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RESUMEN

Astrophytum asterias es una cactdcea endémica de Nuevo Ledn vy
Tamaulipas en México, y del sur de Texas en Estados Unidos, estd
considerada como vulnerable por la IUCN, se encuentra en el Apéndice |
de la CITES y esta listada como en peligro de extincion por la NOM-059-
SEMARNAT-2010, por la destruccion de su hdbitat, la colecta ilegal y
limitantes bioldégicas como un lento crecimiento, una lenta maduracion
sexual, una obligada xenogamia, y una baja calidad en la polinizaciéon. Por
lo cual son necesarias medidas que amortiglen el descenso de sus
poblaciones naturales; una alternativa que ha resultado efectiva en distintas
especies amenazadas, como las cactdceas, es el Cullivo de Tejidos
Vegetales. En el presente estudio fue posible establecer las condiciones
experimentales que permitieron la desinfeccion de semillas, la germinacion
in vitro y la posterior regeneracion in vitro de A. asterias. Explantes (apicales,
hipocdfilos y raices) obtenidos de 33 plantulas germinadas in vitro fueron
sembradas en frascos con medio MS (Murashige y Skoog, 1962) adicionado
con BAP/ANA 2/0.5 mg/l; KIN/JANA 2/0.5 mg/l y sin reguladores de
crecimiento vegetal (CONTROL); con 11 réplicas por tratamiento. Las
respuestas a los 12 meses de iniciada la induccion fueron: a) Formacion de
callo de color verdoso a marrdn principalmente friable, pero en ocasiones
compacto de color blanco o hialino, b) Respuesta organogénica
principalmente de tipo indirecta a través de callo friable en el caso de los
explantes dpice e hipocdtilos, pero en ocasiones directa en el caso de raices
en el fratamiento control. La presencia de RCV no fue necesaria para el
surgimiento de brotes, sin embargo al estar presentes aceleraban la
aparicion y el crecimiento de estos. La menor cantidad de brotes en
explantes de tipo apical (22 brotes) y la aparicion abundante de callo previa

a la organogénesis, sugiere que A.asterias es una especie con una alta



concentracion enddgena de auxinas. En el fratamiento CONTROL se obtuvo
el mayor nUmero de brotes con un total de 82, seguido del tratamiento
BAP/ANA con 74 brotes. El explante con una mayor cantidad de brotes
totales a través de los fres fratamientos fue el explante hipocdtilo con 101
brotes. El explante que regenerdé una mayor canfidad de brotes por
tratamiento fue el explante hipocétilo del tfratamiento control con 60 brotes
seguido del explante hipocdtilo del tratamiento BAP/ANA con 41 brotes. Los
brotes mdas consolidados se individualizaron y se subcultivaron a frascos con
medio MS a los que se les cambiaron las tapas pldsticas por peliculas
pldsticas con un fitro de 0.02 um, con el objefivo de reducir la
hiperhidratacion. Los resultados obtenidos en el presente estudio aportan all
conocimiento y permiten observar el establecimiento de un método
efectivo, pero mejorable, para la regeneracion y conservacion de A.

asterias.



INTRODUCCION

En el mundo, depende del autor y criterio usado, se consideran 17 paises
megadiversos. México forma parte de este grupo (Sarukhdn y Dirzo, 2001). Esta
diversidad fiene su origen en razones histéricas, como la complicada historia
geoldgica y biogeografica que el pais ha tenido. Incluye la enorme variedad de
ecosistemas, asi como en los procesos ecolégicos que son producto de la relaciéon
de los organismos entre si y con su ambiente fisico. En cuanto a pérdida de
biodiversidad se refiere, por ejemplo, la cobertura vegetal original del pais ha
descendido en forma alarmante a través de los anos, del 62% en 1976, al 54% en
1993y 36% en 2002 al ritmo de 1% perdido por ano (CONABIO-CONANP, 2009).

Al ser megadiverso posee gran cantidad de especies vegetales, segun CONABIO-
CONANP (2009), cuenta con el 9.56% de dicotiledéneas, 8% de monocotileddneas,
15.31% de Gimnospermas, 8.19% de Pteridofitas, 7.45% de Briofitas y el 13.5% de
especies descritas a nivel mundial; el Ultimo conteo de Villasenor (2016) enlista
23,314 especies, de las cuales, 11,600, (el 49.8%) son endémicas, es decir, sillegaran

a desaparecer de México desaparecerian del mundo (Fig. 1).

Dentro de esta diversidad, estdn las plantas de la familia Cactaceae, en la
actualidad se han descrito entre 1400-1660 especies (Anderson, 2001, Hunt, 2006 y
Ortega-Baes et al., 2010) de las cuales aproximadamente 35% (581) se encuentran
en la Red List de la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(IUCN). Asimismo 75 especies de la familia estdn en el Apéndice | de la CITES
(Convencion Internacional sobre el Comercio de Especies Amenazadas de Fauna y
Flora) debido a que sus poblaciones han descendido dramdticamente en las
Ultimas décadas a causa de presiones antropogénicas como la colecta ilegal, la
agricultura, el cambio de uso de suelo, el desarrollo urbano y amenazas naturales
como patdégenos. Los humanos han encontrado muchas formas de aprovechar a
las cactdceas, como alimento, como herramienta y como plantas de ornato lo
cual ha creado un mercado secundario y, en ocasiones ilegal, el de los
coleccionistas; esto ha generado que muchas de estas plantas sean extraidas de

su medio natural con fines comerciales, esta extracciéon indiscriminada ha llevado
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a la familia a estar en riesgo, por lo cual es importante que se haga un esfuerzo de
conservacion muy grande para proteger a este grupo de plantas (Anderson, 2001).
La inmensa demanda del sector aficionado en busca de plantas ornamentales ha
provocado que los métodos tradicionales de propagacion sean insuficientes para

safisfacer la demanda de algunas especies (Lema-Ruminska y Kulus, 2014)

Es por esto que se deben buscar alternativas, no sélo de produccion, que satisfagan
esta demanda y eviten el dano a las poblaciones naturales; avances en la
biotecnologia de plantas nos proveen de nuevas opciones para la coleccion,
multiplicacion y conservacion de corto a largo plazo de la biodiversidad vegetal,
al usar técnicas in vitro (Cruz-Cruz et al., 2013). Estas técnicas permiten lograr una
alta tasa de propagacion en condiciones asépticas. El Cultivo de Tejidos Vegetales
(CTV) es una rama de la biotecnologia que permite lograr una gran cantidad de
individuos en un tiempo relativamente corto, por lo cual es una alternativa
poderosa para la conservacion ex situ de la diversidad, asi como para suplir a la

demanda del comercio informal (George et al., 2008).

Astrophytum asterias es una cactdcea endémica de los matorrales espinosos y
submontanos de Texas (Estados Unidos), Nuevo Ledn y Tamaulipas (México), con
6,400 individuos estimados en condiciones silvestres (CONABIO-CONANP, 2009).
Estd sujeta a proteccion especial por la NOM-059-SEMARNAT-2010 (SEMARNAT,
2010), se encuentra listada en el Apéndice | de la CITES (CITES, 2017) y es
considerada como vulnerable (VU) por la lista roja IUCN (Herndndez et al., 2017),
en virtud de presiones antropogénicas como la colecta ilicita, la introduccion de
maquinaria con fines agrarios y el desarrollo urbano en zonas en donde se
distribuye, su inclusidn en esta lista prohibe por completo cualquier tipo de
comercio a nivel mundial con la especie. Aunado a esto, presenta amenazas
naturales que son tipicamente fatales para la especie, pero que el cambio en su
ambientes naturales ha agravado, que incluyen enfermedades causadas por
Phytophora infestans, infestaciones de un escarabajo cerambicido (Moneilema
armatum) y el consumo de la parte aérea por parte de herbivoros (Terry et al.,
2012).



Asimismo, es una especie de lento crecimiento, xenogamia obligada y poblaciones
fragmentadas y dispersas (USFWS, 2003). Sumado a esto, y a pesar de que es una
especie propagada intensivamente por medios fradicionales, sélo se cuenta con 3
reportes de propagacion por técnicasin vitro (Lizalde-Viramontes et al., 2003, Lema-
Ruminska y Kulus, 2012 y Mancilla, 2014). Por lo cual el objetivo de este estudio fue
establecer condiciones de cultivo que permitan dirigir y controlar el desarrollo in
vitro de células y tejidos de A. asterias para lograr la regeneracion de plantas

completas, con fines de conservacion vy, a futuro, comerciales.

En la presente investigacion se logrd la regeneracion in vitro de plantas completas,

asi como un método de propagacién de A. asterias.



ANTECEDENTES

Biodiversidad

Hay muchas formas de medir la biodiversidad, pero la mds usada y comuin es
contarlas especies en un lugar determinado o “riqueza’. Los conteos mds recientes
arrojan cerca de 1.5 millones de especies descritas, pero se estima que el nUmero
total de especies Eucariontes se encuentra entre 5y 15 millones (Dirzo y Mendoza,

2008). Por lo cual se desconocen entre 70% y 90% de los organismos.

Esta riqueza no estd distribuida uniformemente, es evidente que aumenta all
acercarse al Ecuador, esta heterogeneidad es debida a factores fisicos,
biogeogrdficos, climdticos u orograficos que incrementan la productividad del
ecosistema y un aumento en la disponibilidad de recursos en estos lugares. Lo cual
provoca que haya una “sobreexpresion” de biodiversidad en solo algunos paises
llommados Megadiversos. Parece obvio notar que la diversidad no enfrenta estas
barreras socio politicas, pero el hecho es que estas entidades existen y tienen
estructuras econdmicas, ecoldgicas, histéricas y sociales que hay que tomar en

cuenta cuando se habla de biodiversidad global (Sarukhdn y Dirzo, 2001).

Las caracteristicas para considerar a un pais Megadiverso son varias segun el
autory la forma de medir la biodiversidad que se tome en cuenta. Sarukhdn y Dirzo
(2001) estimaron que 17 paises Megadiversos (8.8% de los registrados en la ONU)
contienen entre 66%-75% de la biodiversidad mundial, esto refleja una
heterogeneidad enorme de recursos naturales, en cuanto a nUmero de especies

se refiere.
Estado actual de la Biodiversidad

El ser humano ha guardado una estrecha relacién con la diversidad, el éxito de
esta relaciéon tiene como resultado el mantenimiento o alteracion del equilibrio en
el que esta biodiversidad se encuentra. Esta relacion ha existido desde que el ser
humano comenzaba a evolucionar, e incluso le permitié desarrollarse mds rapido,

pero en muchas ocasiones ha resultado negativa para el ambiente que lo rodea.
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La extincidon de especies es un proceso natural, y ocurre, incluso sin intervencion
humana, sin embargo, se ha acelerado masivamente, las especies se estan
extinguiendo a una velocidad no vista desde el Ultimo evento de extincidn masiva
—de 100 a 1000 veces mds de lo considerado natural, al grado que algunos autores
la han llamado la “sexta gran extincion” o el “Antropoceno” (Rdckstrom et al.,
2009). Dentro de esta biodiversidad se encuentran las plantas, estas cuentan con
una enorme diversidad de formas, tamanos, fisiologias y de miles de diferentes
formas para afrontar la vida. Las estimaciones actuales en cuanto a especies
totales de plantas dependen mucho del autor, la CONABIO (Comisidn Nacional
para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad) menciona que en el mundo hay
alrededor de 292,555 especies de plantas, de las cuales solo se ha catalogado y
clasificado a 200,000, aungue el nUmero de especies totales podria ser mucho mds
elevado (CONABIO, 2014). En la actualidad la lista roja de la IUCN (Unidn
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza) en su version 2017.3 (2017),
enlista 11,674 especies de plantas en alguna categoria de riesgo, y solo 5% de las
especies descritas les ha sido analizado su riesgo de extincién, por lo cual esta
estimacion es aun corta y el nUmero real de especies amenazadas puede ser

mucho mads alto.
Biodiversidad en México

Cabe mencionar que aparte de ser un pais Megadiverso, México es un territorio
con una alta tasa de endemismos, resultante de la diversidad orogrdfica vy
ecosistémica que genera una gran cantidad de vicarianzas y de la evoluciéon o
diversificacion natural y cultural en el pais. Alrededor de unas 15,000 especies de
plantas mexicanas son endémicas, por lo cual si alguna de estas llegara a
desaparecer, se extinguiria por completo del planeta, lo cual le da al pais una gran
responsabilidad de cuidar y proteger estas especies, algo no logrado hasta ahora
(CONABIO, 2009). Es cuarto lugar mundial en especies de mamiferos, cuarto lugar
mundial en endemismos de vertebrados, segundo lugar en reptiles, cuarto en

anfibios, y quinto lugar en especies de plantas vasculares (CONABIO, 2009).

Dentro de esta enorme diversidad vegetal, la familia Cactaceae destaca por su

amplia diversidad a nivel genérico y especifico, ocupa el 5to lugar en diversidad
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de especies a nivel nacional ademds de tener una gran importancia social y
cultural para el pais (Rzedowski, 1991; Arias, 1993; Jiménez-Sierra y Fuentes, 2007;

Jiménez-Sierra, 2011).
Plantas en México

Segun datos de CONABIO (Sarukhdan et al., 2009) México se encuentra en el quinto
lugar mundial en diversidad de plantas vasculares. Con 23,313 especies descritas
segun el Ultimo conteo y una estimaciéon de entre 27,000 y 30,000 (Sarukhdn et al.,
2009; Villasenor, 2016; Fig 1). De las cuales casi la mitad (49.8%), es endémica de
nuestro pais, cifra sdlo superada, entre los paises no insulares, por Suddafrica (57.1%)

(Villasenor, 2016).

Los cinco paises con mayor diversidad de especies
de plantas vasculares (fuente: CONABIO 2006).

Mimero de especies
&=
2
=]
|

.:ll 1 1 1 1
Brasil Colombia China Indonesia México

Figura 1. Paises con mayor cantidad de especies de plantas vasculares. (Sarukhan et al., 2009, p. 24).

De estas especies, 430 se encuentran en alguna categoria de riesgo en la lista
de la IUCN, aungue la cantidad de plantas analizadas parece ser muy poca ain
(alrededor de 5%). Dada la cantidad de cobertura vegetal retirada en México ano
con ano (cerca de 0.5% por ano o 523,639 ha por ano) (Challenger y Dirzo, 2008;
IUCN, 2017), se requerird una coordinacién de gobierno-legislacion-comunidad
cientifica, para poder revertir este patrdn, de lo contrario el futuro parece ser muy

obscuro para la fitobiota mexicana.
Generalidades de la Familia Cactaceae

Presentan tallos suculentos, y en la mayoria de los casos ausencia de hojas (que

son remplazadas por espinas), meristemos laterales altamente especializados
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llamados aréolas, cuerpos suculentos con coértex amplio que permite aumentar
facilmente el volumen al absorber agua, raices tuberosas y metabolismo CAM
(Bravo-Hoallis y SGnchez-Mejorada, 1979; Anderson, 2001). Las cactdceas, exhiben
una gran diversidad de tamanos y formas de crecimiento, pueden tener desde
unos pocos centfimetros hasta algunos metros de alto, a pesar de que viven
principalmente en zonas dridas de matorral, pueden habitar en diferentes
ecosistemas como en bosques tropicales, y los hay desde los epifitos hasta gedfitos

(Anderson, 2001; Herndndez-Herndndez, 2011).

La familia comprende cerca de 124 géneros con 1427 especies (Hunt, 2006;
Ortega-Baes et al, 2010). Se reconocen 4 subfamilias: Pereskioideae,
Maihuenioideae, Opuntioidece y Cactoideae con 17, 2, 186 y 1222 especies
respectivamente (Anderson, 2001; Hunt, 2006 y Ortega-Baes et al., 2010). Esta
diversidad puede ser explicada en distintos niveles: macroevolutivo (seleccién
natural, deriva génica, mutacion y evo-devo), taxondmico y ecoldgico (Ortega-
Baes et al., 2010).

Las cactdceas son nativas y endémicas de América, salvo una excepcion,
Rhypsalis baccifera que, por dispersion, llegd a la Africa subsahariana (Anderson,
2001). Son plantas muy competitivas en ambientes ajenos y se han convertido en
verdaderas amenazas y plantas invasoras en sitios tan lejanos de su origen como
Australia, Africa o Asia (Anderson, 2001). Se reconocen tres o cuafro centros
principales de diversidad, el noreste de México, el suroeste de los Andes, el este de
Brasil y algunos autores mencionan el centro/sur de Brasil (Oldfield, 1997; Anderson,
2001; Boyle y Anderson, 2002; Ortega-Baes et al., 2010).

México es el centro mds importante de concentracion de especies y endemismo
de la familia Cactaceae a nivel mundial, con 46-66 géneros y 660-850 especies, y
un endemismo de 30% en géneros y de 78% en especies (Oldfield, 1997; Ortega-
Baes y Godinez-Alvarez, 2006; Jiménez-Sierra y Fuentes, 2007). Segun Villasefor
(2016) la familia Cactaceae ocupa el septimo lugar en cuanto a diversidad de
especies vegetales en México con 677 y cuenta con el quinto género mds diverso,

Mammillaria con 169 especies.



Importancia Econémica y Social de la familia Cactaceae

Habitantes prehistdricos de Mesoamérica exhibian ya una fuerte utilizacién de las
cactdceas, posiblemente desarrollada por sus ancestros en Aridoamérica e
influenciada por sus propias experiencias con los ambientes darido y subdridos
locales (Casas y Barbera, 2002). Los primeros registros de restos de Cactdceas, se
encontraron en cuevas de Tehuacdn, Puebla y Guild Naquitz, Oaxaca datan de
12,000.

En la actualidad su aprovechamiento se ha diversificado: se usan como
alimento, con fines domésticos, medicinales, religiosos y politicos. En México existen
evidencias fuertes de su aprovechamiento. En la barranca de Metztitldn, Hidalgo
hasta 25% son aprovechadas por los pobladores de esa regién para la obtencién
de materias primas, construccion (Marginatocereus marginatus), forraje (Opuntia
sp. y Cylindropuntia imbricata), combustible, fines alimenticios (Myrtillocactus
geometrizans y Opuntia sp.), medicinales (Myrtillocactus geometrizans), artesanales
(Opuntia sp., M. geometrizans e Isolatocereus dumortieri) y cosméticos
(Marginatocereus marginatus) (Jiménez-Sierra y Fuentes, 2007; Jiménez-Sierra,
2011).

