, Debergh y
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Maene (1981) propusieron incluir una Etapa 0, la cual describe el mantenimiento
en condiciones controladas (libres de enfermedades) de las plantas madre,
disminuyendo asi la frecuencia de contaminacion durante el establecimiento inicial
de los explantes primarios. Recientemente se acepta que existen 5 etapas para la

micropropagacion (Kane, 2011).

Etapa 0. Seleccién y preparacion de la planta madre o donadora.

Antes del establecimiento de los cultivos, las plantas madre deben ser mantenidas
en condiciones controladas que permitan el crecimiento activo reduciendo la
probabilidad de enfermedad. Por ejemplo manteniéndolas en condiciones de

relativa baja humedad, riego por goteo, rociado con fungicida o bactericidas.

Etapa |. Establecimiento de cultivos asépticos.

Los explantes primarios obtenidos de las plantas madre son desinfectados
superficialmente, eliminando los patégenos de meristemos apicales, puntas de
brotes o brotes laterales. Los cultivos obtenidos deben primero probarse para
descartar la presencia de contaminantes microbianos internos antes de utilizarse

como fuente de explantes para la multiplicacion (Etapa II).

Etapa Il. Multiplicacion.

Se caracteriza por un aumento repetido en la formacién de brotes axilares, a partir
de &pices o yemas laterales cultivadas en un medio complementado con un nivel
relativamente alto de citocininas para romper la dominancia apical. La
propagacion se puede llevar a cabo de diferentes formas: a) a partir de yemas
preformadas o nudos, b) formaciéon de novo a partir de la organogénesis y c) a

través de la formacién de embriones somaticos (George et al., 2008; Kane, 2011).

La organogénesis es la formacion de 6rganos de novo a partir de tejido vegetal
diferenciado. Los érganos producidos incluyen raices, brotes, incluso flores. Se
lleva a cabo a través de una fase de desdiferenciacion y otra de diferenciacion en
las cuales las células vegetales se vuelven competentes para responder a las
sefales inductivas las cuales determinan el destino de los 6rganos (Geneve,
2011).
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La embriogénesis somatica se refiere al proceso por el cual las células somaticas,
bajo condiciones de induccion, generan células embriogénicas, las cuales
experimentan una serie de cambios morfoldgicos y bioguimicos que resulta en la
formacién de embriones sométicos los cuales no provienen de la union de
gametos y pueden desarrollarse en una planta completa (Pierik, 1990; Loyola-
Vargas et al., 2008).

Tanto la organogénesis como la embriogénesis somatica pueden llevarse a cabo
de manera directa e indirecta. Si es de manera directa no se presenta una etapa
intermedia de callo, por el contrario, cuando se produce callo de manera
abundante antes de la formacion de los 6rganos o embriones se dice que es de
manera indirecta (Loyola-Vargas et al., 2008). El callo es una masa de células no
organizadas diferenciadas e indiferenciadas en division activa que a menudo se
desarrolla ya sea por lesion (herida) o en un tejido cultivado en la presencia de
reguladores de crecimiento (Chawla, 2003). Este tipo de crecimiento se induce
fundamentalmente por el uso de altas concentraciones de auxina y/o citocinina en
el medio nutritivo (Pierik, 1990).

Etapa lll. Individualizacién (elongacion y enraizamiento)

Incluye la preparaciéon de los brotes y plantas, que se obtienen en la fase Il, para
ser transferidos al suelo. Esto significa frenado de la formacion de brotes axilares,
e iniciacion de la elongacion del brote. A continuacién se debe incluir la formacion

de raices, ya sea in vitro o posteriormente ex vitro (Pierik, 1990).

Etapa IV. Transferencia al ambiente natural (aclimatizacion)

Pese a las multiples ventajas que ofrece el cultivo in vitro se debe tomar en
cuenta que las plantas regeneradas a partir de esta técnica presentan algunos
problemas tales como: Ineficiencia fotosintética debido a los bajos contenidos de
pigmento del aparato fotosintético y el desarrollo de cloroplastos con granas
desorganizadas; capacidad reducida de formar cuticulas cerosas; estomas poco
funcionales debido a la alteracion en la forma de las células oclusivas; ineficiencia

de los tejidos de sustento debido a la reducida presencia de colénquima y
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esclerénquima; absorcion y transporte de agua ineficiente debido a una conexiéon
vascular incompleta o deficiente entre la raiz y el brote; las raices de las plantas in
vitro son vulnerables y no funcionan de forma adecuada in vivo, ya que carecen
de tricomas en las raices o tienen pocos, por lo que mueren rapidamente
debiendo ser sustituidas por nuevas raices subterraneas. Para lo cual es
indispensable el proceso de aclimatizacion, la Ultima etapa en el proceso de

micropropagacion (Martinez-Ruiz et al., 2005; Sanchez et al., 2009).

La aclimatizacion involucra transferir y restablecer las plantas de un ambiente in
vitro a uno ex vitro. Las plantulas se transfieren a condiciones de humedad

relativamente mas bajas y con una mayor intensidad de luz (Kane, 2011).
Cultivo de Tejidos en Cactaceas

La propagacion de cactaceas por semillas es insuficiente para cubrir su demanda
debido a su limitada produccion, disponibilidad y viabilidad; tampoco es suficiente
la propagacion vegetativa convencional, por lo que las técnicas de cultivo in vitro
son herramientas indispensables para satisfacer dicha demanda; ademas muchas
de esas especies estan amenazadas o en peligro de extincién (Trejo-Orozco,
2005).

La propagacion in vitro de cactaceas se ha logrado usando tres vias de
regeneracion diferentes. Existen reportes de embriogénesis somatica en
Ariocarpus kotschoubeyanus (Lem.) K. Schum. (Moebius-Goldammer et al., 2003)
y Turbinicarpus pseudomacrochele (Backeb.) Buxb.Y Backeb. (Torres-Mufioz y
Rodriguez Garay, 1996), asi como de regeneracion por organogénesis en
Selenicereus megalanthus (K. Schum. Ex Vaupel) Ralf Bauer (Pelah et al., 2002),
Notocactus magnificus (De Medeiros et al., 2006) y Coryphantha macromeris
(Engelm.) Lem. (Smith et al., 1991). Estos sistemas de regeneracién pueden ser
muy eficientes en cuanto al nimero de plantas que se producen en un corto
tiempo. La tercera via de regeneracion in vitro empleada en cactaceas es la
activacion de areolas. Esta consiste en estimular la brotacién de las yemas
axilares contenidas en esas estructuras, para luego enraizar y obtener plantas

completas a partir de los brotes generados (De la Rosa-Carrillo et al., 2012).
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Algunas de las especies regeneradas a partir de esta via son: Echinocereus
(Weing.) N.P. Taylor,
Melocactus curvispinus, Pilosocereus robinii y Polaskia chichipe (Retes-Pruneda
et al., 2007; Quiala et al., 2009).

schmollii Escontria chiotilla, Mammmillaria theresae,

El cultivo in vitro de cactaceas globosas ha sido reportado con mayor frecuencia
que en especies columnares, tan solo el género Mammillaria tiene hasta el
momento 33 especies reportadas (Ramirez-Malagon et al., 2007). A continuacion

se presentan algunos trabajos de cultivo in vitro de cactaceas columnares (Tabla

6).

Tabla 6. Cultivos in vitro de especies columnares de la familia Cactaceae

Medio
Especie Explante RCV Respuesta Referencia
(mg/L)
Plantulas Medio MS + BA Sanchez-
Browningia germinadas in (0.5,1.0y1.5)0 Morén y
candelaris vitro metatopolina (0.5, Br Pérez-Molphe-
Britton & Rose Explantes 1.0y 1.5) Balch, 2007
transversales
Plantulas Medio MS + BA
Carnegiea germinadas in (2.0) 0 2iP (1.0, 2.0
gigantea vitro y 3.0) + ANA (0.5) Br Pérez-Molphe-
Explantes Balch et al.,
apicales, laterales 2002
y transversales
Segmentos de Pérez-
tallo de plantas de Medio MS + BA Bry Ca Molphe-Balch
2-3 afios (2.0)+ ANA (0.01) etal., 1998
provenientes de
Cephalocereus invernadero
senilis . )
Haworth Pfeiffer Plantas Medio MS + ANA Bry Ca Chorefio-Tapia
provenientes de (0, 0.3, 1.0 y 3.0) + etal., 2002
vivero BA o KIN (0, 0.3,
(Areolas) 1.0y 3.0)
Explantes Medio MS + AIA,
apicales y ANA, BA y KIN (0,
laterales de tallo  0.01,0.1y 1.0) en Bry Ca Machado y
combinaciones Prioli, 1996
Cereus Plantas factoriales
peruvianus provenientes de
Mill. invernadero Medio MS + ANA o
Explantes 2,4-Dy KIN o BAP Bry Ca Karimi et al.,
apicales y (2.0, 2.0, 3.0, 4.0) 2010
laterales de tallo
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Plantulas Medio MS +BA
Escontria germinadas in (0.5,1.0y2.0)0 Retes-
chiotilla vitro 2iP (1.0, 3.0y 5.0) Br Pruneda et al.,
Tallo, explantes 2007
transversales
Escontria Plantulas Medio MS+ BA
chiotilla germinadas in (0.0,0.5,1.0,2.0y Br
vitro 3.0)+ ANA (0.0, y posterior Velazquez,
Lemaireocereus Explante apical, 0.1,0.5y1.0) enraizamiento 2011
hollianus medio y basal
Myrtillocactus Explantes basales Medio MS + BA Br Gbémez-Juarez
geometrizans (2.0) et al., 2006
Plantulas
Pachycereus germinadas in Medio MS +BA
pringlei vitro (1.0,2.0y3.0) 0 Br Pérez-Molphe-
(S. Watson) Explantes 2iP (1.0, 2.0y 3.0) Balch et al.,
Britton & Rose apicales, laterales + ANA (0.5) 2002
y transversales
Pilosocereus Plantulas
robinii germinadas in Medio MS + BA Br Quiala et al.,
(Lem.) Byles et vitro (2.0,1.5y3.0) 2009
Rowley Explantes
apicales y
basales
Plantulas
Polaskia germinadas in Medio MS + BA Retes-
chichipe vitro (2.0) Br Pruneda et al.,
(Rol.-Goss.) Tallo, explantes 2007
Backeb. transversales
Plantulas Medio MS +BA
Stenocereus germinadas in (2.0) 0 2iP (1.0, 2.0 Pérez-Molphe-
thurberi vitro y 3.0) + ANA (0.5) Br Balch et al.,
(Engelm.) Buxb. Explantes 2002
apicales, laterales
y transversales

Abreviaturas: Br: Brotes, Ca: Callo

A pesar de que existen varios trabajos para la propagacion in vitro de especies de
cactaceas columnares, no se tiene registro de la propagacion de B. militaris por
cultivo de tejidos, no obstante que se encuentra en tres listados de especies en
riesgo de extincién: Norma Oficial Mexicana (NOM-SEMARNAT-2010) (Sujeta a
Proteccion Especial), La lista Roja (UICN) (considerada como Vulnerable), y la
CITES (Apéndice 1); es necesario complementar las acciones de su conservacion
con técnicas biotecnolégicas que ademas de permitir el establecimiento de
material aséptico conservando asi su germoplasma, permiten generar informacion
y desarrollar un protocolo para la micropropagacion ayudando a la futura

recuperacion de las poblaciones seriamente amenazadas.
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1.2 JUSTIFICACION

Backebergia militaris se encuentra dentro de la reserva de la biosfera Zicuiran-
Infiernillo en Michoacan, sin embargo sus habitats se han visto reducidos por
cambios en el uso de suelo, en particular por las actividades pecuarias y la
expansion de la frontera agricola, considerandose en serio riesgo. Algunas
poblaciones naturales podrian estar también declinando debido a problemas de
plagas (Nufez et al., 2001). La construccion de la Presa Francisco J. Mugica
(2011) en Michoacan, afecté una de las poblaciones de esta especie ya que la
zona donde habitaba quedd inundada, siendo esta especie la Unica cactacea
endémica de la region (http://gobiernodemichoacan.blogspot.mx/2009/11/la-presa-
j-mugica-mayor-generador-de.html). Ademas de esto, se ha observado que las
poblaciones no estan en toda ni en todas las laderas donde se distribuye, sino

s6lo en una pequefia franja (Martinez-Cruz com. per).

