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Resumen

Mammillaria luethyi se distribuye naturalmente en los desiertos aridos del Norte de Coahuila,
México. Sus caracteristicas morfoldgicas la hacen ser muy codiciada entre coleccionistas, lo cual ha
propiciado el saqueo, la venta ilegal y pérdida del habitat. Es considerada como vulnerable por la
UICN; se encuentra en peligro de extincién segin la NOM-059-SEMARNAT 2010 y esta en el
Apéndice Il de CITES. Su establecimiento en cultivo in vitro como estrategia para su conservacion
ha demostrado su viabilidad, sin embargo, la hiperhidricidad en los regenerantes ha impedido la
consolidacion de los brotes y su posterior aclimatizacion. Este estudio tuvo como objetivos promover
la induccion de brotes via organogénesis indirecta, asi como reducir la hiperhidratacion, propiciar la
consolidacion y enraizamiento de brotes. Para ello se emplearon diferentes osmorreguladores
(manitol/sorbitol), se modificd y sustituyd por caseina hidrolizada la concentracion de nitrégeno (NH4
NOs) en el medio de cultivo, y se gener6 un recambio de atmosfera en los contenedores de cultivo
por medio de Sun caps®. Al término de ocho semanas de iniciados los cultivos tratados con
osmorreguladores se determind que la concentracion de manitol 12 g/L obtuvieron los mejores
resultados ya que redujo la hiperhidratacion en 85.63%, form6 0.96 g de callo en dos meses y regenero
en promedio 13.88 brotes por explante (4 meses). Al sustituir el Nitrdgeno (NHsNO3) por hidrolizado
de caseina, no se disminuyo la hiperhidricidad, al contrario, propici6 la proliferacion masiva de callo
formando hasta 11.6 g de callo en dos meses, sin embargo, fue el tratamiento con mayor nimero
promedio de brotes con 19.5 brotes por explante (maximo 40 brotes por explante), y con una
apariencia mas consolidada, también mostré el valor mas bajo en oxidacion (4%). El uso de sun
caps® mejoro la consolidacion de brotes (grupo control: 11.06 g de callo; 11.25 brotes por explante)
y redujo la hiperhidricidad, sin embargo, cuando se adicionaron los osmorreguladores en
concentraciones mayores a 4 g/L se observ6 oxidacion en los cultivos debido a un estrés osmotico
provocado por la combinacién de suncaps® con osmorreguladores. La formacién de raices se observé
después de 1 semana de la individualizacion de los brotes, sin la adicion de carbon activado o RCV.
Se lograron controlar los problemas de hiperhidricidad y la consolidacion de brotes via organogénesis
indirecta gracias a una estricta regulacion en los componentes del medio de cultivo, esto permitira

continuar con el estudio y conservacion de M. luethyi.

Palabras clave: Propagacion, conservacion, hiperhidratacion, oxidacion, cultivo de tejidos vegetales.



Introduccion

“La sociedad humana estd inmersa en una crisis ambiental de proporciones alarmantes. A
pesar de las politicas y acuerdos internacionales por revertir la situaciéon, existen fuerzas socio
econdmicas que reproducen continuamente la degradacién y depredacion del medio ambiente
externo; pero también que degradan a la propia naturaleza humana. Esto causado por
relaciones propiamente capitalistas” (Foladori, 2007).

El grupo de las cactaceas al tener maltiples funciones en la naturaleza ha tenido graves
afectaciones, al ser un producto forestal no maderable (PFNM), la regulacion de su extraccion
es competencia (responsabilidad) directa de dos leyes federales: la Ley General de Vida
Silvestre (LGVS) y la Ley General de Desarrollo Forestal Sustentable (LGDFS), asi como
de 11 normas oficiales mexicanas (NOM). Indirectamente, la LGDFS plantea modalidades
particulares para los aprovechamientos de PFNM en bosques tropicales, en areas protegidas
0 para las especies en peligro de extincion, amenazadas, raras o con proteccion especial
(Ahumada, 2003; Anta Fonseca y Carabjas, 2008).

La Familia Cactaceae es de las mas diversas y con mayor importancia, ecoldgica, econémica
y cultural, cuenta con aproximadamente 1,800 spp en 100-150 generos (Arias y Flores, 2013).
La NOM-059-SEMARNAT-2010, enlista 270 taxones, el Libro Rojo de la Union
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) incluye 66 y la Convencion
Internacional sobre el Comercio de Especies Amenazadas de Fauna y Flora (CITES), enlista
41 taxones (Apéndice 1), y el resto de las cactaceas estan consideradas dentro del Apéndice
Il.

Mammillaria luethyi G. S. Hinton es una cactacea endémica del norte de Meéxico y se
encuentra Unicamente en un afloramiento de fluoruro asociado a lajas de roca calcérea
(Hinton, 1996); es debido a su morfologia de atractivo para coleccionistas, su restringida
distribucion y su pequefio tamarfio poblacional que la ponen en severo riesgo de desaparecer.
Segun la UICN es considerada vulnerable (VU), en la NOM-059: P (Peligro de extincién) y
CITES la coloca en el apartado II.

Ante la situacion de riesgo en la que se encuentran al menos el 30 por ciento de las especies
de cactaceas mexicanas, es necesario tomar medidas de proteccidn urgentemente. Entre éstas
se han sugerido la colecta y la preservacion de semillas; el cultivo de plantas en invernaderos
con el fin de propiciar la investigacion; la introduccion de plantas a sus habitats naturales, y
fomentar un comercio legal. También se ha sugerido el establecimiento de areas de exclusion,
tanto al dafio ocasionado por el ganado, como para evitar la extraccion de ejemplares de sus
ambientes naturales (Jiménez, 2011).

M. luethyi se cultiva como una planta ornamental, a menudo por medio de injertos (Luthy,
2007), sin embargo, es necesario recurrir a otros métodos para poder cubrir su demanda
comercial y para su conservacion. Se han implementado herramientas de biotecnologia
vegetal, por ejemplo, la utilizacion del cultivo de tejidos vegetales (CTV) o cultivo in vitro,
en virtud de la gran cantidad de plantas que se obtienen una vez superada la fase
experimental, al reducido material vegetal que se requiere, ademas de que se realiza en
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condiciones libres de patogenos y en un espacio reducido (Quiala et al., 2004; Téllez y
Casanova, 2014).

El CTV de células, tejidos, érganos o plantas completas se realiza en condiciones
nutricionales y ambientales controladas (Thorpe, 2007) a menudo para producir clones de
esa planta. El cultivo in vitro de células y 6rganos ofrece una opcidn para la conservacion de
genotipos en peligro (Sengar et al., 2010). Los protocolos de cultivo de tejidos se pueden
usar para diversos propdsitos, entre ellos, la preservacion de los tejidos vegetativos cuando
los objetivos para la conservacion son clones y/o en situaciones extremas como con M.
luethyi para la que no se cuentan con semillas, ni suficientes individuos. EI CTV se lleva a
cabo bajo condiciones controladas en recintos donde es posible el trabajo de investigacion de
manera continua, se reducen riesgos de pérdida de recursos genéticos por desastres naturales
bidticos o abioticos (Hussain et al., 2012).

La regeneracion de plantas in vitro de M. luethyi ha sido estudiada por Escobedo et al.,
(2004), Gracidas et al., (2010) y Camargo (2017), quienes lograron su establecimiento
aséptico in vitro e indujeron mediante reguladores de crecimiento vegetal respuestas de
morfogénesis directa e indirecta. Sin embargo, también reportaron en altas concentraciones
y/o por tiempos prolongados que se promovieron desordenes fisiologicos en esta especie,
como la hiperhidricidad, la cual provoca la pérdida de organizacion en drganos y tejidos que
llevé a la conversién de plantas completas en callo sin poder recuperar una respuesta
morfogénica. Camargo (2017), menciond que los cultivos tenian procesos de pérdida de la
capacidad regenerativa debido a largos ciclos de cultivo in vitro, esta situacion se vio
agravada por el limitado nimero de plantas y de explantes, el lento crecimiento que se
observo y altos porcentajes de oxidacion extendida en brotes.

Para M. luethyi, especie endémica, con escasos individuos y en peligro de extincién, poder
estudiar y tratar de resolver la hiperhidricidad de los tejidos es una tarea obligada para
alcanzar la consolidacién de las plantas y lograr su permanencia en la biodiversidad. El
empleo de osmorreguladores, reguladores de crecimiento se plantean para mejorar las
condiciones fisioldgicas in vitro y su efecto en el desarrollo de brotes y plantulas completas
(Bello et al., 2014). El proposito del presente estudio fue probar estas alternativas para
resolver los problemas de hiperhidratacion, oxidacion, enraizamiento que hagan posible
continuar con su propagacion y conservacion.



Antecedentes

Biodiversidad

“La biodiversidad que vemos hoy es el fruto de miles de millones de afios de evolucion,
moldeada por procesos naturales y, cada vez mas, por la influencia de las actividades
humanas. Forma la red de la vida de la cual somos parte integral y de la cual dependemos en
su totalidad” (CBD, 2000).

La biodiversidad esta distribuida de forma irregular alrededor de la tierra, se encuentra con
una marcada distribucion en lugares que no han sido afectados por efectos fisicos como
cataclismos, actividad volcanica, glaciaciones, asi como los lugares donde no ha llegado el
ser humano, pues cierto grado de aislamiento favorece la evolucion y aparicion de nuevas
especies. Segun la organizacion Conservation International definié 34 lugares considerados
‘hot-spots’ terrestres — que representan el 2.3% de la superficie terrestre total. En ellos se
encuentra mas del 50% de las especies de plantas del mundo y el 42% de las especies de
vertebrados son endémicas de estas areas (Badii et al., 2015).

Los paises “Megadiversos” distribuidos por todo el orbe, en conjunto albergan entre el 60%
y 70% de la diversidad bioldgica conocida del planeta (en el cual se conocen actualmente
entre 1.8 y 2.3 millones de especies animales, vegetales, de hongos y de microorganismos de
un total estimado conservadoramente en casi 11 millones de especies (Hinchliff et al., 2015;
Mora et al., 2011). México, junto con Australia, Brasil, Costa Rica, Colombia, China,
Ecuador, Nueva Guinea, Indonesia, Kenia, Papua y Peru son los paises en donde residen los
mayores indices de biodiversidad (CONABIO, 2006; Sarukhan et al., 2012).

Somos el cuarto pais en cuanto a riqueza de especies, ademas de combinar esa elevada
diversidad bioldgica con una gran riqueza cultural (Sarukhan et al., 2017). Esta se debe por
la gran complejidad fisiografica y por su intrincada historia geolégica y climatica, la flora 'y
fauna mexicanas muestran patrones geograficos correlacionados con el comportamiento del
medio fisico (Espinosa et al., 2008). El territorio nacional presenta casi todos los climas del
planeta (exceptuando tundra) lo cual permite que se desarrollen préacticamente todos los
ecosistemas terrestres presentes en el mundo. Concentrados en poco menos de dos millones
de kilobmetros cuadrados y representando solo el 1.4% de la superficie de la Tierra, México
alberga entre el 10% y el 12% de todas las especies del planeta (Jiménez et al., 2014). Los
grupos mejor conocidos son los vertebrados terrestres. En lo que se refiere a mamiferos, en
México habitan 564 especies, de las cuales 514 son terrestres y 50 son marinas (Ceballos,
2014; Bravo y Sanchez, 1991). Con una superficie territorial 3.5 veces mayor que la de
México, Australia posee 917 especies de reptiles (Chapman, 2009), mientras que en nuestro
territorio se han descrito 908 especies, por lo que México ocupa el segundo lugar en el
numero de especies de este grupo. Se han descrito 2,224 especies de peces marinos (Espinosa,
2014). En lo que se refiere a insectos, el grupo de animales mas numeroso, se han descrito
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de México hasta el presente 66 275 especies, pero se estima que pueden existir cerca de 100
000 (Cat-Conabio, 2017).

Estado actual de la Biodiversidad

El consumo descontrolado del ser humano es un factor detras de los cambios ambientales,
sin precedentes que estamos presenciando, debido al aumento en la demanda de energia,
tierra y agua. Cuando los humanos explotan la naturaleza a una tasa mayor de la que ésta se
regenera y se producen residuos a una tasa superior de los que la naturaleza puede absorber,
se esta ejerciendo un sobreuso y explotacion del “capital natural”.

Otro factor del deterioro ambiental radica en el aumento poblacional, pero debemos tomar
en cuenta que existen claras diferencias (desigualdades) en el reparto en el consumo de
recursos, ya que no todos los habitantes han contribuido por igual a ese déficit ecolégico y
no todo el mundo podria seguir los estandares de vida de paises “desarrollados” (Pérez et al.,
2015). Podemos decir que en medida que el PIB de una nacion se incrementa también lo hace
su huella ecoldgica (HE) (indicador de consumo y estimado del uso general de recursos;
WWEF, 2018). Por lo que existe una relacién directa entre el crecimiento econémico y el
deterioro ecoldgico a pesar de los “supuestos” avances en términos de eficiencia ambiental
(Carpintero, 2005). Los paises con altos ingresos tienen una HEpc (per capita) media de 6.1
ha, mientras que la de los paises de bajos ingresos es tan solo de 1.2 ha. En el caso de México,
entre 1961 y 2006 su huella ecoldgica aument6 cinco veces, pasando de 1.9 a 3.4 ha (Amen,
2011).

La utilizacién de los recursos naturales y la biodiversidad estan estrechamente relacionadas,
el aumento en el consumo de recursos naturales trae como consecuencia la pérdida de
biodiversidad, la cual es ocasionada principalmente por los humanos. Los principales
factores son la transformacion, degradacion y fragmentacidn de los ecosistemas naturales, en
particular por la expansion de la agricultura y la ganaderia, la urbanizacién, la construccion
de infraestructura (como carreteras, muelles y presas) y por la apertura de minas y canteras
(Fig. 1) (PNUMA, 2012). A ello debe sumarse la sobreexplotacion de las poblaciones
silvestres de muchas especies (por la pesca, la caza y la recoleccion), la introduccién de
especies exoticas invasoras y el cambio climatico global. En México, de segun las Cartas de
Uso del Suelo y Vegetacion del INEGI, la expansion de la agricultura hasta los afios setenta
habia alcanzado, a costa de ecosistemas naturales, mas de 26 millones ha, esto es, el 13.3%
de la superficie total del pais. Para 2011 avanzd hasta alcanzar cerca de 31 millones de ha,
principalmente sobre superficies ocupadas originalmente por selvas (13 millones de ha),
matorrales (7.4 millones de ha), bosques templados (6.3 millones de ha) y pastizales (5
millones de ha).

Si se consideran en conjunto a los terrenos agricolas y ganaderos, entre la década de los afos
setenta y 2011, crecieron 11.4 millones ha, con lo cual, su presencia se amplio del 20.5 al
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26.3% del territorio nacional. No obstante, la tasa de expansion anual de la frontera
agropecuaria ha disminuido gradualmente: en el periodo 2002-2007 alcanz6 296 mil ha
(0.59% anual) y entre 2007 y 2011 fue de 123 mil ha.

Las proyecciones indican que la biodiversidad del planeta habrd disminuido a sélo una
décima parte en el afio 2050 (WWF, 2018).

Toda actividad econdémica depende de los servicios que proporciona la naturaleza, por lo que
debe ser reconocida, valorada, conservada y aprovechada de manera sostenible como el
componente esencial y fuente de recursos aprovechables para la riqueza (bioldgica, cultural,
econdémica) de un pais. Se calcula que mundialmente, la naturaleza provee servicios
valorados en unos US $125 billones al afio (Costanza., 2014). Se requiere valorar la
naturaleza mas all de asignarle una cifra en dolares, es necesario reconocer otros sistemas
de conocimiento, por ejemplo, los de las comunidades locales y los pueblos indigenas.

Sal.vaguardar, la n_aturaleza ,ahora es,d.e las *W*W’ Boveson |
actidades mas peligrosas, sélo en México a : J :
mediados del 2019, 13 personas murieron por " ;;(m
su labor valiente en la proteccion de la = ‘\z\
naturaleza y en 2018, segin el Centro
Mexicano de Derecho Ambiental, 21 personas ok s -
fueron  asesinadas  por  defender el L) oo
medioambiente, el 39% de las agresiones / ?ﬁf
registradas vinieron de autoridades. Las e ||
personas que estan en la primera linea de Il

defensa del patrimonio natural mexicano viven

bajo constante amenaza. Si en México se &

continda asediando, desapareciendo y matando o

con absoluta impunidad a los activistas, ¢quién

protegera a la naturaleza? Se debe garantizar la  Figura L. Amenazas a la naturaleza, y motores y
presiones detrds de ellas. La pérdida de habitats

libertad de expresion y la seguridad de 10S  gepida a Ia agricultura y la sobreexplotacion siguen
ambientalistas y respetar sus acciones, hacer siendo la mayor amenaza a la biodiversidad y los

cumplir las leyes y llevar a la justicia a los ©cosistemas (WWF, 2018).
criminales, aun cuando éstos sean parte del
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Diversidad en plantas vasculares

Se estima un aproximado de 383,671 especies de plantas en el mundo. En el continente
americano hay un registro de 124,993 especies, 6,227 generos, y 355 familias. Esto
corresponde al 33% del total de especies de plantas vasculares conocidas. En escala
continental, 51,241 especies se encuentran en el norte del continente Americano (42,941
endémicas) y 82,052 en Sudamérica (73,552 endémicas), con solo 8,300 especies en
Centroamérica (Nic et al., 2016; Ulloa et al., 2017).

Nuestro pais se encuentra entre los cuatro con el mayor nimero de plantas vasculares. Se han
descrito hasta ahora poco mas de 25,000 de un total que se estima entre 27,000 y 30,000, de
las cuales una alta proporcion es endémica del pais (Sarukhan et al., 2017).

Villasefior (2016) registra un listado de plantas vasculares nativas de México donde enumera
23,314 especies distribuidas en 2,854 géneros, 297 familias y 73 6rdenes. Entre los paises
continentales ocupa el segundo por el nimero de especies endémicas (alrededor del 50%),
solo por debajo de Sudéfrica. Es decir, la mitad o mas de nuestra flora no se encuentra en
ninguna otra parte del mundo. Si una de estas especies se extingue en México, desaparece
del planeta (Sarukhéan et al., 2017). Las familias con mayor nimero de géneros, destacan en
los primeros lugares Asteraceae (362 géneros), Poaceae (166), Orchidaceae (157),
Fabaceae (92), Rubiaceae (92) y Cactaceae (72) (Villasenior, 2004).

Diversidad de la Familia Cactaceae

Un grupo muy notable de plantas que caracteriza
100 el paisaje de las zonas aridas de México y se
80 distingue junto con los magueyes, los mezquites y
60 e BB las Yucas, es la familia Cactaceae, la cual tiene una
o BN N e - .. alta diversidad e importancia ecolégica. Este
0N . .. grupo incluye entre 100 y 150 géneros, y
o . aproximadamente 1,800 especies en el continente
zamacae Crsslcae Asargcee(Caac) bomlace Americano (Arias y Flores, 2013). Desde el norte
Figura 2. Familias de plantas vasculares con  de Canadé hasta el Sur de la Patagonia Argentina,
una alta proporcion de endemismos (cat- v desde el nivel del mar en dunas costeras hasta
CONABIO, 2017). Vease fuentes en el 4q 5100 metros de altitud en Pera. México es un
importante centro de diversificacion de esta familia al presentar un alto indice de endemismo
a nivel genérico (73%) y especifico (87%) (Figura 2) (Palacios, 2010), cuenta con 913
taxones (80% endémicos) y 677 especies, de las cuales el 84 % son endémicas. (Jiménez,
2011).

Porcentaje

La maxima ocurrencia de especies de cactaceas se presenta en la porcion sureste del desierto
Chihuahuense, particularmente en los estados de Coahuila, San Luis Potosi, Tamaulipas y
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Nuevo Leon, constituyendo el nucleo de concentracion y diversidad genética de cactaceas
amenazadas mas importante del continente americano. La diversidad de cactus se da a nivel
de género y especies, en géneros Oaxaca y San Luis Potosi tienen la mayor diversidad, pero
en cuanto al nimero de especies; San Luis Potosi ocupa el primer lugar con 151 especies y
Coahuila el segundo con 128 especies (Villasefior, 2016; Villavicencio et al., 2010).

Generalidades de la Familia Cactaceae

Las cactaceas son plantas del orden Caryophyllales/clase Magnoliopsida, que presentan una
forma de crecimiento y estructuras anatdmicas de adaptacion altamente especializados,
dandoles una fisonomia particular. Estas estructuras son responsables de las adaptaciones al
medio arido y desértico en que la mayoria crece, diferentes formas de vida: criptofita, gedfita,
epifita o terrestre, lo cual depende en gran medida del ecosistema donde se distribuyen.
Posiblemente, también los diversos tipos de polinizacion que experimentan, principalmente
por medio de los insectos y aves.

Las aréolas son los érganos mas caracteristicos de las cactaceas, se les considera como yemas
homologas a las yemas axilares de las otras Magnoliopsidas. Las yemas de las dicotileddneas,
debido a su meristemo dan origen a hojas, nuevos tallos y flores; las yemas de las cactaceas,
o0 aréolas, forman también hojas reducidas, flores, tallos espinas, gloquidas incluso raices
adventicias. En casi todas las especies existe al centro de las aréolas, un meristemo de
crecimiento integrado por dos porciones, la abaxial o externa, que forma las espinas, y la
adaxial, que origina las flores. La abaxial entra primero en actividad una vez formadas las
espinas se activa la parte adaxial productora de flores.