Asimismo, la belleza y rareza de las plantas de esta familia ha provocado que
uno de sus principales usos en la actualidad, sea el ornamental. Esto ha afectado
directamente a la familia, pese a la existencia de legislaciones internacionales
(CITES), y nacionales (NOM-059-SEMARNAT-2010) en las que se prohibe el comercio
de ejemplares, partes o sus derivados colectados directamente de sus hdbitats

naturales (Barcenas, 2006).



Estado Actual de la Familia Cactaceae

De acuerdo a Goettsch et al. (2015) las 3 principales amenazas para las cactdceas,
de mayor impacto al menor, son: la conversion de tierras para agricultura y
acuacultura, la coleccion como recursos biologicos y el desarrollo con fines

comerciales y residenciales.

Se ha estimado que en el periodo de 1977-1984 se exportaron cerca de 289 mil
cactdceas en forma ilegal (Arias, 1993). Entre 1990 y 1991 la SEDUE (Secretaria de
Desarrollo Urbano y Ecologia) decomisé mds de 700 mil ejemplares de cactdceas
e incluso expulsé a nueve europeos por la extraccion ilegal de estos (Godinez-
Alvarez, 1992). Los decomisos, si bien en menor frecuencia y de menor cantidad de
ejemplares, han continuado, como es expuesto por el reporte de PROFEPA
(Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente), que asegurd en Junio del 2017
48 ejemplares de Ariocarpus kotschoubeyanus, especie incluida en el Apéndice |

del CITES, los ejemplares tenian como destino Chong Quing, China (PROFEPA, 2017).

Se estima que mas de 300 especies del Desierto Chihuahuense se comercializan
de forma estable fuera del pais, con Estados Unidos y Europa como los principales
comercializadores. Esto llama la atencion dado que las especies comercializadas
no se encuentran de forma natural en estos paises; en comparaciéon, en México
solo comercializan 91 especies, 28.6% de las comercializadas en los Estados Unidos,
a pesar de ser el pais con el mayor nUmero de especies y endemismos en el mundo.
Es decir, en los Estados Unidos se pueden encontrar en el comercio legal casi la
totalidad de las especies del desierto chihuahuense, mientras que en México solo

se pueden encontrar unas pocas (Barcenas, 2006).

La CITES es una de las iniciativas para terminar con el comercio ilegal de especies
amenazadas, regula la venta internacional de especies al incluirlas en apéndices
que confrolan el comercio de estas. CITES tiene enlistada a foda la familia
Cactaceae en el Apéndice Il (excepto Pereskia spp., Pereskiopsis spp. y Quiabentia
spp.). Esto quiere decir que todo comercio de estas especies debe incluir un
permiso de exportacién antes autorizado por una autoridad cientifica (CITES, 1983).
Adicional a esto enlista en su totalidad a los géneros Ariocarpus, Discocactus,

Pelecyphora, Strombocactus, Turbinicarpus y Uebelmannia mdas 30 especies, y 3
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subespecies (un total de 75 especies) en el Apéndice | (CITES, 2017). Lo cual indica
gue el estado de estas especies es tan critico, y sus poblaciones naturales estdn tan
mermadas, que el intercambio no académico y el comercio de estas especies estd
terminantemente prohibido a nivel mundial (CITES, 1983). A pesar de estas
regulaciones establecidas a nivel mundial, es ain comun el saqueo de sus
ambientes naturales, y en algunos paises como Argentina y México, a pesar de las
regulaciones establecidas, el intercambio de cactdceas no es regulado de forma
adecuada (Bdrcenas, 2006; Jiménez-Sierra y Fuentes, 2007; Ortega-Baes et al.,
2010).

La lista roja de la IUCN enlista a 415 especies en alguna categoria de riesgo (28%
de las especies), 139 en la categoria Vulnerable (9.4%), 177 en la categoria En
Peligro de Extincion (11.98%), 99 en la categoria En Peligro Critico (6.7%) y 2 (0.1%)
como posiblemente extintas en la naturaleza, una de las cuales, Mammillaria
glochidiata, habitaba en México (IUCN, 2016). Uno de los géneros que sufre una
mayor depredacion y reduccidon de sus poblaciones naturales es el género

Astrophytum, y en particular Astrophytum asterias.
Género Astrophytum Lemaire 1839.

Charles Lemaire describié a la primera especie del género en 1839 a través de una
planta colectada en el norte de México, que le parecia relacionada, pero distinta
a una del género Echinocactus (Anderson, 2001). El nombre del género proviene
del griego astron, que significa estrella, y phyton, que significa planta. En un inicio,
muchos colocaron alas plantas de este género, y otras, en el género Echinocactus.
Forma parte de la Subfamilia Cactoideae, y de la tribu Cacteae. En la actualidad
se reconoce a seis especies: A. asterias, A. capricorne, A. coahuilense, A. caput-

medusae, A. myriostigma y A. ornatum (Vazquez-Lobo et al., 2015) (Fig. 2).

Eiemplares del género han sido decomisados en cargamentos ilegales de
cactdceas. En 2016 se decomisaron plantas no registradas de A. capricorne y A.
myriostigma que formaban parte de un aseguramiento de una Unidad de Manejo
Ambiental (UMA) compuesta por 350 ejemplares de 186 especies de 8 familias
(PROFEPA, 2016). En 2017 se recuperaron 24 ejemplares de A. myriostigma como

parte de un operativo, los individuos fueron depositados en las instalaciones de la
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UMA *Jardin Botdnico de la Universidad Auténoma de San Luis Potosi” (PROFEPA,
2017).

No se encuentran mds reportes recientes de decomisos sobre el género, pero es

probable que el registro esté incompleto y no reflejé la situacion actual.
Descripcion Botdnica del Género Astrophytum (Lem 1839) (Fig. 2)

(Anderson, 2001; Valiente-Banuet y Godinez-Alvarez, 2002; Strong y Williamson,
2007; Becerra, 2010).

Plantas usualmente solitarias, globosas a columnares, verdes, cubiertas de finos y
blancos mechones de tricomas, llamados estigmas, pero a veces glabras, de hasta
1.5 m de altura. De 4-10 costillas bien distinguibles. Tubérculos en una especie.
Grandes aréolas, cercanas unas de ofras pero distinguibles. Espinas presentes o
ausentes. Flores nacientes del dpice de los tallos, de apertura diurng,
infundibuliformes, largas, amarillas o amarillas con bases rojas; pericarpelo con
escamas puntiagudas, obligadamente xenogdmicas. Frutos  globosos,
semicarnosos, con escamas secas y densa lana, irregularmente dehiscente; con
partes persistentes del perianto. Semillas con forma navicular, posiblemente
hidrocoras de un color café-negruzco brillante, con testa casi lisa pero doblada
hacia el hilum hundido, de mds o menos 2.5 mm de didmeftro (Fig. 4, C-E). Se

distribuye en el sur de Texas, norte y centro de México (Fig. 5).
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Figura 2. Ejemplares adultos y en habitat natural de todos los miembros del género Astrophytum.
A) A.asterias. B) A. caput-medusae. C) A. capricorne. D) A. coahuilense. E) A. myriostigma. F) A.
ornatum. A: Matt Buckingham. B: Desconocido. Cy D: Manuel Nevdérez. E: Pedro Najera. F: Alejandro
Gaona. A-F: Obtenidas en: https://www.naturalista.mx/observations.
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Clasificacion taxonémica de Astrophytum asterias (Zucc.) Lem.
(Anderson, 2001; USFWS, 2003; CONABIO-CONANP, 2009.)

Fue colectado por primera vez en Tamaulipas, México, en 1843 y nombrado
Echinocactus asterias Zuccarini en 1843.

Reino: Plantae
Phyllum: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Caryophyllales
Familia: Cactaceae
Subfamilia: Cactoideae
Tribu: Cacteae

Geénero: Asfrophytum

Especie: Astrophytum asterias (Zucc.) Lem.

Figura 3. Ejemplar de Astrophytum asterias con flores en antesis, creciendo en su habitat natural.
Tomada de https://www.naturalista.mx/observations. Crédito: Matt Buckingham.
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Descripcion Botdnica de Astrophytum asterias

(Anderson, 2001; Martinez-Avalos et al., 2004; Strong y Wiliamson, 2007; Blair y
Williamson, 2008; CONANP-CONABIO, 2009; Janssen ef al., 2010, USFWS, 2003 y 2013)

Plantas globosas deprimidas, que apenas sobresalen del nivel del piso, 2-7 cm de
altura, 6-15 cm de didmetro, verdes en temporada de lluvias, grisdceas en época
de secas, con numerosos estigmas, mechones de tricomas, llamados estigmas.
Ocho costillas muy bajas, aplanadas, separadas por surcos agudos. Aréolas
prominentes, circulares de 5-10 mm de didmetro. Espinas ausentes. Flores amarillas,
de 2-4 cm de largo, 3-5 cm de didmetro (Figs. 3 y 4). Frutos no dehiscentes, tardan
de 10-21 dias en madurar, nUmero de semillas entre 30-120 por fruto, el cual se
desintegra al madurar dejando expuestas las semillas (Fig. 4). Es polinizada
principalmente por abejas y se ha encontrado que Diadasia rinconis es su mejor
polinizador; Macrotera lobata, Ashmeadiella maxima y, A. meliloti  son otros
visitantes frecuentes. Es una planta que tfiene un crecimiento lento en su estado
silvestre (0.85-3.65mm por ano), una maduracién sexual relativamente tardia
(alrededor de los 5 anos), autoincompatibilidad, pocos individuos y poblaciones
separadas la una con la ofra, por lo cual experimenta limitaciones reproductivas
importantes en su ecosistema natural en funcién de la disponibilidad o eficacia de

los polinizadores.
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Figura 4. A) Matorral Tamaulipeco, ecosistema en donde habita A.asterias. B) Fruto maduro de
A.asterias, barra =5 mm. C) Semilla madura de A.asterias, barra=1mm. D) Microfotografia de semilla
de A.asterias. E) Acercamiento a la testa de una semilla madura de A.asterias; se observa un arreglo
isomorfolégico con pentagonos y hexagonos limitados por los relieves marginales de las células
seminales. F) Planta madura en habitat. G) Planta en habitat con flor en antesis. H) Planta de una
coleccidn personal en antesis. A: http://www.nl.gob.mx/servicios/areas-naturales-protegidas. B, C
y H: Alejandro Gaona. D y E: (Barthlott y Hunt, 2000, p. 115). F: Dalton Neuharth en
naturalista.mx/taxa/135434-Astrophytum-asterias/browse photos. G: (Martinez-Avalos et al.,
2007, p. 254).
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Distribucion de Astrophytum asterias

A. asterias crece en los pastizales y matorrales espinosos del sur de Texas,
Tamaulipas y Nuevo Ledn, México, se encuentra en arcillas granuladas en las
formaciones de Catahoula y Frio en los Estados Unidos y en suelos calizos de origen

Cenozoico y Mesozoico en Tamaulipas, México (USFWS, 2013) (Fig. 5).

Willacy
Hidalgo

Cameron

|

REYHOSS R 1

PASO MATAMORDS:

Distribucidn de

Distribucion de A.asterias
Areas Nacionales Protegidas
Estados Unidos de América
Ciudades

Figura 5. Distribucion geografica de A. asterias. Mapa realizado en Mapa digital de México 6.0 por
Alejandro Gaona con datos de http://www.conabio.gob.mx/informacion/gis/.
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Estado actual de Astrophytum asterias

El rango geogrdfico de A. asterias incluia las localidades de Hidalgo, Starr, Zapata
y Cameron en el Sur de Texas y los estados de Nuevo Ledn y Tamaulipas en México.

Desaparecieron de Linares en Nuevo Ledn debido ala colectailegal (USFWS, 2003).

Damude y Pool (1990) realizaron el primer reporte sobre el estado de la especie,
poniendo en evidencia nUmeros poblacionales en descenso y amenazas
antropogénicas hacia sus poblaciones naturales, fue enlistada federalmente por
los Estados Unidos como en peligro de extincion desde el 18 de octubre de 1993.
En 2003 la US Fish & Wildlife Service (USFWS), tomando en cuenta el estado grave
de las poblaciones silvestres, propuso un plan de recuperacion que proponia
reclasificar a la especie como amenczada a través de la proteccidon de
poblaciones naturales y/o reintroducidas en su hdbitat natural y en colecciones ex

situ como bancos de semillas o jardines botdanicos (USFWS, 2003).

Debido a esto, diversas organizaciones internacionales enlistan a A. asterias
como amenazada. CITES la coloca en el Apéndice I; la IUCN la coloca en su lista
roja como Vulnerable, categoria exclusiva de especies que estdn en peligro de
extincion en estado silvestre debido a que sus poblaciones han experimentado una
reduccion de entre 30% a 50% en los Ultimos 10 anos, una extension de presencia
estimada menor a 20,000 km?y de ocupaciéon estimada en menos de 2,000 km2, un
tamano estimado de la poblacidon menor a 10,000 individuos maduros y una
probabilidad de extincion estimada de al menos, 10% en los proximos 10 anos
(IUCN, 2012). Asimismo, México, a través de la NOM-059-SEMARNAT-2010, la coloca
en la categoria de “en peligro de extincion (P)" que se refiere a “aquellas especies
cuyas dreas de distribucion o tamano de sus poblaciones en el territorio nacional
han disminuido drdsticamente poniendo en riesgo su viabilidad bioldgica en todo
su hdbitat natural, debido a factores tales como la destruccion o modificacion
drdstica del hdbitat, aprovechamiento no sustentable, enfermedades o
depredacion, entre ofros” (SEMARNAT, 2010).

Actualmente se conocen 33 sitios en donde se encuentra la especie, 24 en Starr
County, Texas; siete sitios en Tamaulipas y dos en Nuevo Ledn (USFWS, 2003 y 2013).

Martinez-Avalos et al. (2004) realizaron un censo y reportaron 717 individuos en el
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estado de Nuevo Ledn y 561 individuos en Tamaulipas, para un total de 1,278, con
poblaciones de tamanos muy diferentes, de 10 a 704 individuos de 3.9 cm a 9.2cm
de didmetro y con una superficie total de 37,500m?2, es decir menos de 1% del
territorio nacional. Este conteo, aunado al readlizado mediante el plan de
recuperacion de la especie hecha por la USFWS (United States Fish and Wildlife
Service) en 2013, que enlista 5,125 individuos en Texas, da como resultado un total
de 6,403 individuos.

Es importante mencionar que 100% de las plantas se encuentran en tierras
privadas y solamente 9 de los 24 duenos de |os sitios ubicados en los Estados Unidos
tienen un acuerdo de conservacion, por lo que el futuro de estas poblaciones es
incierto (Martinez-Avalos et al., 2004; USFWS, 2013 y 2013). En México, a pesar de
tener un nUmero mucho menor de plantas, no se tiene ningun plan de
recuperacion de las poblaciones naturales, o acuerdo de conservacion con los

duenos de las fierras en donde se encuentra la especie.

Martinez-Avalos et al., (2004) reportaron que debido a que las poblaciones
siguen siendo escasas, a que estdn formadas por pocos individuos, que son de
distribucidn restringida y por ser una especie muy solicitada por los coleccionistas
debe seguirse considerando en la categoria de “en peligro de extinciéon” vy

permanecer en el Apéndice | de CITES.

Ya que es una cactdcea de alto valor ornamental, la colecta ilegal ha afectado
en gran medida a sus nuUmeros poblacionales. Se reporta su culfivo desde 1930 y
Clover (1932) describié su venta desde 1932. Se tienen registros de decomisos de
cargamentos de hasta 400 ejemplares (USFWS, 2003). También pueden llegar a ser
removidas por una confusidon con el peyote (Lophophora williamsii), planta usada
en ceremonias religiosas por algunas culturas nativas, debido a que comparten

algunas zonas de distribucion (Kilman, 2005).

Como parte del programa de manejo de la especie en los Estados Unidos, se
han hecho algunos esfuerzos piloto de reintfroduccién mediante el plantado vy
sembrado, en su ambiente natural, de semillas, individuos jévenes en
primavera/verano y se obtuvo solamente 4% de germinacion y 31% de

supervivencia (Birnbaum et al., 2011). Es propagada intensamente de forma
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tradicional por aficionados, y en el sector comercial, las plantas tienen valores de
$50-$100 por una planta de 4 cm de didmetro y aproximadamente 4-5 anos de

edad (Jair Colin y Tienda Tigridia, Com. Pers.).

Es por esto que son urgentes nuevas medidas para la conservacion tanto in situ
como ex situ de las especies. Y es en este punto, la conservacion ex situ, que es

posible y recomendable hacer uso del Cultivo de Tejidos Vegetales.
Cultivo de Tejidos Vegetales

El Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV) es una rama de la biotecnologia, que hace
posible propagar una gran cantidad de plantas a partir de pequenas fracciones
de tejido que pueden provenir de cualquier parte vegetativa de la planta, nos
permite obtener plantas idénticas a la planta madre, en un corto tiempo v libres de
patdgenos en medios nutritivos bajo condiciones ambientales controladas
(George et al., 2008; Gonzdlez et al., 2012). Estd basado en el principio de
totipotencialidad celular propuesto por Gottlieb Haberlandt en su cldsico trabajo
"Culturversuche mit isolierten Pflanzenzellen" (Haberlandt, 2003), donde sentd las
bases del cultivo de células vegetales, y de cémo usar el principio de
totipotencialidad para estudiar principios fisioldgicos y morfoldgicos de las plantas
(Krikorian y Berquam, 2003). También incluye técnicas y métodos usados en la
investigacion en multiples  disciplinas —como la transformacion en biologia
molecular, la obtencidn de metabolitos secundarios o estudios fisioldgicos en
plantas-, y tiene muchas aplicaciones prdcticas como en la propagacién de
plantas para aprovechamiento humano, ya sea para consumo directo o a través

de la industria (Bhojwaniy Razdan, 1996; George et al., 2008; Gonzdlez et al., 2012).
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EI CTV comprende un proceso de 5 etapas (George y Sherrington, 1984; George
et al., 2008; Kane, 2011; Gonzdlez, 2012; Bhojwani y Dantu, 2013) (Fig. 6):

Etapa 0: Seleccion y preparacion de las plantas madre y explante(s).