Por tanto, la propagacion mediante el Cultivo de Tejidos a partir de semillas o
plantulas provenientes de semillas, representa una alternativa viable para su

estudio, propagacién y conservacion ex situ.
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1.3 OBJETIVOS

Objetivo general

Generar las condiciones para el establecimiento aséptico y la regeneracion in

vitro de Backebergia militaris.

Objetivos particulares

Establecer un procedimiento de desinfeccion para el establecimiento in vitro de
secciones de tallo de plantulas germinadas, cultivadas en invernadero.
Controlar la oxidacion de los explantes de tallo y otras secciones de plantulas
establecidas in vitro.

Explorar las respuestas morfogenéticas de explantes apicales y basales de
tallo en presencia de diferentes concentraciones y combinaciones de
auxinas/citocininas.

Realizar un analisis anatbmico de tallo de las plantulas provenientes de
invernadero que evidencien su estructura y posible relacién con la capacidad
regenerativa de los explantes apical y basal.

Llevar a cabo un andlisis anatomico de brotes regenerados in vitro para
determinar y documentar la via de regeneracion que siguieron los mismos.

Aclimatizar en invernadero plantulas regeneradas in vitro.
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2. MATERIALES Y METODOS
Material biolégico

Se utilizaron 90 plantulas y 60 semillas de Backebergia militaris (Fig. 5). Las
semillas procedian de tres frutos maduros, dos fueron donados por el Dr.
Salvador Arias Montes, Jardin Botanico, IB-UNAM y uno donado por el Dr.
Santiago Arizaga Pérez de la Escuela Nacional de Estudios Superiores de la
UNAM Unidad Morelia. Los dos primeros frutos fueron colectados en Michoacéan,
uno el 30-Agosto-1998 procedente del municipio La Huacana, numero de colecta
1336, y el segundo provenia de Buenavista, Tomatlan, colectado el 12-Marzo-

2001. Del tercer fruto solo se tuvo el afio de colecta (2009).

Las plantulas fueron donadas por el Dr. Santiago Arizaga Pérez. Estas median
entre 3 y 5 cm desde la base del tallo (union con la raiz) al 4pice y tenian
aproximadamente 3 meses de edad.

Figura 5. Semillas y plantulas utilizadas para el establecimiento in vitro de Backebergia militaris.
Arriba: A) Fruto maduro utilizado para la obtencién de semillas. B) Semillas para ensayos de
germinacién. C) Detalle de la semilla. Abajo: D) Plantulas donadas sembradas en sustrato. E)
Restos de la semilla después de la germinacién de las plantas. F) Plantula separada para el
establecimiento aséptico. cot= cotileddn, hip= hipocdtilo.
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Siembra de semillas en sustrato

Se sembraron 20 semillas en sustrato debido a que ya tenian un largo tiempo de
haber sido recolectadas, provenientes de los frutos donados por el Dr. Arias. Al
término de 2 meses no se observl ninguna respuesta de germinacion por lo que

se procedié a sembrarlas in vitro.

Desinfeccion de semillas

Se realizé la imbibicion de semillas en agua destilada durante 24h a una
temperatura de 3° C antes de comenzar el procedimiento de desinfeccion. Debido
a los altos porcentajes de contaminacién obtenidos en previas siembras, fue
necesario ensayar 5 diferentes métodos de desinfeccion. En la Tabla 7 se
muestran los distintos tratamientos utilizados para la desinfeccion de las semillas

de B. militaris.
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Tabla 7. Diferentes métodos ensayados para la desinfeccion de semillas de B. militaris

1 2 3 4 5
AD AD AC AC AD
5min. * 5min. * 5min. * 5min. * 5min. *
SJ SJ H2S0O4 H2S0O4 SJ
10 min. * 10 min. * 1 min 1 min 10 min. *
Et 96% Et 96% Et 96% Et 96% Et 96%

1 min. * 1 min. * 1 min. * 1 min. * 1min. *
Bn 1g/L Cp2g/L Cl 30% Cl 30% Cl 30%
30 min. * 60 min. * 20 min. * 20 min. * 20 min. *

Cl 30% Cl 30% ADE Retiro de Retiro de testa
30 min. * 30 min. * 3 enjuagues testa
Cl 10%
ADE ADE Cl 10% 15 min. *
3 enjuagues = 3 enjuagues 15 min. *
Cipf
ADE 500mg/500ml
3 enjuagues 30 min. *
Bn 1.5 g/L
autoclaveado
60 min. *
ADE

3 enjuagues

Abreviaturas:

AC: agua corriente, AD: agua destilada, ADE: agua destilada esterilizada, Bn: Benomil, Cl:
solucién de hipoclorito de sodio (v/v), Cp: Captan, Cipf: ciprofloxacino (antibiético), Et: alcohol
etilico, H2SO4: &cido sulfdrico, SJ: solucion jabonosa, * agitacion constante. Los desinfectantes
autoclaveados fueron esterilizados en autoclave a 120 °C a presion de 1.5 Kg/cm? durante 20
minutos.

Condiciones de incubacion

En los tratamientos de desinfeccion 4 y 5, se aislaron los embriones cig6ticos
retirando manualmente la testa de las semillas y fueron sembrados en medio MS
al 50% (Apéndice 1), adicionado con una concentracion de 3.0 mg/L de las
giberelinas A4 + A7. Los embriones aislados fueron divididos en dos lotes de 14
cada uno, fueron incubados en fotoperiodo y oscuridad total. Estos embriones

provenian de los frutos recolectados en el afio 2001 y 2009.
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Evaluacidon del material bioldgico

La contaminacion de las semillas se evalué cada semana después del tratamiento

de desinfeccion.

Desinfeccion de plantulas

Para el establecimiento aséptico de los explantes a partir de plantulas, se retiro la
raiz de éstas y se ensayaron diferentes métodos de desinfeccion de acuerdo a los
resultados generados. En la Tabla 8 se muestran de manera resumida los

diferentes ensayos.

Para reducir la superficie de desinfeccion y permitir que los agentes
desinfectantes penetraran de forma mas efectiva se puso en practica 1) recortar
las espinas de las areolas y 2) retirar totalmente (arrancar las espinas), estas
estrategias estan orientadas a dejar lo més expuesta posible la areola y reducir
los contaminantes que pudieran estar presentes en esa estructura de la planta.
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Tabla 8. Diferentes métodos empleados para la desinfeccion de plantulas de Backebergia militaris.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
AD AD AD AD Cortar espinas y Cortar Espinas Cortar Espinas Cortar Espinas Cortar Espinas
5min. * 5min. * 5min. * 5 min. * retirar espinas
AD AD AC AC
SJ SJ SJ SJ AD 5min. * 5min. * 1 min. * 1min. *
10 min. * 10 min. * 10 min. * 10 min. * 5min. *
SJ SJ SJ SJ (tibia)
Et 70% Et 96% Et 96% Et 96% SJ 10 min. * 10 min. * 10 min. * 10 min. *
1 min. * 30seg. * 30seg. * 1 min. * 10 min. *
Et 96% Et 96% Et 96% Et 96%
Bn 1g/L Bn 1g/L Bn 1g/L Cl 15% Et 96% 1min. * 1min. * 1min. * 1min. *
60 min. * 60 min. * 60 min. * 30 min. * 1.5min. *
Cl 30% Cup 1g/L Agr 2g/L S Cp/Bn*
Cl 30% Cl 30% Cl 15% Cipf S Cp/Bn 60 min. * 40 min * 40 min * 2g/Lclu
30 min. * 20 min. 10 min. 500mg/500ml autoclaveada 60 min.
30 min. * 1.5¢/L clu AD Cl 30% + 5 gotas Cl 30% + 2 gotas
ADE ADE Ant 60 min. * 5min. * Tween 60 min.* Tween Cl30% + 2
3 enjuagues 3 enjuagues 3 enjuagues Bn 60 min.* gotas Tween
autoclaveado Cipf 250 S Bn/Agr Ant 60 min.*
1.5g/L mg/500ml autoclaveada 3 enjuagues Ant2
60 min. * 30 min. * 4 g/L clu 3 enjuagues Ant2
40 min. * Cipf 250mg/500ml 2 enjuagues
Ant Cl 30% 60 min. o Cef 1g/L (5 min c/u)
3 enjuagues 30 min * Ant Cef 500mg/L 60 min. *
3 enjuagues 30 min. * Cipf
Ant S Cp/Bn* 500mg/500ml
3 enjuagues S Cp/Bn* autoclaveada 60 min. *
autoclaveada 2g/Lclu
2g/Lclu 60 min. * Ant2
40 min. * 1 enjuague
Ant2
Ant 3 enjuagues

3 enjuagues

Abreviaturas:

AC: agua corriente, AD: agua destilada, ADE: agua destilada esterilizada, Agr: Agrimicin, Ant: Solucién de antioxidantes: Acido citrico y Acido
ascorbico 150 mg/L c/u, Ant2: Solucion de antioxidantes: Acido citrico y Acido ascérbico 300 mg/L c/u, Bn: Benomil, Cp: Captan, Cef: Cefotaxima,
Cipf: Ciprofloxacino, Cup: Cuprimicin, CI: solucién de hipoclorito de sodio (v/v), S: Solucién, SJ: solucién jabonosa (agua destilada + jabon liquido
antibacterial), * agitacion constante. Los desinfectantes autoclaveados fueron esterilizados en autoclave a 120 °C a presion de 1.5 Kg/cm? durante 20

minutos.
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Condiciones de incubacion

Una vez desinfectadas las plantulas completas, se realizaron cortes para obtener
los siguientes explantes: a) apices, b) secciones laterales de tallo, c) cotiledones y
d) hipocoétilos (Fig. 6).