Los tallos como adaptacion morfoldgica en relacién con la aridez permiten almacenar y
conservar agua en sus tejidos. Presentan, entre otras adaptaciones: gran desarrollo de los
parénquimas, responsables de la suculencia; la reduccién de la superficie transpiratoria al
adquirir formas globosas; la atrofia hasta estados vestigiales del limbo de las hojas o su
transformacion en escamas, espinas y gloquidas; el engrosamiento de la cuticula y de las
membranas celulésicas de los tegumentos; la pruinosidad o las excrecencias cerosas de las
células epidérmicas; la disminucion y disposicion hundida de los estomas, etcétera. Hay que
agregar que estas adaptaciones facilitan la absorcién rapida del agua como la gran longitud
que adquieren algunas raices.

Las espinas son drganos caracteristicos de las cactaceas. Sin embargo, en diversas especies
se encuentran ausentes, como sucede en Lophophora, Aztekium, Astrophytum myriostigma,
A. asterias, Epiphyllum, Opuntia y Rhipsalis. Las espinas se forman a expensas de los tejidos
meristematicos de las aréolas, de la misma manera que las hojas; su crecimiento se debe a un
meristemo que existe en su base, y el endurecimiento a un proceso de lignificacion. Las
espinas aparecen en la aréola casi al mismo tiempo (que las hojas), pero sucesivamente,
acaban por presentar una disposicion bilateral (Bravo, 1978).



Importancia bioldgica y usos de las cactaceas”

Las cactaceas tienen un papel fundamental en la naturaleza, cumplen maltiples funciones en
sus ecosistemas ya que son fijadoras de suelo para evitar la erosion, ha sido utilizadas como
fuente de forraje son convenientes, sobre todo en épocas de sequia en las zonas aridas y
semidridas del pais, son fuente de mucilagos, gomas y pectinas (Flores y Velazco, 2008;
Gurvich, 2010), sirven de fuente de alimento en la gastronomia humana, ofrecen diferentes
usos etnobotanicos (Schulze, 2004). En la India se han utilizado como vegetacion perenne
para proteger la tierra de la erosion. Los cactus parecen ser una opcion para mantener los
medios de vida, reducir la pobreza y generar oportunidades de empleo (Shetty et. al., 2012).

Los tallos, raices, flores, frutos y semillas de diversas cactaceas han sido usados desde la
época prehispanica hasta la actualidad, en la alimentacién, en medicina y en ceremonias
religiosas (Fig. 3). Algunos ejemplos son Opuntia ficus-indica que se cultiva ampliamente
por sus tallos y frutos comestibles (Inglese et al., 2002). En la actualidad varios paises de
Américay de laregion del Mediterraneo son productores de estas magnificas plantas, algunas
son cultivadas en viveros para consumo humano, por ejemplo algunos frutos de Hylocereus
spp., Pereskia lychnidiflora, Selenicereus setaceus y Stenocereus spp. (Nerd et al., 2002).

Lophophora williamsii Hylocereus undatus Mammillaria herrerae
Figura 3. Algunas especies de cactaceas utilizadas en alimentacidn, medicina y ceremonias culturales.

En México también se emplean como cercos vivos para delimitar terrenos, tal es el caso de
Acanthocereus tetragonus, Stenocereus eichlamii, S. pruinosus y Pachycereus lepidanthus
en las regiones calidas y secas, asi como varias especies de los géneros Nopalea y Opuntia
en el altiplano (Anzueto y MacVean, 2000; Veliz, obs. Pers.). Las flores de Disocactus
flagelliformis (junco) en infusion, se utilizan en el centro de México para controlar problemas
cardiacos. Lophophora williamsii (peyote) y Echinopsis pachanoi (cactus de San Pedro) son
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los ejemplos mas representativos de especies utilizadas en rituales por varios grupos de
México y Per0 respectivamente, aunque ambos son usados también en la medicina tradicional
(Anderson, 2001). Los extractos de peyote también se han asociado con la estimulacion del
sistema nervioso central y la regulacion de la presion arterial, el suefio, el hambre y la sed
(Franco et al., 2012 ). Sobre algunas especies de Opuntia se cultiva un insecto, Dactylopius
coccus Costa (Homoptera: Coccoidea), conocida como cochinilla de la grana, la cual parasita
la planta y produce acido carminico que se utiliza como colorante natural para tefiir tejidos y
alimentos (Arias y Véliz, 2006).

Estatus de conservacion de la familia Cactaceae

Los cactus experimentan una amplia gama
de amenazas, los procesos predominantes
responsables de la  degradacion,
destruccion  y/o  deterioro de la
biodiversidad; son la conversion de la tierra
a la agricultura y la acuicultura, la
recoleccién como recursos biolégicos y el
desarrollo residencial y comercial. La
agricultura es la amenaza mas extendida
para los cactus, que afecta a especies en
grandes partes del norte de Meéxico,
Mesoamérica y la parte sur de Sudameérica.
Los cactus en las costas areas, como la
peninsula de Baja California en México y
el Caribe, se ven afectados principalmente
por el desarrollo residencial y comercial.
Areas donde los tres procesos de amenaza
actlan juntas son a menudo regiones que
albergan las concentraciones mas altas de
especies amenazadas, como el centro de
Mexico y el este de Brasil (Fig. 4).

Species absent or values of
all three threats are low

Figura 4. Distribucién geografica de los tres procesos de amenaza mas comunes. Verde, agricultura/acuicultura; rojo,
sobreexplotacion; y azul, desarrollo residencial/comercial. Estos colores cambian a medida que las amenazas se combinan,
volviéndose blancas cuando existen los tres. Cuanto mas brillante sea el color, mayor sera el nimero de especies afectadas
por esa amenaza en particular. El negro corresponde a areas donde los tres valores de amenaza son bajos. Imagen por:
Goettsch et al., 2015.
Los impulsores inmediatos son la recoleccion sin escripulos de plantas y semillas vivas para
el comercio horticola y para colecciones ornamentales privadas (que afectan al 47% de los
cactus amenazados), ganaderia en pequefia escala (31%) y agricultura anual en pequefia
escala (24%) (Goettsch et al., 2015; Salafsky et al., 2008). Su desaparicion conlleva a un



proceso de empobrecimiento bioldgico y a la pérdida de recursos Utiles para las poblaciones
humanas (Arias et al., 2005).

Marcos legales para proteccion y aprovechamiento de las cactaceas

Las cactaceas y la regulacion de su extraccion es competencia directa de dos leyes federales:
la Ley General de Vida Silvestre (LGVS) y la Ley General de Desarrollo Forestal Sustentable
(LGDFS), asi como de 11 normas oficiales mexicanas (NOM). Indirectamente, la Ley
General del Equilibrio Ecologico y la Proteccion al Ambiente (LGEEPA) plantea
modalidades particulares para los aprovechamientos de PFNM en bosques tropicales, en
areas protegidas o para las especies en peligro de extincién, amenazadas, raras 0 con
proteccion especial (Ahumada, 2003; Anta Fonseca y Carabias, 2008).

Estas leyes y catalogos ofrecen un marco legal para la proteccion, el aprovechamiento y el
comercio de la flora silvestre nativa. Segiin la NOM-059-SEMARNAT-2010 para cactaceas,
enlista 270 taxones, la Convencién sobre Comercio de Especies Amenazadas de Flora y
Fauna Silvestre, enlista 41 taxones en el Apéndice | (especies sobre las que se cierne el mayor
grado de peligro entre las especies de fauna y de flora) y el resto de ellas estan consideradas
dentro del Apéndice Il (especies que no estan necesariamente amenazadas de extincion pero
que podrian llegar a estarlo a menos que se contrale estrictamente su comercio) y el Libro
Rojo de la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza incluye 66 taxones,
con 415 especies en alguna categoria de riesgo; 139 en la categoria Vulnerable (9.4%), 177
en la categoria de Peligro de Extincion (11.98%), 99 en la categoria de Peligro Critico (6.7%)
y 2 (0.1%) como posiblemente extintas en la naturaleza. Esto quiere decir que ya no se
podrian recuperar y que el ser humano perdera oportunidades de obtener recursos naturales
ademas del desbalance en el equilibrio ecolégico que sufrird su habitat.

Un geénero seriamente afectado y nombrado por la SEMARNAT (2010) es Mammillaria
Haw., el cual enlista 57 especies en alguna categoria de riesgo. Este se compone de
aproximadamente 163 especies de las cuales el 90% son endémicas de México. Hernandez
y Gémez (2011) reportaron que dentro del género Mammillaria el 31% de las especies se
encuentran bajo alguna categoria de amenaza, el 9% criticamente amenazadas, 11.6%
amenazadas y 10.3% son vulnerables.

El género Mammillaria tiene una amplia distribucion abarcando paises como Estados Unidos,
México, Guatemala, Honduras, Colombia, Venezuela y las Antillas (Flores y Medina, 2010).
Segun Bracamonte (2015) es uno de los géneros de cactaceas mas llamativos por la forma de
sus tallos y sus flores conspicuas. Estas caracteristicas han sido un factor para que la especies
como Mammillaria pectinifera, M. herrerae, M. bocasana, M. mathildae y entre ellas
Mammillaria luethyi se encuentren en grave riesgo de extincion.
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Descripcion morfolégica de Mammillaria luethyi

Los tallos son simples o ramificados, con hasta aproximadamente 7 u 8 individuos, que
forman racimos planos en el sustrato a poca profundidad. El &pice es redondeado a aplanado,
ca. 1.5 cm de didmetro como maximo (Fig. 5). La raiz es tuberosa, con forma afilada y
suculenta que se originan en su base, y tienen un diametro de ca. 6 mm en su origen. Los
podarios ascendentes son densos, muy delgados, cilindricos, de hasta 5.5 mm de largoy 1.3
mm de didmetro, de color verde oscuro con una base rojiza o blanquecina, volviéndose
caducifolios en la parte subterranea del tallo. Las axilas estan desnudas. Las aréolas contienen
algunas espinas hialinas y hasta 80 (hasta 100 segun Cutak, 1952) espinas blancas diminutas
(Fig. 6B). Este caracter de “columna vertebral”, inico en Cactaceae, en microscopio la aréola
parece un conjunto de estrellas. Las flores son de hasta 3 cm de largo y ancho, el doble del
didmetro del tallo, color magenta (Fig. 6A) y se han reportado flores blancas (Janeba, 2017).
El fruto estd casi completamente hundido en el tallo, es seco y globular, de 4.5 mm de
diametro, de color verde amarillento a verde rojizo, y contiene hasta 15 semillas. Las semillas
son negras, globulares, ca. 1 mm de largo y ancho, con una testa finamente picada. El hilo
basal esta ligeramente separado por un cuello débil, la region del hilio y el micropilo es
irregularmente ovalada, de 0.8 mm de largo y 0.4 mm de ancho (Cutak, 1952; Hinton, 1996;
Luthy y Hinton, 1998; Janeba, 2017)..

Y A iand\ T M)
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Figura 5. Una comparacion de un espécimen Mammillaria luethyi A) mas grande que la moneda de 25
centavos, (quarter) de EE. UU. Que mide 25 mm (1 pulgada). Fotografia por: Janeba (2017); B) PH914.06
con una moneda de 1 peso 21 mm de didmetro de escala. Fotografia por: Hoxey, 2012.
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Figura 6. Ejemplares adultos de Mammillaria luethyi que muestra los caracteres morfolégicos. A) planta
completa, B) Aréola; fotografia por: http://www.nelocactus.org/luethyi.html C) Ejemplares de M. luethyi

formando una colonia.
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Distribucion geogréafica de M. luethyi

Su habitat natural es el desierto &rido de Coahuila de Zaragoza, México de donde es endémica
(Figura 7) (Guzman et al., 2003). Crece en una capa superficial de sustrato en losas planas
de piedra caliza entre la grava caliza gruesa de caliche (una palabra espafiola, originaria del
latin calx, que significa cal), se refiere a una corteza secundaria endurecida de carbonato de
calcio dentro o sobre suelo pedregoso, las cuales carecen de vegetacion mas alta y solo cactus
como Epithelantha micromeris y Neolloydia conoidea a menudo se puede ver creciendo
junto a M. luethyi (Janeba, 2017).

Las plantas crecen casi completamente hundidas en un sustrato de solo 1.5-2.0 cm de
profundidad, de arcilla arenosa y grava fina, junto con Selaginella wrightii, Neolloydia
conoidea, Bouteloua gracilis y liquenes. Los microhabitats estdn rodeados de vegetacion
tipica del desierto chihuahuense, dominada por Agave lechuguilla, Dasylirion sp., Yucca
elata, Yucca sp., Fouquieria splendens, Escobaria tuberculosa y Glandulicactus uncinatus
(Lathy y Hinton, 1998). La imagen no esta citada en el texto

R # : ;‘ e - WY b S i s “% e

Figura 7. A) Vista del habitat de Mammillaria luethyi. Uno tiene que bajar al suelo para observar los diminutos
cactus, fotografia por Janeba, 2017, B) Acercamiento a flores que pertenecen a M. luethyi en su habitat natural.
Foto Richard Kalas.
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Descubrimiento de M. luethyi

M. luethyi fue descrita por George S. Hinton y Jonas Luthy en 1996, sin embargo, la historia
de esta especie comienza en algun lugar del norte de Coahuila, México, a principios de la
década de 1950. Un buscador de minas nativo encontrd las pequefias plantas y llevé algunas
de ellas a Ciudad Acufa, ciudad fronteriza ubicada justo al lado del Rio Bravo. Donde se las
dio a una sefiora que operaba el Hotel Crosby, ella las guardaba en una lata de café junto a
una ventana del hotel. Mas tarde, Norman H. Boke (1913-1996), un histologo especializado
en la morfologia de las Cactaceae tomo varias fotos Kodachrome de estas plantas y las envio
para su identificacion a su amigo Ladislaus Cutak del Jardin Botanico de Missouri en St.
Louis (Janeba, 2017).

Cutak (1952) fue el primero en publicar una breve descripcion de las plantas, en la que
informo algunos de los detalles mencionados anteriormente. No colocO este enigmatico
cactus en ningun género conocido, sino que lo compard con Turbinicarpus valdezianus, al
que se parece superficialmente. Cutak describié con precision los caracteres Unicos de la
“columna vertebral”, vio debajo de la lente un patron de encaje centelleante y llamo a la
planta uno de los cactus méas pequefios y delicados que existen.

Backeberg (1959) publico primero unas fotografias, tanto de Boke como de Cutak. Nombré
la planta provisionalmente bajo Neogomesia debido a sus tubérculos delgados con puntas de
lana, que interpretd a partir de las imégenes.

Glass y Foster (1978) fueron los primeros en suponer correctamente la identidad de la planta
como Mammillaria. Para ese momento, se habian descrito varias especies enanas nuevas y
similares de Mammillaria: M. saboae (1966), M. theresae (1967) y M. goldii (1968).

Bravo y Sanchez (1991) al girar la imagen 90° “convirtieron” la desconocida Mammillaria
en Normanbokea valdeziana en su héabitat cerca de Ciudad Acufia, Coahuila. Bocker (1995)
compard las ilustraciones de Backeberg (1961) con Mammillaria sanchez mejoradae
Gonzélez, una nueva especie descrita en Nuevo Leon (Gonzalez, 1992). Encontrd similitudes
cercanas y sospecho que las dos plantas podrian ser los mismos taxones. Bréchet y Lacoste
(1995) estuvieron mas cerca, sefialando diferencias entre la descripcion proporcionada por
Cutak (1952) y la descripcion de Mammillaria sanchez-mejoradae y concluyendo que dos
especies estaban involucradas.

En mayo de 1996 George S. Hinton y Jonas Lithy emprendieron en busca de M. luethyi.
Jonas estudio el mapa de Coahuila para buscar Ciudad Acufia. Encontramos en su habitat
natural la planta que se habia visto crecer por primera vez en la lata de café en el Hotel
Crosby en Ciudad Acufia, una Mammillaria realmente extraordinaria y pequefia con
brillantes aréolas blancas, que se correspondia perfectamente con las fotografias de Boke y
Cutak” (Luthy y Hinton, 1998).

14



Estatus de conservacion de M. luethyi

Mammillaria luethyi se encuentra en peligro de extincion, una de las principales causas es la
colecta ilegal de individuos, la fragmentacion de su hébitat vista en la diminucién de los
matorrales y areas rocosas, el bajo nimero de individuos en sus poblaciones (aunque se ha
especulado que existen poblaciones grandes con mas de miles (Luthy 2007), no existe un
estudio ecologico formal que verifique esto), su lento crecimiento y su distribucion
restringida a los desiertos de Coahuila. Segun la UICN es nombrada VU (vulnerable), en la
NOM-059: P (Peligro de extincion) y CITES la coloca en el apéndice 1I.

Cabe recalcar que M. luethyi al ser tan codiciada por coleccionistas, llego a alcanzar un precio
maximo por individuo en el mercado negro de cactdceas mexicanas de 1000 doélares y el
precio por individuo en viveros comerciales de Estados Unidos, Alemania, Inglaterra, Italia
y Tailandia anunciado en sitios de internet en el afio 2005, fue de 8-25 euros (Hernandez,
2006). Actualmente su precio oscila entre los 300-660 MXN (UHLIG, 2019) y su demanda
ha disminuido.

Las primeras plantas extraidas de M. luethyi que llegaron a colecciones europeas como en
Republica Checa, se han propagado por medio de injertos (Lithy, 2007; Janeba, 2017), a
pesar de que es un método lento y que no siempre es exitoso ha sido el mas utilizado dado
que la propagacion artificial de la semilla es dificil debido a la incompatibilidad entre
individuos, ya que muchas de las plantas obtenidas fueron propagadas a partir de clones.
Varios viveros en México han intentado hacer arreglos para exportar plantas cultivadas y
semillas de M. luethyi al Reino Unido. Sin embargo, la importacién ha sido imposible de
aprobar sugiriendo que han sido obtenidas en México sin licencias validas de la CITES (Fitz
y Fitz, 2000).

A pesar del esfuerzo de conservacion y propagacion por métodos convencionales M. luethyi
continua bajo amenaza constante. Por ello es necesario tomar esfuerzos para la conservacién
ex situ e in situ de M. luethyi. Un método mas prometedor para su crecimiento y desarrollo
es la propagacion de la especie por medio del herramientas biotecnolégicas como el Cultivo
de Tejidos Vegetales, el cual podria producir suficientes individuos para cubrir la demanda
de una especie tan cotizada y con demanda domeéstica e internacional (Robbins, 2003)

El Cultivo de Tejidos Vegetales recientemente se ha utilizado como una excelente
herramienta para la propagacion de especies comerciales econdmicamente demandantes,
conservacion de especies amenazadas y como alternativa para el aprovechamiento de
especies agricolas en sectores industriales (Pérez et al., 1998). Por ello es una alternativa
viable para el estudio y la conservacion de M. luethyi.
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Caultivo de Tejidos Vegetales

Cultivo de tejidos vegetales (CTV) es un término amplio que se refiere al cultivo de cualquier
parte de una planta (células, tejidos u dérganos) en medios artificiales, en condiciones
asépticas y en entornos controlados. Este conjunto de técnicas surgié como un enfoque
experimental para demostrar la teoria celular, donde se establece que todos los organismos
vivos estan constituidos por células, las unidades béasicas de estructura y reproduccion,
ademas de ilustrar el concepto de totipotencialidad, que indica que cualquier célula vegetal
contiene una copia integra del material genético de la planta a la que pertenece sin importar
su funcion o posicion en ella, y tiene el potencial para regenerar una nueva planta completa
(Ferl y Paul, 2000; Haberlandt, 1902).

Algunas aplicaciones del cultivo de tejidos vegetales

ElI CTV es un componente esencial de la biotecnologia vegetal, es ampliamente utilizado en:
la obtencion de plantas libres de enfermedades, por ejemplo, el cultivo de meristemos
apicales para obtener plantas libres de patdgenos, cabe resaltar que en la mayoria de los casos
el porcentaje de plantas libres del problema en cuestion fluctia entre 20 y80%, al obtener
una sola planta “limpia” es suficiente, pues ésta se puede propagar. Knauss (1976) utilizo
yemas de 1 mm y obtuvo plantas de Dieffenbachia picta libres de hongos y bacterias.
Herramientas como la termoterapia, inhibicion viral natural e inducida son herramientas del
cultivo in vitro adicionales para lograr plantas libres de patégenos (Hernandez et al., 2010).
La propagacion rapida de plantas que son dificiles de propagar, por ejemplo, especies
forestales lefiosas tales como: Acacias (Acacia mangium), algarrobo indio (Ceratonia siliqua
L.), cedros (Cedrela odorata L.), pino de Mayari (Pinus cubensis Griseb.) y caobas (Khaya
nyasica) (Jiménez y Agramonte, 2013). Otro gran uso es la hibridacion somatica que ha sido
ampliamente utilizada en la mejora genética de las plantas comerciales y mas aun en el caso
de los citricos como la mandarina Cleopatra (Citrus reshni Hort. ex Tan.), el naranjo agrio
(Citrus aurantium L.) y el Limon (Citrus limon L) (Hernandez et al., 2010).