(Debergh y Maene, 1981; Preil, 2003; George et al., 2008; Kane, 2011; Gonzdlez,
2012; Bhojwaniy Dantu, 2013)

Antes de comenzar la propagacion se debe prestar atencion al proceso de
seleccion de la planta madre. La calidad del explante y de la subsecuente
respuesta in vitro estd significativamente influenciada por el estado fitosanitario,
fisiologico y el genotipo de la planta donadora. En esta etapa se seleccionan las
plantas madres de las cuales provendrd el explante, estas deberdn encontrarse en
el mejor estado posible (libres de enfermedades y con el minimo dano posible) para
que asi sea posible lograr el éxito del proceso. En el caso de ser semillas en esta
etapa se separan las que se encuentren en buena condicidén anatémica, y de ser
posible se analiza su viabilidad con el fratamiento de cloruro de frifenil tetrazolio; sin
embargo habrd que considerar la cantidad de material con el que se cuente
debido a que no es posible recuperar el material después de esta prueba.
Asimismo es de suma importancia tener plenamente identificadas a las plantas a

nivel de especie, variedad o incluso cultivar.
Etapa I: Establecimiento aséptico e iniciacion de cultivos

(Debergh y Maene, 1981; Preil, 2003; George et al., 2008; Kane, 2011; Gonzdlez,
2012; Bhojwani y Dantu, 2013)

El objetivo de esta etapa es lograr la reproducibiidad al establecer
asépticamente cultivos de la planta a propagar usando explantes viables. En esta
etapa se elige el explante a inducir (semilla, hoja, tallo, raiz, etc.), asi como el
método de desinfeccién a utilizar, para lograr un estado aséptico de los cultivos. La
eleccion del explante dependerd de la via de regeneracién a inducir, del objetivo
del estudio y de la especie a propagar. Los explantes mds comUnmente usados son
secciones apicales o nodales con, al menos, una yema axilar. Por otro lado cuando
el objetivo es la generacién de novo de brotes o embriones somdticos, se pueden

usar explantes de tallos, raices, hojas o nucela. Es un paso importante porque
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infroduce el componente aséptico al proceso, por lo cual se trabaja en una
campana de flujo laminar, con un mechero en un drea totalmente aséptica. El
éxito del resto del proceso depende, en gran parte, de esta etapa y su eficiencia
es dependiente de la correcta eleccion del fipo de explante, la adecuada
transferencia aséptica al medio de cultivo, de métodos adecuados de
esterilizacion y de prevenir reacciones de estrés en el material usado, como lo
pueden ser la oxidacion o la necrosis de los tejidos. Esta etapa se considerard
satisfactoria si un adecuado nUmero de plantas ha sobrevivido sin contaminacién

y s&€ mantiene en crecimiento.
Etapa lI: Proliferacion de Propdgulos

(Debergh, 1981; Preil, 2003; George et al., 2008; Kane, 2011; Gonzdlez, 2012;
Bhojwani y Dantu, 2013)

El objetivo de esta etapa es lograr nuevos crecimientos en la planta o
propdgulos, que sean capaces de generar nuevas plantas. El suceso de un
protocolo de propagacién es ampliamente dependiente de la eficacia de esta
etapa. Generalmente se inicia con la induccidbn mediante reguladores de
crecimiento vegetal (RCV) como auxinas y/o citocininas; al elegir el o los RCV vy su
concentraciéon, es importante considerar la posibilidad de efectos adversos que
puedan tener en la sobrevivencia y enraizamiento de los brotes. Por ejemplo el uso
de BAP (6-Bencilaminopurina) ha demostrado reducir los porcentajes de
sobrevivencia en la Etapa IV, debido a su efecto supresor en el crecimiento

radicular.

Los explantes pueden seguir fres vias (morfogenéticas) diferentes de

regeneracion:

1) Organogénesis (Tabla. 1)

2) Embriogénesis somdatica (Tabla. 3)

3) Activacion de yemas preformadas (Tablas. 1, 2y 3)

Los nuevos brotes se deben subcultivar periédicamente para proporcionarles

medio nuevo y estimular su crecimiento. Los cultivos en esta etapa son
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rutinariamente  subdivididos en agrupaciones mds pequenas, brotes
individualizados o segmentos nodales que sirvan para proliferaciones posteriores.
Se espera que en cada subcultivo el nUmero de brotes aumente de manera
exponencial (Debergh y Maene, 1981; Preil, 2003; George et al., 2008; Kane, 2011;
Gonzdlez, 2012; Bhojwani y Dantu, 2013).

Etapa lll: Elongacién y Enraizamiento

(Debergh y Maene, 1981; Preil, 2003; George et al., 2008; Kane, 2011; Gonzdlez,
2012; Bhojwaniy Dantu, 2013)

Esta etapa puede involucrar: (1) Elongacion de brotes previa al enraizamiento,
(2) Enraizamiento de brotes individuales o agrupaciones de estos o (3) Preparacion
de cultivos para incrementar la supervivencia ex vitro. Tallos formados a través de
organogénesis directa o indirecta, o de la activacion de yemas preformadas
requieren un paso adicional de enraizamiento o elongacién para poder completar
la formacion de plantas completas; estas ain no son capaces de soportar su
crecimiento en suelo, por lo cual en esta etapa se toman los pasos necesarios para
que las plantas puedan realizar fotosintesis por si mismas y sin ninguna fuente
exdgena de carbohidratos. Los brotes obtenidos como resultado de la seleccion,
el establecimiento y la induccion de las etapas anteriores se deben individualizar,
elongary enraizar para lograr pldntulas y facilitar su establecimiento en el medio ex
vitro. En el caso de que la via de regeneraciéon lograda haya sido la embriogénesis
somdtica, es en esta etapa en donde se lleva a cabo la germinacion de los

embriones somdaticos.

Se utilizan medios libres de RCV o con bajas concentraciones de citocininas para
permitir la formacién de raices y la elongacion de los brotes; también se pueden
usar medios con auxinas para facilitar el enraizamiento. Esta etapa es intensiva y
representa 70% del precio total de una planta micropropagada, por lo cual se

deben buscar porcentajes altos de enraizamiento, de ser posible mayores a 95%.
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Etapa IV: Trasplante y Aclimatizacion

(Debergh y Maene, 1981; Preil, 2003; George et al., 2008; Kane, 2011; Gonzdlez,
2012; Bhojwaniy Dantu, 2013)

El éxito final de un protocolo depende de poder lograr la aclimatizaciéon del
material obtenido, por lo cual, lograr la aclimatizacion es el méximo objetivo de un
protocolo de propagacion mediante CTV enfocado en la conservacion ex situ. Ya
que es en esta etapa en la que se logran plantas completas y adaptadas al medio
ex vitro. Sin embargo, no es facil de lograr ya que las plantas que se encuentran en
cultivo in vitro estdn en un medio rico en nutrientes, en un ambiente con humedad
alta, expuestas a luz artfificial, con la temperatura controlada y pobre infercambio
gaseoso. Este ambiente provoca en las plantas una serie de trastornos anatémicos,
fisiologicos, morfoldgicos y citoldgicos -como una condicidén heterotréfica, pobre
formaciéon de cuticula, poca cera, estomas anormalmente grandes y abiertos todo
el tiempo, pobre conexidn vascular entre tallos y raices, poca diferenciacion del
tejido mesofilo y cloroplastos pobremente desarrollados y con poca clorofila- que
generan una pérdida excesiva de agua ex vitro, por lo cual esta adaptacion no es
facil. Debido a esto se recomienda llevar este proceso de forma gradual, de no ser
asi esta etapa puede resultar en una gran pérdida del material obtenido en pasos
anteriores, para poderle permitir a la planta una aclimatizacién gradual que no

provoque condiciones de estrés.
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Figura 6. Diferentes etapas del Cultivo de Tejidos Vegetales. (Tomado de Kane, 2011, p. 183).

Nursery

Transfer to natural environment

Organogénesis

Es la formacién de organos adventicios como tallos, hojas o raices que, en
respuesta a un estimulo hormonal, conlleva una serie de pasos (Gonzdlez, 2012;
Bhojwani y Dantu, 2013):

-Lograr competencia en las células para que puedan responder a los

tfratamientos con RCV.

-Inducir a las células competentes a formar un érgano especifico, una vez
inducidas las células se vuelven irreversiblemente comprometidas a formar el

érgano incluso si el tratamiento con RCV es retirado.

A los tejidos capaces de producir una nueva estructura se les llama
organogénicos, debido a que es posible generar de novo tallos (caulogénesis) y
raices (rizogénesis) con ellos; la formacion de hojas in vifro generalmente conlleva
la presencia de meristemos laterales, aunque a veces estas hojas aparecen sin una

aparente formacion de tallo, por lo cual hay opiniones divididas acerca de si estas
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hojas surgieron de novo o son el resultado de un meristemo lateral que fallé al surgir
(George et al., 2008).

-Organogénesis Directa

Es el fipo de organogénesis que implica el surgimiento de érganos adventicios
directamente de los tejidos del explante, es decir, sin pasar por una etapa
infermedia de callo (George et al., 2008). Este tipo de organogénesis depende
directamente del genotipo de la planta madre y de |la naturaleza del explante
inicial (Kane, 2011) (Tabla 1).

-Organogénesis Indirecta

La organogénesis indirecta, no meristemdatica o adventicia es la formacion de
novo de érganos a partir de tejidos ya diferenciados (Geneve, 2011). El callo es una
masa irregular de células parenquimatosas con loci (sitios) meristemdaticos, que no
cuenta con una estructura organizada pero comiunmente muestra diferenciacion
celular, en su mayoria elementos traqueidales y estd conformado por diferentes
tipos celulares (Bhojwani y Dantu, 2013). Esta heterogeneidad es derivada del/los
explantes multicelulares usados para formarlo y/o inducida por las condiciones del
cultivo. El callo derivado de un mismo explante puede mostrar una gran variacion
en color, textura, cantidad de agua, densidad celular, y potencial guimiosintético
y/o morfogenético (Bhojwani y Dantu, 2013). La organogénesis Indirecta se refiere
a la formacién de callo antes de la aparicidén de los nuevos érganos. Debido a la
frecuente y periddica propagacién del callo es un riesgo probable que los brotes
resultantes sean diferentes genéticamente a la planta madre, debido ala variacién
somaclonal (variacidn genética); aunque esto depende directamente del
explante empleado y de si este es 0 no, estable genéticamente (George et al.,
2008) (Tabla 1).

-Embriogénesis somdatica

La embriogénesis somatica es un proceso mediante el cual células somaticas se
diferencian en embriones somdticos, estos se parecen morfolégicamente a los
embriones cigdticos, son bipolares y cuentan con érganos tipicos de un embridon

cigdtico (George et al, 2008). La embriogénesis somdtica es una via de
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micropropagacion que, potencialmente y desde un punto de vista utilitario, da
como resultado la tasa mds alta de multiplicacion. Esta via demuestra el principio
de totipotencialidad celular, ya que una sola célula se diferencia para formar un
embrion somdatico (no es resultado de la unidon de gametos), a diferencia de la
organogénesis en la que grupos de células pueden intervenir en la formacién del
brote (Lema-Ruminska y Kulus, 2014). Los embriones somdticos son muy parecidos
morfoldgicamente a embriones cigdticos formados en semillas, difieren, sin
embargo, genéticamente ya que los embriones somdticos son clones
genéticamente idénticos a la planta madre (Lema-Ruminska y Kulus, 2014). Y dado

que son estructuras bipolares, no es necesario el proceso de enraizamiento (Tablas
1y2).

Medios de Cultivo

El medio de cultivo tiene una importancia muy grande en el CTV debido a que los
tejidos y érganos vegetales usados son cultivados en un medio artificial, que debe
suplir los nutrimentos necesarios para el crecimiento. Por lo cual el éxito del CTV
como vehiculo de propagaciéon es altamente influenciado por el genotipo del
material, las condiciones establecidas y la composicion del medio de cultivo, este
Ultimo es el mas facil de manipular (George et al., 2008; Bhojwani y Dantu, 2013). La
composicion del medio es variable pero normalmente incluye elementos
inorgdnicos en abundantes cantidades o Macronutrientes (N, K, Ca, P, Mgy S), en
cantidades traza o Micronutrientes (Fe, Ni, Cl, Mn, Zn, B, Cu y Mo), compuestos
orgdnicos (Vitaminas-aminodcidos), una fuente de carbono (Fructosa, Sacarosa),
un gelificante (agar, agarosa, Gellan gum, Gel-rite) y RCV (Auxinas, Citocininas)
(George et al., 2008; Bhojwani y Dantu, 2013).

-Medio Murashige y Skoog (MS) (1962)

Es el medio mds comUnmente usado en CTV cuando el objetivo es la regeneracion.
Fue formulado para el crecimiento 6ptimo de callo de tabaco, su desarrollo
involucrd varias curvas de crecimiento a diferentes concentraciones de minerales
esenciales. Es un medio alto en Cloro y Molibdeno, y bajo en Cobre, Calcio, Fésforo
y Magnesio, en comparacién a las cantidades encontradas en tallos de plantas

consideradas como suficientes para un adecuado crecimiento (Murashige y
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Skoog, 1962; George et al., 2008). Es un medio con alto contenido en sales de
Potasio y Nitrégeno, por lo cual provee de una alta tasa de crecimiento, una mejor
respuesta a factores orgdnicos y una minima interferencia entre los componentes
orgdnicos e inorgdnicos, por lo cual se considera adecuado para muchas especies

y aplicaciones (Murashige y Skoog, 1962; Beyl, 2011).
Reguladores de Crecimiento Vegetal

Los RCV son moléculas orgdnicas que regulan el crecimiento y desarrollo, son
cruciales para el ciclo de vida de cualquier planta, los mutantes sin auxinas o
citocininas no han sido encontrados, sugiriendo que su ausencia es letal (Taiz y
Zeiger, 2010; Beyl, 2011). En el CTV son principalmente usadas auxinas y citocininas
(George et al., 2008). La cantidad y proporcidon de auxinas/citocininas, permiten
dirigir las respuestas morfogenéticas -raices, tallos, callo- deseadas en las células
(Taiz y Zeiger, 2010; Beyl, 2011).

-Auxinas

Su nombre proviene del griego auxein que significa alargar, crecer (George et
al., 2008). Las caracteriza el tener un anillo aromdatico separado de un grupo
carboxilo (Fig. 7) y son sintetizadas principalmente en los meristemos, hojas jovenes
y frutos/semillas (Taiz'y Zeiger, 2010; Beyl, 2011). La auxina natural més cominmente
detectada en plantas es AIA (dcido indol-3-acético), aunque también se han
enconfrado 4-cloro-AlA y AIB (acido indol-3-butirico) (George et al., 2008). Son
responsables de la division y elongacion celular y de entrenudos, promueven, en
combinacion con citocininas, el crecimiento de callo, suspensiones celulares y
érganos, y también regulan la respuesta morfogenética (George et al., 2008;
Bhojwani y Dantu, 2013). Las auxinas sintéticas mdas usadas son ANA (dcido ao-
naftalenacético) y AIB (fambién encontrada naturalmente), y auxinas fuertes como
el 2,4-D (&cido 2,4-diclorofenoxiacético), dicamba y picloram (Bhojwani y Dantu,
2013). ANA es un RCV usado principalmente cuando se requiere de promover la
morfogénesis, asi como en el cultivo de tallos; al ser una auxina sintética es muy
estable por lo cual permanece latente en el medio de cultivo (George et al., 2008).
Son usadas en un gran intervalo de concentraciones, desde 0.1 mg/l hasta 26 mg/I

(Tabla 1).
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Figura 7. Estructura de la auxina ANA. (George et al., 2008, p. 180).

-Citocininas

En la naturaleza promueven la division celular, el retraso de la senescencia,
desarrollo de cloroplastos, desarrollo vascular, intervienen en la modificacién de la
dominancia apical y la diferenciacién del tallo (George et al., 2008; Beyl, 2011;
Bhojwani y Dantu, 2013). Las citocininas naturales, como la trans-zeatina, la 2iP (2-
isopenteniladenina), y la dihidrozeatina, son moléculas derivadas de la adenina Né
sustituidas en el anillo purinico y se encuentran en las plantas como nucledsidos o
nucledtidos, son sintetizadas en las raices, aunque se ha visto que tejidos jbvenes

son capaces de sintetizar citocininas (George et al., 2008; Bhojwani y Dantu, 2013).

Las sintéticas como el TDZ (tidiazuron) o la difenilurea son derivadas de la
fenilurea, se usan en CTV para mitigar la dominancia apical, disparar la division
celular y para inducir la diferenciacion de brotes adventicios (en sinergia con
auxinas) desde callo y érganos, asi como para inducir el desarrollo de yemas
preformadas (Bhojwani y Dantu, 2013). Las citocininas mds comUnmente usadas
son la Kinetina (KIN, Né-furfuriladenina), BAP, 2iP, Zeatina (6-[4-hidroxi-3-metil but-2-
enilamino]-purina) y TDZ (George et al., 2008; Bhojwani y Dantu, 2013). La citocinina
mds eficiente y mds usada en CTV es BAP, usada en el rango 1-10uM/0.1-2 mg/I,
seguida de KIN usada en el mismo rango (Beyl, 2011) (Tabla 1 y Fig. 8). Estas han
probado ser eficientes al estimular proliferacién de brotes y formacion de callo en

especies lenosas y herbdceas (Beyl, 2011).
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Figura 8. Estructura de las citocininas Kinetina y BAP. (Beyl, 2011, p. 38).