A

Figura 6. Explantes obtenidos de plantulas de B. militaris. A) Separacién de la raiz. B) Obtencion
de los distintos explantes: a) apice, b) laterales, c) cotiledones y d) hipocétilo. Barra inferior=1 cm.

Cada explante se sembr6é con el area de corte en contacto con medio MS 50%
adicionado con carbon activado (1.0 g/L) o PVP (1.0, 1.5, 2.5, 3.0 y 4.0 g/L) al
medio de cultivo, se emplearon los reguladores de crecimiento BAP/ANA en

concentraciones 0-2 mg/L y 0-1 mg/L respectivamente (Tabla 9).

El tamafio de los explantes era de 1 cm en el caso de los laterales, el apice y el
hipocétilo, mientras que los cotiledones median 1.5 cm aproximadamente, sin
embargo la medida de los explantes varié de acuerdo al tamafio de la plantula a
desinfectar.

Tabla 9. Combinaciones iniciales de los reguladores de crecimiento para siembra de
explantes en medio sdlido.

BA
mg/L 0 0.5 1 2
ANA
mg/L
0 1 2 3 4
0.1 5 6 7 8
0.5 9 10 11 12
1 13 14 15 16
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Se sembro un explante por frasco y fueron incubados a temperatura de 26 + 2 °C
en total oscuridad para evitar la oxidacion. EI nUmero de explantes sembrados en
cada tratamiento fue variable y de acuerdo a la disposicion de los mismos como

se muestra en la Tabla 10.

Se utilizé medio sélido, gelificado con Gellangum™ 3.5 g/L en los tratamientos de
desinfeccién 1, 2 y 3. A partir del tratamiento de desinfeccidén 4 se utilizé6 medio
liquido con puentes de papel filtro.

Tabla 10. Namero de explantes sembrados en cada tratamiento de desinfeccion (Ver Tabla
8).

Método Tratamiento Numero de Numerode Numerode Numerode Tipo de
de para reducir la apices laterales  cotiledones hipocdtilos medio
desinfeccion oxidacion sembrados sembrados sembrados sembrados (MS
utilizado 50%)
C.A 1g/L (Ty) 0
1 PVP 1g/L (T2) 19 24 27 13 solido
2 PVP 1.5g/L (T5) 9 37 19 11 solido
3 PVP 1.5g/L 7 20 12 8 solido
4 PVP 2.5¢/L (Ta4) 16 19 5 2 liguido
5 PVP 2.5 g/L 10 50 11 - liquido
6 PVP 2.5 g/L 1 16 - - liguido
7 PVP 2.5 g/L 2 32 - - liquido
8 PVP 3 g/L (Ts) 2 28 - - liguido
9 PVP 4 g/L (Ts) 3 40 - - liquido
Total 69 266 74 34

Evaluacion del material vegetal

La contaminacién y oxidacion de los explantes se evalu6 mediante la observacion
directa. Para distinguir el grado de oxidacion de los explantes se tomé en cuenta
el siguiente criterio: a) Oxidacion ligera: cuando el explante presentaba una
oxidacion menor al 50% de la superficie; b) Oxidacion media: cuando el explante
presentaba una oxidacion del 50% y c) Oxidacion severa: cuando el explante se
encontraba oxidado en mas del 50% de su superficie (Fig. 7). De acuerdo al
tratamiento de desinfeccidén utilizado, se probaron diferentes tratamientos para

reducir la oxidacion de los explantes.
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Figura 7. Grado de oxidacion para la evaluacion de los diferentes explantes de B. militaris.

Formacion de brotes por activacion de areolas en medio liquido

Una vez controlada la oxidacién en explantes de apice y laterales se llevd a cabo
una nueva exploracion utilizando diferentes concentraciones y tipos de
reguladores de crecimiento (citocininas/auxinas) (Tabla 11). Las plantulas
utilizadas para dichos tratamientos ya tenian mas de un afio de edad con una
altura entre 8 y 9 cm creciendo en una mezcla de suelo y presentaban cotiledones
e hipocoétilo oxidados y en algunos casos muy maltratados debido a la siembra
individual en maceta, por lo que para los siguientes ensayos so6lo se utilizaron
apices y laterales de tallo como explante. Los segmentos utilizados median
alrededor de 1 cm. Los explantes se mantuvieron en induccién 4 meses sin

subcultivos, después de ese tiempo se sembraron en medio sin RCV.

Tabla 11. Combinaciones de RCV empleados para explantes de &pice y laterales,
sembrados en medio liquido con puentes de papel.

BA o KIN
mg/L 0 1 2 3
ANA
mg/L
0 1 2 3 4
0.1 ) 6 7 8
0.5 2 10 11 12
1 13 14 15 16
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Formacion de nuevos brotes en medio liquido

Los brotes obtenidos a partir de explantes laterales de tallo con un tamafio
aproximado de entre 0.5 cm y 1.5 cm, fueron separados y aquellos de mayor
tamafo fueron nuevamente disectados en apice y base. Se sembraron en medio
MS 50% de sales inorganicas con adicion de PVP 4.0 g/L, sacarosa 30g/L con
KIN 3.0 mg/L en puentes de papel con fotoperiodo 16h luz. Al término de 3 meses
en induccién, los brotes se subcultivaron a medio libre de reguladores de

crecimiento.

Proliferacion de brotes en medio sélido

Los apices de brote (con o sin formacién de raiz) se dejaron crecer (elongar) al
menos 1 cm antes de ser divididos de nuevo en apice y base. Para la induccion
de brotes se tomaron como explantes las bases y apices de los brotes disectados,
éstos se colocaron en medio sélido complementado con PVP 4.0 g/L y 3.0 mg/L
de BAP o KIN, se utilizé6 este regulador ya que promovié el mayor niumero de
brotes a partir de los laterales de tallo. Se decidié ademas utilizar otra citocinina,
la metatopolina, este fitoregulador ha sido reportado en escasas ocasiones por
ejemplo para Browningia candelaris (Sanchez-Moran y Pérez-Molphe-Balch,

2007). Eltiempo de induccién en todos los explantes fue de dos meses.

Individualizacion, enraizamiento de brotes y aclimatizacién de plantulas

regeneradas in vitro de B. militaris.

Para la individualizacion de los brotes solo se seleccionaron aquellos que fueran
mayores a 0.5 cm de longitud, los cuales se separaron del explante original
mediante un corte. Para su posterior enraizamiento se sembraron en un medio
MS 50%, bajo dos condiciones: a) Medio adicionado con carbo6n activado (0.5 g/L)
y agar bacteriolégico Bioxon como gelificante (9.0 g/L) y b) Medio liquido con
puentes de papel filtro, ambos sin RCV. Se evalud el porcentaje de enraizamiento

a los 30 dias después de individualizados los brotes.
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Para el establecimiento ex vitro de B. militaris, se selecciond solo un brote de
aspecto normal y vigoroso de 3 cm de longitud y 1 cm de ancho en la base, con
raices bien desarrolladas mayores a 1 cm de longitud, del tratamiento con carbon
activado. Se sacO del frasco y se lavaron las raices con agua destilada para
eliminar los restos de agar, se dejo por 24h sobre una pieza de papel y
posteriormente se plantdé en una maceta. La mezcla de sustrato consistié de
tepojal /tierra negra/ tezontle/ sphagnum/ agrolita, en proporcion 4:2:2:1:1
(Gracidas com. per), el cual se humedecio y esterilizé en autoclave a 120 °C a
presion de 1.5 Kg/cm? durante 20 minutos. Para mantener las condiciones de
humedad relativa alta, la maceta se cubrié con un domo de plastico durante un
mes, con riego 2 veces por semana. Después de un mes se retird el domo y el
riego se realizd una vez por semana. La sobrevivencia se evalué a un afio de

aclimatizado el brote.

Analisis anatémico

El objetivo de este estudio fue tratar de explicar, con apoyo de un andlisis
anatomico la diferencia en la respuesta de cada zona del tallo (parte apical y
basal) sometida a distintos y diferentes concentraciones de RCV, para lo cual se
seleccion6 una de las plantulas donadas de 7 cm de altura, crecida en
condiciones de invernadero durante 2 afios 5 meses aproximadamente a la cual
se le recortaron las espinas para que el fijador penetrara con mayor facilidad al
tallo (Fig. 8). La parte apical seccionada fue de 1 cm al igual que las dos
secciones de la parte basal. Se realizaron cortes longitudinales en el apice y en la

base cortes longitudinales y transversales.
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Figura 8. Plantula de Backebergia militaris utilizada para el analisis anatdmico. A) Plantula con
espinas. B) Plantula con espinas recortadas, a) seccion apical; b) y c) Secciones basales para
cortes longitudinales y transversales. Barra inferior=1 cm.

Procesamiento histolégico

Dado que las cactaceas poseen mucilago en mayor proporcion a la de otras
especies lo cual dificultaria la penetracion del fijador, los explantes utilizados se
sumergieron en agua y se dejaron hervir por 2 horas de acuerdo a lo sugerido por
Sandoval (com. per). De inmediato se colocaron en fijador Navashin mezcla 1:1
de la solucion A:B (Apéndice IIl) durante 48 h. Concluido el tiempo, se enjuagaron
con abundante agua y se procedi6 a la deshidratacion del material vegetal, para lo
cual se utilizé el método de alcohol butilico terciario (ABT) (Sandoval et al., 2005).
Al finalizar el tercer cambio de ABT puro, el material vegetal se colocé en una
estufa a una temperatura histologica (58-60 °C). Se marcé el volumen inicial del
ABT vy se le agreg6 paulatinamente parafina, ésta debia aumentar el volumen de
ABT al doble. En este caso tardd dos dias en aumentar el volumen sin embargo,
no se logré llegar al doble al afiadir parafina cada media hora. Al concluir la
infiltracion gradual se sustituyd la mezcla de parafina-ABT por parafina pura
fundida previamente. Se mantuvieron en parafina pura durante 24h y se

elaboraron bloques de 1 cmé.

Los cortes se realizaron en micrétomo de rotacion, donde se obtuvieron secciones
de 12 um de grosor; éstos se colocaron en bafio de flotacion a 25-30 °C,
posteriormente se montaron sobre un portaobjetos y se dejaron secar a

temperatura ambiente por 24h.
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Para la desparafinacion y rehidratacion de los tejidos, las secciones se colocaron
en una canastilla y se introdujeron a la estufa a 60°C durante 1 hora. En seguida,
se coloco la canastilla en una serie de alcoholes graduales: xileno puro, xileno-
alcohol 1:1, etanol absoluto, alcohol 96%, 70%, 50% y 30% durante 20 min cada
uno. Para la tincién se sumergieron en safranina durante 24h. Transcurridas estas
horas, se lavé la safranina con agua corriente dando de 2 a 3 enjuagues,

dejandose secar por completo.