El cultivo in vitro de células y 6rganos vegetales ofrece alternativas para tratar de lograr la
conservacién de genotipos en peligro (Sengar et al., 2010), como el grupo de las cicadas por
ejemplo Dioon merolae, Zamia incognita, el grupo de las cactaceas Astrophytum asterias,
Ariocarpus kotschoubeyanus, Echinocactus grusonii entre otras (Cabrera et al., 2008; Gaona,
2018; Gonzalez, 2006; Mohemius, 2003; Urrea y Naranjo, 2012). Los protocolos de cultivo
de tejidos pueden usarse para la preservacion de los tejidos vegetativos cuando los objetivos
para la conservacion son clones en lugar de semillas, para mantener el fondo genético de un
cultivo y evitar la pérdida del patrimonio conservado debido a desastres naturales, ya sea
estrés bidtico o abiotico (Tyagi et al., 2007). Las especies de plantas que no producen
semillas (plantas estériles) o que tienen semillas recalcitrantes como el aguacate (Persea
americana), mango (Mangifera indica), cacao (Theobroma cacao), algunos arboles

16


https://en.wikipedia.org/wiki/Avocado
https://en.wikipedia.org/wiki/Mango
https://en.wikipedia.org/wiki/Theobroma_cacao

horticolas, plantas acuéticas, como Nymphaea caerulea y varias plantas utilizadas en
medicina tradicional, como especies de Virola y Pentaclethra que no pueden almacenarse
durante un largo periodo de tiempo pueden conservarse con éxito mediante técnicas in vitro
para el mantenimiento de bancos de genes. La criopreservacion desempefia un papel vital en
la conservacion in vitro a largo plazo de material bioldgico esencial y recursos genéticos
(Hussain et al., 2012).

Morfogénesis

El Cultivo de Tejidos Vegetales se ha convertido desde hace décadas en una alternativa para
la propagacion vegetativa de las plantas. Para poder llevarlo a cabo es necesario un cambio
en el proceso morfogenético habitual. Este proceso se realiza en el material vegetal llamado
explante y consiste en generar células competentes que sean capaces de responder ante
condiciones ya sea de luz, humedad, temperatura, nutrientes en el medio de cultivo o en
especial a Reguladores de Crecimiento Vegetal y asi poder inducir a estas células a la
formacion de alguna estructura vegetal. Estas dos fases son conocidas como
desdiferenciacion y rediferenciacion (Fig. 8). En la primera, la célula vegetal debe revertir
su estado celular y volverse competente para expresar su potencial organogénico. Hay dos
patrones para la etapa inicial de diferenciacion, en el patrén directo las células especificas
del explante se vuelven directamente competentes para la formacion de érganos. En el patrén
indirecto hay una etapa intermedia de division celular (callo) en la que estas nuevas células
se vuelven competentes. Las células competentes pueden entonces responder a un
tratamiento de induccion y progresar hacia la formacion de un 6rgano. Una vez que se
adquiere el destino especifico de este érgano las células se consideran determinadas para
pasar a la fase de re diferenciacion de la organogénesis u embriogénesis somatica y producir
el nuevo érgano o embrion somatico respectivamente. Si bien, es cierto que todas las células
son totipotenciales, no todas las células son competentes para seguir alguna via de desarrollo
(Geneve, 2010).

Klerk (2009) menciona que las células somaticas diferenciadas que se encuentran en una
etapa avanzada del ciclo ontogenético pueden reiniciar el programa de desarrollo y dar lugar
a brotes, raices 0 embriones adventicios. Este fendmeno se llama regeneracion y se refiere a
la formacion de nuevos Organos a partir de células somaticas. La formacién de brotes
adventicios (caulogénesis) y raices (rizogénesis) se especifica con el término organogénesis
adventicia, mientras que la embriogénesis somatica se refiere a la formacion de embriones
adventicios (somaticos). La regeneracion ocurre con frecuencia durante la vida natural de las
plantas, pero se puede lograr con frecuencias muy altas en el cultivo de tejidos.
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Figura 8. Las diversas vias de diferenciacion que puede seguir una célula vegetal y la terminologia utilizada
para describirlas. La diferenciacion generalmente se asocia con una desdiferenciacion disminuida con una
mayor potencia de desarrollo. En sentido estricto, la desdiferenciacion solo puede tener lugar dentro del mismo
linaje evolutivo y puede considerarse como la reversién de la diferenciacion. La transdiferenciacion se utiliza
para describir los cambios en el destino celular independientemente de la potencia del desarrollo. Sin embargo,
en biologia vegetal, la transdiferenciacién que conduce a una mayor potencia de desarrollo a menudo se
denomina desdiferenciacion, especialmente durante la formacion de callos. La formacién de callos no es un
paso atras en el linaje de desarrollo, sino el resultado de la sobreproliferacion / transdiferenciacion de células

diferenciadas. Obtenido de Fehér (2019).

Haberlandt (1854-1945), pionero en el CTV reconocid la importancia de los RCV como
auxinas y citocininas para la proliferacion celular in vitro ya que la proporcién de RCV
determinara la via morfogenética que el cultivo in vitro seguira. Proporciones altas y bajas
de citocinina a auxina favorecen la regeneracion de brotes y raices, respectivamente, mientras
gue concentraciones mas equilibradas dieron como resultado un crecimiento desorganizado
de callo (Skoog y Miller, 1957).

La morfogénesis y los fenémenos relacionados al desarrollo y diferenciacién para propagar
plantas vegetativamente pueden seguir tres vias, que son ampliamente utilizadas en el cultivo
de tejidos (Fig.9):

[0 Organogénesis:

Se refiere a la formacion de 6rganos vegetales, es decir, brotes, hojas, flores y raices, a partir
de un determinado tejido con el fin de formar plantas completas, caracterizadas por ser
polares, es decir, que solo se emite un drgano aéreo o raiz y de éste se regenera una nueva
planta completa.
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La organogeénesis puede ser directa cuando el brote organogénico se obtiene directamente
de los explantes o puede ser indirecta en caso de que el érgano generado surja a partir de un
conjunto de células previamente formadas llamadas callo. La cual se ha descrito como una
masa celular no organizada e indiferenciada de células proliferativas a partir de células
vegetales, tejidos u organos aislados. Un concepto méas reciente afirma que las células
vegetales no se vuelven a desdiferenciar, sino que el callo se forma a partir de células madre
preexistentes (Efferth, 2018).

En las plantas, la desdiferenciacion (Fig. 8) estd fuertemente asociada con la formacién de
callo, ya que el callo se considera ampliamente como una masa en proliferacion de células
desdiferenciadas (indiferenciadas). El término “desdiferenciacion” estd profundamente
arraigado en la terminologia de la ciencia vegetal. En el contexto de la biologia vegetal, se
puede definir como un tipo de transdiferenciacion que conduce a una mayor potencia de
desarrollo y/o proliferacion celular. La desdiferenciacion en sentido estricto es la reversion
de la diferenciacion, pero la formacion de callo no lo es, ya que la célula diferenciada no se
formo a partir de un callo. La formaciéon de callos puede considerarse mas bien como un tipo
de transdiferenciacién (Fehér, 2019; Sugimoto et al., 2011).

El callo es el resultado de la reprogramacion celular-tisular debido a condiciones que
prevalecen sobre las limitaciones de diferenciacion celular-tisular (gradientes hormonales,
regulacion de la cromatina, bloqueo de la division celular, etc.). El callo solo se puede
considerar como célilas “desdiferenciadas” si se considera la definicidn especifica anterior
para la desdiferenciacion. Los callos de diversos origenes pueden expresar una amplia
variedad de genes que los discriminan, especialmente en las primeras fases de su desarrollo.
A pesar de que los callos se pueden formar a través de varias vias iniciales, estos parecen
estar establecidos y caracterizados por una red de factores de transcripcion que facilitan el
cambio y la regeneracion del destino celular. En base a esto, el callo son células transitorias,
similares al blastema de los animales, pero puede mantenerse durante mucho tiempo en
condiciones artificiales (Sugimoto et al., 2011; Fehér, 2019).

La regeneracion de las plantas a través de la organogénesis implica la produccion de callos y
la diferenciacion de meristemos adventicios en érganos al alterar las condiciones del cultivo
como por ejemplo, la concentracién de reguladores de crecimiento vegetal en el medio
nutritivo. Skoog y Miller (1957) fueron los primeros en demostrar que una alta proporcion
de citocinina a auxina estimulaba la formacion de brotes en el callo del tabaco, mientras que
una alta proporcién de auxina a citocinina inducia la regeneracion de la raiz (Garcia et al.,
2010; Hussain et al., 2012; Phillips y Garda, 2019; Vijaya y Giri, 2003).

[0 Multiplicacion por activacion de yemas preformadas

Las yemas axilares estan presentes en el eje de las hojas. En el cultivo de tejidos, mediante
el balance en la concentracion de citocinina o una combinacion de citoquinina y auxina, se
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puede romper la latencia de los brotes axilares. Una vez que se rompe la latencia, se
convierten en brotes (Sharma et al., 2015).

Dependiendo del tejido de la planta que se cultive, podemos referirlos como cultivo celular
(células gaméticas, suspension celular y cultivo de protoplastos), cultivo de tejidos (callos y
tejidos diferenciados) y cultivo de 6rganos (cualquier 6rgano como embriones cigoticos,
raices, brotes y anteras, entre otros). Cada tipo de cultivo se utiliza para diferentes
aplicaciones bésicas y biotecnoldgicas (Loyola y Ochoa 2018).
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Figura 9. Esquema de las vias organogénicas in vitro (A) Modo de ramificacion axilar, por meristemos
preformados; (B) Organogénesis indirecta, origen a 6rganos de brotes o raiz; (C) Organogénesis indirecta
partir de callo, ilustrado para el modo de organogénesis (brotes, raices) y para el modo de embriogénesis
somatica a través del &cido 2,4 diclorofenoxiacético (no entiendo a qué se refiere con el “modo”
organogénesis y “modo” embriogénsis; (D) Origen adventicio del modo de embriogénesis somatica.

[J Embriogénesis somatica:

Es la produccion de embriones a partir de células vegetales somaticas (cualquier célula no
sexual) para obtener una planta completa. En comparacion de la organogénesis, €s un proceso
bipolar, donde los 6rganos aéreos y las raices de las plantas se obtienen del mismo embrién
somatico. El proceso de embriogénesis somatica también puede ser directo o indirecto, si el
proceso se origina en los explantes iniciales o en un callo previamente inducido. La
embriogénesis somatica consta de cuatro etapas fundamentales: A) Induccién de callos; B)
Formacidn y proliferacion de embriones; C) Maduracién del embridn; y D) Germinacion de
embriones. Al mismo tiempo, existen cuatro etapas de desarrollo morfolégico empezando
por la forma globular, la forma del corazon, el torpedo y las formas cotiledonarias. Cada una
de las etapas de la embriogénesis somatica, al igual que las diferentes etapas del desarrollo
normal del embrion, dependen de la especie y de los genotipos que se esten cultivando
(Ammirato, 1983; Garcia et al., 2010). La diferencia entre la embriogénesis cigotica y la
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embriogénesis somatica radica en que en ésta son clones genéticamente idénticos al explante
del que provienen (Lemay Kulus, 2014).

Etapas de la Mcropropagacion

La micropropagacion es una de las técnicas mas populares de CTV. Consiste en multiplicar
rdpidamente el material vegetal para producir una gran cantidad de plantas de progenie,
utilizando el CTV. Este proceso consta de cinco etapas que son fundamentales para asegurar
la micropropagacion del material vegetal.

Etapa 0: Seleccion de las plantas madres

Requiere un mantenimiento adecuado de las plantas madres en el invernadero en condiciones
libres organismos patdgenos que puedan afectar a la planta madre. Las condiciones de
invernadero deben ser cerradas y limpias, para proporcionar a las plantas una alta calidad con
una infeccion minima. La recoleccion de explantes se realiza después del pretratamiento
apropiado de las plantas madre con fungicidas y pesticidas para minimizar la contaminacién
en los cultivos in vitro. Esto mejora las tasas de crecimiento y multiplicacion, sin embargo
esta etapa no es obligatoria. La eleccion del explante depende de los objetivos del estudio, el
estado de desarrollo del explante, el medio de cultivo y los RCV (Gonzalez et al., 2012;
Hussain et al., 2012; Sharma et al., 2015).

Etapa |: Establecimiento aséptico de los cultivos.

El explante se desinfecta superficialmente y se transfiere a un medio nutritivo. En general,
se sugiere la aplicacién combinada de productos bactericidas como antibidticos y fungicidas.
La seleccion de productos depende del tipo de explante a introducir. La desinfeccion
superficial del explante en soluciones quimicas (desinfectantes) es un paso clave para
eliminar contaminantes con un dafio minimo a las células vegetales (Husain y Anis, 2009).
Los cultivos se incuban en la camara de crecimiento en condiciones de luz u oscuridad de
acuerdo con el método de propagacion.

Etapa Il: Multiplicacién del tejido

En esta etapa se realiza la propagacion a partir de los explantes ya establecidos asépticamente
en la etapa 1. Se elige la via morfogenética a seguir ya sea, organogenesis, embriogénesis
somatica o0 a partir de yemas preformadas. Una vez iniciada se aumenta la tasa de
multiplicacion y se obtiene un gran numero de plantas. Para favorecer la multiplicacion del
tejido se emplean medios nutritivos con RCV principalmente auxinas y citocininas.
Periddicamente se realizan subcultivos para renovar el medio de cultivo y propiciar el
recambio de atmdsfera. EI nmero de plantas que se obtiene por CTV permite alcanzar
incrementos exponenciales si se optimizan factores que afectan el crecimiento como luz,
temperatura, pH, potencial osmotico etc.
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Etapa Ill: Elongacion y enraizamiento

Consiste en lograr la individualizaciéon los brotes previamente obtenidos, para ello es
necesario la elongacion y la formacién de raiz ya que esto da paso a la constitucion de una
plantula la cual favorecera su posterior aclimatizacion a las condiciones ex vitro. La etapa de
enraizamiento puede ocurrir simultaneamente en los mismos medios de cultivo utilizados
para la multiplicacion de los explantes. Sin embargo, en algunos casos se puede cambiar la
combinacion, concentracion y/o tiempo de induccién del medio de cultivo y de los
reguladores de crecimiento vegetal. Existen especies que generan raices en el mismo medio
donde se desarrollan sin necesidad de alguna induccion.

Etapa IV: Endurecimiento y aclimatizacion de plantulas

Fisioldgicamente las plantas in vitro tienen caracteristicas diferentes a las plantas habituadas
a un ambiente ex vitro. Las plantas producidas en cultivo de tejidos son mixotroficas puesto
que a pesar de tener cloroplastos, no llevan a cabo el proceso completo de fotosintesis, tienen
una cuticula semidesarrollada con ceras reducidas y estomas poco funcionales. Por ello en
esta etapa se requiere un manejo cuidadoso de las plantas, el trasplante de condiciones
completamente controladas debe ser gradual para que las plantas puedan sobrevivir en las
condiciones del campo y puedan aclimatizarse. Dentro de los recipientes de cultivo, la
humedad es muy alta, por lo tanto, inmediatamente después de la transferencia, las plantas
se deben mantener bajo alta humedad y deben colocarse en un sustrato estéril que permita su
desarrollo (Gonzélez et al., 2012; Hussain et al., 2012; Sharma et al., 2015).

Medio de cultivo

Los medios utilizados en el cultivo de tejidos vegetales son de vital importancia, ya que
contienen componentes nutricionales, que son esenciales para el crecimiento y desarrollo del
tejido cultivado. El funcionamiento del cultivo de tejidos depende en gran parte de los tipos
de medios de cultivo utilizados (Datta, 2019).

En la actualidad existen innumerables formulaciones, en cada una se encuentran entre 15y
35 compuestos quimicos que se suministran. La fuente de carbono se adiciona debido a que
pocos cultivos in vitro son autotrofos, por lo que es necesario agregar al medio una fuente de
carbono. Comunmente se utiliza sacarosa (2% a 5%) y se puede reemplazar por glucosay en
menor medida por fructosa. Los nutrimentos minerales tales como macronutrientes (N, P, K,
Mg y S) y micronutrientes (Fe, Na, Cl, Mn, Cu, Zn, I, B y Mo) son subministrados para el
crecimiento y desarrollo de células, tejidos y 6rganos en las plantas. En los medios de
desarrollo reciente (B5, N6) es destacable las variables relativamente altas de nitrégeno y
potasio. El nitrégeno se suministra en forma de nitrato y amonio (Inorganico) y otras fuentes
de nitrogeno incluyen glutamina, urea y caseina hidrolizada (organico). Los medios de
cultivo contienen fésforo, calcio, magnesio y azufre en compuestos de 1 a 3 mM. La adicién
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de hierro con un agente quelante (Na, EDTA) lo hace disponible aunque puede que otros
elementos no lo estén. Si bien los medios de cultivo contienen varias vitaminas, en general
solo es esencial la incorporacion de tiamina, aungque también se adicionan piridoxina, acido
nicotinico y mioinositol. Los agentes gelificantes, como los diferentes tipos de agares,
agarosa, goma gellan o alginato de calcio, tienen efectos distintos sobre las respuestas de los
cultivos de tejidos vegetales. Cuando se trata de una preparacion media, el principio mas
importante es la consistencia, se adiciona de 0.6% a 1.0%. En algunos casos se encuentran
en los cultivos in vitro las respuestas deseadas mediante el empleo del Medio Basal sin
reguladores de crecimiento. Scholten y Pierik (1998) Mencionan que el estrés hidrico se
encuentra muy relacionado con la concentracién de agentes gelificantes. Una alta
concentracion de agente gelificante provoca un alto estrés hidrico que conduce a la dificultad
de absorber agua y elementos del medio de cultivo. Tanto el tipo como la calidad de los
agentes gelificantes también producen problemas relacionados con la hiperhidricidad y
necrosis del tejido. Pueden producirse diferencias en la calidad de los agentes gelificantes de
una marca a otra y de un lote a otro. No se sabe si se pueden seleccionar agentes gelificantes
que tengan un buen comportamiento con todas las especies de plantas (T-chato, et al., 2005).
Sin embargo, en la mayoria de los casos es necesario agregar al medio de cultivo sustancias
reguladoras de crecimiento, generalmente del tipo de las auxinas o las citocininas (Mroginski
y Roca, 1993; Phillips y Garda, 2019).

Medio de cultivo Murashige y Skoog

El medio Murashige y Skoog Medium (MS) fue formulado originalmente por los cientificos
Toshio Murashige y Folke K. Skoog en 1962, durante sus investigaciones de nuevos
reguladores del desarrollo vegetal, para optimizar el sistema de bioensayo de callos de tabaco
y para facilitar el estudio de citocininas. No es sorprendente que el medio basal de cultivo de
tejidos vegetales mas ampliamente utilizado sea el MS (ver apéndice 1) y modificaciones del
mismo, como MS de concentracién media. Sus aplicaciones van desde la micropropagacion,
cultivo de drganos, cultivo de callos y cultivo en suspension. Su formulacién es una mezcla
de nutrientes de sales inorgénicas, vitaminas y aminoécidos. Murashige y Skoog (MS)
adicionaron todos los macroelementos y microelementos esenciales. Por ejemplo,
dihidrogenofosfato de potasio sirve como fuente de fosfato. Los microelementos como el
boro, manganeso, molibdeno, cobre y zinc juegan un papel vital en el metabolismo de las
plantas. El boro juega un papel clave en el metabolismo de los carbohidratos. La glicina sirve
como fuente de aminoacidos. La tiamina, el acido nicotinico, la piridoxina y el inositol actian
como cofactores enzimaticos en vias universales que incluyen la glucélisis y el ciclo del TCA
junto con el metabolismo primario y secundario en las plantas (Phillips y Garda, 2019;
Plantigen Himedia, 2017).
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Hormonas y reguladores de crecimiento vegetal

Una vez afadidos los nutrientes del medio de cultivo se pueden estimular nuevas respuestas
de desarrollo mediante RCV tales como auxinas, citocininas, giberelinas, etileno o &cido
abscisico (Fig. 10). Para la mayoria de las aplicaciones, las auxinas y las citocininas son los
reguladores de crecimiento mas importantes (Datta, 2019).

HORMONAS Y REGULADORES DE (RECIMIENTO

Promotoras de

. Inhibidoras Moléculas seiial
crecimiento
0 Auxinas 0 Etileno O Ac.salicilico
O  Citocininas O  Ac.abscisico 0 Jasmonatos
0 Giberelinas O Poliamidas

Figura 10. Hormonas y reguladores de Crecimiento Vegetal. y los RCV de origen sintético y cominmente

producidos en laboratorios.
Auxinas: son hormonas producidas naturalmente en las plantas. Se sintetizan en &pices de
tallos jovenes, por lo tanto tienen efecto en la dominancia apical y formacion de érganos.
Presentan un movimiento basipétalo (descendente), estimulan la division y alargamiento
celular tanto en yemas existentes como en la emergencia de yemas adventicias, también
promueven el enraizamiento. En el CTV son ampliamente utilizadas como RCV (origen
sintético) para estimular el crecimiento de callo, 6rganos, suspension de células y para regular
la morfogénesis (CENTA, 2018). El conjunto de citas de medios en 5 afios (Herman, 2015)
indicd que el NAA (15% de las citas) y el IBA (9% de las citas) son las auxinas mas
utilizadas, sequidas del 2, 4-D, IAA y PIC. La auxina natural, IAA, es sensible a la luz y se
degrada facilmente, mientras que las otras auxinas mencionadas son sintéticas, son mas
potentes en 10 a 1000 veces que las naturales y quimicamente més estables. ComUnmente,
NAA, IBA e IAA se usan en cultivos de multiplicacion de brotes y en cultivos de
enraizamiento. DCA, 2,4-D y PIC son herbicidas auxinicos y tienden a exhibir actividad a
concentraciones mas bajas que IAA, IBA'y NAA. Cualquiera de estas auxinas puede usarse
para estimular la proliferacion de callos o células. Para la induccién de la embriogénesis
somatica, el 2,4-D se ha utilizado en muchas especies; sin embargo, en algunas especies,
DCA y PIC también pueden usarse para inducir embriogénesis somatica. ElI rango de
aplicacion de las auxinas es amplio, va desde concentraciones de 0.1 mg/l hasta 26 mg/L. El
tiempo de induccion depende en gran medida del tipo de explante y su respuesta. En
promedio se utiliza un periodo que va de 1 a 2 meses (CENTA, 2018).