Aclimatizacion

Las condiciones fisicas tipicas de propagacion como son una alta humedad,
iluminacioén no adecuada, niveles bajos de CO2, altos niveles de carbono en el
medio y la presencia de RCV generan que plantas obtenidas mediante el CTV
tengan varias deficiencias anatdmicas, fisioldgicas y morfoldégicas que impiden su
correcta transicion al medio ex vitro (Laforge et al., 1991; Kane, 2011; Osdrio et al.,
2012). Sin embargo es necesario mencionar que las estructuras con estas
deficiencias tfambién pueden servir como reservorio de nutrientes para las nuevas
estructuras, por lo cual cualquier intento de mejorar las reservas de las plantas in
vitro deberia mejorar la eficiencia de aclimatizacion (Laforge et al., 1991; Kane,
2011; Osdrio et al., 2012). La aclimatizacién es una etapa crucial para poder superar
el estrés fisioldgico impuesto por las condiciones in vitro y para poder garantizar el
desarrollo de nuevas estructuras autdtrofas que sean capaces de soportar las
condiciones “normales” encontradas en el exterior (PospiSilova et al., 1999;

Carvalho y Amancio, 2002).

Las plantas transferidas desde el ambiente in vitro a condiciones de invernadero
o de campo experimentan una rdpida pérdida de agua debido al ineficiente
control de la transpiracién (Osério et al., 2012). Para superar estas limitaciones,
generalmente, las plantas son transferidas a sustrato esterilizado y bien drenado,
son mantenidas a una alta humedad ambiental, luz reducida y una temperatura

de 20-27°C, también pueden ser transferidas a un ambiente con mayor cantidad
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de CO2 (Carvalho y Amdncio, 2002; Kane 2011). La humedad es reducida
gradualmente, hasta llegar al nivel ambiental, en un periodo de 1-4 semanas y
puede ser mantenida de muchas formas como con cubiertas de humedad, domos
pldsticos, asperjado regular y sistemas de niebla (Kane, 2011). Las plantas pueden
ser movidas, gradualmente, a intensidades de luz mds altas para promover
crecimiento vigoroso (Kane, 2011). El tiempo de aclimatizacién es variable y es muy
dependiente de la especie con la que se esté trabajando, y del ritmo al que la
especie sea capaz de generar nuevas estructuras ya adaptadas al medio exterior
mientras las antiguas estructuras le proveen de carbohidratos almacenados en

ellas (Kane, 2011).

Hiperhidratacién

La hiperhidratacion es un desorden morfoldgico vy fisioldgico caracterizado por un
aumento de agua al interior de las células de tejidos, es causado por una
desviacion de carbohidratos de las rutas de sintesis de lignina y celulosa hacia la
sintesis de aminodcidos (Paques, 1991; Reyes-Vera et al., 2008). Puede encontrarse
en tallos, hojas, o incluso en callo, es uno de los principales problemas para el
desarrollo de un protocolo de propagacion mediante CTV, ya que puede provocar
hasta 60% de pérdidas de material (Paques, 1991). Los tejidos hiperhidratados son
caracterizados por una apariencia vitrea, hojas y tallos translUcidos y la distorsiéon
de organos vegetales (Brand, 1993). Son diversos los factores que pueden
promover la hiperhidratacién, pero los principales son: el agente gelificante, al ser
el principal modificador del potencial osmdtico del medio, el uso de citocininas, la
composicidon mineral del medio, en especial de amonio y el porcentaje de
humedad relativa (que estd estrechamente relacionado con la acumulacion de

amonio en el recipiente contenedor) (Paques, 1991; Ziv, 1991).

Se han propuesto diversas formas de encarar la hiperhidratacion, pero las mds
utilizadas son: reducir la temperatura y humedad ambiental de los cultivos
(KadleCek et al., 2001; Reyes-Vera et al., 2008), reducir la concentracion de
citocininas y de iones de amonio en el medio (Brand, 1993), la sustitucion completa
de la fuente de nitrégeno (Mayor, 2003; Reyes-Vera et al., 2008) y el aumento en la

concentraciéon de agar (Brand, 1993).
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-SUN CAPS® (Sigma®)

Otro de los grandes problemas del cultivo in vitro es la aireacion del recipiente
contenedor, contar con un recipiente cerrado ayuda a prevenir la contaminacion,
pero limita el intercambio gaseoso, la disponibiidad de CO2 y promueve la
acumulacién de etileno (KadleCek et al., 2001). Hay varias alternativas para
preparar a las plantas cuando audn se encuentranin vitro como: 1) la reduccion de
la humedad ambiental, usando tapas permeables al vapor de agua o por
enfriamiento de la parte inferior del frasco; 2) incrementando la radiacion; o 3)
incrementando la concentracion de CO2 por ventilacién forzada. Sin embargo
estos procedimientos pueden llevar a un secado mds réapido del medio de cultivo

y a una incapacidad en el crecimiento de las plantulas (Pospisilova et al., 1999).

Las SUN CAPS® (Sigma®)) son peliculas de polipropileno usadas como tapas,
cuentan con un filtro de 0.02um, son permeables a gases, lo que permite que COy,
vapor de agua y etileno puedan salir y entrar del recipiente contenedor y han sido
usadas con éxito en el fratamiento preaclimatizacion en especies de plantas como
tabaco, clavel y papaya (Lai et al., 1998; Pospisilova et al., 1999; Kadlecek et al.,
2001; Majada et al., 2001). Asimismo, debido al intercambio gaseoso y a la menor
humedad ambiental pueden ayudar en el tratamiento de plantas hiperhidratadas.
Estudios han demostrado que la distribucidn y abundancia de estomas, la
presencia de ceras, y el funcionamiento de estomas mejora en funcion de la

ventilacion disponible (Majada et al., 2001).
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Dominancia Apical

Otro factor no muy discutido en la propagacion mediante CTV, sobre todo el
relacionado con la activacion de yemas axilares, es la dominancia apical. La
dominancia apical es la inhibicion indirecta del crecimiento de brotes axilares, a
fravés del movimiento basipétalo de las auxinas sintetizadas en el dpice, y de
diversas senales como las estrigolactonas, por lo cualla remociéon del dpice genera
brotes laterales (Taiz y Zeiger, 2010; Brewer, 2009; Durbak et al., 2012). Plantas con
una fuerte dominancia apical, como el maiz, se caracterizan por tener un solo eje

de crecimiento con pocos o nulos brotes laterales (Taiz y Zeiger, 2010).

Las auxinas regulan la diferenciacion y organogénesis vegetal (en conjuncion
con citocininas que actuan modificando o estimulando la sintesis y el tfransporte de
auxinas), los sitios de crecimiento e iniciacion de érganos son caracterizados por
tener una alta concentracion de auxinas (Durbak et al., 2012). Cline (1996) en su
estudio sobre el efecto de auxinas enddgenas en el surgimiento de brotes laterales
con 10 especies de plantas, definid como “con fuerte dominancia apical” a las
plantas que, en un estado intacto, tenian poca o nula brotacién lateral. Ramirez
Serrano y Teixeira (2008) mencionan que en cactdceas que presentan un
crecimiento monopddico, es la produccidn de auxinas enddgenas la que
mantiene el control de dominancia en las aréolas subyacentes (Fig. 9). Bajo estos
pardmetros la planta utilizada en este estudio, A. asterias, tiene una fuerte

dominancia apical provocada por un alto contenido de auxinas endégenas.

Apical Root
meristem meristem
producﬁs produces
) auxins that cytokinins,
Cactus with maintain \:hich can Few or ia:;ha?\:d cr::\:
single stem  greglesina activate single buds separat?gly
i dormant state areoles at the develop from the
monopidial apical area mother plant
stem after damage

WA
la

Figura 9. Esquema del crecimiento de cactdcea con crecimiento monopddico (que no ramifican), en donde las
auxinas tienen un control absoluto del estado de dominancia de las aréolas. (Ramirez- Serrano y Teixeira,
2008, p. 221).
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Algunas opciones para terminar con la dominancia apical serian: retirar o
lesionar el dpice, aumentar la concentracién de citocininas, la utilizacion de

blogueadores del transporte polar de auxinas.
Cultivo de Tejidos Vegetales en Cactaceae

King (1957) fue el primero en usar esta herramienta en cactdceas, a partir de esta
fecha, se ha usado el CTV en cactdceas para muchos fines como: producciéon de
metabolitos, ingenieria genética y micropropagacion por organogénesis,
activacion de yemas preformadas o embriogénesis somdtica (Tabla. 1) (Lema-

Ruminska y Kulus, 2014).

El medio de cultivo mds utilizado para la regeneracién in vitro de cactdceas es
el disenado por Murashige y Skoog (1962) abreviado como MS. Debido a la
morfologia Unica de las cactdceas la forma de regeneracion mds utilizada es la
activacién de yemas axilares mediante la activacion de meristemos ya existentes
en ellas, las aréolas. Debido a esto los RCV mdas usados han sido las citocininas en
concentraciones relativamente altas (BAP, KIN) en combinacidén con auxinas (ANA,
AlA) o en ausencia de estas. Los resultados obtenidos han sido diversos desde la
obtencidon de brotes mediante organogénesis directa e indirecta, la obtencion de
embriones somdticos, hasta la obtencidén de un protocolo de alta eficiencia que
permitiria obtener 10,000 plantas en 150 dias en Coryphantha elephantidens (Bhau
y Wakhlu, 2015); lo que demuestra que es posible la propagaciéon masiva de

cactdceas mediante CTV. Diversos ejemplos se muestran en la tabla 1.
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Tabla 1. Algunos reportes de CTV en cactaceas. I/ll-Apéndice /Il de CITES. A-Amenazada, P- En
peligro de extincion, Pr-Sujeta a proteccion especial. LC-Preocupacion Menor, NT-Casi amenazada,
VU-Vulnerable, EN-En Peligro, CE-En peligro critico. PBZ-Paclobutrazol, PUT-Putrescina.

Medio +
Especie Categoria | Explante(s) | Combinacién Objetivo Respuesta | Referencia
(CITES/N de RCV
OM-059- [mg/l]
SEMARNA
T-
2010/1UC
N)
Ariocarpus I/Pr/NT Tubérculos MS + BAP Organogénesisy | Brotesy Moebius-
kotschoubeyanus plantas in vitro 0,1,2,5y ANA Embriogénesis embriones Goldammer et
0,0.1,0.5y1 somatica somaticos al, 2003.
Copiapoa humilis | IlI/-/NT Tubérculos planta | MS +2,4-D 2; Embriogénesis Embriones Lema-
spp. tenuissima ex vitro BAP 3, ANA3y somatica somaticos Ruminska et
AIA 0.57; ABA al., 2013.
0.02,0.2,2y26
Coryphantha II/A/LC Apices, partes MS +BAP,K0.1- | Protocolo de 10,000 Bhauy
elephantidens medias 2y ANAAIA, AIB | alta eficiencia plantas en Wakhlu, 2015.
(longitudinales y 0.1-1 150 dias
transversales)
plantulas
completas ex vitro
Echinocactus 1I/P/EN Plantulas in vitro MS+ BAP 0.2, Induccion de Organogéne | El-Kazzaz et
grusonii 0.4y 0.6; 2-4D callo, sis indirecta | al., 1999.
0.1,0.2,0.4,0.6 | Organogénesisy
y 0.8; BAP 0.5, RAPD
ANA 0.1.
Epithelantha 11/Pr/- Plantulas in vitro MS+ AGs 3; BAP | Organogénesis Organogéne | Villavicencio
micromeris 0.1-0.65, KIN sis directa etal, 2012.
0.1-1y AIB 0.01-
0.9, ANA 0.03-
0.02.
Mammillaria 11/Pr/EN Meristemos MS + BAP S5y Organogénesis Organogéne | Wyka etal.,
albicoma florales ANA 0.1 sis indirecta | 2006.
Mammillaria Il/-/LC Apices, partes MS + BAP S5y Organogénesis Organogéne | Papafotiou et
elongata medias y basales | ANA0.03 sis indirecta | al., 2001.
de plantas ex vitro
(2 afios)
Mammillaria II/A/NT Médula de plantas | MS + AlIA 2y Organogénesis Organogéne | Kolar etal,
hahniana ex vitro (2 afios) KIN 2 sis indirecta | 1975
ssp.woodsi
Mammillaria /-/- Plantulas in vitro MS Estudio del Organogéne | Balenetal,
gracilis estrés oxidativo | sis directa 2009
sin RCV
Mammillaria /AN Plantulas in vitro MS + BAP 0, 0.5, | Organogénesis Organogéne | Soria-Campos
schiedeana 1,2y ANA 0.1 sis directa etal, 2013
Melocactus 1/-/EN Brotes in vitro Tierra negra, Influencia del 90%> de Vitoria et al.,
glaucescens Tierrayarena sustrato en supervivenci | 2010
(2:1,1:1) aclimatizacion a
Obregonia I/A/EN Apices, MS +0.5; BAP 1 Organogénesis Organogéne | Cardarelli et
denegrii tubérculos, y yANA 2, BAP 1y sis directa, al., 2010
ANA0.2,TDZ 0.2 CPPU con
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raices de y ANA 0.1,TDZ 2 mayor
Plantulas in vitro y ANA 0.1; Put efectividad.
0.08, AgNo3 1.7,
y CPPU 12.1

Parodia magnifica | 11/-/EN Costillas de MS + 2,4-D 0.1, Organogénesis Organogéne | De Medeiros

plantas ex vitro e BAP 1; BAP5 sis indirecta | etal., 2006

hipocétilos de

plantas in vitro
Pelecyphora I/Pr/LC Apicales 'y MS + BAP 2+ 50 | Organogénesis Organogéne | Molphe-Balch
aselliformis transversales de g/l sacarosa sis directae | y Davila., 2002

plantulas in vitro indirecta
Rebutia Il/-/LC Segmentos con 3 MS Activacion Organogéne | Dabekaussen
canigueralli aréolas de (micronutriente | aréolar sis directa etal., 1991
(Sulcorebutia plantulas in vitro s al 150%) + de origen
alba) BAP 0.25-1 axilar
Turbinicarpus 1/Pr/CE Plantulas in vitro MS + BAP 2,3y | Organogénesis Organogéne | Mataetal,
laui ANA O, 0.5 sis indirecta | 2001
Turbinicarpus 1/Pr/VU Partes cilindricas | MS+KIN 1; PBZ Control de Pérdida total | Garcia-Osuna
valdezianus de Plantulas in 3.4,PCa1,SA1 hiperhidricidad de etal, 2011

vitro yAB1 hiperhidricid

ad con PBZ

Cultivo de Tejidos Vegetales en Astrophytum

Se tienen pocos registros de estudios en Astrophytum mediante CTV (Tabla 2). La
especie mds estudiada es A. myriostigma de la que hay reportes de regeneraciéon
(Molphe-Balch et al., 1998; Chablé et al., 2006; Alvarez y Chablé, 2009), de andlisis
de crecimiento segun el regulador o medio (Santos et al., 2001; Castro et al., 2014)
y de andlisis fitoquimico (Garza, 2010). En A. caput-medusae, dos investigaciones
en donde se obtuvo organogénesis (Herndndez-Alva, 2013 y Camargo, 2017); de
A. capricorne solo se registra un estudio, en el que se obtuvo organogénesis
utilizando meristemos apicales (Cardenas et al., 1993). Finalmente, de A. ornatum
solo se encuentra un estudio de regeneraciéon in vitro, readlizado con pldntulas
generadas in vitro, obteniendo organogénesis (Mendoza, 2007). La tabla 2
demuestra que el BAP y la KIN (en concentfraciones de 0.1-2 mg/l), en el caso de
las citocininas, y ANA y AIA (en concentraciones de 0.08-0.5 mg/I), en las auxinas,
han sido los RCV mds usados y que mejor respuesta han demostrado tener en

investigaciones donde se buscaban respuestas organogénicas con el género.
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Tabla 2. Trabajos sobre el género Astrophytum. Lemaire 1839. En CTV. I/ll-Apéndice /1l de CITES. A-
Amenazada, P- En peligro de extincién, Pr-Sujeta a proteccion especial. LC-Preocupacion Menor, NT-
Casi amenazada, VU-Vulnerable, EN-En Peligro, CE-En peligro critico, CR-En peligro critico.

Medio +
Especie Categoria Combinacion
[chldT_I(E]g{)r_lO Explante(s) de RCV Objetivo Respuesta | Referencia
SEMARNAT (mg/U)
2010/1UCN)
Astrophytum II/A/LC Meristemo MS + BAP 3y Organogénesis Brotes Comparan-
capricorne apical 2,4-D0.2 Sanchezy
Luna-
Martinez,
2004.
Astrophytum II/P/CR MS 50% + BAP o Brotes
caput- Plantulasin | 0,0.5, 1y 2, ANA | Organogénesis Hernandez
vitro 0,0.1y0.5 -Alva,
medusae 2013,
1I/P/CR Plantulasin | MS 50%,100% +
vitro y BAPO0,0.1,1y 2;
Astrophytum Tubérculos | ANAO,0.1,05y Organogénesis Organogéne Camargo,
caput- de plantas ex | 1. En puentes de sis directay 2017.
medusae vitro papel callo
Astrophytum II/A/LC Segmentos | MS+BAP 1y Organogénesis Molphe-
P i de tallo de ANA 0.01 Balch et al,,
myriostigma plantas ex Brotes 1998
vitro
(2-3 afos)
Astrophytum 1I/A/LC Segmentos | MS Cacl 200%+ Organogénesis Brotes Santos et
myriostigma longitudinale | Kin0.5,1y2 al., 2001
s de
plantulas in
vitro
Astrophytum 1I/A/LC Plantulasin | MS50% + KIN Organogénesis Brotes Chablé et
;i vitro 0.5, BAP 1y AIA al., 2006
myriostigma 0.1, KIN 2y AIA
0.08, KIN 2y AIA
0.2, KIN 2y AIA
0.5
Astrophytum II/A/LC Embriones MS + BAP 1, 1.5, Forrréaclién de Callo Alvarez y
H ; inmaduros 2y AIA0.08, 0.5, atlo Chablé,
myriostigma de plantasex | 1 2009
vitro
Astrophytum II/A/VU Plantulasin | MS + BAP 0, 1,2 | Organogénesis Callo, Mendoza,
ornatum vitro yANAO,05, 1; K Brotesy 2007
0, 1,2 y 24D activacion
0,0.5, 1. aréolar
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Cultivo de Tejidos Vegetales en Astrophytum asterias

Lema-Ruminska y Kulus (2012) estudiaron embriogénesis somdtica en diferentes

condiciones de luz y diferentes concentraciones del RCV 2,4-D. Lizalde-Viramontes

et al., (2003) y Mancilla (2014), obtuvieron activacién aréolar y organogénesis

respectivamente. Es necesario resaltar que los tfrabajos mostrados en la tabla 3, son

los Unicos trabajos encontrados que relacionen al CTV y la especie en peligro de

extincion A. asterias. Por lo cual son necesarios mdas estudios de CTV para el género

y la especie.