Secas las muestras, se sometieron a un tren de deshidratacion con alcoholes
graduales 30%, 50%, 70% y 96%, por un tiempo de 3 min cada uno. Se colocaron
en verde rapido por 15 minutos, y se retiré el exceso con alcohol absoluto. En
seguida se colocaron en aceite de clavo por 10 minutos y al final se situaron en

citrosol v por 10 minutos.

Las preparaciones se montaron utilizando resina sintética y se dejaron secar en

horno (60 °C) por un periodo de 15 a 20 dias.

Una vez seca la resina, las laminillas se limpiaron con ayuda de una navaja y
alcohol 30%, sobre un algodon. Concluyendo la limpieza, las laminillas se
etiquetaron con los siguientes datos: nombre de la especie, familia, estructura,
tipo de corte, tipo de tincion, nombre del procesador y fecha de elaboracion. Las
laminillas se observaron y fotografiaron en un fotomicroscopio Carl-Zeiss-

Axioskop.

Ademas del analisis anatomico de una plantula proveniente de invernadero, se
realizaron cortes longitudinales y observaciones de brotes regenerados in vitro
para conocer su naturaleza y via de formacion. Los brotes de 5 meses de cultivo
y con un tamafio aproximado de 4mm (Fig. 23A) se sometieron al procesamiento

histol6gico descrito anteriormente.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Desinfeccién de semillas

Las semillas de B. militaris que inicialmente fueron sembradas en suelo y no
germinaron, posteriormente fueron desinfectadas para su establecimiento in vitro,
estas semillas presentaron alto porcentaje de contaminacién (85.18) por
microorganismos patdégenos después de 7 dias de iniciado el cultivo. Esto se
pudo deber a que las semillas habian sido almacenadas por varios afos sin los
cuidados necesarios para prevenir la infeccion por patdogenos, sumado a ello el
periodo de dos meses que permanecieron en suelo pudo favorecer o incrementar

la infeccion por los microorganismos.

Debido a lo anterior fue necesario retirar la testa y aplicar diferentes métodos de
desinfeccién directa al embrién expuesto siendo el tratamiento 5 (Tabla 8) el que
registré 98.75% de explantes establecidos asépticamente (Grafica 1) al emplear el
antibiético ciprofloxacina 500 mg/500 ml por 30 minutos y el fungicida benomilo

(carbamasa de metil-N-butilcarbamil-benzibenzimidazol) 1.5 g/L durante 1h.

Retirar la testa para reducir la superficie de desinfeccion y evitar los patégenos
que puedan estar presentes en esta no es una practica muy comun en cactaceas,
una razoén por la cual no se lleva a cabo con frecuencia este procedimiento es el
tamafo pequeiio de las semillas de algunas especies por ejemplo Mammillaria
theresae Cutak y M. bombycina Quehl con tamafio de 0.5 mm y 1 mm
respectivamente (Ronquillo-Vazquez; Yafez-Martinez, 2011). Sin embargo
existen investigaciones como en Lemaireocereus hollianus (Velazquez, 2011)
donde el embrion fue aislado de la semilla, no obstante se observé que la

contaminacion continuaba presente en este.
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Gréfica 1. Porcentaje de explantes de Backebergia militaris establecidos asépticamente
empleando distintos tratamientos de desinfeccion.

El cultivo de embriones implica el aislamiento de un embrion y su
germinacion in vitro, con el fin de obtener una planta viable. Esta técnica se lleva
a cabo principalmente para inducir la germinacion de semillas maduras en letargo,
superando las restricciones ocasionadas por la cubierta de la semilla o del
endospermo (Sanchez-Olate et al.,, 2004). En este caso el aislamiento de los
embriones se llevé a cabo principalmente para reducir la contaminacién presente
en la superficie de las semillas. Aunque la desinfeccidn resulté exitosa para
reducir la contaminacion y no resulté ser letal como en el caso de Abies religiosa
(Alvarez-Moctezuma et al., 2008) donde la siembra de embriones aislados
ocasiond el necrosamiento de los explantes; se presentaron desventajas en el
desarrollo de los embriones ya que no hubo crecimiento del tallo, solo el

desenvolvimiento de los cotiledones.

Para otras especies columnares como Myrtillocactus geometrizans (Gémez-
Juarez et al., 2006), Pilosocereus robinii (Quiala et al., 2009), Carnegiea gigantea
(Mier-Romero et al., 2010) y Browningia candelaris (Sanchez-Moran y Pérez-
Molphe-Balch, 2007) no fue necesario el retiro de la testa para el establecimiento
aséptico de las semillas empleando diferentes agentes desinfectantes como
hipoclorito de sodio, etanol y captan, por mencionar algunos. En Pilosocereus
robinii se obtuvo un 100% de semillas libres de contaminantes, mientras que en

Carnegiea gigantea, Browningia candelaris no se menciona el porcentaje de
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contaminacion obtenido al emplear como agentes desinfectantes etanol al 70% e
hipoclorito de sodio. Tampoco se mencionan las condiciones de almacenamiento
de las semillas lo que puede ser un factor importante para reducir o evitar la

contaminacion.
Germinacion in vitro

Los embriones aislados inicialmente presentaron una coloracion blanca (Fig. 9A),
y con el paso de los dias se tornaban de color rojizo (Fig. 9B). El criterio de
germinacion en este caso fue el estado donde los embriones se tornaron a una
coloracién verde y con desarrollo (desenvolvimiento) de los cotiledones (Fig. 9C).
Esta inici6 a los 7 dias registrandose 66% de embriones germinados y a los 15

dias se alcanz6 un 75% de embriones germinados (9 de 12 embriones

sembrados).

Figura 9. Germinacion in vitro de embriones aislados de semillas de B. militaris, sembrados en
medio sélido MS 50% adicionado con giberelinas A4 + A7 3.0 mg/L. A) Embridn aislado, resultados
a los 6 dias de iniciados los cultivos. B) Alargamiento del embrion con coloracidn rojiza, resultados
a los 8 dias después de la siembra y C) Embrién germinado con coloracion verde y cotiledones
desarrollados, resultados a los 10 dias de iniciados los cultivos. Cot= cotiledones.

Condiciones similares de germinacion fueron ensayadas en Ariocarpus fissuratus
var. fissuratus (Eng.) Shumann (Medel-Narvaez et al., 2001) donde a partir del
segundo dia se presentd la germinacién y alcanzdé un 94% para el dia 21 al
eliminar por completo la testa, propiciando un proceso de escarificacion a la
semilla.

Aun cuando las condiciones de siembra fueron diferentes para otras especies de
cactaceas como en Myrtillocactus geometrizans (Gomez-Juarez et al., 2006)

donde no se retir6 la testa de la semilla, se observé la germinacién a los 7 dias de
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incubacion; de la misma manera fue reportado para Carnegiea gigantea (Mier-
Romero et al., 2010) cuya germinacion comenzé a los 7 dias con 4% de las

semillas germinadas.

Para B. militaris no se observaron diferencias respecto a las condiciones de
siembra en fotoperiodo y oscuridad. De la Barrera y Nobel (2003) sefialan que no
es requerida la luz para promover la germinacidon en algunas cactaceas
columnares (Oreocereus trolii). Sin embargo, es evidente la falta de estudios con
este grupo de cactaceas pues en varios géneros se reportaron respuestas
fotoblasticas positivas y aun la insensibilidad a la luz dentro del mismo género
(Stenocereus). Al igual que lo reportado por Rojas-Aréchiga et al. (1997), para la
germinacion de tres especies columnares donde presentaron una respuesta
indiferente a la luz, mientras que 4 especies globosas fueron fotoblasticas
positivas, es decir que requirieron la presencia de luz para germinar y en ausencia

de ésta no germinaron.

En la presente investigacion, debido al poco material disponible se sembraron los
embriones en medio adicionado con giberelinas para garantizar la germinacion,
ya que estas sustancias regulan la germinacién y la movilizacion de reservas. La
adicion de giberelinas al medio promovio la germinacién de 75% de los embriones
al término de 2 meses. Tomando en cuenta que las semillas provenian de frutos

maduros con mas de 10 afos de almacenamiento.

Este porcentaje es parecido al de otras especies columnares donde la adicion de
giberelinas al medio en Myrtillocactus geometrizans (Gémez-Juéarez et al., 2006)
también favorecio la germinacion, fue mayor con una alta concentracion de acido
giberélico (7.5mg/L) con una germinacién del 87%. Retes-Pruneda et al. (2007)
reportaron una germinacion del 98% de Polaskia chichipe sin adicion de ninguna
giberelina. De igual forma fue lo reportado para Browningia candelaris (Sanchez-
Moran y Pérez-Molphe-Balch, 2007) donde la germinacion fue de 84% en medio
MS sin giberelinas. Sin embargo no se menciona la edad de las semillas o el

tiempo de almacenamiento antes de ser inoculadas.
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La germinacion en fotoperiodo 16h, de otra especie columnar, Escontria chiotilla,
fue de 93.7% de 600 semillas recién colectadas, inicid a los 13 dias y la ultima
semilla en germinar lo hizo a las 6 semanas; de semillas con 4 afios de

almacenamiento, so6lo germiné el 35% (3-6 semanas) (Veldzquez, 2011).

Al término de 6 meses de la germinacion de los embriones y a pesar de que
algunos desarrollaron raices (Fig. 10C), no se observé desarrollo ni crecimiento
del tallo. El desarrollo anormal de los embriones pudo deberse al enérgico
tratamiento de desinfeccion después de retirar la testa, en otros trabajos también
se atribuye la baja germinacion al empleo enérgico de agentes desinfectantes o a
la dormancia de los embriones (Santos-Diaz et al., 2003; Ronquillo-Vazquez,
2009). Algo similar fue reportado para Cephalocereus apicicephalium (Saucedo-
Gutiérrez, 2006) en donde 700 semillas fueron sembradas y solo germinaron 36,
en el cual emergio el apice de la radicula, sin embargo, solo 5 se desarrollaron en
una plantula bien diferenciada, el resto present6 una inhibicion en su desarrollo y
las plantulas no se diferenciaron en sus diferentes estructuras, sino que resultaron

en la formacién de callo.

Debido a que los embriones que germinaron no presentaron mayor desarrollo
estos se subcultivaron a medio liquido adicionado con TDZ (Tidiazurén) 3.0 mg/L.
La aplicacion de TDZ induce una gran cantidad de respuestas desde la induccién
de callo hasta la formacion de embriones somaticos, tiene la propiedad Unica de
imitar efectos tanto de auxinas como de citocininas sobre el crecimiento y la

diferenciacion de explantes cultivados in vitro (Murthy et al., 1998).