Citocininas: Su biosintesis se da principalmente en las raices de las plantas de ahi son
traslocadas hacia los brotes y hojas, tienen movimiento acropétalo (ascendente) y un efecto
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en la citocinesis o division celular, de alli el nombre de citocininas. En el CTV promueven la
division y la diferenciacion celular, asi como la modificacion del dominio apical y
diferenciacion de brotes. También interactian con auxinas en la formacion de 6rganos como
la floracion; retarda, la senescencia, el rompimiento de la dominancia apical estimulando el
desarrollo de tallos laterales y en el movimiento de nutrientes. Constituyen parte del &cido
ribonucleico de transferencia (ARNt) y de acido ribonucleico mensajero (ARNm) y tienen
interaccion sinérgica con las auxinas. Cuando la proporcion citoquinina/auxina es alta
favorece la formacion de tallos y si es baja favorece la formacion de raices (CENTA, 2018).

El conjunto de citas de medios en 5 afios (Herman 2015) indico que BA es la citocinina mas
utilizada (31% de las citas), seguida de la KIN (7.5% de las citas) ambas usadas en un rango
de 1-10 uM/0.1-2 mg/L (Beyl, 2011). EI TDZ y 2-IP, se citaron con menos frecuencia (4%
de las citas cada una). Las citocininas naturales como la ZEA son caras y quimicamente
menos estables que las versiones sintéticas, como la BA. TDZ se usa con mas frecuencia en
aplicaciones de plantas lefiosas (Huetteman y Preece 1993); parece tener propiedades en
comun con las auxinas y las citocininas y se desarrollé originalmente como herbicida en
virtud de su inhibicion de la citoquinina oxidasa. EI hemisulfato de adenina (ADE) se usa
como un precursor de citoquinina y tiene una actividad débil de citocinina (Phillips y Garda,
2019).

Etileno: este gas (C2H4) se encuentra presente en la atmosfera y es considerado una molécula
inhibidora ya que puede causar anormalidades en el crecimiento de las plantas. Se reporta
que es producido naturalmente y también puede actuar como una sustancia de crecimiento
con algunas funciones reguladoras. Varias sustancias quimicas relacionadas al etileno han
sido sintetizadas. La mas utilizada en cultivo de tejidos es el etefon (2-CEPA o &cido 2-
cloroetilfosfonico). El etileno es producido por las células, tejidos y 6rganos. Alcanzan mayor
proporcion en medios sélidos que en medios liquidos o en agitacion. Su produccion es la
misma tanto en la oscuridad como con iluminacién. Cantidades de este gas son producidas
por las plantas y se acumulan en el cuello de los frascos. La acumulacion de esta molécula
es suficiente para modificar la morfogénesis o desarrollo del explante (CENTA, 2018).
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Desordenes fisioldgicos en el cultivo in vitro

Las plantas cultivadas in vitro son susceptibles al subcultivo y a las condiciones ex vitro,
donde existe una alta mortalidad durante la etapa final de la micropropagacion. Las plantulas
se desarrollaron dentro de los recipientes de cultivo a bajos niveles de luz, condiciones
asepticas, en un medio que contiene abundante azlcar y nutrientes para permitir el
crecimiento heterotréfico y en una atmaosfera con alta humedad relativa. En consecuencia a
estas condiciones, las plantulas in vitro pueden desarrollar ciertas anomalias que son
inconsistentes con el desarrollo en condiciones de invernadero o campo (Hazarika, 2006).

Variacion somaclonal

Se manifiesta como anormalidades citoldgicas, mutacion fenotipica cualitativa y cuantitativa
frecuente, cambio de secuencia y activacion y silenciamiento de genes. La activacion de
elementos transponibles quiescentes y retrotransposones indica que los cambios epigenéticos
ocurren a través del proceso de cultivo. La activacion epigenética de elementos de ADN
sugiere ademas que los cambios epigenéticos también pueden estar involucrados en la
inestabilidad citogenética a traves de la modificacion de la heterocromatina, y como base de
la variacion fenotipica a través de la modulacién de la funcion génica. La observacion de que
los patrones de metilacion del ADN son muy variables entre las plantas regeneradas y su
progenie proporciona evidencia de que las modificaciones del ADN son menos estables en
el cultivo que en las plantas cultivadas con semillas (Mohan, 2001).

Oxidacion

Se presenta en tejidos vegetales cultivados in vitro. Es el dafio generado por radicales libres
resultado de un metabolismo y distintos componentes celulares, donde la oxidacion se
produce por la enzima Polifenol Oxidasa que cataliza compuestos fendlicos y produce
quinonas, las cuales son altamente reactivas y propensas a reaccionar, generando dafio e
incluso la muerte celular (Amiot et al., 1996; Bray et al., 2000). Esto puede crear un
desbalance entre las reacciones pro-oxidacién (generando un exceso de ROS 'y, 0 RNS o de
naturaleza enzimética). Aunque no todos los exudados liberados al medio de cultivo son
inhibitorios o tdxicos, la mayoria de los casos el crecimiento del explante es inhibido,
perdiendo gradualmente su capacidad de proliferar y, si no se remedia la situacion, puede
morir (George, 1996; Ogita, 2005). Factores ambientales como: intensidad de luz, cortes,
herbicidas, senescencia, patdgenos, metales pesados, lesiones, sustancias abrasivas pueden
desencadenar el estrés oxidativo y nitrosativo (Bray et al., 2000; Pompeu et al., 2008). Las
afecciones morfologicas se pueden observar en el tejido vegetal como manchas de
oscurecimiento.

Para su control se ha recomendado tomar medidas en etapas de establecimiento,
disminuyendo la concentracion de los agentes del desinfectante y el tiempo de inmersion. La
aplicacion de antioxidantes es una alternativa, ya que en su mayoria tiene un efecto positivo
en la supervivencia de los explantes. Sdnchez y Salaverria (2004) realizaron estudios para el
control de la oxidacion en cultivos de fresa, mostrando los mejores porcentajes de

26



supervivencia cuando utilizaron cisteina (4 g/L) en presencia de luz, seguido por el control
sin luz y la mezcla de cisteina con &cido ascorbico y &cido citrico.

Hiperhidricidad

La hiperhidricidad anteriormente llamada vitrificacion, es un trastorno morfologico y
fisioldgico de plantas propagadas por CTV. Las plantas hiperhidricas tienen una apariencia
vitrea (Hazarika, 2006), los haces vasculares se encuentran abiertos en comparacion a haces
ex vitro que generalmente estan cerrados para evitar o reducir la evaporacion y mantener los
cultivos asépticos, el ambiente in vitro crea condiciones quimicas que afectan los procesos
morfolégicos y fisioldgicos (Ogasawara, 2003).

Varios estudios demostraron que la hiperhidricidad depende de la disponibilidad de agua, el
contenido de micronutrientes y el desequilibrio hormonal en el medio de cultivo (Doneso,
1987; Kataeva et al., 1991). Por lo que entre las principales causas de la hiperhidratacion esta
el potencial osmético y la concentracion de los componentes del medio de cultivo, por
ejemplo, la concentracion de agar (Cardenas y Villegas, 2002). Aunque también el
microambiente del recipiente de cultivo y la concentracion de etileno dentro de éste, tienen
un efecto prolongado sobre la hiperhidricidad (Hazarika, 2006).

El potencial osmoético es uno de los componentes del potencial de agua y su determinacion
se basa principalmente en el cambio de las propiedades fisicas y quimicas de éste, por la
presencia de solutos. Al aumentar la concentracion de la solucion, la presién osmética
también aumenta, el punto de congelacion desciende, la presion de vapor disminuye y el
punto de ebullicion aumenta (Larqué y Trejo, 1990). Segun Pierik y Steegmans (1975), el
crecimiento y organogenesis del cultivo in vitro se detienen si el potencial osmotico es mas
negativo que aproximadamente -3X10° Pa=-3 bar (= -0.3 MPa), porque se impide la
absorcién de agua. EI medio de cultivo mas empleado debido a su potencial osmotico es el
Murashige y Skoog (1962), éste presenta potencial osmotico de -0.23 MPa de los
macronutrientes y de —0.22 MPa de la sacarosa (Yoshida et al., 1973), por lo que el potencial
osmatico del medio combinado seria—0.45 MPa, que es uno de los mas negativos comparado
con el de White (1943) que es de -0.19 MPa.

Se ha estudiado que también la concentracion total de las sales de un medio de cultivo puede
determinar el potencial osmotico del medio (Pierik, 1990). Cardenas y Villegas (2002)
demostraron que el potencial osmético se hizo mas negativo (-0.49 MPa) al aumentar la
concentracion de solutos en el medio, por ejemplo, las sales de NHsNOs y KNOgz, (10 mM),
demostrando asi el impacto de estos macronutrientes sobre este factor en el medio y con ello
su posible influencia en la hiperhidratacion.

Los RCV también pueden inducir la formacion de hiperhidricidad en cultivos de tejidos de
varias especies. En Ficus carica, la adicion de BA 0 GAsz en el medio de cultivo promovio la
formacion y el alargamiento de los brotes hiperhidratados (Fraguas et al., 2004; Fraguas et
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al., 2009; Toth et al., 2004; Ziv, 1991). Sin embargo, los autores informaron que era posible
evitar esta respuesta complementando los medios con carbén activado. El cual se ha
reportado, tiene un efecto positivo sobre el crecimiento de las plantas ya que puede atrapar
diferentes tipos de moléculas, sustancias quimicas en exceso, entre estos los inhibidores de
crecimiento. El carbdn activado tiene una fina red de poros con una area interna amplia que
permite la adsorcion, lo cual permite favorecer a diferentes procesos de morfogénesis
(Weatherhead et al., 1978 y Vaca et al., 2018).

Gaspar (1986) encontré que el nivel de etileno tenia un papel en la hiperhidricidad y describio
la secuencia hipotética de reacciones que condujeron a este fenémeno. La inhibicion del
etileno de la organogénesis del brote se puede controlar agregando nitrato de plata, un
inhibidor de la accién del etileno, a los medios de cultivo. Esto ha demostrado ser til para
reducir la hiperhidricidad en el cultivo de tejido de girasol.

Dependiendo del tipo de agente gelificante se puede inducir o disminuir la hiperhidricidad
en el tejido vegetal (Debergh y Harbaoui, 1981). En principio, las propiedades fisicas y
quimicas de los geles forman cadenas poliméricas que se acortan, se vuelven filamentosas,
se entrecruzan, entrelazan, (proceso dindmico) que aumentan la viscosidad del sistema,
reteniendo o disminuyendo en particulas de agua. Los geles forman una red de particulas
atrapadas en la fase liquida donde el pH juega un papel fundamental, ya que a bajos valores
de pH se disocia una pequefia proporcion de grupos carboxilicos del polimero, formado un
espiral flexible (mas gelatinoso) o la adicién de una base que produce la disociacion de
grupos carboxilicos, ionizandose y creando repulsiones electrostaticas, expandiéndose la
molécula generando un gel mas rigido (FQUNAM, 2019). De esta forma le confiere
diferentes particularidades en el potencial hidrico que permitirdn una mayor o menor toma
de agua y nutrimentos al tejido, que se reflejard en las caracteristicas fisiologicas y
morfologicas del explante, causando hiperhidratacion y necrosis (Chacén et al., 2000;
Cardenas y Villegas 2002; Dobranszki et al., 2011; Veitia et al., 2012).

Ascencio et al. (2008) para disminuir la hiperhidricidad de los embriones somaticos de
Carica papaya modificé la concentracion de agar en el medio de germinacién y la exposicion
de los embriones a diferentes fuentes de luz, y adicioné floridzina lo cual mejor6 la
recuperacion de la planta. La adicién de ciertos agentes osmdticos comerciales como el
extracto de pectina o polisacaridos, fue eficaz para evitar la induccion de brotes hiperhidricos
en Eucaliptus sp. hibridos (Whitehouse et al., 2002).
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Anatomia y Fisiologia de plantas hiperhidratadas

Los cambios anatdmicos y fisioldgicos por hiperhidricidad reportan que las hojas no tienen
tejidos de empalizada, sino que solo tienen un meséfilo esponjoso y en gran medida
vacuolado con grandes espacios intercelulares (Vieitez et al., 1985). También los tejidos
hiperhidricos tienen una mayor concentracion de células epidérmicas, asi como células
estomaticas mas grandes, un estudio en Scrophularia yoshimurae demostro que solo el 7%
de las plantas hiperhidricas sobrevivieron en el paso ex vitro, mientras que el 67% de la
supervivencia se obtuvo de las plantas normales (Chen et al., 2006). Olmos y Hellin (1998)
encontraron que las hojas hiperhidratadas de Dianthus caryophyllus tenian grandes células
mesofilicas vacuoladas, que mostraban hipertrofia de las células y evitaban la formacion de
espacios intercelulares mas grandes, ademas, la falta de cera cuticular y cloroplastos impidi6
la formacion de plastoglobulina. Las pectinas son grupos heterogéneos de polimeros que
controlan la adhesion celular, la arquitectura de la pared celular y la resistencia mecéanica de
la pared celular. El grado de esterificacion de las pectinas esta controlado por la actividad de
las pectinas metil esterasas de la pared celular; sus diferentes acciones pueden afectar las
propiedades de la pared celular, por lo que se han considerado importantes con respecto al
control del desarrollo de la hiperhidricidad (Saher et al., 2005).

Estudios en brotes de Prunus avium hiperhidratados reportaron una produccion mayor de
cantidades de etileno, poliaminas y prolina que son sustancias consideradas como marcadores
de estrés (Frank et al., 2004). Piqueras et al., (2002) estudiaron los cambios en los niveles y
patrones de poliaminas en respuesta a la hiperhidricidad en plantas de clavel. Las hojas de
clavel hiperhidrico mostraron alta actividad peroxidasa, baja lignificacion y alto contenido
de malondialdehido, sugiriendo dafio oxidativo. Estas moléculas provocaron un porcentaje
de hasta 80% de brotes revertidos.

Toth et al., (2004) encontraron una optimizacion integrada de la composicion de sal,
antioxidante y regulador del crecimiento y la estabilizacion del pH mediada por tampén
(buffer) de fosfato de potasio de los medios de cultivo, dio como resultado un sistema eficaz
de CTV que evito la hiperhidricidad indeseable de los cultivos de tejidos Ramonda myconi.

Shetty y col. (1996) desarrollaron un enfoque mediado por Pseudomonas spp. para controlar
la hiperhidricidad en la planta de orégano. Esta prevencion de la hiperhidricidad inducida por
bacterias ayudé al establecimiento de plantas clonales en el invernadero sin aclimatizacion
excesiva. La prevencion de la hiperhidricidad y especificamente relacionado con
Pseudomonas spp. se caracterizo por un alto contenido de clorofila y bajo contenido de agua
en los brotes de orégano. La reduccion de la hiperhidricidad mediada por Pseudomonas spp.
en el orégano se debe en parte a su polisacarido extracelular.

Fisiologicamente los tejidos hiperhidratados se caracterizan por una disminucion en el
contenido de proteinas y clorofila, bajo contenido de fenoles, un mayor contenido de agua y
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con alteracion en la composicion idnica (Frank et al., 2004; Phan y Letouze, 1983). Estudios
histoquimicos mostraron en las células hiperhidratadas niveles mas bajos de ligninas,
celulosa, pectinas y cutina (Kevers y Gaspar, 1985; Marin et al., 1988; Ziv y Ariel, 1988).
Los defectos estructurales en las células de guarda estan asociados con el desarrollo de hojas
hiperhidratadas, que carecen o han perdido componentes de la pared celular (Gaspar et al.,
1987). Esto afecta directamente el tamafo del aparato estomatal esta controlado por estas
células que regulan la turgencia junto con las células protectoras, que regulan el potencial
osmotico vacuolar y del agua (Zeiger, 1983). Los estudios microscopicos indican que el poro
rodeado por las células protectoras en las hojas hiperhidricas es mas redondeado en contraste
con el poro eliptico en las hojas normales (Ziv et al., 1987). También las paredes celulares
adyacentes al poro estan rotas y dafiadas. Esto podria haber resultado del fracaso del proceso
de division celular durante la formacién de la placa celular, asi como de la deficiencia de
sustancias pécticas y celulosa durante la formacion de la pared secundaria (Ziv y Ariel, 1992).

La hiperhidricidad también provoca alteraciones enzimaticas, por ejemplo en la 1-
aminociclopropano-1-acido carboxilico sintasa (ACC-sintasa, AN), fenilalanina amonioliasa
(PAL, UN) y peroxidasas. La ACC-sintasa convierte la S-adenosilmetionina (SAM, AK) en
ACC, que se oxida a etileno. PAL (), por su parte, es una enzima clave en la sintesis de
lignina (S), lo que explica la aparicion de fallos en la biosintesis de este polimero en tejidos
hiperhidricos (Piqueiras et al., 2002). El agua que forma una capa alrededor de las células
puede limitar la difusion de oxigeno hacia ellas, causando hipoxia la cual induce la formacion
de perdxido de hidrégeno (H20>) a niveles toxicos, lo que resulta en estrés oxidativo (Saher
et al., 2004). La hipoxia, al afectar el proceso respiratorio, reduce la disponibilidad de ATP
producido en las mitocondrias a través de la fosforilacion oxidativa (Saher et al., 2005). La
evaluacion del metabolismo energético de las partes aéreas hiperhidricas también ha
mostrado una disminucion en la produccion de energia quimica en forma de nucle6tidos de
piridina, NADPH y NADH, ademas de ATP. Esta disminucion en el metabolismo energético
se asocia con un menor contenido de clorofila y una menor actividad enzimatica en la via
oxidativa de la pentosa-fosfato (OPP) y la glucdlisis. Las mediciones de fluorescencia de
clorofila mostraron una ligera reduccion en el proceso fotoquimico del fotosistema Il (FS-11)
de las hojas hiperhidricas, en comparacion con las hojas normales, lo que indica que la menor
capacidad fotosintética se debe mas propiamente al menor contenido de clorofila que a una
disfuncion de la aparato fotosintético (Frank et al., 2004; Saher et al., 2005). El contenido
reducido de celulosa (Gaspar, 1991; Majada et al., 2001) se debe a la baja relacion C / N -
que favorece la sintesis de aminoacidos sobre la sintesis de polisacaridos - y la alta actividad
de las peroxidasas bésicas, que esta relacionada con una alta auxina. catabolismo (Joyce et
al., 2003). La hiperhidricidad se caracteriza por un bajo contenido de proteinas (Fraguas et
al., 2009), un alto contenido de citoquininas y una composicion iénica alterada (Kataeva et
al., 1991; Picoli, 2001; Kevers et al., 2004), este ultimo debido a la capacidad reducida de
absorcion de nutrientes, como se observa en explantes b de clavo hiperhidrico (Dantas et al.,
2001).
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En las vacuolas ocurre el ajusto osmético y ahi se acumulan los iones. Debido a esta
reparticion de los iones, se deben acumular otros solutos en el citoplasma para mantener en
equilibrio el potencial hidrico intracelular. Estos otros solutos, que reciben el nombre de
solutos compatibles u osmolitos compatibles, son moléculas organicas de bajo peso
molecular que no afectan negativamente las funciones enzimaticas. Entre los osmolitos se
incluye el aminoacido prolina, azucares alcoholicos (como por ejemplo sorbitol y manitol) y
una amina cuaternaria, llamada glicina betaina (Lincoln, 2006).

Osmorreguladores sinénimo: . re-Manitol, manita
Conocidos como solutos compatibles (osmolitos, citosolutos) son _OH
metabolitos hidrofilicos, entre los que se destacan azlcares (sacarosa HO——H

y fructosa), aminoéacidos (prolina y betaina), glicerol, manitol y otros HO——H
metabolitos de bajo peso molecular que no interfieren con el H——OH
metabolismo normal de las células. Estos se acumulan en el H——OH
citoplasma y en la vacuola en altas concentraciones bajo condiciones ~OH

de estrés osmotico, tienen un papel primario en el mantenimiento de  Figura 11. Estructura
la disminucion del potencial osmético en el citosol (Chen y Murata, quimica  del  D-
2002) manitol

El manitol, sorbitol y mioinositol han sido ampliamente utilizados para controlar la
hiperhidricidad de un cultivo. EI compuesto D-mannitol es un alcohol de azdcar, los cuales
a menudo se han usado por su accién osmotica metabo6licamente inerte. Su estructura (Fig.
11) en ausencia de un sistema de transporte especifico, deben cruzar la membrana
citoplasmatica muy lentamente, satisfaciendo el requisito para un osmorregulador adecuado
(Cram, 1984). También se ha utilizado para disminuir la tasa de crecimiento tisular in vitro,
sin afectar la viabilidad, se puede aplicar estrés osmatico controlado utilizando compuestos
qguimicos en el medio de crecimiento, como manitol o sorbitol o con mayor frecuencia alta
concentracion de sacarosa, que reducen el potencial osmdtico sin alterar el equilibrio
bioguimico de células vegetales (Pérez et al., 2015).