Tabla 3 Reportes sobre la regeneracion in vitro de Astrophytum asterias. |/11-Apéndice /1l de CITES. A-
Amenazada, P- En peligro de extincion, Pr-Sujeta a proteccion especial. LC-Preocupaciéon Menor,
NT-Casi amenazada, VU-Vulnerable, EN-En Peligro, CE-En peligro critico.
Medio +
Especie (C(;t:gg;"fo Explante(s) | Combinacion | Objetivo | Respuesta | Referencia
M09, de RCV
SEMARNA (mg/l)
T-
2010/1UCN
)/IUCN)
Astrophytum 1/P/VU Plantulas MS +BAP 0.5y Organogénesi | Activacion Lizalde-
asterias germinadas in ATIB 1 s aréolar Viramontes
vitro et al., 2003
Astrophytum 1/P/VU Secciones MS +2,4-D 5, 7, Embriogénesi | Embriones Lema-
; longitudinales 10 s somética en enel Ruminska y
asterias ;
de plantulas in luzy tratamiento | Ky (ys 2012
vitro. obscuridad con luz
1/P/VU Apices e MS 50%, Peter’s Obtener Brotes. Mancilla.,
i Sti lantas 2014
Astrophvtum hipocétilos de y Control + ANA P
; Py plantas 0,0.1y0.5y BAP | completasa
asterias germinadas in 0,1y2. traves,de .
vitro. organogenesis
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JUSTIFICACION

Astrophytum asterias es una especie seriamente amenazada por el cambio de uso
de suelo, la destruccién de su hdbitat, la fragmentacion de sus poblaciones vy la
colecta ilegal. Es endémica de una pequena porcidon del sur de Texas (EU) y de
Nuevo Ledn y Tamaulipas (México). Tiene un gran potencial ornamental. Cuenta
conun ciclo de vida, maduracioén y crecimiento lento, lo cual limita las posibilidades

de conservacion.

Cuenta con limitantes naturales ya que su maduracién se da hasta los 5 anos, no
es autocompatible y no tiene capacidad de reproduccién vegetativa, por lo cual
las estrategias tfradicionales de propagacion en cactdceas no son suficientes para
una especie que cuenta con cerca de 6500 individuos distribuidos de forma muy
restringida en el medio silvestre, y con un alta demanda en el mercado tanto legall

como ilegal.

Anteriormente, el CTV ha demostrado la propagacién masiva de una cactdcea
con restricciones bioldgicas para su propagacion tradicional como A. asterias, por
lo que el presente estudio establece una alternativa para ayudar en la
conservacion de esta especie mediante el desarrollo de un protocolo de
propagacion in vitro que permita reproducirla, para cubrir la demanda de plantas,

almacenamiento de germoplasma y ayudar en el conocimiento de su biologia.
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OBJETIVOS

Objetivo General

e Lograr condiciones que permitan la regeneracion in vitro de Asfrophytum

asterias.

Objetivos Particulares

e Lograr la germinacion in vitro de semillas de A. asterias.

e Determinar el tipo de explante con mayor capacidad regenerativa.

e Evaluar la respuesta morfogenética de explantes de dpices, hipocdtilos vy
raices de pldntulas de semillas germinadas in vitro en diferentes
concentraciones y combinaciones de ANA/BAP y ANA/K.

e Lograr laregeneracion in vitro de plantas completas.

e Enraizar brotes regenerados de A. asterias.

e Aclimatizar plantas regeneradas in vitro a condiciones de invernadero.
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MATERIALES Y METODOS

Material Biolégico

Se contd con 41 semillas de Astrophytum asterias procedentes de frutos maduros
obtenidos de una planta de la coleccién del Jardin Botdnico del Instituto de
Biologia de la UNAM. Las semillas fueron recolectadas del ejemplar el dia 1 Agosto
2014 y fueron resultado de polinizacion xenogdmica, todas provenian del mismo
fruto y se mantuvieron en un sobre de papel a temperatura ambiente, desde la
colecta hasta la desinfeccidn y posterior siemlbra in vitro. Las semillas tenian 6 meses

de ser colectadas al realizarse la siembra in vitro.
Medicidén y Pesaje de Semillas

Se redlizé la medicion y pesaje de 10 de las 41 semillas. Las semillas fueron
seleccionadas al azar y la medicion se realizd a través del software AXiovision® de

Carl Zeiss® (Fig. 10). El pesaje se realizd en una balanza analitica Sartorius®.

Figura 10. Ejemplo de la medicién de semillas en el software Axiovision®
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Desinfeccion y Siembra de Semillas

Se siguid el protocolo ya usado por Vargas (2017) con las siguientes modificaciones
a los tiempos de inmersidon y concentracion: jabdn antibacterial (15min en lugar de
10miny 15% en vez de 20%); en Soluvet® (5 min en lugar de 10 min y 2% en vez de
4%) y de cloro + Tween 80® (15min en lugar de 20min); mostrado en la tabla 4. Todos
los pasos se realizaron con las semillas en constante agitacién, y desde la inmersion
en hipoclorito de sodio, dentro de la campana de flujo laminar. Se desinfectaron y
sembraron por lotes. Separdndose 8 para la siembra ex vifro y las 33 restantes se
sembraron en 3 lotes de 11 semillas. El procedimiento se realizd dentro de la

campana de flujo laminar, con un mechero Bunsen.

Tabla 4. Proceso de desinfeccion usado.

Solucion Concentracion v/v Tiempo
(minutos)

Jabon Antibacterial 15% 15

Soluvet® 2% 5

Etanol 70% 1

Solucion comercial de Hipoclorito de sodio + 1 | 15% 15

gota de Tween 80®

3 enjuagues con agua destilada esterilizada

Posterior a la desinfeccion superficial, se sembrd una semilla por frasco, 33 fueron
sembradas en medio MS 50% de la concentracion sales inorgdnicas y compuestos
orgdnicos, con 30 g/l de sacarosa y 8.5 g/l de agar bacteriolégico Bioxon®, a este
medio se le ajustd el pH a 5.73 con HCl y NaOH 0.1, 0.5 y 1 N y se esterilizd en
autoclave a 120°Cy 1.5 kg/cm?2 de presidn por 17 minutos. Los cultivos se incubaron
a una temperatura de 26 +2°C y bajo un fotoperiodo de 16 h luz/8 h oscuridad. Se
realizd un subcultivo a los dos meses de la siembra en medio con la misma
composicién. Se esperd a que las pldntulas resultantes tuvieran alrededor de 1 cm

de altura para realizar los cortes (4 meses).
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Siembra de semillas ex vitro

Dado el poco material con el que se contd, solo se sembraron 8 semillas en
condiciones ex vifro, realizindoles el mismo método de desinfeccion que a las
cultivadas in vitro, pero sembradas en una mezcla previomente esterilizada de
tepojal y composta 3:1 y colocadas en una charola de pldstico de 30 cm de largo
por 15 cm de ancho con cobertura para conservar la humedad. Fueron incubadas
en condiciones ambientales. Se evalud si habia contaminacion en el material
bioldgico, asi como el porcentaje de germinacién, el crecimiento y el desarrollo

tanto in vitro como ex vitro.
Induccién morfogenética

Plantulas de 4 meses (ca. 1 cm de altura) posgerminacion in vitro fueron disectadas
para obtener tres tipos de explantes: dpices, hipocdtilos y raices. El dpice
correspondié al epicdtilo y presentd toda la regidon aréolar (Fig. 11A). La siguiente
parte correspondié al hipocdtilo, el cual no posee aréolas y fue dividido
longitudinalmente en dos secciones laterales (Fig. 11B Y C). La raiz fue separada del
resto de la planta mediante un corte transversal (Fig. 11D). Todos los explantes se
sembraron en medio MS 100%, 30 g/l de sacarosa y bactoagar 8.5 g/l con diferentes
concenfraciones y combinaciones de RCV; se ensayaron 3 tratamientos: el control
sin RCV, el fratamiento con BAP/ANA y el K/ANA, ambos con las concentraciones
de 2/0.5 mg/I.

Se asignaron 11 pldntulas por tratamiento, por lo cual se contd con 11 réplicas
por cada fipo de explante por cada fratamiento. Se considerd una réplica al frasco
con un dpice en el caso del explante dpice; dos secciones laterales de hipocdtilo
en el caso del hipocdtilo y con las raices restantes de la planta. Dando un total de
33 dpices, 33 hipocdtilos y 33 raices. Los cultivos se cubrieron por completo con
papel aluminio por una semana después de realizar cortes o subcultivar, para evitar
la oxidacion y se mantuvieron a una temperatura de 26 2 °C vy, pasada la primera

semana, un fotoperiodo de 16h luz/8h obscuridad.

Después de seis semanas en medio de induccidn, los explantes se subcultivaron

al mismo medio pero con la mitad de la concentracién de las combinaciones de
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RCV originales (1/.25 mg/l). Al cumplirse 4 semanas en el medio a la mitad de
concentracioén, los explantes se subcultivaron a medio MS basal. Fueron un total de
10 semanas de induccion. Posteriormente los explantes se subcultivaron cada 6
semanas a medio basal, pero al observarse oxidacion e hiperhidratacion posterior
al subcultivo se procedid¢ a no subcultivar hasta que el medio de cultivo se agotaba
(2-3 meses). Al observar una gran proliferacion de callo, cuatro meses después de
lainduccidn, se subcultivé a medio MS 100% con 1g/I de carbdn activado, asimismo
se observo una ligera oxidacion en el callo por lo cual se anadieron 100 mg/I de
dcido ascorbico y 100 mg/l de dcido citrico al medio. Finalmente se observé

hiperhidratacion en los brotes generados por lo cual se aumentd la cantidad de

bactoagar primero a 9.5 g/l y luego a 10.5 g/I.

Figura 11. Explantes de A. asterias. A). Explante apice B) y C). Hipocétilo D). Explante Raiz.

43



Analisis de resultados

Se analizé la normalidad de los datos de germinacién, y al no ajustarse a la
distribucion normal se procedié a transformar los datos a su logio. Posteriormente se
realizd una prueba de t para saber si existian diferencias significativas entre los

fratamientos in vifro vs ex vitro. Se usd el software STATISTICA 8 de STATSOFT.
Aclimatizacion

Los brotes se revisaron 3 veces a la semana, en su apariencia fisica y tamano. Los
brotes que se observaban cercanos o mds grandes a 1 cm, que se enconfraran
poco hiperhidratados y con una forma globular eran individualizados y plantados
en medio MS 100%, con 10.5 g/l de agar bacterioldgico, 100 mg/l de dcido citrico

y acido ascérbico, 30 g/l de sacarosa.

Con el objetivo de enraizar los brotes individualizados, los 8 que contaban con
una mejor apariencia morfolégica (4 provenientes del tratamiento BAP/ANA vy 4
provenientes del control, regenerados del hipocdtilo, sin hiperhidratacion, de forma
esférica y de al menos 1 cm de altura). De ellos se subcultivaron uno por frasco, en
medio MS 100%, con 10.5 g/I de agar bacteriolégico, 100 mg/l de dcido citrico y
dcido ascoérbico, 15 g/l de sacarosa. Sin embargo a 4 se les modificd el medio de
manera que el NHsNOs se elimind y se sustituyd con 4.4 g/l de hidrolizado de
caseina, para reducir la hiperhidratacion de los tejidos, como fue realizado por
Reyes-Vera et al., (2008). Al resto se les subcultivd al mismo medio pero con 50%
NH4NOs. A todos los frascos en los que se subcultivaron los brotes se les cambid la
tapa solida de pldstico por SUN CAPS® (Sigma®) que contienen un tamano de poro
de 0.02 um. Los subcultivos se realizaron hasta que el medio se encontraba cerca

de agotarse.

Al no observarse enraizamiento en los explantes a los 3 meses de realizado el
cambio de tapas y medio se procedid a subcultivar a medio con la misma
composicion, pero agregandole 0.15 mg/l de AlAy 0.15 mg/I de AIB; se les dejo en
ese medio durante 15 dias, al terminar este periodo de tiempo se volvid a

subcultivar al medio con el NHsNO3s al 50%.
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Una vez que se observo crecimiento radicular, las plantas fueron sacadas del
frasco con medio de cultivo, lavadas las raices con agua de la llave para retirar
restos de medio de cultivo y se plantaron en charolas pldsticas con un sustrato estéril
conformado por tepojal y tierra negra, en proporcion 3:1. Se revisd la supervivencia

hasta dos meses después del inicio de la aclimatizacion.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Medicidén y Pesaje de las Semillas

Tabla 5. Tamano y peso promedio de semillas
de Astrophytum asterias.
Numero de Largo | Ancho Peso
Semilla (mm) (mm) (mg)
Promedio 3.64 2.99 2.27
Desviacion 0.45 0.40 0.41
estandar

Error Estandar | 0.142 0.126 0.129

Sanchez-Salas et al., (2015) usaron una muestra pequena (20 semillas), realizaron
mediciones en Asfrophytum myriostigma y encontraron una longitud promedio de
3.1 mm, un ancho de 2.21 mm y un peso de 2.1 mg; obtuvieron errores promedio
menores a 0.1, posiblemente debido que contaron con un tamano de muestra
mayor; estos datos no distan mucho de lo obtenido en el presente estudio
considerando que son especies diferentes pero del mismo género. Bravo-Hollis y
Sadnchez-Mejorada (1991) mencionaron que las semillas del género tienen 2 mm de
longitud, y que A. myriostigma tiene semillas de 3 mm de longitud. Barthlott y Hunt
(2000) reportan un promedio de 2.4 mm x 1.8 mm, Elizondo et al., (1994) mencionan
que las semillas de A. capricorne tienen 1.7-1.8 mm de longitud. Velasco y Nevdrez
(2002) describen a las semillas de A. caput-medusae como “grandes” de hasta 3
mm de largo, ninguno menciona el tamano de A. asterias. La muestra analizada
en el presente frabajo colocaria alas semillas de A. asterias como las mds grandes
del género(Tabla 5), las clasificaria como “muy grandes” en toda la familia de las
cactdceas (Tabla 6), y como ovoides debido a su proporcién de largo/ancho

(1.22), segun la clasificacién de Barthlott y Hunt (2000).
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Tabla 6. Categorias de tamarios de semillas en la familia Cactaceae segin Barthlott y
Hunt (2000). Sombreado el tamafio de las semillas de A.asterias.

Extremadamente grandes 4.0-4.8 mm

Muy grandes 3.0-3.9 mm

Grandes 2.0-2.9 mm

Tamafio mediano (promedio) 1.2-1.9 mm

Pequenas 0.9-1.1 mm

Muy pequenas 0.3-0.8 mm

Desinfeccion

El método mostrd ser eficiente ya que no hubo contaminacion microbiana hasta el
momento del corte de las pldntulas (4 meses). Infante (1992) reportd 0% de
contaminacion al usar solamente hipoclorito de sodio al 10% v/v en Mediocactus
coccineus. Quiala et al., (2009) registraron 20% de contaminaciéon al usar NaOCI al
2% v/v por 15 min y esto se redujo al 0% al usarlo por 20 min. Dentro del género
Astrophytum, Villavicencio et al., (1999 y 2009) reportan porcentajes de
contaminaciéon del 1-5% para A. myriostigma. Usaron un protocolo de desinfeccion
similar, pero con un tiempo menor; sélo 5 min en jabdén, 6 min en etanol en la misma
concentracion (70% v/v) e hipoclorito de sodio al 100% (6% concentracion
comercial) por 20 min mds 2 a 3 gotas de Tween® 20 por cada 100 ml de solucion.
Lema-Ruminska y Kulus (2012) reportd 17.67% v/v de contaminacién al desinfectar

con etanol al 70% v/v e hipoclorito de sodio al 1.58% en semillas de A. asterias.

El Soluvet® no ha sido reportado, para cactdceas, en algin protocolo de
desinfeccion para CTV. Vargas (2017) lo utilizd en Agave guiengola y obtuvo 100%
de desinfeccidon, como en el presente trabajo. Al ser una solucion electrolizada de
superoxidacién, se menciona que demuestra una actividad germicida de amplio
espectro y elimina bacterias, virus, hongos y esporas. Es inocuo por lo cual no
genera oxidacion en los tejidos y puede ser usado en un amplio espectro de
concentracién (de 1% a 100% v/v de concentracioén, de 30 segundos a 15 minutos
de exposicion) (Esteripharma, 2016). Por lo cual es posible que haya contribuido a

lograr 0% de contaminacion. Se recomienda su uso en protocolos de desinfeccion
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relacionados en el CTV previo andlisis para enconfrar la concentraciéon y tiempo de

agitacién correctos.

También es importante considerar el estado del material bioldgico, las semillas
usadas provinieron de una planta de invernadero, por lo cual la cantidad de
microorganismos que pudieron infectar o encontrarse en las semillas posiblemente
fue menor al de un lote proveniente del ambiente natural de la planta. Se
recomienda considerar el estado del material biolégico, y probar el protocolo en
material procedente de diferentes origenes, e incluso plantas para comprobar su

verdadera efectividad.

Germinacion in vitro de Astrophytum asterias

Tabla 7. Dias hasta la germinacion in vitro/ex vitro
Promedio
Condicion (Dias hasta la germinacion) Desviacion Estandar
In vitro (n:33) 9.18 a 4.72
Ex vitro (n:8) 23.75b 14.38

Diferentes letras significan diferencias significativas en promedio de dias de germinacidn entre

condiciones (p<0.01).