Tras un mes de incubacion en medio con TDZ todos los embriones presentaron
oxidacion severa que resulté letal (Fig. 10 D y E), lo cual llevé a la pérdida de todo
el material de semillas. A diferencia de Selenicereus megalanthus (Pelah et al.,
2002) en donde la adicion de TDZ (44.0 mg/L) al medio, utilizando la parte distal y
proximal de los cotiledones promovio el desarrollo de brotes. Mientras que en
explantes de epicétilos de Escobaria minima (Baird) D. Hunt, Mammillaria
pectinifera (Ruempler) F.A.C. Weber y Pelecyphora aselliformis Ehrenberg la
adicién de TDZ en concentraciones de 0.05 y 0.5 mg/L promovié la formacién de
brotes axilares, sin embargo estos presentaron hiperhidratacién (Giusti et al.,
2002).
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Figura 10. Embriones de B. militaris establecidos asépticamente sembrados en medio liquido con
TDZ 3.0 mg/L. A) y B) Embriones germinados con coloracion verde de cotiledones. C) Embrién
con desarrollo de raices. D) y E) Embriones con oxidacién letal al término de 1 mes en induccion
con TDZ. Barra=5 mm.

Es posible que la oxidacion se presentara debido al cambio en las condiciones del
medio, es decir se utilizé medio liquido con puentes de papel, con adicion de
citocininas (TDZ), lo que pudo provocar un estrés en el tejido que se manifesto
con la oxidacién de los embriones. A diferencia de los trabajos mencionados

anteriormente donde el medio utilizado fue medio MS sdélido.
Desinfeccion de plantulas

Contaminacion

Después de una semana de establecidos los explantes, estos presentaron baja
contaminacion excepto los apices; sin embargo después de la tercer semana se
presentdé contaminacion fungica que envolvia con un micelio de color blanco al
explante (Fig. 11). Después de un mes, todos los explantes presentaron
contaminacion (Grafica 2) y oxidacion por lo que se perdieron en su totalidad; en
hipocétilo y apice este proceso fue mas lento, sin embargo de igual forma

perecieron.
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Figura 11. Explantes de B. militaris contaminados. A) y B) Explantes apical y lateral
respectivamente con presencia de micelio blanco. C) Explante de cotiledon y D) Hipocétilo con
abundante micelio. Barra=1 cm.
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Gréfica 2. Porcentaje de contaminacion de explantes de tallo de B. militaris. Resultados al
término de 1 mes de iniciados los cultivos.

La contaminacion se redujo debido al empleo en conjunto de 2 agentes: el
fungicida y el antibiético. Es probable que los fungicidas sistémicos como el
Benomil, puedan matar a los hongos que se han presentado de manera
persistente y a distintos tiempos de los cultivos. Se debe hacer la observacion
respecto a que si bien puede resultar efectivo como fungicida, llega a ser
fitotoxico, ocasionando un retraso en el crecimiento y dafios a las plantulas,
ademas de que disminuye la fotosintesis (Garcia et al., 2003; rap-al.org). En la
presente investigacion, el enjuague de las plantulas y embriones después de
utilizar el fungicida fue necesario ya que al no realizarlo, los tejidos comenzaron a

necrosarse llegando a ser letal.
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Debido a la contaminacion excesiva en algunos explantes, se han incorporado
fungicidas y bactericidas al medio de cultivo. Por lo general estas incorporaciones
no han sido muy utiles debido a que llegan a ser muy toxicas para el explante y
los contaminantes pueden reaparecer tan pronto como los fungicidas o
bactericidas sean removidos. Varios antibioticos han demostrado no ser toxicos
para el explante, y al mismo tiempo, controlan o eliminan la contaminacion
causada por bacterias, los utilizados con mayor frecuencia son timentina,
carbenicilina (500 mg/L), cefotaxima (300 ug/L) y augmentin (250 mg/L) (Smith,
2000). En el caso de B. militaris se intent6 incorporar antibiético al medio
(ciprofloxacino o cefotaxima), sin embargo provocaron una oxidacion que resultd

letal para los explantes.

Debido a la contaminacion tan alta fue necesario emplear otros métodos de
desinfeccién (Tabla 9) para ello se emplearon mayores concentraciones y otros
desinfectantes (fungicidas Captan y benomil (2g/L) y antibiético ciprofloxacina 500
mg/500 ml) por lo cual de la misma manera fue necesario incrementar la
concentracion del adsorbente (PVP 4.0 g/L) en el medio y antioxidantes (solucién
de acido citrico y acido ascérbico 300 mg/L c/u) en los enjuagues posteriores a la
solucién de hipoclorito de sodio.

El tratamiento de desinfeccién con menor porcentaje de contaminacion fue el 9
con solo 1%, mientras que en los demas tratamientos, la contaminacion fue mayor
al 30%, y aunque se trataron de desinfectar de nuevo, los explantes se
contaminaban otra vez y ademas se oxidaban debido a los agentes
desinfectantes utilizados. El tratamiento nimero 9 consistié en cortar las espinas,
sin retirarlas totalmente ya que en ocasiones anteriores se observo que al retirar
de manera completa las espinas el tallo se oxidaba con mayor velocidad y al
término de la desinfeccion estaba oscurecido en gran medida en la zona sin
espinas.

Pérez-Molphe-Balch et al. (1998) mencionan que los explantes de plantas
provenientes de invernadero presentaron altos porcentajes de contaminacion de
30 al 60% de los cultivos por lo que menciondé que es mejor utilizar plantas
germinadas in vitro, sin embargo esto no es siempre posible ya que algunas

especies no producen semillas en grandes cantidades o son dificiles de obtener.
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Para Lemaireocereus hollianus (Velazquez, 2011) solo el 2% del material vegetal
logré6 superar el problema de contaminacion y oxidacién. A pesar de la
combinacion de tratamientos de desinfeccion con fungicidas e hipoclorito de
sodio, Ramirez- Malagon et al. (2007), reportaron que el 80% de los explantes
fallaron en el establecimiento in vitro debido a la oxidacidn, contaminacion y/o
necrosis y en promedio sélo el 20% de los explantes de las diez especies del

género Mammillaria fueron establecidos con éxito in vitro.

Lara en 2010, utiliz6 como material vegetal inicial tallos jovenes de Aporocactus
flagelliformis, presentando contaminacion del 13% y 11% de oxidacion al término
de 60 dias. Ronquillo-Vazquez (2009), reporté contaminacion de solo 2.3% tras la
desinfeccién de un ejemplar de Mammillaria theresae proveniente de invernadero
atribuyendo la baja contaminacion a que la especie presenta poca ornamentacion,

no presenta lana, tricomas y las espinas se eliminaron antes de la desinfeccion.

Oxidacion

Se registré un bajo porcentaje de oxidacion de los explantes durante la primera
semana de incubacién, sin embargo a medida que transcurrié el tiempo, el
porcentaje de oxidacién incrementé en mayor medida en hipocétilos hasta que
todos los explantes de ese tipo presentaron oxidacion severa, por el contrario el
explante que menor oxidacion present6 durante el primer mes de cultivo fue el
apice, seguido del lateral y por ultimo el cotiledén (Grafica 3). Los explantes
sembrados se mantuvieron siempre en oscuridad, ya que las enzimas
involucradas en la biosintesis y la oxidacién de fenoles se incrementan con la luz,
por lo que es conveniente mantener los explantes en la oscuridad unos dias antes

de pasarlos a una intensidad luminica baja (Sanchez-Cuevas y Salaverria, 2004).

El bajo porcentaje de oxidacién y contaminacion en los explantes apicales puede
estar asociado a la presencia de estructuras que cubren la parte apical del apice,
evitando asi el dafio provocado por los agentes desinfectantes. Las espinas son

mas abundantes en esta zona (Fig. 12A).
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Gréfica 3. Porcentaje de oxidacion de los explantes de tallo de B. militaris utilizando
diferentes métodos de desinfeccion. Resultados al término de 1 mes de iniciados los
cultivos.

Después de observar oxidacion severa (mayor al 50%) en la mayoria de los
explantes dentro del primer mes de cultivo en medio soélido, se decidié desinfectar
y sembrar nuevos explantes en medio liquido adicionado con PVP en diferentes
concentraciones con puentes de papel filtro, la adicion de PVP controla
parcialmente la oxidacion de acuerdo a lo reportado por Pérez-Molphe-Balch et al.
(1998). Saucedo-Gutiérrez (2006) reporté que el uso de 1g/L de PVP controlé de
manera significativa la oxidacién de Cephalocereus apicicephalium y cuando esta
estuvo presente no fue letal al explante. Adicionalmente Ortiz y Alcantara (1997),
mencionan que la presencia del agar en los medios de cultivo de cactaceas tiene
un efecto negativo sobre el crecimiento de las areolas, debido posiblemente a que
la presencia de este soporte dificulta el intercambio de agua y nutrientes. La
utilizacion de los puentes de papel sobre medio liquido redujo la oxidacién de los
explantes principalmente de apices y laterales al difundir las sustancias emitidas
por los explantes al medio liquido, evitando acumulacién de estas sustancias lo

gue habria ocurrido en un medio solido.

La fuerte oxidacion en explantes de B. militaris se puede deber a que presenta 7
tipos de alcaloides: backebergina, dehidroheliamina, 3,4-dimetoxi PEA,
lemaireocereina, N, N-dimetil-3,4-dimetoxi PEA, heliamina y N-metil-3,4-dimetoxi
PEA. Observaciones han demostrado que los tallos frescos de 5 especies de
Pachycereus y Backebergia se tornan de color rojo y se oscurecen rapidamente
cuando son cortados (Gibson et al., 1986). Este fendmeno se pudo observar al

colocar los explantes en medio liquido con puentes de papel filtro, donde los
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explantes producian una sustancia que tefiia el papel de color rojizo (Fig. 12).
Solo los explantes apicales y laterales presentaban este tipo de respuesta, tanto

cotiledones e hipocaétilos no emitian sustancias al medio que tifieran el papel filtro.

Figura 12. Explantes de tallo no oxidados secretando una sustancia al medio (flecha). A) Explante
de apice. B) Explante lateral. Barra=1 cm.

Respuesta morfogenética en medio solido

Después de 7 dias de iniciado el cultivo se observé organogénesis directa en un
explante lateral con formacion de raices, esta misma respuesta se presentd en
todos los explantes exceptuando el hipocétilo el cual no diferencidé ninguna
estructura (Fig. 13). Lo contrario de lo reportado por Aparecida de Oliveira et al.
(1995) donde fragmentos de hipocoétilos de plantulas germinadas in vitro de 8
semanas de edad de Cereus peruvianus generaron callo en diferentes
concentraciones de 2,4-D y kinetina. De la misma manera Shishkova et al. (2006)
reportaron para Stenocereus gummosus (Engelm.) Gibson & Horak y Ferocactus
peninsulae (F.A.C.Weber) Britton & Rose, la formacién de callo a partir de
explantes de hipocétilos provenientes de plantulas de 14 dias en diferentes
combinaciones de ANA/BA mg/L (1.0 y 5.0/ 0.2, 1.0 y 5.0). En el presente trabajo
los explantes de hipocétilo tenian mas de 3 meses de edad lo que pudo ser un
factor importante para la nula respuesta, ademas en este caso la poca respuesta
de este tipo de explante pudo ser debida a la alta oxidacion que presentaron

después de ser desinfectados.
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Figura 13. Organogénesis directa en explantes establecidos asépticamente. A) Apice con
formacién de dos raices. B) Lateral con formacién de 2 raices con tricomas y C) Cotiledén con
formacion de raices en la zona de corte. R. Raiz. Barra=1 cm.