Brown y col. (1979) estudiaron los efectos del manitol en la formacion de brotes a partir de
callos del tabaco. Postularon que el suministro normal de sacarosa en el medio solo se usaba
parcialmente para las necesidades de carbono y energia, y que el resto, que podria ser
reemplazado por manitol, que cumplia una funcién osmdtica, éste se usaba porgue no
apoyaba el crecimiento de un hibrido de callo de tabaco (Hildebrandt y Riker 1949), después
Trip et al. (1964) informaron que el manitol fue absorbido, pero no metabolizado, por las
hojas de tabaco (Thompson et al., 1986).
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Sun caps®

Los materiales de cierre de los contenedores de los cultivos pueden tener una influencia
significativa en las respuestas de los explantes hiperhidricos durante el cultivo in vitro.
Cuando las plantas se colocan en recipientes sellados, muestran un crecimiento reducido, una
mayor ramificacion y un alargamiento menor (Bairu et al., 2009; Sha et al., 1985). Se ha
encontrado que las plantas derivadas de recipientes con diferentes tasas de ventilacion
mostraron una produccion diferente de tejidos hiperhidratados, principalmente cambios
morfologicos asociados, como: densidad y tamafio de las células epidérmicas y estomas,
tamafo de las células protectoras y apertura de los estomas (Chen et al., 2006). Un util
ejemplo de los materiales de cierre son los Sun caps® utilizados ampliamente en trabajos
para una aclimatizacion in vitro. Ticha (1996) demostr6 el mantenimiento de una alta
concentracion de dioxido de carbono durante el cultivo in vitro de plantulas de tabaco con
Sun caps® (Sigma) aumentd dramaticamente el crecimiento de las plantulas, medido como
la acumulacién total de materia seca y la produccién total de area foliar. El efecto se mejord
con la duracién del cultivo. Los cierres transparentes de los Sun caps® también pueden tener
la ventaja de una mejor irradiacion de las plantulas en comparacion con los cierres de papel
de aluminio o plastico. Por lo general, los vasos disefiados para mantener la asepsia de los
cultivos de tejidos vegetales pueden restringir la difusion de gases, generando atmdsferas
anormales (por ejemplo, acumulacion de etileno) que podrian interferir con el crecimiento y
el desarrollo (Buddendorf y Woltering 1994; Jackson et al., 1987). En los recipientes
cubiertos con sun caps®, esto podria evitarse debido al buen intercambio de gases con el
medio ambiente (Kozai, 1991; Ticha, 1996).

Es necesario aumentar el estudio de los desérdenes fisioldgicos generados por el ambiente in
vitro dentro de la familia Cactaceae ya que éstos son mas comunes de lo habitual. Por ejemplo
la hiperhidratacion de los tejidos es un problema grave y frecuente, ocasionado por las
condiciones fisicas y quimicas del cultivo in vitro; es decir, alta humedad, exceso de
carbohidratos y minerales, altos niveles de reguladores del crecimiento de las plantas y baja
intensidad de luz (Ziv, 1991).

Cultivo de tejidos vegetales en la familia Cactaceae

La propagacion de cactus nativos generalmente se realiza con semillas e hijuelos enraizados;
sin embargo, los métodos de propagacion convencionales son inadecuados para aquellas
especies que presentan pocas o pocas ramificaciones, latencia de las semillas, bajas tasas de
germinacion, autoesterilidad, crecimiento lento o que requieren muchos afios para madurar.
Estas dificultades se ven agravadas por la disponibilidad limitada de especies en peligro de
extincion. (Clayton et al., 1990) La micropropagacion puede ser una herramienta Gtil para la
conservacion de cactaceas y resolver o superar estos problemas porque la propagacion sexual
es reemplazada por ciclos de propagacion vegetativa, que generalmente mantienen la
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fidelidad genética del material de partida (clonacion) y acortan el periodo de propagacion
(generalmente de varios meses a algunas semanas) (Malda et al., 1999).

El establecimiento de cultivos in vitro para la conservacion del germoplasma en especies
vulnerables de la familia Cactaceae ha sido una alternativa eficiente. Existen numerosos
ejemplos de cacticeas mexicanas regeneradas por CTV (Cuadro 1). Sin duda, la propagacion
masiva ha sido el objetivo mas importante del cultivo de cactus in vitro. Sin embargo, existen
algunas otras aplicaciones de esta tecnologia que también podrian contribuir
significativamente a la mejora, conservacion y uso racional de estas plantas. Por ejemplo, la
conservacion de cactus ornamentales utiliza el cultivo in vitro para la preservacion de tejidos
vivos para colecciones de germoplasma (Pérez et al., 2015).

En los Gltimos 20 afios se han propagado in vitro al menos 300 especies de cactus (Lema y
Kulus, 2014), los cactus mas propagados son los ornamentales, debido a su de gran demanda
comercial, asi como los cactus usados en actividades agricolas e industriales (De Medeiros
et al., 2006; Civatti et al., 2017; Zoghlami et al., 2012). Se han propagado in vitro al menos
33 especies del género Mammillaria (Cuadro 2) (Ramirez et al., 2007). Las citocininas y
auxinas tiene una proporcién especifica para la regulacion de los procesos morfolégicos en
cactaceas, donde la respuesta mas comun es la activacion del meristemo axilar (Lazaro et al.,
2018).

Segun Pérez et al. (2015), las citocininas mas utilizadas en el cultivo de cactaceas son zeatina,
benciladenina y kinetina, mientras que las auxinas més utilizadas incluyen IAA y NAA. Sin
embargo como se ha mencionado, en algunas ocasiones los RCV pueden desencadenar
desordenes fisiol6gicos como la hiperhidratacion, tal es el caso de Pilosocereus robinii,
donde altas concentraciones de citocininas (BAP, 13.32uM) generaron la hiperhidratacion
de los explantes (Quiala et al., 2009). Otras especies de cactaceas que han presentado
problemas fisiolégicos con hiperhidricidad asociado a RCV son Turbinicarpus valdezianus
(Garcia, 2008) M. luehtyi (Camargo, 2017), Escobaria minima, M. pectinifera, Pelecyphora
aselliformis (Giusti et al., 2002). Otros factores que propician los hiperhidricidad en
cactaceas la alta humedad relativa y la naturaleza de la especie donde los agentes gelificantes
juegan un papel clave, tal es el caso de E. platyacanthus (Lépez et al., 2016), Astrophytum
asterias (Gaona, 2018), M. voburnensis (Ordéfiez, 2003) entre otras.
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Cuadro 1. Especies de la Familia Cactaceae propagadas por Cultivo de Tejidos Vegetales. Obtenida y

modificada de Pérez et al. 2015.

Especies

Medio
de

Astrophytum
myriostigma

Mammillaria carmenae
M. prolifera
Trichocereus spachianus
Opuntia amyclaea

Mammillaria haageana
subsp. san-angelensis

E. robbinsorum

Mammillaria wrightii

Pediocactus bradyi
P. despaini
P. knowltonii

P. winkleri
Sclerocactus mesae-
verdae

S. spinosior
Toumeya papyracantha

Mediocactus coccineus

Cereus peruvianus

cultivo
MS

MS

MS

MS

MS

MS

MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS

MS

Reguladores de Resuitados
Crecimiento vegetal (SIS (917 AUtor
explante)

BA (222 uM) +1- 2.0 Vyscot y

NAA (5.4 uM) Jara 1984

BA (8.9 uM) + 2.8

NAA (5.4 uM)

BA (2.2 uM) + 2.1

NAA (5.4 uM)

BA (22.2 uM) + 3.0

NAA (5.4 uM)

BA (10 uM) 15.0 Escobar et
al. 1986

BA (4.4 uM) 9.0 Martinez y
Rubluo
1989

Zeatin (45.6 uM) + 4.3 Clayton et

Picloram (0.8 uM al. 1990

Zeatin (22.8 uM) + 3.8

NAA (1.1 uM)

Zeatin (22.8 uM) 7.1
Zeatin (22.8 uM) 6.9
Zeatin (22.8 uM) 3.9
Zeatin (45.6 uM) + 9.8
Picloram (0.8 uM)
Kinetin (Kin) (46.4 4.3
pUM) + Picloram

(0.8 pM)

Zeatin (22.8 uM) 2.3
Zeatin (22.8 uM) 3.6

BA (4.4 uM) + 7.8 Infante
NAA (0.27 pM) 1992

BA (4.4 uM) + 1.0 Machado y
indole-3-acetic Prioli 1996
acid (IAA) (5.71

HM)
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Astrophytum
myriostigma

Cephalocereus senilis
Coryphantha clavata
C. durangensis

C. radians
Echinocactus
platyacanthus

Echinocereus dubius

E. pectinatus

Echinofossulocactus sp.
Ferocactus
hamatacanthus

MS

MS

MS
MS

MS
MS

MS

MS

MS
MS

BA (4.4 uM) +
NAA (0.54 uM)
BA (4.4 uM) +
NAA (0.54 uM)
BA (4.4 uM)
BA (4.4 uM) +
NAA (0.54 uM)
BA (4.4 uM)
BA (4.4 uM)

BA (4.4 uM) +
NAA (0.54 pM)
BA (4.4 uM) +
NAA (0.54 pM)
BA (4.4 uM)
BA (4.4 uM) +
NAA (5.4 uM)

2.8

4.7
4.4

4.1
9.0

4.9

3.9

12.0
5.8

Pérez et al.

1998
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Caultivo de tejidos vegetales en M. luethyi

M. luethyi se establecid in vitro por Escobedo et al. (2004) y report6 2.16 brotes por explante
en su mejor tratamiento sin mencionar el total de brotes obtenidos, después Gracidas et al.,
(2010) obtuvo 745 brotes totales y Camargo (2017) obtuvo 168, en un periodo de 12 meses
(Cuadro 2). Sin embargo, aunque lograron el establecimiento aséptico in vitro e indujeron,
mediante RCV respuestas de morfogénesis directa e indirecta, los problemas recurrentes en
el cultivo como la hiperhidricidad en los regenerantes ha impedido la consolidacion de los
brotes y su posterior aclimatizacion. Especies de cactdceas como Astrophytum asterias
(Gaona, 2018), Turbinicarpus valdezianus (Garcia, 20008), Pelecyphora aselliformis
(Santos et al., 2003), Mammillaria pectinifera (Giusti et al., 2002) también han presentado
problemas morfofisioldgicos que han afectado el desarrollo in vitro de las plantulas y su
posterior aclimatizacion. Los altos porcentajes de hiperhidricidad y oxidacion se han
aminorado utilizando diferentes estrategias como el empleo de osmorreguladores,
antioxidantes, contenedores especiales, entre otros. Mejorar las condiciones fisioldgicas in
vitro y su incidencia en el desarrollo de las plantulas es de vital importancia en el
establecimiento de cultivos in vitro de diferentes especies de plantas incluyendo plantas
suculentas como las cactaceas.

Cuadro 2. Estudios realizados en M. luethyi para su propagacion y conservacion por Cultivo de Tejidos
Vegetales.

Especie Medio de Resultados
Cultivo
Mamillaria MS 1 mg/l BAP, 3 brotes por Escobedo, et al.
luethyi mgLtBAPy1 explante 2.16, 2004
mgL? K 1.83y 1.58
M. luethyi MS BA/ANA 745 brotes Gracidas et al.
después de 12 2010
meses
M. luethyi MS ANA, 2,4-D, 168 brotesen 12 Camargo 2017

BA, NAA meses, 5 brotes
individualizados
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Justificacion

Mammillaria luethyi G. S. Hinton es una cactacea endémica de Coahuila de Zaragoza,
México. Su morfologia de atractivo para coleccionistas, su restringida distribucion ademas
de la fragmentacion de su habitat, el comercio y colecta ilegal han provocado que sus
poblaciones se encuentren en peligro de extincion. Al desarrollarse Unicamente en un
afloramiento de fluoruro asociado a lajas de roca calcarea (Hinton, 1996), su pequefio tamarfio
poblacional, baja tasa de germinacion, o la supervivencia en las primeras etapas del desarrollo

y el lento crecimiento y desarrollo han limitado las opciones de su conservacion.

Una de las estrategias para su conservacion ha sido el Cultivo de Tejidos Vegetales, el cual
ha demostrado ser una alternativa viable, mediante la multiplicacién y conservacion de
especies de alto consumo y aquellas escasas en la naturaleza. Escobedo et al. (2004),
Gracidas et al. (2010) y Camargo (2017), lograron el establecimiento in vitro de M. luethyi,
sin embargo, problemas fisioldgicos como la hiperhidricidad han impedido la consolidacién
y formacidn de plantas completas, por lo que es necesario su estudio a partir del Cultivo de

Tejidos Vegetales.

El proposito del presente estudio fue dar alternativas ante los problemas fisioldgicos de esta
especie, es decir, controlar los problemas de hiperhidratacion en los brotes regenerados de
M. luethyi, para que sea posible continuar con su propagacion y conservacion. Esto traeria
ventajas como el almacenamiento del germoplasma y el estudio de la especie fisiologica y
morfolégicamente. La propagacion de esta especie podria establecer condiciones para llegar
a reducir la colecta ilegal de las poblaciones silvestres al cubrir en parte la demanda

comercial.
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Objetivos

Objetivo general

Controlar la hiperhidricidad del cultivo in vitro de M. luethyi, que haga posible la

regeneracion, consolidacion y enraizamiento de brotes.

Obijetivos particulares

Determinar la concentracion de osmorregulador (Manitol y Sorbitol) que reduzca la

hiperhidratacion y consolide los brotes regenerados.

= Cambiar y reducir la concentracion de Nitrégeno (NHsNOs3) en el medio de cultivo como
estrategia para la regeneracién y consolidacion de brotes..

= Analizar los efectos de los contenedores con sun caps® para la regeneracion y
consolidacién de brotes.

= [nducir la formacion de brotes via organogénesis indirecta.

» Inducir la formacion de raices en brotes individualizados y consolidados.
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Materiales y métodos

Material vegetal

Se emplearon cultivos de callo (30 frascos;
aproximadamente 40 g por frasco) de M. luethyi,
provenientes de explantes de tallo y podarios, procedentes
de la investigacion de Camargo (2017) presentaron un
aspecto friable con colores blanquecinos que
predominaron en la base, seguidos de un verde intenso o
verde claro (zonas con un nivel alto de hiperhidratacion).
En la parte superior de cultivos envejecidos, fueron

notables algunas zonas con colores rosados y degradados
claros amarillentos, esto debido a la acumulaciéon de
betalainas. Segun Contreras (2019) estos pigmentos son
comUnmente producidos en la familia Cactaceae
(Turbinicarpus laui, Turbinicarpus lophophoroides,
Turbinicarpus pseudopectinatus),

las betacianina y |

Figura 12. Explantes de callo
friable de M. luethyi, organizados
en cimulos ca. 1.5 cm?®

betaxantinas brindan colores violetas rojizos y amarillos |
respectivamente (Fig. 13). Los cultivos ademés se
encontraban en medio MS basal adicionado con carbon
activado (0.5 g/L) y gelificado con agar bateriologico
(8g/L) sin RCV ni osmorreguladores o antioxidantes. Los

—1cm

fragmentos subcultivados median ca. #1.5 cm®. Pesaban
ca +3.77 g. Todos los contenedores fueron subcultivados
con tres explantes ca (Fig. 12).

Cultivo de callo adicionado con osmorreguladores

Figura 13. Explante de callo friable
de M. luethyi. Donde se observan
colores rosados en la parte superior y
células muy hialinas, en la parte
media basal colores verdes y
blanquecinos con zonas rojas debido

a la oxidacion del cultivo. Medio MS
25% componentes inorganicos y
organicos.

El callo se dividié y coloco en tres partes iguales por
contenedor siendo 100 frascos en total en este ensayo. El
medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) se
modificd reduciendo la concentracién de sales al 25% en sus componentes organicos e
inorganicos (MS 25%). Para este ensayo se adiciond la citocinina BAP (0.225 mg/L) y se
afiadieron dos osmorreguladores (Cuadro 3). La cantidad de agar agregada fue de 9.5 g/L.. El
tiempo de cultivo fue de 8 semanas.

Cultivo de callo con sun caps®

Paralelamente se realizé otro ensayo con las condiciones del medio de cultivo anterior (MS
25%). Se afiadieron dos osmorreguladores en diferentes concentraciones (Cuadro 3) y se
gelifico con agar 9.5 g/L. La tapa de los contenedores fue sustituida durante el subcultivo por
sun caps® con disco de filtro con poro de 0.02 pm.
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Modificacion de la fuente de Nitrogeno en el  Cuadro 3. Tratamientos y concentraciones
cultivo de callo para la organogénesis indirecta en callo de

S . S Mammillaria luethyi.
Para este ensayo se utilizo medio MS y se sustituyd y

el Nitrato de Amonio (NH4)NOz (fuente |Tratamiento M(Z?E)CJ : Sca}r/blit)ol T:sr:ilﬁ?gllc_j)e

inorgénica) por hidrolizado de caseina (4.4 'y 2.2 Osmorreguladores

g/L) (fuente organica) (Cuadro 3) para igualar la | Testigo -

primera cantidad equivalente de nitrégeno total ; g

comparable a la formulacién estandar de MS 3 12

(Reyes et al., 2008), las deméas sales no fueron g 2 :

modificadas. ElI medio se gelificé con 10 g/L de 6 8

agar. ; ] ;‘21

Subcultivo de todo el material vegetal 190 g g

Después del periodo de aplicacion e induccion (8 Suncaps ®

semanas) se realizo el subcultivo de todos los i; . -

tratamientos, la mitad de los frascos (5) se pasaron 13 24

a la mitad de la concentracion de la que venian, la 14 - 12

otra mitad se subcultivé a medio MS 25%. En este 1?\Aodiﬁcacié;] de ,afuemei‘l Nitrégeno

subcultivo se aumento la cantidad de agar a 10 g/L. Testigo - -
16 - - 22

Individualizacion de brotes 17 - - 44

Al realizar el subcultivo de todos los tratamientos
incluido el control, se individualizaron los brotes (mayores a 5 mm de altura) regenerados
via indirecta del callo.

Consolidacion de brotes
Una vez individualizados los brotes se realizd el subcultivo cada semana, colocando 4-5
brotes por frasco en los siguientes medios:
e MS (MS 25%) sin osmorreguladores
e MS (MS 25%) con 12 g/L de Manitol
e MS (MS 25%) con 15 g/L de Manitol
e MS (MS 25%) sin osmorreguladores + carbon activado (0.5 g/L)
En todos los medios se utilizd agar como gelificante en una concentracién de 10 g/L

Evaluacion del material vegetal y analisis de datos

Para todos los ensayos con osmorreguladores se realizé una prueba de normalidad (p > 0.05),
que fue seguido de un analisis estadistico con la prueba paramétrica t-student, (p< 0.05) y no
paramétrica de Kruskal-Wallis (p< 0.05). La representacion grafica (box plot) y estadistica
fue realizada mediante los programas Statistica 7 de StatSoft y Past 4.03. La evaluacién de
la hiperhidratacion se evalué en cuanto a la produccion de masa de callo hiperhidratado asi
como la visualizacion de brotes claramente hiperhidratados. En el cambio y sustitucion en la
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fuente de Nitrdgeno asi como los ensayos realizados con sun caps® se generaron los
promedios del peso fresco de callo producido en el tiempo de aplicacion. Asi mismo, la

respuesta morfogenéetica de brotes y raices se evalué mediante la observacion directa y conteo
de brotes.

Control de Hiperhidricidad en M. [uethyi

Obtencion del material vegetal

Osmorregulador Fuente de

* Medio MS 25% Nitrégeno * Medio MS 25%
* Gelificante 9.5 g/L * Medio de cultivo MS * Gelificante 9.5 /L
* Manitol (cuadro 3)

» Cambio del NH,NO; por * Manitol (cuadro 3)
* Sorbitol hidrolizado de caseina 4.4 * Sorbitol (cuadro 3)
+ Manitol/Sorbitol gly22¢glL.

* BAP (0.225 mg/L) * 10 repeticiones
* 10 g/L gelificante

Sun caps®

Subcultivo de los diferentes
tratamientos

Individualizacion y consolidacion
de brotes

Enraizamiento de los brotes

Figura 14. Diagrama general de la metodologia experimental realizada en callo de M. luethyi.
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Resultados y Discusion

Respuestas morfogenéticas en M. luethyi

Las primeras respuestas morfogenéticas en el cultivo in vitro de M. luethyi comenzaron a
partir de la segunda semana de aplicacion con osmorregulador, contrario a esto Camargo
(2017) reportd la regeneracion de brotes via indirecta a las 14 semanas de iniciada su
induccion. Escobedo et al. (2004) y Gracidas et al. (2010) no reportaron a que tiempo
comenzo la organogénesis en los cultivos, pero mencionaron que dentro del estudio con RCV
para la induccion organogénica, las altas concentraciones (BAP 1-2.5 mg para Gracidas et
al., 2010 y la adicion de 2,4-D para Escobedo et al., 2004) provocaron la proliferacion de
callo sin respuesta morfologica, lo cual atribuyeron a largos ciclos de cultivo in vitro.
Camargo (2017), retomo el estudio de M. luethyi y también menciono la posibilidad de que
los cultivos pudieron tener procesos de pérdida en la capacidad regenerativa, ya que los pocos
explantes en los que obtuvo regeneracion, éstos tuvieron un lento crecimiento y un alto
porcentaje de oxidacion.