El estado de germinacion fue revisado diariamente, se considerd germinada a la
semilla hasta el momento en que la radicula rompid la testa y emergid. Esta
respuesta inicid a los 3 dias, se extendid hasta los 24 dias, y llegd hasta 100% de
germinacién en el caso de los cultivos in vitro; en el caso de los cultivos ex vitro, la
germinacion inicié alos 6 dias y se extendié hasta los 36 dias, pero solo llegd al 50%.

En ambos casos la germinacién ocurrié de forma asincronica.

La germinacion in vitro alcanzé 100% a los 24 dias y el tiempo de germinacion
bajo las presentes condiciones tuvo un promedio de 9.18 dias (Tabla 7). Los
resultados mejoran lo obtenido por Lema-Ruminska y Kulus (2012) quienes
obtuvieron 70% de germinacion a partir del dia 5y por Mancilla (2014) que reportd
germinacion de 42.5% a la primera semana y de 100% a las 4 semanas (28 dias) de

iniciados los cultivos en medio MS 50%.
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Los resultados coinciden con los reportes de Arredondo y Camacho (1995),
quienes reportaron que las semillas de A. myriostigma alcanzaban un mayor
porcentaje de germinacion a 25° C (96%). Este porcentaje descendia en
temperaturas menores y mayores a 25° C y tuvieron un tiempo promedio de
germinacioén de 6 dias, temperatura muy cercana a la observada en la cdmara
en donde se incubaron las semillas del presente estudio, por lo cual concluyd que
no es necesario un tratamiento adicional para la germinacion de semillas de esa

especie.

Sanchez-Salas et al., (2012) reportaron hasta 70% de germinacion para A.
capricorne y hasta 30% para A. ornatum. Mendoza (2007) obtuvo germinacion a
partir del segundo dia de incubacién y entre 75-83% de germinaciéon. Se puede
adjudicar el éxito en germinaciéon al protocolo de desinfeccion que cumple las
veces de escarificar la testa seminal, a que las semillas no tenian mucho tiempo de
haber sido cosechadas (<1 ano), a la adecuada temperatura de la cdmara de

incubacion y ala humedad en el frasco en el que se encontraban.

Se encontraron diferencias significativas en la germinacién (t=-3.47, P=0.0013)
enfre las semillas cultivadas in vifro y las sembradas ex vitro, las primeras
demostraron una germinacion mas rapida (promedio de 9.18 dias contra 23.75 dias,
Grdfica 1) y un desarrollo mds rapido (surgimiento de aréolas a las 5-7 semanas de
la siembra), mientras que las ex vifro no presentaron surgimiento areolar hasta las
20 semanas. Birnbaum et al., (2011) reportaron que la germinacion y supervivencia
de plantulas de A. asterias en su hdbitat natural es mayor en lugares en donde
tienen mayor humedad y sombra en una parte del dia, lo que podria explicar por
qué su desarrollo y supervivencia es mayor en las condiciones de humedad

cercanas al 100% que ofrecen los cultivos (frascos) in vitro.

Asimismo, las diferencias también podrian deberse a lo mencionado por Santos
et al. (2001), en relacion a que un alto porcentaje de germinacion puede deberse
al alto contenido de sales en el medio (a pesar de haber usado MS 50%), que
pareceria asemejarse al sustrato alto en sales sddicas en el que estas plantas

crecen en su ambiente natural (USFWS, 2013).
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A pesar de las diferencias temporales en el desarrollo entre las dos condiciones
la morfologia de las pldntulas no fue diferente entre ellas. Las pldntulas tuvieron
generalmente una forma ovoide (Figs. 12C y 13D). Se apreciaba primero el
surgimiento de la radicula, evidenciada por numerosos pelos radiculares (Fig. 12A),
seguida por el hipocdtilo aun sin clorofila. Posteriormente, en el caso de los cultivos
in vitro, se observd que el hipocdtilo y la raiz se desarrollaron en la primera semana
(Fig. 12B-D). Los cotiledones se presentaron como dos pequenas protuberancias
esféricas, de cerca de 1 mm, en el dpice. Fueron visibles por un mayor tiempo en
el caso de las plantas ex vitro (fueron visibles hasta los 131 dias en algunas plantas)
debido al lento desarrollo (Fig. 13C y D), y efimeros en el caso de los in vitro (visibles
hasta los 40 dias) (Fig. 12C).

A las 4-5 semanas de la siembra, en los cultivos in vitro surgieron las primeras
aréolas y espinas abriendose paso entre los cotiledones (Fig. 12C y D), en el caso
de los cultivos ex vitro la primer aréola se observd hasta las 13 semanas (Fig. 13D).
En ambos casos la regidon apical adquirid un tono color verde obscuro, que se
aclaraba hasta llegar a la regidon basal del hipocdtilo, en donde el tono era
amairillento (Fig. 12C y D). Asimismo las aréolas sélo cubrian la region mdas cercana
al dpice, no se extendian a lo largo de la pldntula (Fig 12C y D, Fig 13D). Las
subsecuentes aréolas surgieron, en ambos casos, por el centro de la regidon apical
de la planta (Fig 12C y 13D).

Es interesante mencionar que en estado adulto la planta no presenta espinas sin
embargo, en este caso in vifro, se observaron espinas hasta las 15 semanas de

iniciados los cultivos.
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Figura 12 (Pagina anterior). A. asterias in vitro. A) Semilla germinada se observa a la radicula
emergiendo por la zona hilo-micropilar de la semilla y al hipocétilo, aun sin clorofila. B) Plantula a 1
semana de la siembra, aln se observa que la plantula no ha abandonado los restos de la testa por
completo; presencia de clorofila en la plantula, nétense los primeros pelos radiculares surgidos de
la radicula. C) Plantula a las 7 semanas de la siembra, ya abandond la testa de la semilla por
completo, asimismo se nota la presencia de espinas y aréolas, asi como una raiz verdadera. D)
Plantula a las 13 semanas de la siembra, se observa el desarrollo en la planta de espinas, aréolas e
incluso el inicio de las costillas. Barra=1 mm. a=aréolas, co=costilla, es=espinas h=hipocétilo, r=
radicula, t=testa de la semilla.

Figura 13. A. asterias ex vitro. A) Semilla a las 2 semanas de la siembra, ain no habia registrado
ninguin cambio o sefial de germinacién. B) Semilla a las 4 semanas de la siembra, se denota el area
de la quilla, y una ruptura en la testa por donde emergera la planta. C) Plantula a las 8 semanas de
la siembra, se distinguen ya los cotiledones y el hipocdtilo. D) Plantula a las 13 semanas de la
siembra, surgimiento de la primer aréola. Barra 1 mm. ar=aréola, b=regién de la quilla, c=region del
hilum co=cotileddn, d=cdmara vacia, h=hipocdtilo y ru=ruptura de la testa.
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Respuestas morfogenéticas

Tratamiento BAP/ANA 2/0.5 mg/I (Fig. 14)

Los explantes apicales y de hipocdtilos se mantuvieron con una oxidacion ligera en
la zona de corte. La formacion de callo ocurrié en los tres tipos de explantes, a los
10 dias de iniciado el tfratamiento en los explantes apicales y de hipocdfilos. Se
observd la presencia de callo que tenia diferentes aspectos: callo friable,
facilmente desmenuzable de color verde claro a verde oscuro con algunas zonas
de color marrdén o rojizas con capacidad regenerativa; callo compacto, que
iniciaba de forma hialina pero siempre se volvia blanquecino o verde muy claro,
este era de consistencia dura, muy dificili de disgregar y no se observd
regeneracion. En algunos explantes se desarrollaban estructuras que asemejaban
ser ticomas de color amarillo y parecian estar asociados a los brotes, pero al pasar
el tiempo estos dejaron de aparecer en los cultivos. El callo surgid siempre de la

zona de corte, en todos los explantes (Fig. 14).

Este fratamiento mostrd el crecimiento mds rdpido y masivo de los distintos tipos
de callo. Los épices mostraron ensanchamiento y crecimiento de callo en la zona
de corte. Los primeros brotes, de aproximadamente 5 mm de didmetro, se
comenzaron a presentar 3 meses después de la induccion a partir de callo de
diversas coloraciones, verde/café/rojizo, pero siempre de apariencia friable, es
decir por via indirecta, en el caso del explante hipocdtilo. En el caso del explante
raiz los brotes surgieron a los 6 meses de iniciada la induccion, directamente del

tejido radicular, por lo cual se formaron por la via directa (Fig. 14).

Monostori et al, (2012) registraron hiperhidratacion en explantes con la
combinacion de RCV BAP/ANA, asimismo obtuvieron respuesta hasta las 8 semanas
después de iniciada la induccidn vy, debido al lento crecimiento de los brotes de
Melocactus salvadorensis, a las 14 semanas de la induccion transfirid a medio con
la cuarta parte de concentracion de citocininas (BAP de 4 mg/l a 1 mg/Il). Molphe
Balch y Davila (2002) obtuvieron crecimiento de callo a partir de la zona de corte,
y obtuvieron brotes en las aréolas a partir de la semana é y hasta la semana 12 de
induccidon, asimismo reportaron problemas de hiperhidrataciéon controlados all
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aumentar la concentracion de agar en el medio a 10-12 g/l, en 21 spp. de

cactdceas. Chablé et al., (2006) obtuvieron brotes entre los 30 y 60 dias de la

induccidn en A. myriostigma.

Figura 14. Explantes de A. asterias en BAP/ANA. A), B) y C) Apices a las 1, 4 y 26 semanas de la induccidn; se
observa la apariencia friable y coloracién verde oscura del callo, el callo surgié de la zona de corte. D), E) y F)
Explantes de hipocétilo a las 1, 4 y 26 semanas de la induccidn; se denota el surgimiento de callo de
consistencia friable a partir de la zona de corte, asi como la coloracién verde fuerte, marrdn y rojiza del callo,
asi como algunos brotes de apariencia hialina. G), H) e I) Explantes de raiz a las 1, 24 y 26 semanas de la
induccion; se observa el surgimiento de brotes de forma directa asi como el surgimiento de callo blanquecino
de la base de los brotes. Barra=5 mm.
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Tratamiento KIN/ANA 2/0.5 mg/I (Fig.15)

En este tratamiento la formacién de callo ocurrid en los tres tipos de explantes. Se
observd callo de diferentes consistencias: friable, callo facilmente separable de
color verde claro a verde fuerte, en ocasiones con algunas zonas rojizas; callo
compacto, de consistencia dura, no disgregable, de coloracién blanca a verde
claro. El crecimiento de callo comenzd a surgir de forma mds lenta, alos 15-30 dias,
en los explantes dpice e hipocdtilo, y menos abundante que el otro tratamiento
con citocinina, BAP/ANA (Fig. 15A, By D, E).

Los d&pices mostraron un ligero crecimiento de callo en la zona de corte,
elongacién (dpices de hasta 1 cm de alto) y una organizacion areolar no vista en
elresto de los fratamientos que no respetaba a las costillas y parecia haber perdido
el orden. Las aréolas se organizaban de forma espiralada sin respetar el orden visto

normalmente en la especie (Fig. 15C).

Los explantes laterales exhibieron crecimiento de callo en la zona de corte, de
apariencia compacta y que fue capaz de regenerar pocos brotes, y de una
morfologia diferente, bajo las condiciones ensayadas; se observd el surgimiento de

raices a partir de callo (Fig. 15F).

Las raices presentaron ensanchamiento y cambio de coloracién, del café claro
gue mostraban al momento de la induccidn, a verde fuerte. Crecimiento de callo
de diferentes consistencias y tonalidades (de friable a compacto y de verde claro
a verde fuerte) y algunas protuberancias en su superficie que aparentaron ser
brotes, pero nunca se desarrollaron como tales, o que posiblemente iniciaron como

brotes y posteriormente se desorganizaron (Fig. 15H).
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Figura 15. Explantes de A. asterias en KIN/ANA. A), B) y C) Apices a las 1, 4 y 23 semanas de la induccién; se
observa el poco surgimiento de callo, se observa friable y verde obscuro en la imagen B y compacto en la
imagen C, se observa la organizacién “espiralada” de las aréolas. D), E) y F) Explantes de hipocétiloalas 1, 4
y 23 semanas; se observa un crecimiento medio de callo compacto y blanquecino, en la imagen F, se observa
rizogénesis (5-9 mm).G), H) e |) Raices a las 23, 31y 44 semanas de la induccién. Se observa crecimiento medio
de callo, asimismo se observa callo verde oscuro y friable en la imagen G, que cambia a blanquecino y
compacto en laimagen |, se observan “brotes” que nunca se diferenciaron. br=brotes, ra=raiz

Control (Fig. 16)

En este tratamiento la formacion de callo ocurrié en los explantes de hipocétilo y
de raiz, aunque en el explante raiz la aparicion de callo fue muy reducida y solo se
generd en zonas cercanas al surgimiento de brotes (Fig. 16H e 1). Se observé callo
de diferentes consistencias: friable, callo facilmente separable de color verde claro
a verde fuerte, en ocasiones con algunas zonas rojizas; callo compacto, de

consistencia dura, no disgregable, de coloracién blanca a verde claro.

56



En el tratamiento control se observd oxidacion en la zona de corte,
acompanada de enraizamiento de los dpices entre los 10-15 dias de iniciada la
induccion (Fig. 16A-C); se observd crecimiento de las raices, pero un muy lento

crecimiento del apice (Fig. 16A,By D,E).

El crecimiento de callo se observd en explantes de hipocdtilo, fue muy poco (1-
5 mm) y comenzd a presentarse después de los primeros 45 dias, 38 dias mas lenfo
que en el tratamiento BAP/ANA y 20-25 dias mds lento que en el tratamiento
KIN/ANA (Fig. 16, D-F).

Las raices mostraron ensanchamiento y surgimiento de brotes por via directa,
asimismo mostraron regeneracion en la zona de corte de un nuevo “dpice”, pero

este detenia su crecimiento a pesar de tener raices (Fig. 16, G-l).

*

Figura 16. Explantes de A. asterias en el tratamiento CONTROL. A), B) y C) Apices alas 1,2 1/2 y 4 1/2 semanas
de la induccidn; Se observa un nulo crecimiento del apice, aiin después de haber adquirido raices. D), E) y F)
Explantes de hipocétilo a las 1, 4 y 36 semanas; se observa un ligero crecimiento de callo, y en F se observan
brotes de 2-5 mm. G), H) e |). Explantes de raiz a las 1, 31 y 32 semanas. ra=raices, b=brotes.
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Organogénesis

El desarrollo de los brotes fue evaluado mensualmente. Debido a la respuesta
relativamente lenta de los explantes, ésta se registré alos 8 y 12 meses de iniciados

los cultivos (Tabla 8).

En el presente trabajo se considera como brotes a aquellas estructuras que
presentaban una regién apical central y tubérculos que después diferenciaban en

costillas, en algunas ocasiones presentaban aréolas (Olguin, 1994).

Es necesario senalar que en muchos brotes observados, no se alcanzaba a ver
una separacion visible. La parte basal del tallo no se diferenciaba por completo, e
incluso se llegaba a formar mdas callo, ya fuera de la base de los brotes o de la
periferia de estos. Lo cual indicaba que era callo del explante original, por lo tanto
algunos brotes se llegaban a perder o eran cubiertos por el callo que crecia
alrededor, o en ocasiones perdian su forma y formaban nuevos callos. El pequeno
tamano de los tallos puede deberse a la morfologia de la especie (muy poco
crecimiento vertical), también a la auxina colocada en el medio de induccién que
puede inhibir la diferenciacion completa de los brotes y provocar, en algunos
casos, la reversidon al estado desdiferenciado, es por esto que el carbdn activado
generd un mejoramiento en la diferenciacion al adsorber los remanentes de auxina

en los tejidos (Pan y Staden, 1998; George et al., 2008).

La regeneracion de brotes, en la mayoria de los casos, implicd la formacién
previa de callo (en los explantes dpice e hipocdtilo de todos los tratamientos), es
decir, la via de regeneraciéon principal fue la organogénesis indirecta (Fig. 18).
Se observaron algunos casos de organogénesis directa, a partir del explante raiz
del control (Fig.16l) y en dpices danados de brotes expuestos al hidrolizado de
caseina, pero siempre al estar ausente el meristemo apical, ya sea por escision (en
el caso de el explante raiz) o por dano (en el caso de los brotes expuestos al

hidrolizado de caseina).

Olguin (1994) en su trabajo realizado con Ariocarpus retusus también reportd
dificultad en la diferenciacién y ausencia de separacién entre el brote y el callo

circundante. A. refusus es una especie, como A. asterias, que no tiene un
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crecimiento vertical sustancioso, por lo cual es muy posible que el pequeno

tamano del tallo de los brotes se deba a su morfologia innata.

Tras el tiempo de induccidén en los respectivos tratamientos (10 semanas), los
explantes se subcultivaron a medio MS 100% sin ninguna concentraciéon de RCV, a
los 3 meses de iniciada la induccién. Al estar ya en medio sin RCV, se comenzd a
observar la diferenciacion de brotes caracterizada por el surgimiento de un nédulo
color verde claro a verde oscuro, el dpice, de apariencia mds sélida que el resto
del callo y la posterior diferenciacion de costillas, y de aréolas. En todos los casos

los brotes, al observarse por primera vez, tenian un didmefro de 2-5 mm.

El mayor nUmero de brotes alos 12 meses de iniciada la induccidon se obtuvo en
el control, carente de RCV, con un total de 82 brotes regenerados (promedio de
2.49+1.25); 0 provenientes del explante dpice, 60 del explante hipocdtilo por
organogénesis indirecta (promedio de 5.46+3.25) y 22 del explante raiz por
organogénesis directa (promedio de 2+1.72), y como ocurrié en la mayor parte de
los brotes obtenidos en todos los tratamientos, el enraizamiento fue casi nulo. A 12
meses de iniciados los cultivos el explante mds exitoso en cuanto a nimero de

brotes fue el hipocdtilo (60), seguido de las raices (22) y dpices (0) (Tabla 8).