Los apices fueron los explantes que desarrollaron raices en mayor cantidad y
frecuencia hacia la zona de corte. Ninguno de los explantes presenté cambios
evidentes en su morfologia, como aumento de volumen o cambio de coloracion.
Se pudo observar ademés que el tratamiento con mayor nimero de explantes que
formaron raices fue el control (Grafica 4), lo que nos puede indicar el fuerte
compromiso de esta especie al regenerar la estructura faltante, es decir la raiz,
para permitirle continuar como individuo y restablecer sus funciones (Gonzéalez-
Caballero, 2008) sin la necesidad de adicionar algin RCV. No todos los

tratamientos con RCV presentaron respuesta debido a la oxidacion.
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Grafica 4. Explantes de tallo de B. militaris que presentaron respuesta morfogenética. Resultados
al primer mes de iniciados los cultivos.
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Formacion de brotes por activacion de areolas en medio liquido

De los explantes cultivados (apices y laterales de tallo), provenientes del método
de desinfeccion 4 (Tabla 8), la formacion de brotes sélo ocurrié en los laterales.
La respuesta morfogenética se inici6 a partir de la activacion de areolas, las
cuales presentaron un hinchamiento al igual que lo reportado para Lophophora
williamsii (Ortiz y Alcantara, 1997), Cephalocereus senilis (Chorefio-Tapia et al.,
2002) y Neobuxbaumia tetetzo (Galvan-Torres, 2005). Esta respuesta se present6
en el tratamiento 4 (3.0 mg/L BAP) después de 38 dias de iniciados los cultivos
(Fig. 14A), a los 41 dias se observo la formacion de un brote mas a partir de la
areola de otro explante lateral de tallo en medio de induccién con 3.0 mg/L KIN
(Fig. 14B) en donde el medio utilizado fue MS 50% liquido adicionado con PVP
2.5 g/L. Al término de un afo el explante lateral cuya induccién fue con BA (3.0
mg/L) no desarroll6 més brotes debido a que el explante estaba oxidado casi en
su totalidad, mientras que el explante lateral con induccion de 3.0 mg/L de KIN

desarroll6é en total 4 brotes.

Figura 14. Brotes obtenidos a partir de areolas de explantes laterales de tallo. A) Activacién de
una areola no oxidada (BAP 3.0 mg/L). B) Se puede observar que ademas de la formacién de
brotes, se presentd la formacién de una raiz (KIN 3.0 mg/L). Resultados al término de 38-41 dias
de establecidos los cultivos. C) y D) Crecimiento y formacién de nuevos brotes al término de un
afio de cultivo.
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Es probable que los explantes apicales no formaran brotes debido a que se
encontraban bajo la influencia de las auxinas. En el caso de dafio al apice del
brote causado por el viento o por algin animal, el control de la dominancia apical
parece funcionar como un mecanismo de sobrevivencia para la planta. La
dominancia apical es el control ejercido por las porciones apicales del brote sobre

las yemas laterales (Cline, 1991).

Resultados similares han sido reportados por Machado y Prioli (1996) donde se
sembraron apices y explantes laterales de tallo de Cereus peruvianus, siendo los
laterales los Unicos que regeneraron brotes a partir de la activacion de areolas.
Para Escontria chiotilla se utilizaron tres tipos de explantes basal, medio y apical,
siendo las secciones medias las mas regenerativas, donde los brotes se formaron
a partir de la activacion de areolas (Velazquez, 2011). Chorefio-Tapia et al. (2002)
reportaron que al fraccionar una plantula de Cephalocereus senilis la mayor
proliferacion de brotes se present6 en la parte media con 38 brotes en total, 52.7
% mas que la parte basal, con 18 brotes y en la parte apical no se obtuvieron
brotes, s6lo se indujo crecimiento de callo. Pérez-Molphe-Balch et al. (2002)
utilizaron tres tipos de explantes: apicales, laterales (corte longitudinal de la
plantula sin separacion del apice) y segmentos transversales (plantulas cortadas
transversalmente sin el apice), a partir de plantulas germinadas in vitro de 3
especies columnares Carnegiea gigantea, Pachycereus pringlei (Berger) Britt &
Rose y Stenocereus thurberi (Engelm.) Buxb, obteniendo mayor nimero de brotes
en los explantes transversales. Aun la diferencia de explantes, todos los brotes se

formaron a partir de la activacion de areolas.

Las plantas regeneradas in vitro a partir de yemas axilares son consideradas con
frecuencia genéticamente estables. Esto es lo mas deseable cuando se pretende
conservar y propagar germoplasma de especies silvestres sin alterarlas
genéticamente. Por el contrario se considera a las plantulas regeneradas a partir
de cultivo de callo, genéticamente inestables ya que pueden presentar variacion

somaclonal (Machado y Prioli, 1996; De la Rosa-Carrillo et al., 2012).
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En la presente investigacion, aunque se redujo la oxidacion con el aumento de
PVP (3.0 0 4.0 g/L) en el medio, no se logré la obtencién de nuevos brotes al
sembrar explantes apicales y laterales de tallo de otras plantulas provenientes de
invernadero, posiblemente debido a que la poliamida PVP en concentraciones
adecuadas logra tejidos libres de oxidacion; pero incrementando dicha
concentracion, produce bajo niumero de regenerantes en los explantes (Gomez,
2007). De manera conjunta, es posible que la falta de respuesta en posteriores
siembras se debiera al uso de otros desinfectantes (solucion de benomil/captan),
agrimicin o cuprimicin asi como el aumento en la concentracion de hipoclorito de
sodio (de 15% a 30%), es importante mencionar que aunque la contaminacion se
redujo (a 1%) en el caso del tratamiento de desinfeccion 9, no hubo respuesta de
formacién de brotes, por lo que es necesario aplicar un criterio entre la obtencién
de mayor numero de explantes libres de contaminantes contra la formacién de

brotes.

Formacion de nuevos brotes en medio liquido

Tras la siembra de apices y bases de brotes regenerados in vitro, las respuestas
morfogenéticas se presentaron a los diez dias de induccion, en los apices se
observé desarrollo de multiples raices en la zona de corte; esta respuesta

continué durante un mes en todos los explantes (Fig. 15).

Base de br

Figura 15. Enraizamiento de los brotes separados del explante original tras 10 dias en induccion.
A) Brote separado del explante lateral con BAP 3.0 mg/L sin corte. B) Apice enraizado del brote
mas grande (1.5 cm) proveniente de un explante lateral (KIN 3.0 mg/L). C) Base del brote
disectado.

Al término de dos meses de induccién, varios explantes ya habian formado
nuevos brotes y se subcultivaron a medio solido sin RCV, observandose el

crecimiento y aun formacion de nuevos brotes en algunos explantes (Fig. 16).
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Bajo ningun tratamiento se observé la formacion de callo, lo que podria indicar

que las células mantuvieron su especializacién aun con la adicién de RCV.

Figura 16. Formacion de brotes en medio liquido (KIN 3.0 mg/L). A) Brote formado a partir de una
areola de un explante basal de brote. Barra inferior=5 mm y B) Activacion de una areola para la
formacion de un nuevo brote a partir de un brote separado proveniente del tratamiento con BA (3.0
mg/L).

Proliferacion de brotes en medio so6lido

Se decidi6 sembrar apices y bases de brote en medio solido debido a que la
respuesta de formacion de brotes en medio liquido no se presenté antes de las
ocho semanas de induccion, mientras que en medio sélido la respuesta a partir de

la activacion de areolas se presentd a las dos semanas de iniciados los cultivos.

Las tres citocininas ensayadas KIN, BA (3.0 mg/L) y metatopolina (mT) (0.5 mg/L)
dieron resultados positivos en la regeneracion de brotes (Tabla 12). Sin embargo
para poder indicar cual de ellas presenta mejores resultados es necesario realizar

un mayor numero de repeticiones.

Tabla 12. Nomero de brotes obtenidos con las tres citocininas utilizadas.

Tratamiento Numero de Numero de Brotes/explante
(mg/L) explantes brotes X+DS
KIN (3) 5 22 4.4 +2.96
BA (3) 1 3 3
mT (0.5) 1 7 7

A partir de la activaciéon de areolas tanto los explantes basales y apicales de brote
(Fig. 17) generaron nuevos brotes, a diferencia de los explantes provenientes de
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plantulas donde solo se generaron brotes en la parte lateral del tallo, lo que hace
suponer que el nivel de auxinas enddgena era bajo ya que no se observo

dominancia apical.

Otro factor que pudiera explicar la diferencia en la respuesta es la edad del
explante, ya que el apice que regenerd brotes tenia solo 7 meses de iniciados los
cultivos, mientras que los explantes apicales provenientes de plantulas de
invernadero tenian mas de 1 afio de edad. Se ha observado que la edad
fisioldégica del explante tiene gran influencia en la morfogénesis, ya que mientras
mas joven y menos diferenciado esté el tejido, mejor sera la respuesta in vitro
(Villalobos y Thorpe, 1991).

Figura 17. Formacion de brotes in vitro de B. militaris a partir de areolas (KIN 3.0 mg/L) en medio
soélido. A) Formacion de brotes a partir del explante de apice, resultados al término de 7 meses de
iniciados los cultivos. B) Brote formado a parir de una areola de la base, resultados al término de 7
meses de iniciados los cultivos. C) Resultados al término de 2 meses de iniciados los cultivos. D)
Resultados al término de 3 meses de iniciados los cultivos. Los brotes se regeneraron a partir de
las areolas, se observa también formacion de raices. Barra=2 mm.
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Para Coryphantha retusa Britton & Rose (Ruvalcaba-Ruiz et al., 2010) la mayor
proliferacion de brotes a partir de explantes laterales se obtuvo con las
concentraciones de 2.0 a 3.0 mg/L de 6-BAP y sin ANA generando de 6 a 10
brotes por explante. En Echinocactus grusonii Hildm. (Soto-Cortés, 2013) se
obtuvo la formacion de brotes en medio liquido y soélido a los 30 y 33 dias
respectivamente en medio de induccion MS+3.0 mg/L de 2iP obteniendo en
promedio 3y 1.8 brotes por explante, de manera similar en Neobuxbaumia tetetzo
el regulador de crecimiento que generd mas brotes fue 2iP (15 mg/L) obteniendo
15+1.75 brotes (Galvan-Torres, 2005).

Sanchez-Moran y Pérez-Molphe-Balch (2007) reportaron que para la obtencion de
brotes de Browningia candelaris la mejor respuesta se obtuvo con BA (0.5 mg/L),
donde se generé un promedio de 8.4 brotes por explante, sin embargo se
obtuvieron resultados superiores con metatopolina (0.5 mg/L), donde se genero
un promedio de 20.4 brotes por explante, un valor alto cuando se le compara con
otros reportados para cactus. Un promedio similar de brotes generados por
explante (22.4) se observé en Mammillaria schiedeana (Ehrenb.) con una
combinacion de BA/ANA (1.0/0.1 mg/L) después de 11 semanas de incubacion
(Soria-Campos et al., 2013).