En el presente estudio la regeneracion de brotes via indirecta se presentd en todos los
tratamientos (Cuadro 3), lo cual sugirié que el callo ain mantenia su capacidad proliferativa
y ésta se pudo potenciar en la regeneracion de plantulas, al controlarse los problemas
(hiperhidratacion) fisiologicos presentes en el cultivo de M. luethyi. Es importante conocer
qué influye en desordenes fisioldgicos y procesos de diferenciacion in vitro. Mauseth (2004)
menciond en su estudio que la naturaleza de cada especie es distinta y las respuestas llegan a
ser particulares, incluso dependen méas del habitat del que provienen que del balance de
auxinas y citocininas, ya que como mencioné Han et al. (2009) y Molinier et al. (2006), el
habitat afecta los procesos de biosintesis, metabolismo y transporte de auxinas y citocininas.

En los ensayos realizados en el presente estudio sélo se adicion6 una citocinina (BAP) en
una concentracién de 0.225 mg/L, relativamente baja en comparacion con otros estudios en
cactaceas donde se ha observado el desarrollo de brotes cuando se agrega directamente al
medio de cultivo cantidades relativamente altas de citocininas y bajas o nulas cantidades de
auxinas (George, 1993). En este trabajo el que se adicionara s6lo BAP en combinacion de
los osmorreguladores y sin auxinas, si tuvo un efecto significativo ya que la organogénesis
indirecta empezaba rapidamente (2 semanas) en comparacion del Testigo y en subcultivos
donde no se adicion6 BAP (3-4 semanas). Mancilla (2014) obtuvo en Mammillaria
bombycina mejores resultados al adicionar RCV en bajas concentraciones (ANA-BAP
0.1/1.0 mg/L), también Clayton et al., (1990) reporté en Escobaria missouriensis, E.
robbinsorum, Mammillaria wrightii, Sclerocactus spinosior, S. mesae-verdae, Pediocactus
painii, P. paradinei, P. winklerii, P. bradyi, P. knowltonii y Toumeya papyracantha, que la
presencia de niveles bajos o nulos de auxina (rango de 2.0-0.2 mg/L Picloram, NAA, IBA,
IAA) y con citocininas (0.2, 5.0, 10 mg/L 2iP, BAP, KIN) aumento notablemente la
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produccion de brotes axilares. Ademas observé que en las 11 especies algunos brotes
enraizaron espontdneamente en un medio libre de hormonas; lo cual sugirié un nivel elevado
de auxinas. Un ejemplo semejante ocurrié con Mammillaria gracillis, que tuvo la capacidad
de formar callos en condiciones in vitro sin necesidad de reguladores de crecimiento (Poljuha
et al., 2003; Shiskova et al., 2006). En este estudio la formacion de brotes también
incremento por la combinacion de BAP y osmorreguladores dando formacion de brotes
consolidados (Cuadro 4), lo cual se abordara mas adelante.

Organogénesis indirecta

Iniciados los cultivos, el callo se mostro friable y sin diferenciacion morfolédgica alguna (Fig.
15A). Después de 2-3 semanas de aplicacion en todos los tratamientos, la masa de callo
desarrollé cumulos color verde fuerte que se formaron en la parte superior y base del callo.
Camargo (2017) los llamé cimulos meristemoides (Fig. 15B). Los cuales tomaron formas
estrelladas ("2.5mm) de color verde translicido que podria indicar una aparente
hiperhidricidad (Fig.15C-E). Transcurridas 5 semanas aumenté el nimero de brotes (Fig.

Figura 15. Morfogeénesis indirecta en M. luethyi en cultivos adicionados con el osmorregulador manitol
(g/L). (A) callo friable indiferenciado con coloraciones rosadas, amarillas y blanquecinas (manitol 4
g/L) (1 semana), (B) callo friable sefialando la formacién de los cimulos meristemoides color verde
claro-fuerte (8 g/L) (2-3 semanas), (C) callo friable sefialando un mayor nimero en protobrotes color
verde claro-fuerte y formacion de los primeros indicios de podarios (12 g/L) (4-5 semanas).

(D) callo friable donde se sefiala la formacion de brotes de apariencia mas consolidada (4 g/L), (E)
callo friable donde se observan brotes hialinos y con forma estrellada en concentracion (8 g/L), (F)
callo friable sefialado con brotes consolidados y una forma més desarrollada (12 g/L). Tiempo de
aplicacion para D/E/F 8 semanas iniciada la aplicacion.

15C) con un tamafio aproximado de 5 mm y con coloracion verde fuerte y verde claro, con
menor apariencia hiperhidratada. Pasadas 7-8 semanas comenzaron a formarse las primeras
estructuras morfolégicas como tallos y podarios (Fig. 15F) posteriormente la formacion de
aréolas con espinas en brotes con un avanzado desarrollo (>8 semanas).
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De manera general la organogénesis en cultivos de M. luethyi adicionados con
osmorreguladores mas BAP 0.225 mg/L se alcanz6 en un periodo de 16 semanas. Cabe
mencionar que no todos los brotes lograron llegar a una consolidacion y menos adn a la
individualizacion de éstos. El testigo regenerd 7.01 brotes por explante, de los cuales sélo se
consolidaron 3. EI T1 (4 g/L) regenerd 11.22 con 7 consolidados, el T3 (12 g/L) regenero6 un
promedio de 13.88 brotes por explante con 10 consolidados y el T4 (24 g/L) 4.75 brotes por
explantes con 3 consolidados (Cuadro 4). El aumento en la concentracion de osmorregulador
favorecio la morfogénesis, la consolidacion y disminucion de la proliferacion celular en
brotes, como se muestra en la Fig. 15 después de 8 semanas hubo un incremento en la
formacion de brotes lo cual provoco la reduccion en el volumen de callo. Mientras que la
presencia de BAP fue notable cuando al comparar subcultivos que contenian osmorregulador
pero no RCV el numero de brotes disminuy6 o en la organogénsis indirecta los brotes se
revertian a callo, por ello si es recomendable la adicion de BAP en pequefias concentraciones.
Giusti et al. 2002, menciond que la tasa de proliferacion de brotes axilares en M. pectinifera,
E. minimay P. aselliformis fue mayor con TDZ (0.5- 0.05 mg/L), sin embargo si mostraron
hiperhidratacion contrario a BAP (0.09 - 0.009 mg/L), donde los brotes axilares no mostraron
caracteristicas de hiperhidricidad y se consolidaron y propagaron mas.

Figura 16. Morfogénesis indirecta en M. luethyi en cultivos adicionados con el osmorregulador sorbitol.
(A) callo friable indiferenciado con coloraciones rosadas, amarillas y verdes con algunas zonas hialinas ( 4
g/L) (1 semana), (B) callo friable con zonas hialinas y sefialados con flechas los primeros indicios a la
formacién de camulos meristemoides color verde-amarillo claro (8 g/L) (2-3 semanas), (C) callo friable
donde se sefialan los primeros brotes color verde claro (12 g/L) (5-6 semanas).

(D) callo friable donde se muestra la formacién de algunos brotes de apariencia mas consolidada y algunos
hiperhidratados (4 g/L), (E) callo friable con brotes hialinos donde se sefialan los podarios con forma
estrellada en concentracion (8 g/L), (F) callo friable con presencia de brotes semi-consolidados y una forma
més desarrollada con podarios (12 g/L). Tiempo de aplicacion para D/E/F 8 semanas iniciada la aplicacion.

44



La organogénesis indirecta de M. luethyi fue de forma asincrénica, ya que se pudo observar
simultaneamente diferentes etapas de desarrollo en un mismo cultivo. Por ejemplo los brotes
del T1 (4 g/L) mostraron una apariencia consolidada (coloracion verte fuerte con algunas
zonas claras sin zonas hialinas, tamafio mayor a 5 mm y se desarrollaron los primeros
podarios) en 8 semanas, en comparacion con el T2 (8 g/L) donde los brotes en este mismo
tiempo presentaron una apariencia hiperhidratada, con color verde cristalino, un tamario
menor de 3 mm y con pocos podarios (Fig. 15 D-E). Podemos decir que estos brotes se
encuentran en la etapa anterior a la consolidacién. Por lo tanto, en M. luethyi hay una
organogénesis asincronica, ya que se pueden observar simultanéame diferentes etapas. Al
adicionar un osmorregulador, dependiendo de la concentracion, se puede acelerar e |
desarrollo y consolidacion de brotes. En los tratamientos adicionados con sorbitol, al igual
que con manitol, el callo primeramente era friable con coloracion verde-blanco con algunas
zonas rosadas y sin ninguna diferenciacion morfoldgica (Fig. 16A). Después de 2-3 semanas
comenzaron a notarse los brotes en la parte media y superior del callo. Mismos que después
de 5-6 semanas comenzaron a diferenciarse en brotes (Fig. 16D), los cuales eran pequefios
(3 mm), color verde claro con ciertas zonas translicidas (Fig. 16C).En la octava semana
comenzo el desarrollo de los brotes, éstos con caracteristicas de hiperhidratacion y algunas
irregularidades en su morfologia, ya que los brotes no se consolidaron completamente y
presentaban formas amorfas (Fig. 16 E-F). Fue hasta la semana 12 cuando algunos brotes
terminaron su consolidacion y se pudieron individualizar. Por ello, la organogénesis indirecta
en los tratamientos adicionados con sorbitol fue més lenta (18 semanas). EI T5 (4 g/L) tuvo
una formacién promedio de 7 brotes por explante de los cuales se consolidaron 4, el T6 (8
g/L) obtuvo 9.85 brotes por explantes y se consolidaron 8, el T7 (12g/L) formé 12.12 brotes
por explante y se consolidaron 8 y por ultimo el T8 (24 g/L) form¢ 19.75, de los cuales no se
consolid6 ninguno (ver Cuadro 4 y Grafico 5). Se observo al igual que con el manitol, una
tendencia al incremento en la formacion y consolidacion de brotes, conforme se aumenté la
concentracion de sorbitol, sin embargo, aunque el T8 regener6 el mayor nimero de brotes,
éstos mostraron una apariencia pequefia (4 mm) e hiperhidratada, lo que ocasioné que al final
de 18 semanas ningun brote se consolidara. Este tratamiento también fue de los mas altos en
oxidacion (65%), el callo present6 colores rojos-marrones (Fig. 18B), lo que indic6 un alto
nivel de estrés en el tejido. Esta respuesta no se habia observado en ningun tratamiento.

En cuando a tratamientos donde se combinaron ambos osmorreguladores, la apariencia del
callo se mostré inicialmente friable con colores verdes, con algunas coloraciones rosas en la
parte superior y con formacion de brotes. Después de 2-3 semanas comenzaron a formarse
los cumulos meristemoides seguido de brotes con formas estrelladas (4-5 semanas). Después
de 25 dias de aplicacion con osmorreguladores se observo el inicio de la formacidn de brotes
y al igual que con el sorbitol, a las 12 semanas los brotes terminaron de consolidarse. Despues
de la semana 13 los brotes presentaron colores claros-palidos para terminar siendo blancos y
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Figura 17. Morfogénesis indirecta en M. luethyi en cultivos adicionados ambos osmorreguladores. (A) callo
friable con zonas hiperhidratadas y sefialados con flechas la formacién de brotes en la parte basal y apical
gue muestran una ligera hiperhidratacion, éstos con algunas partes hiperhidratadas (4 g/L de manitol y 4 g/L
de sorbitol), (B) callo friable donde se sefiala la presencia de brotes agrupados en partes apicales y laterales,
algunos con formas estrelladas (8 g/L de manitol y 8 g/L de sorbitol). Tiempo de aplicacién para A/B de 8
semanas iniciada la aplicacion.

cafés, el callo que no presentd brotes comenzo a presentar colores marrones-cafés. En los
brotes, al igual que en el callo se observé una textura compacta y seca (Fig. 17B). Esto indico
qgue la combinacion de ambos osmorreguladores afectaron de manera negativa la
morfogénesis indirecta, ademas, estos tratamientos fueron los que menor nimero de brotes
formaron, con un promedio de 4.2 (T9; manitol/sorbitol 4 g/L) y 2.85 (T10; manitol/sorbitol
8 g/L).

De los osmorreguladores utilizados en el cultivo in vitro de M. luethyi para controlar el
problema de hiperhidricidad, el manitol fue el osmorregulador que mejores respuestas
morfogénicas mostrd. EI T3 (manitol 12 g/L) fue el que mayor nimero de brotes regenerd
(13.88 brotes por explantes), ademas de que tuvo la menor produccién de callo (0.96 g) y
mayor reduccion en hiperhidricidad (85.63%) al finalizar las 8 semanas de aplicacion. Como
se ha mencionado anteriormente, el manitol es un osmorregulador con mayor accién
osmolitica, por ello es que pudo reducir en mayor cantidad la formacion de callo, sin
embargo, por los resultados obtenidos, no fue recomendable su adicién en cantidades
superiores a 20 g/L, al igual que con el sorbitol y la combinaciéon manitol-sorbitol. Por otra
parte, el sorbitol tuvo una menor eficacia, ya que el tiempo que llevo la formacion y
consolidacién de brotes fue mayor (18 semanas), ademas de que se mostraron mas
anormalidades morfolégicas, como la elongacion y deformacion de los tallos, el poco
desarrollo de podarios y aréolas o la presencia de raices amorfas. Esto probablemente fue
resultado de la hiperhidricidad en los cultivos. Dentro de estos ensayos el T8 (sorbitol 24
g/L) regener619.75 brotes por explante con lo que super6 al T3, estos brotes presentaron un
aspecto hiperhidratado con color verde transltcido, ademas se formaron encima de un callo
completamente oxidado que presentd colores rojizos marrones muy intensos. Al final del
tiempo de aplicacidn estos brotes murieron a causa de la oxidacién. Los tratamientos que
fueron adicionados con ambos reguladores tampoco tuvieron las mejores respuestas
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morfologicas, por lo que el rango de aplicacion de osmorreguladores se sugiere sea de 10-20
g/L. para esta especie.

Oxidacion por osmorreguladores

La oxidacién generada por osmorreguladores no fue un problema recurrente en el cultivo in
vitro de M. luethyi. En las observaciones morfoldgicas de la organogenesis indirecta, la
oxidacion se presento en la primera semana del subcultivo, como se muestra en la Figura
18A-B, ésta comenzo a desarrollarse en la parte basal del callo (zona de corte), y mostr6
colores rojizos-marrones, aunque como se mencion0 anteriormente probablemente también
pudieran ser pigmentos naturales como las betalainas produccidas en un ambiente de estres.
Al terminar el tiempo de aplicacion en este caso para el T3 (manitol 12 g/L), el tejido se
observo friable y con colores verdes que regularmente tiene cuando no hay estrés oxidativo,
esto coincide con Azofeita (2009) quien observo el dafio que provocaron los exudados
iniciados los cultivos, el cual fue usualmente mas severo durante los estados iniciales y que
tendio a cesar cuando el explante inicié su crecimiento. Diaz et al. (2015), en su estudio con
fiame (Dioscorea alata) encontraron que la combinacion de manitol y sorbitol en bajas
concentraciones (<5 g/L) no promovio la oxidacion en los tejidos, tampoco la aparicién de
tejido celular desorganizado (callo) en el explante. El T4 (manitol 24 g/L) y T8 (sorbitol 24

Figura 18. Oxidacién en callo de M. luethyi, la cual se observa en la base del callo, de color blanco, café
y rojizo. (A) Oxidacién en la zona de corte del callo (12g/L manitol), se sefiala la coloracion en los
cultivos por estrés osmético, (B) callo oxidado mostrando colores completamente rojizos y marrones (24
g/L sorbitol) a 2 semanas iniciada la aplicacion.

g/L) fueron los dos tratamientos con mayor porcentaje de oxidacion (65%), la cual pasado el
tiempo de aplicacion provoco la compactacion y oscurecimiento del callo, ademas del cese
en la morfogénesis indirecta, ya que también obtuvieron la menor consolidacion en brotes (4
y 0 brotes consolidados respectivamente).

En M. luethyi el uso de osmorreguladores en concentraciones bajas (<20 g/L) no propiciaron
la muerte del tejido vegetal. Sin embargo, al adicionar una concentracion mas alta de
osmorregulador el callo se oxidd completamente y resultd morfoldégicamente en un callo
compacto color blanco que demostré la pérdida de los cultivos, ya que a partir de ese punto
no hubo regeneracion o respuesta morfologica alguna. Esto se pudo deber a la saturacion del
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medio de cultivo con los osmorreguladores, limitando la disponibilidad de nutriente para las
células vegetales, propiciando un sistema estatico donde no hubo absorcién de nutrientes y
por lo tanto, generacion de nuevos tejidos y 6rganos.

En cacticeas la oxidacion puede llegar a representar un verdadero problema en la
regeneracion de plantas. Rocha (2013) reportd un 86.2% de oxidacion en Aporocactus
flagelliformis, Camargo (2017) con Astrophytum caput-medusae que presentd un 87.3% de
oxidacion severa y Huanca (2019), menciond en su trabajo con Neowerdermannia chilensis
subsp. peruviana un porcentaje de oxidacion de hasta 91.6%.

La oxidacion puede incrementar con el desencadenamiento de otros desordenes fisioldgicos,
morfolégicos, epigenéticos y genéticos que ocurren en los explantes cultivados, tales como
recalcitrancia, hiperhidricidad, variacion somaclonal y habituacion (Cassells y Curry 2001,
Van Staden et al., 2006).

Cultivo de callo adicionado con osmorreguladores
Formacion de callo

Se partié de callo como explante, con un peso promedio inicial de 3.77 g en todos los
tratamientos. Después del subcultivo, pasado el tiempo de aplicacién (8 semanas en
incubacion), el callo regenerd en el Testigo un peso maximo de 16.74 g, lo cual es 3 veces
su peso inicial. Como se observa en el Grafico 1 el Testigo tuvo una mayor proliferacion
celular, Rodriguez et al., (2014) mencionaron que la induccién de callo representa un proceso
de desdiferenciacion y division celular intensiva, lo cual depende principalmente del
explante, genotipo, medio de cultivo, tipo de regulador de crecimiento como también su
concentracion y combinacion, por lo cual, es probable que en este tratamiento al no tener
ningun osmorregulador ni RCV tuviera la mayor proliferacion celular. El testigo también
mostrd la mayor proliferacion celular promedio con 6.68 g de callo (ver Grafico 2). En el
analisis estadistico de Kruskal Wallis (KW) los resultados obtenidos sefialaron que al
adicionar un osmorregulador el peso del callo generado disminuy0, al comparar todos los
tratamientos vs el testigo se encontraron diferencias significativas (p< 0.05), lo cual indica
que el adicionar un osmorregulador puede influir y regular la produccién de callo generado
en los cultivos, visto como la disminucion en la produccion excesiva de células de callo,
ademas de la formacion y consolidacion de brotes. Los tratamientos adicionados unicamente
con manitol formaron 2.61 g (T1), 2.37 g (T2), 0.96 g (T3) y 2.13 g (T4) de callo (Gréfico
2). El T3 (manitol 12 g/L) tuvo la menor formacién promedio de masa callosa con 0.96 g, es
decir, que se redujo la formacion de células hiperhidratadas en un 85.63% en comparacion
con el testigo (Gréfico 4). En el cultivo de M. luethyi la reduccidon de la hiperhidratacion fue
evidente cuando la proliferacion celular masiva de células hiperhidratadas se minimizo, el
callo se mostré friable sin colores translicidos y se comenzd una organogénesis indirecta
donde hubo formacién y consolidacion de tejidos nuevos que posteriormente formaron brotes
consolidados o no. También hubo diferencias significativas entre el T3y T2 (t value = 0.02),
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T3y T4 (t value = 0.05). Otras diferencias que hubo fueron el T2 y T5 (t value = 0.0002),
T4y T5 (tvalue = 0.001). EI T3y T5 no tuvieron diferencias significativas (t value = 0.13),
sin embargo, si hubo grandes diferencias morfolégicas.
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Gréfico 1. Peso fresco total de callo (g) de M. luethyi, después de 8 semanas, en medio de cultivo adicionado
con osmorreguladores. Los tratamientos de manitol y sorbitol en tres concentraciones diferentes (4, 8 y 12
g/L). El tratamiento manitol/sorbitol en dos concentraciones (4 y 8 g/L). Se observa en los tres casos la
comparacion entre el Testigo y los 10 tratamientos y los valores atipicos de éste.
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Grafico 2. Resultados del promedio de peso fresco de callo de M. luethyi, al finalizar el tiempo de aplicacidn (8
semanas). Los dos tratamientos manitol y sorbitol en tres concentraciones diferentes (4, 8 y 12 g/L). El
tratamiento manitol/sorbitol en dos concentraciones (4 y 8 g/L). La menor produccion de callo fue con Manitol
12 g/L (0.96 g) seguido de sorbitol 24 g/L (1.69 g).
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Como se observo en el Gréafico 3 cuando se aumentd la concentracion de manitol (4-12 g/L)
se redujo la proliferacion celular y disminuy6 la hiperhidratacion. Concentraciones mas
grandes como el T4 (24 g/L) mostraron una baja proliferacion celular (1.15 g de callo)
(Gréfico 2), y una alta reduccion en la hiperhidricidad (82.78%) (Grafico 4), sin embargo
estos cultivos no presentaron formacion de tejidos u drganos vegetales. La formacion de
biomasa en los dos diferentes tratamientos mostraron grandes diferencias estadisticas y
morfologicas. Cardenas y Villegas (2002) realizaron ensayos con sorbitol y manitol en
concentraciones iguales (7.28, 10.93 y 14.57 g/L), y demostraron que los potenciales
osmoticos obtenidos con manitol fueron mas negativos que los de sorbitol, (-0.26 y -0.23
respectivamente) mostrando diferencias
significativas entre ambos osmorreguladores
(Tukey, 0.05). Segun Pierik y Steegmans (1975),
los medios que presentaron un potencial osmético
de aproximadamente -0.3 MPa permitieron el
0 crecimiento y organogeénesis in vitro; tal fue el caso
0 4 8 12 24 de manitol (14.57 g/L) (-0.3 MPa).

manitol (/L) Por lo mismo, es probable que en M. luethyi, el
manitol haya reducido de manera importante los
Grafico __3.Concentraciones  del  pjyeles de hiperhidricidad y generacion en el callo
Osmorregma}dor manitol y su pro.d ueeton de (T3; 129/L 0.96 g; 85.63% después de 8 semanas).

callo después de 2 meses de aplicacién. Se ) . .
puede observar la disminucion en la DiaZ et al. (2015) mencionan que el sorbitol es un
proliferacion de callo en el T3 (12 g/L). Asi  0smorregulador con capacidad para generar un
como el incremento en la proliferacion de estrés osmdtico menos severo que otros
callo. osmorreguladores (manitol y mioinositol) ademas
de su utilidad como fuente de energia para los explantes. En el presente estudio el sorbitol
mostré una tendencia irregular en los datos obtenidos, sin embargo, en T8 (24 g/L) tuvo uno
de los menores porcentajes en la reduccion de hiperhidricidad (74.70%) (Gréfico 4) y
produccion de callo (1.69 g) (Grafico 2), sin embargo los demas tratamientos no tuvieron
éxito al detener la formacion de biomasa de callo, tal es el caso del T7 (12 g/L) que tuvo una
formacion de 4.08 g y una reduccion de 66.17%, contrario al T3 (manitol 12 g/L), mostrando
la diferencia entre ambos osmorreguladores en la formacién de callo, podemos suponer que
esto se debe a que el Sorbitol no tiene un efecto tan severo como el manitol y el mioinositol.
De los tratamientos en los que se combinaron los osmorreguladores, el T9 (manitol/sorbitol
4 g/L) formd 2.45 g, y aungue retuvo la proliferaciéon celular un 63.32%, al término del
tiempo de aplicacion el callo se mostré seco, compacto y comenzaron a dominar colores
blancos y verdes claros caracteristicos del inicio de oxidacion en el tejido vegetal. S6lo hubo
diferencias significativas con el testigo (testigo vs T9: KW = 0.005; Testigo vs T10:

KW=0.01).