Los brotes obtenidos en el control se caracterizaron por tener una morfologia
mds parecida a la de la planta en la naturaleza, forma esférica, costillas bien
delineadas y color verde oscuro, en el caso del explante hipocdtilo. Al ser obtenidos
por organogénesis indirecta surgieron siempre de callo friable que se origind de la
zona de corte de los explantes de hipocdtilo. Los brotes del explante raiz surgieron
a lo largo de todo el explante, por lo cual se descarta que provengan de un
fragmento remanente de hipocdtilo, asimismo, no se observd crecimiento de callo
en la zona de diferenciacion de los brotes por lo cual surgieron de forma directa,
solo se observd poco callo lejos de los brotes, era de apariencia blanquecina y

compacta que no generd diferenciacion (Fig. 16).

El control fue el segundo mds rdpido en presentar respuesta (después del
tratamiento BAP/ANA) que presentd formacion de callo (45 dias) y una posterior
diferenciacion tardia (6 meses). Los brotes provenientes de este fratamiento tenian

una morfologia normal, forma esférica, simétfrica y el surgimiento areolar era
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sincronico al crecimiento, pero conservaban una apariencia hiperhidratada y
transparente (Fig. 16l) que también se observd pero en mayor dimension en el
tratamiento BAP/ANA.

Lema-Ruminska y Kulus (2012) obtuvieron callo y brotes laterales en A. asterias,
ademds de embriones somdticos en 15% de explantes cortados por los ejes
longitudinales y sembrados medio en MS sin RCV. El nUmero de embriones
somaticos obtenidos por los autores en el mismo medio y con explantes del mismo
tipo fue menor, pero el nUmero de raices y brotes laterales formados fue mayor en
relacion a tratamientos con 5, 7 y 10 mg/l de 2,4-D, no mencionan fiempos de
respuesta. Ellos atribuyen la respuesta en el medio control al dano mecdnico
provocado en los explantes al hacer cortes, y mencionan que el dano mecdnico
puede mejorar y acelerar la respuesta embriogénica pero no proveen una

explicacion al respecto.

En el presente trabajo también se obtuvo morfogénesis en explantes de
hipocétilo en medio MS sin RCV, sin embargo solo se obtuvo organogénesis, no
embriogénesis como en el frabajo de Lema-Ruminska y Kulus (2012). La obtencién
de brotes es atribuida a las altas concentraciones de auxinas enddgenas que tiene
el tejido inicial y a la escision del dpice realizada en el presente trabagjo, lo que
rompe la dominancia apical del resto de los tejidos. Esto es evidenciado por la falta
de respuesta en los explantes de dpice. La ausencia de embriogénesis en el
presente trabajo podria deberse a una diferencia en el dano mecdnico al obtener

los explantes, o al tipo de corte realizado (longitudinal contra tfransversal).

Karimi et al., (2010) proponen que las aréolas al presentar meristemos, tienen una
influencia negativa en la formacién de callo y brotes, debido a la dominancia
apical que las auxinas ejercen, pero positiva en la formacién de raices, por lo cual
cuando los tejidos son liberados del dpice se forman brotes y/o callo y al tenerlo se
forman raices. Lo anterior ocurrié en el presente estudio, los explantes que fueron
liberados del meristemo apical (hipocdtilos y raices), fueron los que presentaron una
respuesta organogénica y de callo mds abundante (los hipocdtilos 105 vs dpices
22 brotes en total, los hipocdtilos 1-3 cm de callo vs dpices 0.5-0.9 cm de

callo)(Tabla 8). Los que aun contaban con dpice formaron raices (Tabla 8).
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Asimismo los resultados expresados coinciden con lo propuesto por Ramirez-
Serrano y Teixeira (2008), que las cactdceas con un tallo simple o crecimiento
monopodial, como A. asterias, tienen una fuerte dominancia apical mediada por
un alto contenido de auxinas enddgenas. Ramirez-Serrano y Teixeira (2008)
recomiendan el uso de medio sin auxinas pero con citocininas y laremocion o dano
del dpice o la interrupcidn del transporte polar de las auxinas para activar las
aréolas, silo que se pretende es propagar cactdceas con crecimiento monopodial,
como A. asterias, Strombocactus disciformis, Ariocarpus retusus y Aztekium hintonii.
Medio sin o con una baja cantidad de auxinas (0.01-0.2 mg/Il), pero con citocininas
y sin remocion apical para cactdceas con un tallo prolifero o cespitoso (plantas
gue cuentan con crecimiento vegetativo debajo del dpice por lo cual las aréolas
que se encuentran en esta zona no estdn bajo la influencia de la dominancia

apical) como Mammillaria gracilis, M. prolifera o M. schiedeana.

El segundo tratamiento con mayor regeneracién fue el tfratamiento BAP/ANA
2/0.5 mg/l, con un total de 74 brotes (2.24 + 0.81); 18 provenientes del explante
dpice (1.64 +1.63), 41 del explante hipocdfilo (3.73 £ 1.2) y 15 del explante raiz (1.36
* 1.36) alos 12 meses de iniciados los cultivos. A los 12 meses de iniciados los cultivos
en este tratamiento el explante mds exitoso fue el hipocdtilo (41), seguido del dpice
(18) y raices (15) (Tabla 8). Este tratamiento fue el que presentd una respuesta mds
rdpida, el callo inicio su formacion a los 20 dias de iniciada la induccidn surgia a
partir de la zona de corte. Posteriormente comenzd a diferenciarse en brotes a los
180 dias de iniciada la induccidén, sin embargo estos parecian tener una forma
diferente, eran ovalados o tenian una forma irregular en vez de ser esféricos,
presentaban hiperhidratacién, lucian hialinos y no eran sdélidos, no habia

surgimiento areolar o estaba reducido (Fig. 18A-F).

La regeneracion de cactdceas mediante fratamientos con BAP/auxina ha sido
ampliamente reportada en la bibliografia y BAP es probablemente la citocinina

mas usada en el CTV de cactdceas (George et al., 2008) (Tablas 1, 2y 3).

A las 40 semanas de iniciada la induccién en A. ornatum, Mendoza (2007)
obtuvo un promedio de 9 brotes al considerar todos los brotes, en medio BAP/ANA

2/0.5mg/l, y de 2.93£1.96, en una repeticion de su mejor tratamiento, considerando
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solo los brotes viables y sin hiperhidratacion, al usar medio sélo con la citocinina BAP
2 mg/l, 8 semanas en medio de induccion y 16 semanas en medio MS sin RCV. Los
brotes iniciaron su desarrollo durante el periodo de induccién alas 5-7 semanas del
inicio. El desarrollo de los brotes se dio de forma mds rdpida en el caso de A.
ornatum (5-7 semanas vs 12 en la presente investigacion). Las diferencias pueden
deberse a que A. ornatum es una especie de mds rapido y abundante crecimiento
que A. asterias. El primer promedio de brotes reportado por Mendoza (2007) en
medio BAP/ANA 2/0.5 mg/I es superior al obtenido en esta investigacion (9 vs 2.24)
y lo obtenido en la repeticiéon es similar a lo aqui reportado (2.93 vs 2.24). En ambos
casos se utilizaron explantes obtenidos del corte longitudinal de pldntulas obtenidas
in vitro, de enfre 1 cmy 1.5 cm de longitud, lo cual dana el meristemo apical y de
acuerdo con Ramirez-Serrano y Teixeira (2008) detiene la influencia que este tiene

sobre las aréolas subyacentes y mejora el rendimiento.

Lizalde-Viramontes et al., (2003) encontraron que a concentfraciones de BAP
mayores a 1 mg/l se observaba un alto nUmero de brotes regenerados. Estos tenian
una morfologia no habitual, una diferenciacién minima y eran incapaces de formar
raices (como ocurrid en el presente estudio), y un crecimiento abundante de callo
que impedia la proliferacion de brotes; esto fue resuelto al agregar 1 mg/I del
blogueador del transporte polar de auxinas ATIB (Acido Triyodobenzoico). El mismo
estudio encontré un promedio de 2.3 + 0.27 brotes al usar medio con la composicion
BAP/ ATIB 0.5/1 mg/I.

En la presente investigacidon se encontfraron promedios superiores en 1os
tratamientos BAP/ANA(3.73+1.2 en hipocdtilo, 2.24+0.81 promediando los 3 tipos de
explante) y CONTROL (5.46% en hipocdtilo, y 2.49+1.25 promediando los 3 tipos de
explante) a los 12 meses de iniciada la induccidén, pero con un mayor grado de
variabilidad, es decir el error estndar de la muestra fue mayor en el presente
estudio (Tabla 8), posiblemente esté relacionado con el uso de auxinas que
generaban callo e inhibian la respuesta. Otfra diferencia encontrada fue que en el
presente trabajo la proliferaciéon de callo se detuvo agregando carbén activado
al medio para poder adsorber el remanente de ANA, no blogueando su transporte

polar como lo mencionan Lizalde-Viramontes et al., (2003).
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Estd demostrado que las auxinas pueden alterar la fisiologia pre programada de
las plantas (George et al., 2008) por lo cual un exceso de éstas o su aplicacion a
plantas que ya tengan una alta concentfraciéon enddégena puede provocar
modificaciones morfoldgicas, asimismo una alta concentracion de citocininas
puede provocar hiperhidratacién que genera una apariencia hialina y tallos
anormalmente grandes, y en plantas suculentas como las cactdceas una

morfologia fuera de lo comun (Beyl, 2011).

Finalmente, la menor regeneracién a los 12 meses de iniciada la induccion fue
con el tratamiento KIN/ANA 2/0.5 mg/I, con un total de 19 brotes (promedio de
0.58+0.32), 4 provenientes del explante dpice (promedio de 0.36+0.27), 4 del
explante hipocdtilo (promedio de 0.36+0.27) y 11 de raiz (promedio 1+0.9)(Tabla 8).
En este tratamiento se observd el crecimiento de raices a partir de callo, pero
nunca a partir de los brotes obtenidos. Presentd una respuesta organogénica
minima, solo observdndose el desarrollo de poco callo a partir de los 15-30 dias en
el caso de los explantes dpice y raiz (1-5 mm de callo) y mds abundante en el caso
del explante hipocdtilo (5-9 mm). En ambos casos el callo surgié de la zona de
corte, se presentd elongaciéon del explante dpice e hiperhidratacion en el explante
raiz (Fig. 18M-R).

La citocinina Kinetina ha sido usada con éxito en diversas ocasiones en CTV,
incluso provocando un mayor nUmero de brotes que otras citocininas. Villavicencio
et al., (2012) no encontraron diferencias significativas entre el promedio de brotes
resultantes con tratamientos que usaron BAP/ANA y tratamientos que usaron
KIN/AIB, sin embargo, observaron una reduccion de 15% en la altura de los brotes y
concluyeron que la proporcién citocinina/auxina 10:1 es la mejor para la
propagacion de Epitelantha micromeris, obteniendo promedios de hasta 15

brotes/explante en medio MS.

En el género Astrophytum la Kinetina también fue usada por Santos et al., (2001)
obtuvieron un promedio de 14.5 brotes por explante en A. myriostigma a 90 dias
de inducidos en medio MS 50% al utilizar Kinetina a 2 mg/l y realizaron cortes
longitudinales (que rompieron la dominancia apical). Concluyeron que utilizar KIN

a 2 mg/l en medio MS 50% con el doble de cloruro de calcio fue el mejor
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tratamiento para la regeneracion de A. myriostigma y que, al aumentar el tiempo

de cultivo aumenté la cantidad y mejord la calidad de los brotes obtenidos.

Chablé et al., (2006) obtuvieron promedios de 7.0, 5.5, 3.0, 2.4 y 1.3 brotes al
utilizar 0.5, 2.0/0.08, 2.0/0.2, 2.0y 2.0/0.5 de KIN y KIN/AIA en A. myriostigma. En todos
los casos, excepto en el 2.0, utilizaron MS 50% y el Cloruro de Calcio al 200% de la
concentraciéon original. Los autores concluyeron que la Kinefina fue la mejor
citocinina para la regeneracion de A. myriostigma debido a que permitid la
elongacién y aumentd el nUmero de brotes obtenidos, sin embargo acotaron que,
cuantitativamente, BAP y BAP/ANA permitieron los mejores promedios (9.2 brotes
por explante). Asimismo, mencionaron que, en pruebas previas, el uso de medio MS
100% mostrd la formaciéon de callo, y presentd efectos negativos en la formaciéon
de brotes, algo que no observaron con MS 50% que aumento la regeneracion in

vitro y mejord la regeneracion.

Mendoza (2007) obtuvo en A. ornatum un promedio de brotes de 5.95 + 3.93 en
medio MS Kinetina 2 mg/Il después de 24 semanas del inicio de la induccidn, este
promedio de brotes es casi el doble que el obtenido en el mismo trabajo (2.93 £1.96)

utilizando la citocinina BAP a una concentracion de 2 mg/I.

En la presente investigacion se lograron cantidades menores de brotes a los
mencionados para ofros reportes con la citocinina Kinetina. Se obtuvo un desarrollo
mucho mds lento (aparicion de callo a las 4 semanas, rizogénesis a las 14 semanas
y organogénesis muy reducidal). Sin embargo algunos resultados coincidieron con
lo mencionado en estudios anteriores como la elongacion de los explantes, la
aparicion de callo y la rizogénesis. El promedio de brotes fue de (0.58 = 0.32),
cantidad menor a la vista en Santos et al., (2001) 14.5 brotes, Chablé et al., (2006)

9.2 brotes en A. myriostigma y Mendoza (2007) 5.95 en A. ornatum al usar Kinetina.

Esto pudo deberse a diferentes factores, como la forma en que se obtuvieron los
explantes. En todos los estudios mencionados se utilizaron explantes longitudinales
de pldntulas de entre 1-2 cm, que rompieron con la dominancia apical (Ramirez-
Serrano y Teixeira, 2008). En el presente estudio se utilizaron explantes fransversales
de dpice, longitudinales de hipocdtilo y raiz, por lo cual, al menos los dpices aun se

enconfraban sometidos a la influencia reguladora de las auxinas del dpice. Otro
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factor es el uso de auxinas que promovieron el crecimiento de callo y pudieron
inhibir la organogénesis (George et al., 2008). La Kinetina no ha sido reportada
como regulador en algun protocolo con A. asterias, por lo cual lo reportado en el
presente estudio es el primer reporte de uso de KIN en A. asterias. Debido a esto es
posible que las diferencias con trabajos de otras especies del género puedan ser
producto de la fisiologia propia de la especie y la KIN no sea una citocinina que
genere una respuesta organogénica en A. asterias. Sin embargo se recomienda el
uso de diferentes concentraciones (mayores y menores a 2 mg/l) de KIN con y sin
auxinas para poder definir con claridad si la Kinetina es una citocinina que pueda
generar respuesta en un protocolo de regeneracion de CTV en el que se utilicé a

A. asterias.

Las condiciones de cultivo ensayadas en la presente investigacion (tipo de
explante, su estado de desarrollo, medio nutritivo, RCV cuando fueron empleados;
tipo, tamano de recipiente, luz, temperatura, promovieron la induccién y desarrollo
de los brotes hasta que los explantes se encontraban en medio de cultivo sin RCV
y con carbdn activado debido a que la proliferaciéon de callo no permitia la
regeneracion. Hasta 6-8 meses de iniciada la induccion que se aprecid
diferenciacién sustancial (agrupaciones celulares, surgimiento de dpices,

diferenciaciéon areolar y de brotes) y esta continud hasta la conclusion del estudio.

Una vez en el medio basal se aprecid hiperhidratacion, que fue paralela a la
diferenciacién y aparicién de regenerantes, y su crecimiento se vié favorecido en
medio con una alta cantfidad de bacto-agar que limitara la disponibilidad de
agua, por lo cual la cantidad de este fue aumentada en 2 ocasiones (de 8.5 g/l a
9.5 g/l a 10.5 g/l). Esta hiperhidratacion fue la principal razén para que los
subcultivos fueran espaciados lo mds posible, con el objetivo de permitir la
evaporacion del agua presente en el medio y disminuir su presencia en el mismo
(Fig. 17). Los subcultivos se realizaban hasta que el medio era prdacticamente

agotado (2-3 meses, Fig. 17).
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Figura 17. Ejemplo de frasco al tiempo de subcultivo, se aprecia el medio cerca de agotarse.

Se observd regeneracion en todos los tfratamientos, no asi en todos los explantes
(los explantes dpice tuvieron poca regeneracion, sélo 4 y 18 brotes en el caso de
los tratamientos KIN/ANA y BAP/ANA respectivamente y O brotes en el caso del

conftrol). El fratamiento con un mayor nUmero de brotes fue el control.

Se observé una capacidad regenerativa diferencial en el tipo de explante,
debido a que la formacion de brotes se enconiré asociada principalmente al
explante de hipocdtilo, seguido de la raiz y el dpice (105 48 y 22 brotes,
respectivamente)(Tabla 8). En todos los casos la regeneracion se dio por via
indirecta, a excepcién del explante raiz del tratamiento control que presentd
organogénesis directa. Este es un resultado relevante debido a que se esperaba
que los dpices tuvieran una mayor respuesta organogénica debido a la presencia

de aréolas.
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Ramirez-Serrano y Teixeira, (2008) mencionan que la presencia de dpice en
especies que presentan un crecimiento monopddico genera una inhibicion de las
aréolas subyacentes, por lo cual si no se rompe esta dominancia apical el
surgimiento de brotes es inhibido. Esto explica por qué los explantes con un mejor
rendimiento fueron aquellos que quedaron libres del dpice (Explante hipocdtilo con
105 brotes totales y explante raiz con 48 brotes totales) (Tabla 8). Asimismo explican
porqué el explante con menor respuesta fue el dpice (explante dpice, 22 brotes
totales) (Tabla 8). En ambos casos la via de regeneracion fue por organogénesis

indirecta.