La generacion de brotes de Pilosocereus robinii (Quiala et al., 2009) se inici6é a
partir de las 4 semanas de iniciados los cultivos y se efectué a partir de la
activacion de areolas. La concentracion que dio el mayor nimero de brotes fue de
3.0 mg/L de 6-BAP (8.9 brotes por explante a las 21 semanas de cultivo), sin
embargo recomiendan utilizar una concentracion menor (1.5 mg/L) para evitar

efectos adversos como hiperhidratacién y variacion somaclonal.

Formacién de brotes anormales

Durante la formacion de brotes en medio liquido a partir de la activacion de
areolas en explantes laterales de tallo, se observé la formacion de un brote
anormal en el medio de induccién con 3.0 mg/L de BA (Fig. 18A), éste presentaba
areolas de color marron con pocas espinas o sin ellas, otra caracteristica de este
tipo de brote es que al término de un afio de cultivo y a pesar de la separacion del

explante original y siembra en medio fresco, no presentd crecimiento, alcanzando
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un tamafio maximo de 6mm. No obstante, este brote desarrollé nuevos brotes
normales, que a diferencia de los primeros tenia abundantes espinas en las

areolas, ademas de lana (Fig. 18B).

Figura 18. Formacion de distintos tipos de brotes en explantes de B. militaris. A) Formacién de un
brote anormal a partir de una areola en un explante lateral de tallo en induccién con 3.0 mg/L BA.
B) Brote con abundantes espinas y areolas color amarillo formado a partir de una areola de un
brote. Barra=5mm.

El desarrollo de brotes anormales también se observo en la base de un brote el
cual estuvo en medio de induccion con 3.0 mg/L de KIN durante dos meses y
después fue subcultivado a medio sin RCV (Fig. 19A). Los brotes obtenidos
tenian una textura lisa, es decir no presentaron espinas ni tricomas, tenian
coloracion verde oscuro con algunas zonas rojizas sobre todo en el apice del
brote, los tubérculos estaban separados y alargados. En ese mismo explante
también se desarroll6 un brote normal con presencia de espinas en la parte apical
(Fig. 19B), el cual fue separado del explante al alcanzar una altura de 5mm. Tras
casi dos meses de incubacion y no obstante que se subcultivd a medio con PVP
4.0 g/L o carb6n activado 0.5 g/L, el explante junto con los brotes anormales se

oxidaron en su totalidad (Fig. 19C).

La presencia de este tipo de brotes diferentes se ha observado en otras especies
regeneradas in vitro como Pelecyphora aselliformis, Mammillaria pectinifera
(Giusti et al., 2002), Thelocactus bicolor (Galeotti ex Pfeiff.) Britton & Rose
(Zamora, 2007) y Echinocactus grusonii (Rodriguez, 2006; Soto-Cortés, 2013).
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Figura 19. Formacién de brotes anormales en un explante basal de brote. A) Brotes de aspecto
distinto (anormal) (3.0 mg/L KIN). Barra=2 mm. B) Presencia de un brote con aspecto normal, se
observan espinas abundantes en la parte apical. C) Brotes y explante basal con oxidacion severa
en medio con C.A. Barra=5 mm. Abreviaturas: ba= brote anormal, bn= brote normal, r= raices.

Como lo mencionan PospiSilova et al. (1999), durante el cultivo in vitro, las
plantulas crecen bajo condiciones muy especificas como alta humedad, menor
intensidad luminosa, con poco intercambio gaseoso debido a los recipientes
utilizados con el fin de prevenir la contaminacion, ademas de la adicién de
reguladores de crecimiento, lo que da por resultado la formacién de plantas de

morfologia, anatomia y fisiologia anormal.

Individualizacidn, enraizamiento de brotes y aclimatizacion de B. militaris

Los brotes separados del explante original mediante un corte, presentaron poca
oxidacion al ser sembrados en medio liquido o soélido, esto debido posiblemente
como algunos autores mencionan a que la exudacion de sustancias fendlicas es
mayormente problematico en tejidos maduros que en juveniles (Cabrera et al.,
2008). Por tal motivo ya no fue necesario complementar el medio con adsorbentes

como el PVP.

El enraizamiento de los brotes ocurri6 en las dos condiciones ensayadas. En
medio liquido con puentes de papel tras un mes en incubacién, el 50% (4 brotes
individualizados de 8 sembrados) desarrollo raices, mientras que en medio con
carbon activado el 71.42% de los brotes (5/7) generaron raices. Cabe mencionar
gue en el medio con carbén activado se desarrollaron mayor cantidad de raices

secundarias ademas de una raiz principal.
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El enraizamiento de brotes individualizados utilizando carbén activado en
cactdceas ha sido reportado en especies como Ariocarpus kotschoubeyanus
(Moebius-Goldammer et al., 2003); Thelocactus bicolor con un 45% de
enraizamiento (Zamora, 2007); Ronquillo-Vazquez (2009) reporté un 33.8% de
enraizamiento de brotes de Mammillaria theresae después de 3 meses en cultivo
en medio con carbon activado 1.0 g/L. En Echinocereus schimollii y Escontria
chiotilla se obtuvo una eficacia de enraizamiento de 72.2 y 100% respectivamente
con 2.0 mg/L de C.A. (Retes-Pruneda et al.,, 2007), este representa un alto
porcentaje de enraizamiento a comparacion de Carnegiea gigantea, Pachycereus
pringlei y Stenocereus thurberi cactus columnares que presentaron un porcentaje
de enraizamiento de 48%, 56% y 64% respectivamente al utilizar también 2.0 g/L
de C.A. sin la adicién de RCV (Pérez-Molphe-Balch et al., 2002).

La adicion de reguladores de crecimiento como AIA o AIB de acuerdo a lo
reportado por De la Rosa-Carrillo et al. (2012), provocaron la aparicion de tejido
calloso en la parte basal de muchos de los brotes de varias especies del género
Turbinicarpus, inhibiendo asi la aparicion de raices. Mientras que en otras
especies como Mammillaria herrerae, Mammillaria theresae, Polaskia chichipe y
Melocactus curvispinus la adicion de AIB (0.5 mg/L) promovi6 el enraizamiento en
mas del 50% de los brotes y 100% en Polaskia chichipe.

Después de pasar a condiciones ex vitro, las plantas necesitan algunas semanas
de aclimatizacion con una disminucion gradual de la humedad, tomando en
cuenta que la intensidad luminica es mayor en condiciones ex vitro, por lo que
esta etapa es crucial para la sobrevivencia de las plantas regeneradas in vitro
(PospiSilova et al. ,1999).

La aclimatizacion de una plantula de B. militaris en una mezcla de sustrato
(tepojal /tierra negra/ tezontle/ sphagnum/ agrolita, en proporcion 4:2:2:1:1) resulté
efectiva con la sobrevivencia de esta tras un afio en condiciones ex vitro (Fig. 20).
Como es la naturaleza misma de este tipo de plantas su crecimiento fue muy
poco, alcanzando los 3.3 cm de altura y 1.1 cm de ancho en la parte mas apical.
Se observd un engrosamiento en el tallo, con espinas mas abundantes y de

mayor tamano (Fig. 20D).
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De acuerdo a lo reportado por Pérez-Molphe-Balch et al. (2002) la sobrevivencia
en condiciones ex vitro de 3 especies columnares fue igual o mayor al 75%, sin
embargo no mencionan el tipo de sustrato utilizado. Los experimentos realizados
en Notocactus magnificus para su establecimiento ex vitro no dieron buenos
resultados ya que la sobrevivencia fue de maximo 20% al utilizar una mezcla de

composta y arena (De Medeiros et al., 2006).

Figura 20. Aclimatizaciéon de un brote de Backebergia militaris. A) Brote individualizado en medio
adicionado con carbén activado. B) Raices bien desarrolladas del brote de 3 cm. C) Plantula en
maceta cubierta con un domo de plastico. D) Plantula tras 1 afio en condiciones ex vitro. R.
Raices. Barra=1 cm.

Analisis anatémico

Los estudios de morfologia de plantulas de cactaceas son escasos al igual que
los estudios anatémicos y fisiologicos (Loza-Cornejo et al., 2003). De acuerdo a
la literatura consultada, so6lo se ha realizado un estudio anatomico para esta
especie, de la region vegetativa y el cefalio de un individuo adulto (Vazquez-
Sanchez, 2002). Por lo que el presente estudio seria el primero en describir

estructuras en un estado juvenil.
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Plantula proveniente de invernadero

El analisis anatémico se llevé a cabo para distinguir diferencias estructurales entre
la parte apical de tallo y la parte basal de éste, que pudieran explicar la respuesta
morfogenética que solo ocurrid en explantes laterales de tallo de las plantulas
provenientes de invernadero, mientras que en apices establecidos in vitro, si se

observo la formacién de brotes (Fig. 17A).

Tanto en la seccion apical como en la basal del tallo se observé la presencia de
zonas meristematicas. Los meristemos son regiones de células en division activa
gue dan lugar a células que se diferencian en nuevos tejidos de la planta (Evans
et al., 2003). Estas regiones también fueron observadas en plantulas con 30 dias
de Stenocereus queretaroensis (F.A.C.Weber ex Mathsson) Buxb., las zonas
presentaron un arreglo organizado y compacto con células relativamente

pequefias (Loza-Cornejo et al., 2003).

La diferencia entre el apice y el lateral de tallo se encontré en la cantidad y
distribucién de las células meristematicas presentes. El &pice tenia un numero
mayor y distribuidas a lo largo de la seccidn, mientras que en el lateral, las células
fueron mas escasas y abarcaban solo una pequefia zona de la areola (Fig. 21C y
22B).

Ademas de las células meristeméticas, otro tipo celular no diferenciado que se
observé fue el procambium, cuyas células son alargadas y también con ndcleos
prominentes (Fig. 20B), al igual que lo observado por Téllez-Roman (2012) en
Mammillaria plumosa F.A.C.Weber en un primordio de brote de 60 dias. La zona
del meristemo apical posee una gran cantidad de tricomas, podrian ser espinas,

lana u otros elementos de proteccién (Fig. 22A).
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Figura 21. Seccion longitudinal de la parte apical de tallo de Backebergia militaris. A) Meristemo
apical, se observan células pequefias y abundantes, ademas de elementos de conduccion tanto
longitudinales como transversales, cc. B) Detalle del meristemo apical, se observan células del
procambium, cc. C) Células con nucleos prominentes en la zona meristematica, cc. y D) Detalle
del tamafio de los nicleos en el meristemo apical respecto a las células que conforman la parte
basal del apice, cf. Abreviaturas: cc=campo claro, cf=contraste de fases, map= meristemo apical,
pc= procambium, tr=tricomas.