Bello et al, (2014) describieron en cafia de aztcar (Saccharum sp.) que el uso combinado de
los dos osmorreguladores (manitol y sorbitol) afectaron negativamente supervivencia y
crecimiento de plantulas, al aumentar las concentraciones de estos compuestos (15, 30 y 45

callo (9)
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g/L). Retomando el estudio de Diaz et al., (2015), cuando usaron el sorbitol (3%-1.5 g/L) o
la combinacion manitol-sorbitol (1.5-2%), alcanzaron las mayores tasas de supervivencia.
Este contraste en la combinacion manitol/sorbitol en ambos estudios, estuvo directamente
relacionado con la concentracion afiadida al medio de cultivo y la especie en cuestion. En el
cultivo de M. luethyi concentraciones bajas en la combinacion de dichos osmorreguladores
(T9) mostraron resultados mas favorables que al aumentar las concentraciones (T10), ya que
a pesar de que se disminuyo la produccion de callo, las respuestas morfogenéticas no fueron
positivas. Cuando se utilizd la misma concentracion de los dos osmorreguladores se
duplicaron los solutos y de cierta forma se saturé el medio de cultivo. Esto podria explicar
las alteraciones morfoldgicas que se mostraron en estos tratamientos donde la concentracion
rebasoé los 15 g/L de osmorregulador.

Reduccion de hiperhidricidad
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Gréfico 4. Reduccién de hiperhidricidad porcentual en los tratamientos con osmorreguladores (sorbitol y
manitol). Resultados a 8 semanas después de iniciados los tratamientos.
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Sun caps®

El uso de sun caps® en contenedores favorecié el intercambio gaseoso, evitando una alta
humedad relativa en los cultivos. Jackson et al. (1987) y Buddendorf y Woltering (1994)
mencionan que por lo general, los vasos disefiados para mantener la esterilidad de los cultivos
de tejidos vegetales pueden restringir la difusion de gases, generando atmosferas anormales
(por ejemplo, acumulacién de etileno, el cual se ha asociado a la hiperhidricidad) que podrian
interferir con el crecimiento y el desarrollo. En este estudio el uso de sun caps® favorecio la
disminucion de la hiperhidratacion del callo (T11, T12 y T14), observado en produccién de
biomasa (g) y la morfologia del mismo, la cual fue friable en la parte basal pero con aspecto
seco en la parte superior, la cual, ademas presentd una pigmentacidén rosa muy marcada en
zonas apicales. En comparacion el T11 (testigo con sun caps®) obtuvo una formacion de
callo de 4.57 g, y form6 11.25 brotes por explante (Cuadro 4), de los cuales se consolidaron
e individualizaron 8 brotes Los brotes regenerados sin osmorreguladores mostraron una
apariencia consolidada, sin sefiales de hiperhidratacién y un tamafio >5 mm. Los dos
siguientes tratamientos a los que se adiciond el osmorregulador manitol tuvieron una
proliferacion celular menor. EI T12 (12 g/L) formd 2.24 g y generd 2.1 brotes por explante,
resultado muy semejante con el T14 (sorbitol 24 g/L) que formé 2.09 g, y 3 brotes por
explante. Pasadas 8 semanas en los tratamientos T13 y T15 aument6 la oxidacién del callo y
ninguno de estos tratamientos tuvo una consolidaron en los brotes, ya que sufrieron un fuerte
choque osmético que provoco la oxidacion completa de los cultivos. Esto puedo ser debido
a la alta concentracion de osmorregulador y el uso de sun caps®.

Kozai (1991) menciona cubrir los recipientes con sun caps®, puede evitar desordenes
fisioldgicos debido al buen intercambio de gases con el medio ambiente. Gaona (2018) utilizo6
sun caps® para una pre-aclimatizacion de brotes de Astrophytum asterias y observé una
mejor consolidacion en sus brotes (4 semanas), eliminando la hiperhidricidad y aumentando
la supervivencia ex vitro. Esto coincide con los resultados obtenidos en los brotes generados
en el control, ya estos se mostraron sélidos con un color verde, con formacion de podarios y
aréolas, ademas de no presentar formacion de callo en sus estructuras. Reyes et al. (2008) en
| su estudio con Atriplex canescens encontr6 que el medio de cultivo modificado con tapas
eventiladas (sun caps) fue consistentemente el mejor tratamiento, ya que obtuvo una
frecuencia acumulada total de brotes revertidos del 39.7% (73 brotes revertidos de 184 brotes
revertidos totales), en comparacion con una frecuencia acumulada total de brotes revertidos
del 7,1% (13 brotes revertidos de 184 brotes revertidos totales) observados en el medio de
control estandar, tratamiento sin ventilacion (periodo 150 dias).

Aunque los tratamientos adicionados con osmorregulador no tuvieron respuestas
morfologicas positivas, el testigo si disminuyd la hiperhidratacion, se propicio la
organogenesis indirecta, pero al final del tiempo de aplicacion presentd una severa
deshidratacion, la cual propicio la perdida de los cultivos. Pospisilova et al. (1999) reportaron
que estos procedimientos pueden llevar al secado mas rapido del medio de cultivo (4
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semanas) y a una incapacidad en el crecimiento de las plantulas de tabaco (Nicotiana
tabacum). Los dos tratamientos adicionados con osmorregulador, tuvieron un fuerte choque
osmotico en las 2 primeras semanas, mostrando altos niveles de oxidacion y al igual que el
control provocé la muerte de los cultivos, por lo que se recomienda reducir el tiempo de
aplicacion a 1 mes maximo sin agregar osmorregulador (>4 g/L) o algin regulador de
crecimiento vegetal en altas concentraciones.

Oxidacion por sun caps®

La oxidacion que se presento por el
uso de suncaps obtuvo un 20% en el
T11 (testigo con sun caps®), 85% y
90% en los T13-T15 (24 g/L manitol
y 24 g/L sorbitol) respectivamente.
La oxidacion aument6 a medida que
se incrementd la concentracion de
osmorregulador, esto por el gran
choque osmético que pueden
provocar una alta concentracion de
osmorregulador, sumado a esto, el
uso del sun caps® en el contenedor,
el cual aumenta el intercambio
gaseoso con el medio que provoca un
estrés oxidativo.

Figura 19. Organogénesis indirecta en M. luethyi utilizando
sun caps® sin osmorreguladores, en Medio MS 25% (8
semanas iniciada la aplicacion). Se observan los primeros
brotes de forma estrellada y con una morfologia consolidada.
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Modificacion de la fuente de Nitrégeno

El empleo de suplementos naturales ha sido una opcion cuando los medios de cultivo
definidos no dieron los resultados deseados, estos han tenido efectos beneficiosos en el CTV
(Bhatia, 2015). En dos tratamientos (T16 y T17) se modifico la fuente de Nitrato de amonio
(NHsNOs3) por hidrolizado de caseina. Reyes (2018) menciond que las células pueden
metabolizar los aminoacidos de las fuentes de nitrogeno organico para obtener energia, por
lo cual el hidrolizado de caseina es una fuente de calcio, fosfato, varios microelementos,
vitaminas y aporta hasta 18 aminoéacidos, incluso ha llegado a ser mas eficaz para el CTV
que la adicion de los principales aminoacidos (Bhatia, 2015).

Al finalizar el tiempo de aplicacion (2 meses), el T16 (2.2 g/L hidrolizado de caseina) obtuvo
una formacion de 9.89 g en promedio de callo y una formacién de 14.8 brotes por explante
con 12 brotes consolidados. Asi mismo, el T17 (4.4 g/L hidrolizado de caseina) obtuvo una
mayor formacién de callo a 11.06 g y se formaron 19.5 brotes, de los cuales 16 se
consolidaron (Cuadro 4). Ambos resultados fueron los que obtuvieron una mayor formacién
de brotes en comparacidn con todos los ensayos. La concentracion del T17 fue la equivalente
a la cantidad de Nitrato de amonio total comparable en la formulacion estandar del medio
MS, por lo cual es probable que esto fuera decisivo en la formacidn y consolidacion de brotes.
Sin embargo, esto abre la posibilidad a intentar nuevas formulaciones con concentraciones
mas altas de hidrolizado de caseina.

El hidrolizado de caseina también propici6é un crecimiento acelerado en la proliferacion de
callo, saturando los contenedores. Murashige y Skoog (1962) y Gamborg et al., (1968)
sefialan que la adicién de la caseina hidrolizada puede incrementar la division celular. En M.
luethyi el T16 y T17 superaron al tratamiento testigo, el cual formé 6.68 g de calloy 7.1
brotes por explante con 3 brotes consolidados. El callo que se obtuvo no mostrd
hiperhidratacion, era friable y con abundantes brotes en la parte basal y apical, éstos sin
signos de hiperhidratacion. Cardenas y Villegas (2002) mencionaron que a medida que
aumentaron la concentracion de NHsNOz y KNOs, (1.01-2.02 g) el potencial osmético se
hizo més negativo (-0.44 y -0.43 MPa), demostrando asi el impacto de estos macronutrientes
en el medio de cultivo y con ello su posible influencia en la hiperhidratacion.

Reyes (1992), incremento la concentracion de NHsNOs (1.21 g) en cultivos de Malus robusta
y observé un aumento en el contenido de agua en los tejidos que provocOd desordenes
fisiolégicos en el desarrollo de los brotes. Contrario a este estudio en M. luethyi hubo gran
proliferacion celular, sin embargo esto no afecto el desarrollo de los brotes. Estos fueron los
dos tratamientos que mas brotes regeneraron y consoliaron. Dentro de sus caracteristicas se
presento un tamafio >5 mm, con 6rganos consolidados (podarios y aréolas) y una morfologia
definida como los obtenidos de ensayos adicionados con osmorreguladores.
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Gaona (2018) y Reyes et al. (2008) observaron en Astrophytum asterias y Atriplex canescens
respectivamente, que al agregar hidrolizado de caseina (3 meses; 4.4 g/L) hubo un efecto
positivo en la consolidacion de brotes y en la reduccidn de la hiperhidratacion. En el caso de
Astrophytum asterias hubo un 100% de reduccion de hiperhidratacion de los explantes,
ademas su coloracion cambi¢ del verde claro a verde oscuro, se observaron més sélidos y en
algunos casos se vio un crecimiento muy ligero (<2 mm) de callo en la base. En Atriplex
canescens con la eliminacion de amonio de la formulacion del medio, hubo un aumento del
doble en las tasas de reversion total con 121 (66%) y 63 (34%) brotes revertidos totales de
184 respectivamente.

Tacoronte et al. (2017) mencionaron que hubo importantes respuestas morfologicas cuando
se modifico el medio MS y aumentaron las concentraciones de nitrato de amonio (1.98 g/L)
y nitrato de potasio (2.28 g/L) en tres cultivares de papa (Solanum tuberosum spp. andigena),
ya que después de 12 semanas observaron un acelerado crecimiento en los segmentos
nodales, las plantas desarrollaron un aumento en tamafio de vastagos vigorosos con longitud
promedio de 5.82 cm, hasta con 18 hojas extendidas de color verde intenso y con presencia
de un sistema radical desarrollado. Concluyeron que el aumento en las fuentes nitrogenadas
asi como la reduccion en la concentracion de sacarosa (10-15 g/L), tuvo como resultado un
mayor alargamiento del vastago de la papa nativa, aumentd el nimero de sus nudos, hojas y
desarrollo de raices, llegando a la formacion de vitroplantulas. Molinos et al. (2004) y
Segovia (1987), explican que las bajas concentraciones de sacarosa pueden generar un
potencial osmaético mas positivo (>-0.22 MPa) favoreciendo probablemente la disponibilidad
y asimilacion de las altas concentraciones de fuentes nitrogenadas y demas nutrientes
componentes del medio de cultivo. Sin embargo, recordamos que cuando mas positivo sea el
potencial osmatico del medio, mayor sera la absorcién de agua y de los nutrientes.

Los problemas fisioldgicos de hiperhidricidad en el cultivo de callo de M. luethyi hicieron
que la reduccion en la concentracion de sacarosa (30 g/L) no fuera una opcidn viable a pesar
de que pudo haber favorecido la absorcion de la fuente nitrogenada (hidrolizado de caseina).
En los ensayos (T16 y T17) donde se modifico el Nitrato de amonio, hubo una gran
proliferacion celular y la mayor formacion de callo (11.06 g de callo), por lo que hacer
disponible una mayor absorcion de agua, podria provocar la hiperhidratacién en el callo y los
brotes y aumentaria ain mas la proliferacion celular.

Finalmente, la oxidacién observada en los T16 y T17 fue de 4% en ambos tratamientos, que
al término del tiempo de aplicacion, por el alto nivel proliferativo del callo disminuy6 a 2%,
Azofeita (2009) quien observé el dafio que provocaron los exudados iniciados los cultivos,
el cual fue usualmente mas severo durante los estados iniciales y que tendié a cesar cuando
el explante inici6 su crecimiento. Esto indica que la adicion de hidrolizado de caseina (2-5
g/L) al cultivo de M. luethyi no provoco una oxidacion severa.
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Ademéas de que se elimind el NHsNOs del medio de cultivo, cuando se utilizaron
osmorreguladores y sun caps® se modifico el medio MS reduciendo todas las sales al 25%
para evitar la produccion masiva de callo, ya que se supuso las células tenian una division
celular muy rapida debido al alto valor nutricional en el medio de cultivo. Como menciona
Pierik (1990) la concentracion total de las sales de un medio de cultivo determina el potencial
osmotico del medio. Este se obtiene de la suma de los potenciales osméticos de sus
componentes, donde influyen no so6lo los pesos sino también el grado de disociacion de las
sales que lo constituyen. EI medio MS es uno de los méas negativos (-0.45 MPa), comparado
con el de White (1943) (-0.19 MPa) debido a la composicién de sus sales (Yoshida et al.,
1973). Estas también pueden modificar el potencial osmético de las plantas y ayudarlas a la
reduccion en la hiperhidricidad, es decir, propiciar la consolidacion de estructuras be
regulatorias en la absorcion de agua e intercambio gaseoso. En este estudio se opt6 por ni
reducir la concentracion de sales en el medio de cultivo que bien pudo propiciar una
disminucion en el potencial osmdtico y por lo tanto en la capacidad de reducir la
hiperhidratacion, sin embargo, se ha demostrado que el manitol puede aportar nutrientes que
ayudan a la consolidaciéon de brotes y aparte tener una funcion osmorreguladora en los
tratamientos (Lipavska et al., 1996) por lo cual se le apost6 a la reduccién de sales y la
implementacién de osmorreguladores.

También al reducir las sales (NHsNO3) se modifico el potencial osmético de este componente
y se propicié un potencial osmético negativo. Recordando que mientras méas negativo sea 'y
se cambia el potencial matricial del medio, la hiperhidratacién disminuye como consecuencia
de una menor absorcion de agua, que dificulta la multiplicacién de vastagos axilares.
Ademas, el explante tiene un contacto menos eficiente con el medio, lo que dificulta la
disponibilidad de los macro y micronutrimentos del medio, dependiendo de la concentracion
del agar (George, 1993).

En este ensayo, simultdneamente se modificd la concentracion de agar, ya que se agregé
hasta 10 g/L, esto para compensar que no se redujeron las sales en el medio MS a 25% y que
no se adicionaron osmorreguladores. Como se mencioné anteriormente, en los tratamientos
T17 y T18 se mostrd la mayor produccion de callo (9.89 y 11.06 g respectivamente),
podriamos suponer que en este caso el adicionar 10 g/L de agar, no tuvo influencia en la
retencion de agua de los cultivos o bien ésta fue muy poca y habria que probar con
concentraciones mas elevadas (12, 14,16 g/L) como menciond Deberg (1983) quien analiz6
el efecto del agar en diferentes concentraciones en cultivos de la alcachofa de globo (Cynara
scolymus L.) la cual presenté sefiales de hiperhidratacion en los tejidos, y concluyé que ésta
solo se pudo superar aumentando la concentracion de agar (8 a 15 g/L). Por otra parte Brand
(1993) afirma que la hiperhidratacion en tejidos se puede reducir en concentraciones altas de
agar, pero como mencionan Cardenas (1999) el agar sélo actuo reteniendo agua y afecto el
potencial matricial, pero no tuvo efecto como osmorregulador a las concentraciones
regularmente empleadas (5-8 g/L). Una de las ventajas en los ensayos con osmorreguladores
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es que su uso resultara siendo mas viable econdmicamente, ya que el agar es uno de los
componentes mas caros en el medio de cultivo, ademas de que proporcionan nutrientes que
aportan a la consolidacion de los brotes.

Regeneracién de Brotes

Téllez et al. (2017) realizaron estudios en Mammillaria plumosa y mencionaron que “En
todo proceso morfogeénico, el nimero de brotes producido esta determinado genéticamente y
se considera el principal indicador del potencial de multiplicacion de una especie. La cantidad
de brotes refleja el nimero de plantas potenciales adultas”, en este caso la cantidad promedio
de brotes que pudieron regenerar a partir de un explante de M. plumosa fue de 537 después
de 120 dias de cultivo.

En M. luethyi la morfogénesis y el nimero de brotes obtenidos en los diferentes estudios ha
sido variable dependiendo de la via morfogenética utilizada. Camargo (2017) reportd que la
formacion de brotes via organogénesis directa se presentd en menos de 10% de los
tratamientos que utilizdé (ANA/BAP; 0.1/0, 2/0.1, 0.1/0.1, 1/1 y 2/0.1 mg/L). También
observo que la tendencia a formar brotes estaba en las concentraciones intermedias-bajas. En
estos ensayos la regeneracion de brotes inicio a las 5 semanas y obtuvo un méximo de 7 y un
promedio de 2.75 brotes por explante y mencion6 que por medio de esta via hubo una baja
proliferacion en los regenerantes, lo cual también fue reportado por Escobedo et al. (2004),
donde su promedio mas alto fue de 2.16 brotes por explante en su mejor tratamiento (1 mg/L
de BAP). Contrario a esto, Gracidas et al. (2010) obtuvo un promedio de 13.19 brotes por
explante, sin decir de que parte provenian. En conjunto, estos autores mencionaron que los
bajos promedios de regeneracion en los brotes, posiblemente se debi6 a que el callo pudo
haber perdido su capacidad regenerativa debido a largos ciclos en ambiente in vitro.

En la organogénesis indirecta, Camargo (2017) observo la presencia de brotes a partir de la
semana 14 y obtuvo un maximo de 11 brotes por explante y un minimo de 1 (0.0-1.0 mg/L
ANA/BAP). La morfologia de estos brotes fue normal, con podarios y aréolas desarrolladas,
el tamafio y el crecimiento de éstos fue variable en tamafio y desarrollo. Al finalizar su estudio
se formaron 59 brotes en 9 meses y un promedio de 5.9 brotes por explante donde
individualizd 5 brotes (promedio) de un tamafio mayor a 2 cm (1mg/L BAP).