Tabla 8. Brotes obtenidos a los 8 meses, 11 mesesy 12 meses de realizados los
cortes. *Brotes obtenidos de manera directa.
Tratamiento Explantes | 8 meses | 11 meses | 12 meses | Promedio
(mg/l) e.e.
Apice 4 11 18 1.64 + 1.63
2 BAP/0.5 ANA | Hipocétilo 4 7 41 3.73+1.2
Raiz 6 12 15 1.36 £ 1.36
Totales 14 30 74 2.24 + 0.81
Apice 0 3 b 0.36 + 0.27
2 KIN/0.5 ANA | Hipocétilo 1 1 4 0.36 £ 0.27
Raiz 0 3 11 1+0.9
Totales 1 7 19 0.58 + 0.32
Apice 0 0 0 0
Control Hipocatilo 17 41 60 5.46 +3.25
Raiz 10 15 22* 2+1.72
Totales 28 56 82 2.49 +1.25
Brotes Totales 43 93 175
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Figura 18. Respuesta morfogenética de los explantes de A. asterias a los diferentes tratamientos ensayados (todas las
imdgenes ilustran generacidn por via indirecta, la Unica excepcidn es laimagen | que representa regeneracion por via directa):
A), B), C), D), E) y F) Se observan brotes en el tratamiento BAP/ANA, es notable la forma irregular e hiperhidratada
caracteristica de brotes del tratamiento. F) Brote individualizado del tratamiento BAP/ANA, se observa crecimiento de callo
en la base. G) y J) Se observan dpices que no generaron brotes o callo pero que regeneraron raices. H), 1), K) y L) Se observan
brotes en el tratamiento control; con una morfologia globosa, carentes de espinas, acorde a lo visto en la especie y una ligera
hiperhidratacién en algunos casos, delatada por la apariencia hialina, vidriosa e hinchada del brote. 1) Se observa la
regeneracién de brotes por via directa; a pesar de la hiperhidratacion se observa la forma globosa deprimida y las costillas
caracteristicas de las especie. L) Brote individualizado del tratamiento control con la caracteristica forma globosa deprimida
de la especie, se observa hiperhidratacion. M) y O) Se observa el aumento en tamafio de los apices y raices en el tratamiento
KIN/ANA. N), P), Q) y R). Se observa el crecimiento de callo y de algunas raices en explantes de KIN/ANA. ra=raices. Escalas
B,PyQ=2mm, OyR=1mm.Elresto5mm.
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Individualizacion y aclimatizacién

De los 8 brotes iniciales individualizados (todos provenian del control, explante raiz
y se dieron de forma directa) se observd dano apical en los 4 sometidos al medio
MS con hidrolizado de caseina sustituyendo al NH4NOgz, mientras que a los que se
les redujo el NHsNOs al 50% presentaban una apariencia normal (Fig. 19). El dano se
manifesté como despigmentacion en la zona apical los 7 dias de haber sido
colocados en el medio con el hidrolizado de caseina. Este dano culminaba en la
muerte del dpice, para después comenzar con la diferenciacion de brotes con
apariencia sélida, morfologia esférica, costillas bien definidas, aréolas con

abundantes tfricomas y estigmas caracteristicos de la especie (Fig. 19).

Después del dano apical este tratamiento se descartd y todos los brotes que
fueron individualizados subsecuentemente se sembraron en el primer medio MS con
el NH4sNO3 reducido al 50%.

Se observd reduccion de la hiperhidrataciéon en 100% de los explantes, la
coloracion cambid del verde claro observado al momento del subcultivo, a verde
oscuro, se observaban mads sélidos y en algunos casos se vid un crecimiento muy
ligero (€2 mm) de callo en la base. No se observé enraizamiento en ningun brote

en este medio.

Se observaron raices hasta los 3-5 dias de que fue retirado el medio con AIA/AIB
0.15/0.15mg/l, enlos 4 brotes que no presentaron dano apical; este se retird debido
al crecimiento de callo en la base de los brotes. Se observaron de 1-3 raices nuevas,
de color blanco-verdoso, surgidas de la parte central del brote. No se observé el
surgimiento de pelos radiculares. Se logrd el enraizamiento en 4 de los 8 brotes
expuestos al medio AIA/AIB 0.15/0.15 mg/I.

Estas 4 plantas fueron aclimatizadas. A los 2 meses de transferencia al suelo se
obtuvo 75% de supervivencia. Las plantas sobrevivientes tenian una apariencia
solida, color verde y una forma esférica muy acorde a lo observado en plantas
obtenidas de forma tradicional (Fig. 20). Se observd un crecimiento promedio de

0.6066 mm de didmetro.
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Figura 19. Brotes individualizados de A. asterias; A: Brote con el NH4sNOs reducido 50%, se observa morfologia
normal. B: Brote al que le fue sustituido el NH4NOs por hidrolizado de caseina, se observa dafio del apice, asi
como brotes resultantes del rompimiento de la dominancia apical; b: brote, da: dafio apical.

Figura 20. A) y C) Vista superior de plantas de A.asterias a 2 meses de iniciada la aclimatizacién. B) y D). Vista
de raices de plantas de A.asterias.
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Molphe-Balch et al., (1998) obtuvo un enraizamiento de 75% en A. myriostigma y
una supervivencia de 90% 4 semanas después de iniciada la aclimatizacion, al usar

IBA en concentracion 1.0 mg/I.

El hidrolizado de caseina ha sido reportado en Helianthus annuus L. (nombre
comun: girasol, Asteraceae) por Mayor et al., (2003) y en Atriplex canescens
(hombre comun: chamiso, Chenopodiaceae) por Reyes-Vera et al., (2008). Es
utilizado como una fuente orgdnica de nitrégeno alternativa con el objetivo de
reducir la hiperhidratacion en los tejidos y es "una mezcla de alrededor de 20
aminodcidos y amonio” (Beyl, 2011). Mayor et al., (2003) utilizaron 250, 500 y 750
mg/l (5.68%, 11.36%y 17.04% de lo usado en el presente estudio) sin retirar el NH4NOs,
ellos reportan que el hidrolizado de caseina mejord la cantidad de brotes, sin
embargo no les fue Util para reducir la hiperhidratacion. Reyes-Vera et al., (2008) lo
utilizaron con una concentfracion de 4.4 g/l y con tapas que permitian el
intercambio gaseoso llegando a una reversidn de la hiperhidratacion en 66 % de

los explantes.

Se ha visto que la hiperhidratacién del tejido aumenta de forma lineal si la
cantidad de nitrato de amonio en el medio aumenta de la misma forma a las 12
semanas de iniciados los fratamientos en Amelanchier arborea (Brand, 1993), por
lo cual el reducir el NH4* incrementa la lignificacion y reduce la hiperhidratacion
(Ziv, 1991) y puede mejorar la morfogénesis (Ziv, 1991). Debido a que el NH4* reduce

el contenido de lignina en tallos en 50% y puede reducir el xlema hasta en 70%.

Ninguno de los estudios antes mencionados registré dano apical o de algun tipo
al exponerlos a medio con hidrolizado de caseina, como sucedid en el presente
estudio; el dano pudo deberse a una acidificacion del medio generada por: la
asimilaciéon de aminodcidos por parte de la planta, el desbalance de pH
provocado por la ausencia del ion NH4*; al no contar con uno de los iones el

balance normal se rompe (Fig. 19) (George et al., 2008).

Asimismo la morfologia y fisiologia de las plantas estudiadas es muy diferente
(A. canescens y H. anuus son arbustos con metabolismos C4y Cs respectivamente),
por lo cual los requerimientos idnicos y nutricionales pueden ser diferentes. El

hidrolizado de caseina con el objetivo de reducir la hiperhidratacién no ha sido
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reporfado en Cactaceae, porlo cual se recomienda hacer una aplicacion en ofras
especies de la familia para ver si los regenerantes presentan los mismos danos ante
la presencia de esta fuente orgdnica de nitrégeno, asi como probar con

concentraciones menores, posiblemente al 25%, 50% y 75% de los 4.4 g/I.

La utilizacion de recipientes ventilados en la etapa final del cultivo in vitro con el
objetivo de estimular la supervivencia de las plantas en condiciones ex vitro
también ha sido evaluado por Reyes-Vera et al. (2008) que utilizd peliculas de
polipropileno con una membrana de 10 mm y poro de 0.22 um (Magenta Corp.)
con éxito en A. canescens. Los autores lograron reversion de la hiperhidratacion en
67% de los explantes sometidos al tfratamiento, asi como diferencias significativas

con respecto al uso de tapas normales.

Majada et al., (2000 y 2001) en Dianthus caryophyllus (clavel) utilizaron Sun caps®
(Sigma®) e identificaron diferencias morfolégicas y anatdmicas en hojas a las 4
semanas de iniciados los cultivos, como una cuticula mds gruesa, mayor cantidad
de almiddn, pobre desarrollo de xilema, mayor contenido de celulosa y un nUmero
de estomas similar a las plantas ex vitro. Los tallos presentaron un mayor grado de
organizacion, mayor cantidad de esclerénquima y floema al utilizar segmentos
nodales de 1 cm de altura; lo cual sugiere que la morfogénesis puede ser
controlada a fravés de la modificacion de los factores ambientales encontrados

en el recipiente de cultivo in vitro.

Lai et al, (1998) utilizaron tapas con un filfro de 0.02 pym y midieron
periddicamente los niveles internos de etileno y oxigeno en yemas axilares de
Carica papaya; encontraron un incremento de 41% en el nUmero de brotes 20.5
cm, un incremento de 42% en expansion de hojas y un incremento de 17% en el
numero de hojas, en comparacion con explantes sin aireacion a las 4 semanas de
iniciados los fratamientos. También encontraron niveles de efileno cercanos a 0y
niveles de oxigeno mayores a los encontrados en recipientes sin aireacion, dato
que insinua que el material con aireaciéon tiene una mayor capacidad fotosintética

al no aireado.

Mendoza (2007) utilizé tapas de polipropileno, a las cuales se les realizd un orificio

central de 8 mm de didmetro, el cual se cubrid por ambos lados con una capa de
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cinta Micropore®. Encontrd que el porcentaje de supervivencia ex vitro fue mayor
en los brotes enraizados cuando incluyeron una etapa previa con recipientes

ventilados.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo y en trabajos ya citados indican
que las plantas tienen mayores posibilidades de sobrevivir y se desarrollan mejor si
se les somete a una etapa de pre-aclimatizacién que implique aireacion. La
aireacién genera un mejor rendimiento fotosintético provocado por un aumento
en la concentracion de CO:2 (Pospisilova et al., 1999) y érganos mejor preparados
para realizar fotosintesis (hojas y tallos) (Majada et al., 2000 y 2001). Asimismo
provoca un decremento en los niveles de etileno en el recipiente (relacionados al
aumento en hiperhidratacion, estrés del material, reduccion de las capacidades

fotosintéticas y en la capacidad de aclimatizaciéon) (Ziv, 1991; Navarro et al., 1994).
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CONCLUSIONES

Se logré establecer un protocolo de desinfeccidon para semillas de
Astrophytum asterias, logrando un establecimiento aséptico de 100% del

material.

El medio MS 50% resulté ser adecuado para la germinacion de semillas de A.

asterias.

Se obtuvieron diferencias significativas en cuanto al tiempo de germinacioén
de semillas de A. asterias en condicion in vitro (9.18 dias) vs ex vitro (23.75
dias). Se obtuvo un mayor porcentaje de germinacién en la condicion in
vifro (100%) vs ex vitro (40%).

A los 12 meses de realizados los cortes se obtuvieron dos tipos principales de
respuestas: formacion de callo (friable y compacto) y organogénesis de

tallos de forma indirecta, es decir, mediante una fase previa de callo.

A los 12 meses iniciada la induccién en el CONTROL se regeneraron un
mayor numero de brotes (82) con un promedio por explante de 2.48. El
fratamiento BAP 2/0.5 ANA tuvo un mayor porcentaje de respuesta

organogénica (39.4%).

La citocinina BAP en combinacidon con ANA fue la que mayor respuesta
morfogenética produjo (74 brotes totales y 2.24 por explante), en
comparacion de Kinetina/ANA (19 brotes totales y 0.58 por explante) a los

12 meses de iniciada la induccion.

La respuesta de los explantes bajo el fratamiento K/ANA 2/0.5 mg/| fue mas

lenta (15-30 dias), y presentd una morfologia diferente (Gpices elongados,
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callo compacto, brotes aparentes pero no adecuadamente diferenciados)
a la habitual en la especie. Sin embargo, se sugiere se hagan mds pruebas
con diferentes concentraciones (0.5-3 mg/l) y en ausencia de auxinas para

descartar por completo su aplicacion en A. asterias.

El explante hipocdtilo obtuvo un mayor porcentaje, promedio y niUmero de
brotes (todos por via indirecta) totales a través de todos los tfratamientos a
los 12 meses de iniciada induccién (51.4%, 3.18ty 105). Por lo cual fue el mas

apto para la regeneracion en A. asterias.

Se obtuvo unarespuesta mds abundante en plantas sin RCV, y una respuesta
reducida (22 brotes totales) en el explante dpice para todos los tfratamientos
lo cual parece indicar que A. asterias es una especie con una fuerte

dominancia apical, y una alta concentracion enddégena de auxinas.

La respuesta organogénica casi siempre fue subsecuente a la aparicion de
callo, a excepcidn del explante raiz en el tfratamiento control, y coincidid
con la adicion al medio de 1 g/l de carbdn activado, por lo cual se
considera que la via morfogenética que siguieron los explantes fue
organogénesis indirecta. Solamente 12.57% de los brotes se generd por

organogénesis directa.

Se logrd la reversion de la hiperhidratacién de brotes individualizados all
combinar el uso de Sun caps® con una reduccidén de 50% de NHsNOs en el

medio de cultivo.

Sustituir el NHsNOs3 por 4.4 g/l de hidrolizado de caseina genera dano apical

en brotes individualizados de A. asterias.
La utilizacién de Sun caps® en combinacidon con una reduccién de 50% de

NH4NOs es un fratamiento de preaclimatizaciéon exitoso en A. asterias ya que

ayuda al enraizamiento y prepara a las plantas para el ambiente ex vitro.
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El uso de AIB/AIA 0.15/0.15 mg/l genera enraizamiento de brotes
individualizados de A. asterias entre 3-5 dias de ser regresados al medio

original.

El fratamiento de preaclimatizacion dio como resultado 75% de

supervivencia a los 2 meses de iniciada la aclimatizacion.

Se logré establecer un protocolo de regeneracion de nuevas plantas de A.

asterias mediante técnicas de CTV a partir de plantas germinadas in vitro.
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PERSPECTIVAS

Se sugiere que sean retfirados los primeros milimetros de dpice (con el
objetivo de reftirar la zona meristemdatica) o se utilicen cortes longitudinales
con el objetivo de romper la dominancia apical de la planta e impulsar su

reproduccion vegetativa (Tabla 8).

Se podria explorar el uso de una mayor concentracién inicial de gelificante
(10 g/l £) solo 0 en combinacién con un osmorregulador, probar el uso de
sistemas de inmersion temporal y/o sustituir (o reducir) el nitrato de amonio
en el medio para eliminar la hiperhidratacién (como se observd en el
presente trabajo) y poder facilitar el enraizamiento y posterior aclimatizacion

de los brotes obtenidos.

Astrophytum asterias es una especie con una fuerte dominancia apical.
Como es sugerido por la incapacidad de generar brotes en explantes que
aun tenian el dpice, el rapido enraizamiento de los mismos, la incapacidad
de propagacién vegetativa (lo que sugiere una alta concentracién de
auxinas enddégenas), el crecimiento de callo y diferenciacién aun en el
fratamiento control y la mejor respuesta organogénica en explantes sin
dpice. Por lo cual la respuesta organogénica es tardia o ausente. Se sugiere
el uso de medio con citocininas pero sin auxinas, o el uso de bloqueadores
del transporte de auxinas endégenas como ATIB, B-ANA o NPA (Acido 1-

naftalenacético), para mejorar y acelerar la respuesta organogénica.
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Se sugiere se realice un barrido de citocininas y la exploracién de citocininas
diferentes a las usadas en la presente investigacion (Kinetina y BAP). Con el
objetivo de encontrar la citocinina adecuada para la propagacion de A.

asterias. En el presente trabajo la citocinina BAP fue la de mejor rendimiento.

Se sugiere probar con concentraciones menores y mayores a 4.4 g/l de
hidrolizado de caseina en ausencia y en combinacion de concenfraciones
de NHsNOs3 menores a 100% para poder determinar el mejor método de

reduccidén de la hiperhidrataciéon en la especie.

Se sugiere el uso de Sun caps® desde que se cuenta con brotes
individualizados, como tratamiento de preaclimatizacion. Sin embargo se
propone se hagan pruebas mds exhaustivas en combinacion con ofros
factores como la reduccidon de NH4* del medio, el aumento en la
concentracién de gelificante, modificaciones en la concentraciéon de
sacarosa y el uso de sustancias que modifiquen el potencial hidrico del

medio, como |lo pueden ser sorbitol, manitol.
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APENDICE

Apéndice A. Composicidn del medio Murashige y Skoog pH 5.7

utilizado, modificado de Murashige y Skoog (1962).

Componentes MS 100% | MS 50%
(g/U (g/U
Macronutrientes (NHJNO3 1.65 0.825
KNOs; 1.9 0.950
MgS0,*7H,0 0.37 0.185
KH,PO, 0.17 0.085
CaCly*2H,0 0.44 0.22
Micronutrientes MnSQO,*H,0 0.01689 0.00844
ZnS0,*7H,0 0.0086 0.0043
HsBO3 0.0062 0.0062
Kl 0.00083 | 0.000415
Na;Mo0,4*2H,0 | 0.00025 |0.000125
CuS0,*5H-0 0.000025 | 0.0000125
CoCl*6H,0 0.000025 | 0.0000125
FeEDTA FeSO.*7H,0 0.0278 0.0139
Na;EDTA 0.0373 0.01865
Vitaminas Tiamina 0.0001 0.00005
Acido 0.0005 0.00025
Nicotinico
Piridoxina * 0.0005 0.00025
HCL
Inositol 0.10 0.05
Glicina 0.002 0.001
Carbohidratos Sacarosa 30 15
Agente Gelificante | Agar 8-10.5 8-10.5
Bacterioldgico
Agentes Acido 0.10 0.05
Antioxidantes Ascorbico
Acido Citrico | 0.10 0.05
Carbdn Activado 1 0.5
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