En la parte basal del tallo se observaron estructuras especializadas como
elementos traqueales estrechos de paredes secundarias con engrosamientos
anulares y helicoidales (Fig. 22D y E) como lo reportado en Pachycereus grandis
Rose a un mes de edad (Loza-Cornejo y Terrazas, 2011).
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Figura 22. Secciones basales de tallo de Backebergia militaris, secciones longitudinales (L) y
transversales (T). A) Areola de una costilla (T), cc. B) Areola (L), cc. C) Haces vasculares (L), cc.
D) Tejido vascular (T), cc. E) Traqueidas con elementos espiralados (T), cf. F) Camara estoméatica
y epidermis (L), cc. Abreviaturas: cc= campo claro, cf= contraste de fases, mar= meristemo
areolar, est= estele, ec= elementos de conduccién, xi= xilema, fl= floema, tr= traqueida, ce=
camara estomética, ep= epidermis, es= estoma.

Como se observa en la Fig. 22F el grosor de la epidermis es de solo una célula
por lo que se descarto la posibilidad de que la epidermis fuera la causa principal

de la poca o nula penetracion de los RCV al resto del tejido dando como

respuesta la morfogénesis.
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Aun cuando la parte apical y basal de tallo poseen regiones 0 zonas
meristematicas, con células capaces de diferenciar nuevas estructuras debido a
su bajo nivel de diferenciacion, una de las posibles explicaciones para la
respuesta morfogenética presente solo en la parte media del tallo, puede ser
atribuida a la dominancia apical. Las auxinas y citocininas tienen importantes
papeles en la regulacién de la dominancia apical. La region apical es una rica
fuente de auxinas, sin embrago pueden ser reemplazadas si el apice es retirado
(George et al., 2008).

Brotes regenerados in vitro

Las estructuras reveladas muestran conexiéon vascular entre el explante original y
los brotes regenerados (Fig. 23B), en esa zona se observan células ya
especializadas como son las traqueidas. Es importante mencionar que también se
observé acumulacién de almidon (amiloplastos) en la base del explante (Fig.
24B). El parénquima de reserva puede almacenar diversas sustancias como
almidon, proteinas, lipidos, glacidos simples, sales minerales y agua. Las
sustancias de reserva pueden estar como concreciones sélidas (proteinas o
granos de almiddn) o disueltas dentro de vacuolas o el citoplasma (Alonso-Pefia,
2011). La presencia de granulos de almidon puede estar asociada a la naturaleza
de la planta, ya que la mayor parte de su reproduccion es vegetativa, por lo que
necesita de la energia acumulada en la rama para que el nuevo brote pueda
crecer. En las secciones apicales y lateral de tallo de la plantula cultivada en
invernadero, no se observaron estas estructuras posiblemente debido a que la
etapa de desarrollo en la que se tomaron las muestras no era proliferativa, por lo
que no era necesario para la planta acumular energia de reserva para el

desarrollo de nuevos brotes.
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Figura 23. Brotes de B. militaris regenerados in vitro (Medio MS 50% sélido con KIN 3.0 mg/L)
utilizados para el ensayo de anatomia. A) Explante original (base de brote) con dos brotes
formados al término de 5 meses de cultivo. B) Seccién longitudinal de los brotes regenerados in
vitro, cc. Abreviaturas: mapb.= meristemo apical de brote, pc= procambium, esp=espina,
cc=campo claro. Barra=4mm.
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Figura 24. Secciones longitudinales de los brotes regenerados. A) Conexidn vascular entre el
explante original y un brote, cc. B) Acumulacién de almidén en la base del explante, cf. C) Detalle
de un brote, cc., x50 y D) Meristemo apical de brote, cc., x200. Abreviaturas: cc= campo claro, cf =
contraste de fases, mapb = meristemo apical de brote, am = amiloplastos, esp = espina, br =brote.
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Se pudo observar ademas que los brotes se formaron de manera directa, es decir
sin la presencia de una masa desorganizada de células (callo). No todas las
células de un explante contribuyen a la formacién de callo; los principales factores
para la estimulacién de una respuesta (organogéenesis o embriogénesis somatica
directa o indirecta) dependen de la naturaleza, concentracion y tiempo de
exposicion a los RCV empleados, estado de las fitohormonas enddgenas, la
fuente y el estado fisiologico del explante, el medio de cultivo y las condiciones de

cultivo utilizadas (Loyola-Vargas et al., 2008).

Las amenazas a la biodiversidad son numerosas, por tal motivo es necesario
realizar acciones que disminuyan o contrarresten los efectos de la pérdida de
ecosistemas y todo lo que este alberga. La aplicacién de biotecnologias como es
el cultivo in vitro es una alternativa con potencial para la conservacion de especies
amenazadas. El establecimiento aséptico del material vegetal es el factor

fundamental para el desarrollo de protocolos para la micropropagacion.

En la presente investigacion se logré el establecimiento aséptico de Backebergia
militaris lo que permitira en un futuro desarrollar un protocolo para su
micropropagacion, asi como permitir su conservacion a través del mantenimiento

del material vegetal en condiciones in vitro.
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4. CONCLUSIONES

El retiro de la testa redujo de manera considerable la contaminacion de las
semillas, permitiendo el establecimiento in vitro del 98.75% de los
embriones aislados.

Se logro el establecimiento in vitro de explantes provenientes de plantulas,
mediante el empleo de antibidético y fungicidas, presentandose
contaminacion menor al 30%.

A partir de 266 explantes laterales de tallo sembrados, GUnicamente 2 de
ellos fueron regenerantes.

Se logro la regeneracion de plantas completas mediante la activacion de
areolas, con el empleo de BA o KIN (3.0 mg/L) al término de 38 y 41 dias
de induccidn respectivamente.

El empleo de medio liquido con puentes de papel y la adicion de PVP al
medio disminuyd la oxidacion de los explantes.

Para la proliferacion de los brotes las tres citocininas ensayadas: BA, KIN
(3.0 mg/L) y mT (0.5 mg/L), resultaron efectivas sin embargo para poder
ver una diferencia significativa entre tratamientos se deben realizar mas
repeticiones.

El enraizamiento de apices de brotes o brotes completos fue mayor en
medio soélido MS al 50% con adicién de carbdn activado 0.5 g/L (71.42%),
mientras que en medio liquido con puentes de papel se obtuvo un 50% de
enraizamiento al término de 30 dias.

La aclimatizacion de una plantula de B. militaris regenerada in vitro resultd
con su sobrevivencia después de un afio en condiciones ex vitro.

Al término de 2.5 afios se obtuvieron 21 plantas y 15 brotes, con los que se
podran iniciar nuevos ciclos de proliferacién, con la ventaja de que el
material vegetal esta aséptico y no se presenta oxidacion en los explantes.
El analisis anatdmico no evidencié diferencias estructurales entre la parte
apical de tallo y la parte basal, por lo que la diferencia en la respuesta
puede ser atribuida a las concentraciones enddgenas de fitohormonas.
Para conocer el origen de formacion de brotes se necesita realizar un

analisis anatdmico adicional en etapas mas tempranas de su desarrollo.
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Figura 25. Diagrama general para la regeneracion in vitro de Backebergia militaris.
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APENDICE |

6. ANEXOS

Medio de cultivo Murashige y Skoog (1962)

gelificante

Bioxon

Componentes MS 100% MS 50%
(/L) (/L)

(NH4)NO3 1.65 0.825
Macronutrientes KNOs 1.9 0.950
MgSO4* 7H20 0.37 0.185
KH2PO4 0.17 0.085
CaClz* 2H20 0.44 0.220
MnSO4* H20 0.01689 0.00844
ZnS0O4* 7TH20 0.0086 0.0043
HsBO3 0.0062 0.0031
Micronutrientes [ k| 0.00083 |  0.000415
NazMoO4*2H20 0.00025 0.000125
CuSO4* 5H20 0.000025 [ 0.0000125
CoClz* 6H20 0.000025. | 0.0000125
FeEDTA FeSO4* 7H20 0.0278 0.0139
NazEDTA 0.0373 0.0186
Vitaminas Tiamina 0.0001 0.0001
Acido Nicotinico 0.0005 0.0005
Piridoxina * HCI 0.0005 0.0005
Inositol 0.10 0.10
Glicina 0.002 0.002
Carbohidratos Sacarosa 30 30
Gellangum 3.5 3.5
Agente Agar bacteriolégico 9 9




APENDICE Il

Nombre comercial, nombre quimico y propiedades de las sustancias utilizadas
como desinfectantes.

Nombre
comercial

Nombre
guimico

Propiedades

Cloro

Solucién de
Hipoclorito de
sodio (NaOCl)

5% de cloro libre

Posee un amplio poder bactericida,
destruye bacterias, hongos, esporas vy
virus. La actividad solvente, y las
propiedades antimicrobianas son debidas
primariamente a: a) la habilidad del
hipoclorito de sodio de oxidar e hidrolizar
las proteinas celulares, b) la liberacion de
cloro, para formar acido hipocloroso y c) a
largo plazo, su habilidad osmoética de
extraer liquidos fuera de las células
(Sanchez-Ruiz et al., 2009).

Tween 80

Tween 80

Es un detergente que rompe la tension
superficial, permitiendo que el explante
esté en mejor contacto con el quimico.

Benomil

Benlate®

Este fungicida y su principal metabolito,
carbendazim, se unen a los microtubulos
(estructura importante de todas las células)
y por eso interfieren en algunas funciones
celulares, como la division de las células y
los mecanismos de transporte
intracelulares.

Captan

Captan Ultra

El ingrediente  activo  carboxamida
reacciona con las enzimas silfhidrilicas con
produccion de tiofosgeno, sustancia toxica
para las células fangicas, e interfiere el
proceso de respiracion celular en los
hongos por lo que inhibe la germinacién de
las esporas y dificulta el crecimiento y
desarrollo micelar.

Ciprofloxacina

Ciprofloxacino

Son potentes contra las bacterias
gramnegativas aerobias mas resistentes
como Pseudomona, Acinetobacter vy
Enterobacter. Todos los microorganismos
anaerobios son resistentes (Kelley, 1993).
El mecanismo de accion involucra la
inhibicion de las enzimas girasas
(topoisomerasa) del DNA (Shoemaker et
al., 2002)
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Es activo contra la mayoria de
Enterobacteriaceae, excepto las especies

Cefotaxima Cefotaxima | de Enterobacter (Shoemaker et al., 2002).
Interfiere con la sintesis del componente
péptidoglucano de la pared celular
bacteriana (Davalos-Moscol, 1998).

APENDICE lIl

Preparacion del Fijador Navashin (Sandoval et al., 2005)

Solucion “A”

Tridxido de cromo
Acido acético glacial
Agua destilada

Solucién “B”

1g
7 mi
92 ml

Formaldehido (37-40%) 30 ml
Agua destilada

70 ml

Deben mezclarse cantidades iguales de las soluciones “A” y “B” justo antes de
usar y fijar el material.
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