Gracidas et al., (2010) obtuvieron por morfogénesis indirecta 12 brotes por explante, despues
realizaron una segunda induccion utilizando ANA (0.5 mg/L) y BAP (1.0-3.5 mg/L) y
obtuvieron 270 brotes por organogénesis indirecta después de 12 meses de cultivo. En el
presente estudio, la organogénesis indirecta se presentd después de la primera semana de
aplicacion, la cual fue inducida por diferentes tratamientos en los que se aplicaron
osmorreguladores con una citocinina (0.225 mg/L BAP) (T1-T10), sun caps® combinados
con osmorreguladores (T11-T15) y el uso de hidrolizado de caseina (T16-T17), los cuales
ayudaron en parte a solucionar problemas de hiperhidricidad y a la morfogenesis indirecta de
brotes. De todos los tratamientos el T17 (4.4 g/L de hidrolizado de caseina) obtuvo los valores
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mas altos en la regeneracion de brotes, teniendo como maximo 40 brotes por explante y un
promedio de 19.5 brotes (32 brotes consolidados). El segundo tratamiento con mayor nimero
en regenerantes fue el T3 (manitol 12 g/L) que form6 un promedio de 13.88 brotes por
explante (12 semanas) en promedio. Estos resultados fueron mayores a los ya reportados, lo
cual indico que el callo aun mantiene cierta capacidad regenerativa si se controlan los
problemas osméticos. Los brotes formados fueron resultado del balance donde se
consideraron todas las condiciones, como elementos que conforman el medio de cultivo y el
contenedor donde se establecen.

Cuadro 4. Cultivo de callo de M. luethyi, hiperhidricidad y morfogénesis. Resultados a 12 semanas de
iniciados los cultivos. Sun caps® + Manitol (S+M), Sun caps® + Sorbitol (S+S).

Tratamiento  Abreviatura Concentracién Callo No. Brotes  No. B_rotes Oxidacion
(g/L) formado (g)* formados** consolidados %
TO 0 6.68 £3.22 7.01+£25 3 5
Manitol T1 4 2.61+1.34 11.12+1.37 5 7
T2 8 2.37+1.43  12.22 +0.67 7 8.7
T3 12 0.96+1.22 13.88+1.21 10 9
T4 24 1.15 +£0.55 4,75 +0.70 3 65
Sorbitol T5 4 3.4+2.00 7 £3.50 4 7
T6 8 2.26 £1.82 9.85 +2.85 8 9
T7 12 4.08+2.17 12.12+2.10 8 9
T8 24 1.69 £1.16 19.75 +4.2 0 65
. . T9 4 2.45 +0.90 4.2 £1.39 3 15
Manitol/Sorbitol 8 312+164  2.85+0.90 1 13
Sun caps® T11 0 0 4,57 £1.06 11 20
S+M T12 12 2.24 +0.98 2.1+45 0 85
T13 24 1.71 £0.63 1.8+0.9 0 90
StS T14 12 2.09 £1.25 3+2.60 0 80
T15 24 1.83 £1.60 2.4+2.58 0 90
Hidrolizado de T17 2.2 9.89 +1.06 14.8+4.21 12 4
caseina T18 4.4 11.06 £0.85  19.5+4.61 16 4

*Peso freco
**Por explante de callo: 3.77 ¢
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En el cultivo in vitro de M. luethyi cuando se formulé una combinacion especifica del medio
de cultivo, afiadido con osmorreguladores que atienda las necesidades fisiologicas de las
plantas, se verd reflejado en la capacidad regenerativa. Ya que cada especie tiene un
funcionamiento diferente con necesidades distintas. La concentracién de cada elemento tiene
un papel fundamental en el desarrollo de las plantas.
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Gréfico 5. Regeneracion y nimero de brotes por tratamiento en M. luethyi. No. de brotes totales por
explante después de 12 semanas. Brotes formados vs brotes consolidados.
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Consolidacioén de brotes

En M. luethyi la oxidacién, la hiperhidratacion y por consecuencia de ésta, la formacion de
callo (Fig.20 ) fueron problemas que impedian la diferenciacion y consolidacion de brotes.

morfologia elongada, pocos podarios sin aréolas donde se muestra un con un color verde hialino. Brote en medio
de cultivo MS sin osmorreguladores. B) Brote hiperhidratado, donde se sefiala una gran formacién de callo en
la base y entre los podarios, sin la presencia de aréolas (medio MS con Manitol; 12 g/L), C) Brotes oxidados,
los cuales como se observaba marcado perdieron la morfologia, y presentaron colores rojizos posteriormente
blanquecinos en la parte basal. medio de cultivo MS adicionado con carbén activado.

La hiperhidratacion no sélo se
presento en el cultivo de callo in
~ vitro, prosiguié en los brotes
" individualizados de todos los
tratamientos anteriores. Las
principales caracteristicas que
se observaron fueron la
elongacion de los brotes, las
coloraciones blancas-verdes
translucidas (Fig. 20A), el callo
- generado en los 6rganos de los
. brotes (tallo y podarios) (20B),
_ la presencia de oxidacion en las
partes basales (19C).

Figura 21. Etapas de la desdiferenciacion por hiperhidratacion en brotes consolidados. A) Brote consolidado
donde se observa una proliferacion interna de callo, B) Brote con callo interno, se observa la pérdida de
estructuras morfolégicas como los podarios (3 semanas), C) Brote amorfo con pérdida de estructuras donde se
muestra la formacion masiva de callo (4 semanas), D) Vestigios de los 6rganos principales, sefialados los que
antes eran podarios (8 semanas). Medio MS + manitol 8 g/L.
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Como se observa en la Figura
21, la desdiferenciacion de los
brotes fue escalonada. La
hiperhidratacion asociada a la
generacion de callo y su
proliferacion causdé en los
brotes un aumento en masa
celular que comenzé
internamente 'y provocé su
hinchamiento (2-3 semanas;
Fig. 21 A-B) lo cual provoco su
ruptura y un cambio en la
coloracion del callo a colores
méas claros, como naranja y
amarillo con zonas rosadas (3
semanas; Fig. 21 C-D). La
aparicibn mas temprana de

callo se detectd desde Ila

Figura 22. Brotes de diferentes tratamientos consolidados después  primera semana a partir de que
de 6 y 8 semanas de su individualizacién. Se observa una morfologia T .

desarrollada con presencia de podarios con aréolas que surgen del se individualizo un  brote.
apice. A 'y B) Podarios en primeras etapas de desarrollo con colores ~ Cuando comenzd la
maés tenues, donde se sefialan los podarios con sus aréolas,brotes proliferacion celular de callo,
subcultivados en medio MS 25% (6 semanas) C y D) Brotes

consolidados sin formacion de raiz, brotes en medio MS con Manitol ~ €M MENOS de 8 semanas los
12 g/L (8 semanas). C) Podario donde se ubica una aréola con un  brotes detuvieron su
nivel _de desarrollo_ mas ,avanzado, sefialando espin,a§ en la parte morfogénesis y continuaron
superior. D) Podarios més alargados y con color sélido donde se ) ., i
muestra la presencia de oxidacion en la parte basal. con la proliferacion de células

indiferenciadas hasta que se
perdié completamente la morfologia inicial (Fig. 21-D). En este proceso se generaron dos
tipos de callos, en la parte basal, un callo compacto con colores blanquecinos y rojizos,
mientras que en la zona media-apical, se produjo callo friable con colores translicidos y
remanentes de 6rganos (podarios).
En todos los ensayos realizados en M. luethyi, hubo organogénesis indirecta y los brotes
formados presentaron algunas anormalidades morfologicas. Por ejemplo, la forma y
disposicion de los podarios, que comunmente presentan un arreglo helicoidal. Los tallos
elongados generaron brotes que alcanzaron una altura de 3 cm, cuando generalmente miden
1.5 cm. Estas caracteristicas pudieron deberse a la falta de luz, a la hiperhidratacion como
desorden fisiol6gico o bien a la variacion somaclonal. Sala y Labra (2003) en su revisién
bibliografica mencionan que en el proceso de organogénesis indirecta, a menudo existe
variacion somaclonal y ésta permite exponer caracteristicas diferentes que no estan
expresadas normalmente en la naturaleza.
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A pesar del gran nimero de brotes formados, solo algunos por tratamiento se consolidaron
(Cuadro 4). Al ser expuestos a un ambiente proliferativo, hubo una desdiferenciacion lo que
provocO que regresaran a formar callo. Esto ya habia sido sefialado anteriormente por
Camargo (2017) quien report6 que en los regenerantes de M. luethyi que logro establecer in
vitro a pesar de que tuvieron una morfologia normal, tuvieron un escaso desarrollo y después
de 6 meses de tratamiento no rebasaron los 3 mm de altura, ademas de que fueron perdiendo
coloracion hasta que se oxidaron completamente. Los brotes de M. luethyi que se
subcultivaron en osmorregulador mostraron una menor formacion de callo o bien un retraso
en la formacion de éste (2 semanas), sin embargo, hubo brotes subcultivados en el tratamiento
testigo, que no mostraron formacion de callo, lo que sugiere que hay una regulacion genética
que evita la regresion o desdiferenciacion cuando un brote ya se consolidd.

Cabe mencionar que al momento del subcultivo no todos los brotes estaban consolidados,
también se tomaron brotes hiperhidratados (Fig. 20A), los cuales al ser individualizados
comenzaron su consolidacion.

Como se observa en la Figura 22, los brotes individualizados después de 6 semanas muestran
una apariencia consolidada (Fig. 22 A-B), es decir, que del meristemo apical se desarrollaron
los principales érganos que son podarios y aréolas que tuvieron una coloracion mas tenue.
Después de 8 semanas, los brotes adquirieron una forma estructurada, con colores mas
solidos y caracteristicos de la especie, ademas las aréolas aumentaron en tamafio y hubo un
gran desarrollo de espinas, en la base de todos los brotes se presentd oxidacion (Fig 22 C-
D). El tiempo de desarrollo de los brotes puede variar, sin embargo, después de 8 semanas
de haber sido individualizados las plantulas tuvieron una talla aproximada de 1 cm de ancho
y 1.5 cm de alto
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Enraizamiento de brotes

La formacion de raices se observo después de 1 semana de la individualizacion. Las raices
se formaron de manera espontanea sin necesidad de ningun inductor como carbon activado
0 RCV. Moreiray Sanchez (2017) en su estudio con Hylocereus ocamponis menciona que el
surgimiento espontaneo de la raiz es tipico de especies de ecosistemas secos que estan
programadas genéticamente para formar una mayor masa radicular como estrategia de
sobrevivencia. Camargo (2017) regener6 raices de M- luethyi, provenientes de explantes
apicales y podarios en presencia de RCV.

Como se observo en la ey
Figura. 23, las plantulas =
anomalas tuvieron rganos

poco desarrollados, los
podarios fueron pocos o
nulos (Fig. 23 D), la
presencia de aréolas fue
escasa (Fig. 23 C-D) y la
raiz  tuvo un escaso
desarrollo, fue pequefia y
delgada y surgié
directamente del brote, su
formacion se dio a partir de
las 4 semanas de que el
brote fue individualizado.
Camargo (2017) también
describié la aparicion de
raices espontaneas en M.
luethyi, las cuales
menciond ya han sido  Figura 23. Plantulas en medio MS 25%, después de 4 semanas de su
reportadas para el género individualizacion. A) Raiz poco desarrollada donde se sefialan otras raices
pequefias que no se desarrollaron. B) Plantula consolidada donde se
muestra una raiz en forma de gancho con poco desarrollo. C) Plantula
poco desarrollada con una raiz elongada (2.5 cm) con colores
blanquecinos. D) Plantula con morfologia amorfa sefialando el poco
A diferencia de estas raices  gesarrollo en la raiz.

espontaneas de morfologia

anormal hubo brotes con una morfologia normal que tuvieron un desarrollo en la raiz mas
homogéneo (Fig. 24). Estas raices después de 4 semanas de que el brote fue individualizado,

adquirieron una forma tuberosa con colores marrones rojizos y blanquecinos (Fig. 24 A-C-

Mammillaria y
Notocactus.
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E). Después de 8 semanas de desarrollo, la raiz se elong6 y engrosé. Este tipo de desarrollo
no habia sido descrito para el estudio in vitro de esta especie.

1cm

Figura 24. Formacion y consolidacion de la raiz en M. luethyi. A-C-E) Plantulas con presencia de una raiz poco
desarrollada (4 semanas después de su invidualizacion), coloracion rojiza-café con presencia de raiz y podarios
poco desarrollados; sefialado en C) una plantula con poco desarrollo en los drganos de podarios y aréolas. B-D-F)
Plantulas en un estadio morfol6gico méas avanzado (8 semanas), donde se sefialan podarios con aréolas y una raiz
de mayor tamafio (5 mm) y forma tuberosa. Medio de cultivo MS 25% + carbon activado.
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Conclusiones
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Se controlé el problema fisiologico de hiperhidratacion del cultivo in vitro de M.
luethyi, por lo que fue posible la regeneracion, consolidacién y enraizamiento de

brotes.

El medio MS 25% adicionado con osmorreguladores, fue adecuado para la
consolidacién y formacion de brotes ya que, disminuyeron la hiperhidratacion debido
a que el manitol y el sorbitol funcionaron como osmolitos y a su vez como fuente de

energia para los cultivos.

La adicion de BAP 0.225 mg/L en ensayos con osmorreguladores fue fundamental
para el comienzo de la organogénesis indirecta ya que, el tiempo de respuesta fue

menor (2 semanas) en comparacion con el testigo (>3 semanas).

La primeras respuestas morfogenéticas en los cultivos de callos se dieron a las 2

semanas iniciada la aplicacion de los diferentes tratamientos.

Existieron diferencias significativas en los ensayos con osmorreguladores, se llegé a
la determinacién de que la concentracién de osmorregulador que mejores resultados
promovio fue la de manitol 12 g/L. La cual redujo la hiperhidratacion en 85.63%, se
formaron 0.96 g de callo en dos meses y se generaron en promedio 13.88 brotes por

explante (4 meses) (Cuadro 4).

Los brotes obtenidos en tratamientos con manitol, fueron homogéneos en su

morfologia y en el desarrollo de 6rganos que los brotes adicionados con sorbitol.
Al sustituir la fuente de Nitrégeno (NHsNOs3) por hidrolizado de caseina, no se

disminuyd la hiperhidricidad, al contrario, propicid la proliferacion masiva de callo
formando hasta 11.6 g de callo (2 meses).
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Los ensayos con hidrolizado de caseina fueron los tratamientos con mayor numero
promedio de brotes formados (19.5 brotes por explante y 32 brotes consolidados en
promedio) (Cuadro 4).

El hidrolizado de caseina no propicio la oxidacion de los cultivos ya que obtuvo el

porcentaje mas bajo (4%).

Los brotes regenerados con hidrolizado de caseina en comparacion con los
osmorreguladores y sun caps ® fueron lo que mostraron una mejor consolidacion y

desarrollo.

El uso de sun caps® mejoro la consolidacion de brotes sobre todo en el testigo, el
cual gener6 11.06 g de callo y regenerd 11.25 brotes por explante (2 meses). Los
cuales no presentaron signos de hiperhidratacién y tuvieron un desarrollo

homogéneo.

A pesar de que los sun caps® redujeron la hiperhidricidad no fue recomendable
adicionar osmorreguladores en concentraciones altas (>4 g/L), ya que esto produjo
un fuerte choque osmotico que provoco la pérdida de los cultivos.

El aumento en la concentraciéon de agar (9.5-10 g/L) ayudé en la consolidacién de

brotes y la disminucion de la hiperhidricidad de todos los cultivos.

La primera observacion de la formacion de raices se observé después de una semana
de la individualizacion de todos los brotes (>10 mm tamafio) de los diferentes
tratamientos. No fue necesario adicionar ningun tipo de inductor como carbon
activado o RCV.

La raiz mostré una morfologia tuberosa la cual no se habia reportado in vitro.

Se lograron superar los problemas de hiperhidratacion y consolidacion de brotes en

los cultivos gracias a la combinacion de osmorreguladores con una citocinina (0.225
66



mg/L BAP), sun caps®, el uso de hidrolizado de caseina y al sustituir la fuente de

Nitrégeno (NH4NO3) por hidrolizado de caseina.

Implicaciones para la conservacion de M. luethyi y Perspectivas

M. luethyi, es una especie que en los estudios reportados se ha observado propicia a
desdrdenes fisiologicos como la hiperhidratacion de sus tejidos. Los niveles elevados de
hiperhidricidad han propiciado que el cultivo de M. luethyi se limite en gran parte al cultivo
de callos. La hiperhidricidad también ha limitado el establecimiento (consolidacion de los
regenerantes in vitro) de la especie, debido a que la formacion de brotes llega a ser escasa 'y
muchas veces inconclusa. El callo llega a permanecer indiferenciado y los largos ciclos de
cultivo, reducen la organogénesis indirecta y se cree reduce la potencialidad de la especie.
Esto tiene implicaciones en el desarrollo de un protocolo funcional que permita obtener
plantulas para su posterior aclimatizacion y seguimiento en su conservacion. Al igual que
otras cactaceas en alguna categoria de riesgo y que padecen de este desorden fisiologico, el
estudio y control de la hiperhidricidad, es fundamental para continuar con su conservacién y
preservacion, asi como para cubrir la demanda comercial de la especie en cuestion y reducir
el impacto que tiene el comercio ilegal de cactéceas.

El uso de osmorreguladores, contenedores con Sun caps® y el cambio de la fuente de
Nitrogeno pueden llegar a ser alternativas para el control de este desorden fisiolégico. Por
ello es importante dar una continuidad a estos ensayos y tomar en consideracion lo siguiente:

v Es recomendable el uso de osmorreguladores (se sugiere el manitol) en concentraciones
mayores a 10 g/L y se podria experimentar en conjunto con el uso de hidrolizado de
caseina para contener la hiperhidricidad.

v" El elevar las concentraciones de agar a >10 g/L en la individualizacion de brotes da un
efecto positivo por lo cual ,se podrian probar concentraciones mas altas e incluso afiadir
algun enraizador acompafiado con carbén activado.

v Las citocininas en concentraciones bajas (0.225 mg/L) mostraron buenos resultados por
lo cual se podria experimentar quizd con otras como KIN, 2iP o mTp en bajas
concentraciones (<0.1 mg/L) y sin auxinas.

v El uso de Sun caps® fue efectivo con concentraciones bajas de osmorreguladores (<4
g/L), por lo cual se podria experimentar su uso en cultivos con hidrolizado de caseina o
cultivos adicionados con concentraciones mas elevadas de citocininas (>0.1 mg/L).

v Se sugiere explorar cultivos en Sistemas de inmersion Temporal (SIT), el empleo de
estos biorreactores permitiria aplicar periodos cortos y espaciados del medio de cultivo
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para someter al indculo por periodos extendidos con baja nutricion, humedad que
pudieran llevar a la consolidacion de brotes, plantulas y a su aclimatizacion previa al

paso a suelo en una condicion autétrofa (mas) funcional.

Los esfuerzos por estudiar, propagar y conservar a ésta y otras especies deben ser notados,
reconocidos, apoyados y multiplicados, se debe priorizar la proteccion de la vida de flora 'y
fauna silvestre, no s6lo como un objetivo académico sino también por una realidad en la que
estd comprometida nuestra propia seguridad y existencia como especie. En el presente
estudio, con M. luethyi, se establecieron condiciones de cultivo in vitro en las que se trat6 de
reducir de manera controlada el agua y humedad disponible en el ambiente de cultivo; a
mayor cantidad de agua, mas hiperhidratacién, mas desorden fisiol6gico, menos plantas. Los
efectos del Cambio Climatico estdn llevando al Planeta, a nuestro hogar, a ambientes
extremosos, de una severa sequia a lluvias torrenciales con inundaciones que duran semanas
0 més tiempo y el arrastre con la desaparicion del suelo en el que la flora existe, cultivada o
silvestre, de la que dependen nuestros alimentos, control del clima, el aire que respiramos.
No obstante la degradacion de los ecosistemas, se prevé que la demanda mundial de
productos vegetales incrementara en los proximos afios asi como las necesidades ecoldgicas
de reforestacion, lo que hace necesario producir plantas en suficiente cantidad y con las
caracteristicas que respondan a tal demanda.
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Apeéndice |
Apendice I: Las concentraciones de nutrientes de los medios basales de cultivo de tejidos
vegetales de uso comdn. Obtenido de Phillips y Garda 2019.

Basal medium  B5 BDS BABI MS MMS WPM DKW
Macronutrient components (mg L")

KNO; 2500 2500 2500 1900 950 - -
K,S0O, — — - — — 990 1559
NH4NO; — 320 320 1650 825 400 1416
Ca(NOs),"4H,O0 - - - - - 556 1948
NH4H,PO4 — 230 230 - - - -
NaH,PO,H, 0O 150 150 150 - - - -
(NH4)>SO4 134 134 134 - — — -
MgSO47H,O 250 250 250 370 18 370 740
KH,PO, - — — 170 85 170 265
CaCl,'2H,0 150 150 440 440 220 96 149
Micronutrient components (mg L)

H;BO; 3 3 3 6.2 6.2 6.2 4.8
KI 075 075 075 083 083 - -
MnSO4 H,O 10 10 10 16.9 169 223 335
ZnS0O47H,0 2 2 2 106 10.6 8.6 —-
Zn(NOs),6H,O - - - - — — L7
CuSO4-5H,0 0.039 0.039 0.039 0.025 0.025 025 0.25
Na,MoO42H, O 0.25 025 025 025 025 025 0.39
CoCl,-6H,0 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 - -
NiSO46H,0 . — - - — — 0.005
FeSO,4 7H,0 278 278 278 278 278 278 338
Na,EDTA 373 813 313 3713 373 373 454
Vitamins and organics (mg L)

Myo-inositol 100 100 100 100 100 100 100
Nicotinic acid 1 1 1 0.5 1 0.5 1
Pyridoxine HCl 1 1 1 0.5 1 — 0.5
Thiamine HC1 10 10 10 0.1 10 1.6 2
Glycine - — — 2 — — 20
L-Glutamine - - - - - - 250
Sucrose (g/L) 20 30 30 30 30 20 30
pH 35 5.8 5.9 5.8 5.8 5.6 5.9
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