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L- RESUMEN

Mammillaria huitzlopochtli D.R.ilunt, es una especic endémica del estado de Qaxaca (Vallc de
Cuicatl4n), est4 distribuida en una 4drea aproximada de 80 Km2 ¥y se encuentra amenazada segdn la
TOCN.

Dado que Ia especie tiene una distribucién geogréfica restringida, el desequilibrio de los factores
ecol6gicos podria ocasionar problemas en la sobrevivencia de la especie.

Por lo antes expuesto los objetivos de este estudio fueron:

a.- Obtener la regeneracién y la micropropagacidn de esta especie, asf como lograr su adaptacién a
invermadero.

b.~ D¢bido a la formacién de una la de pig s d el cultivo de callo de Ia misma, sc
planted como un objetivo secundario el realizar una identificacion prefiminar de los pigmentos
sintetizados in vitro,

Los materiales y métodos utilizados en este trabajo fueron los siguientes:

Semillas de Mammillaria huitzilopochtli donadas por el Laboratorio de Cactologfa del Jardin
Botdnico (Instituto de Biologfa, UNAM) fueron utilizadas como fucnte de explantes, se germinaron
in vitro usando como medio bdsico el medio MS con diferentes concentraciones de nutrientes y agar.
Posteriormente s¢ cfectué el cullivo in virre de estas plintulas en medio MS con diferentes
combinaciones de los reguladores de crecimiento BAP/ANA y 2iP/ATA, empleando secciones
apicales, laterales y transversales,

Se obtuvieron brotes miltiptes en presencia de 2iP (10.0 mg/l) en combinacién con AIA (1.0 mg/l).
Las pldntulas enraizaron en el medio MS con AIA (0.01 mg/l) y fueron posteriormente transferidas at
invernadero. '

Durante el cultivo in-vitro de esta especie se observaron catlos que presentaban manchones de células
con una coloracién que variaba del rosado al pirpura por lo que sc realizé un andlisis qufmico a
través de las té&cnicas de separacién de cromatograffa en papel y HPLC, para hacer una identificacién
primaria del tipo de pigmentos; para tal propésito se aislaron células de la muestra problema y sc
compararon con patroncs ya establecidos de Beta vudgaris (betabel) y Verbena sp.; este trabajo fue
desarrollado en "los Laboratorios de Qufmica (Faculad de Ciencias, UNAM) y Laboratorio de
Qufmica Orgénica (Facultad de Qufmica, UNAM),



.- INTRODUCCION

Los vegetales proveen los medios para que Ja energfa del sol que alcanza 1a superficie de Ja tierma

cierre Jos lazos quimicos de los procesos que proporcionan la ali idn de los or
heterdtrofos (incluyendo al hombre); sin embargo, a pesar de ésla interdependencia entre Ta especie
humana y otros organismos que habitan el planeta, las pobl: h se han expandido

alterando ¢! ambiente natural, por lo que estdn reduciendo Ia diversidad biolégica a su nivel m4s
bajo, ejerciendo un efecto devastador sobre las diversas especies y provocando que la tasa de
extincién por causas no naturales se acelere dia a dfa (Wilson, 1989).

Raven (1976) propone que la extincidn de una especie va acompafiada por la pérdida de otros 10 a 30
organismos dependientes de ésta. Por lo tanto, la diversidad de las plantas ¢s un factor que influye en
Ia diversidad de oiros organismos, dindose la estabilidad del ecosistema con lo cual se puede
asegurar la sobrevivencia de la raza humana (Wochok, 1981).

Desde un punto de vista conservador, se puede asumir que de las 240, 000 especics de plantas con

flores que habitan el do, 85,000 sc distribuidas en las zonas templadas, de las cuales
aproximadamente 4,050 se encuentran con algdn grado de amenaza (Raven, 1976).
Las 150,000 especies I P una dishibucién tropical y son las que se encuentran en

mayor peligro; un cjemplo de esta aseveracién se puede constatar en Ja destruccidn de las pluviselvas
tropicales, en las que s¢ ha reducido su extenci6n original cn un 55% y siguen disminuyenfdo aun
ritmo que supera los 100,000 Km? por afio. Esta cifra supone un 1% de su extensién total,
repercutiéndo en una pérdida global del orden de 7,000 a 6,000 especies por afio (Wilson, 1989).
Lamentabl te la situacién en pafs, a pesar de su gran riqueza floristica, no <3 la
excepeitn, debido a factores ya conocidos, como la expansién ganadera, que equivale a 1a pérdida de
. vegetacién natural de 2'000.000 de ha al aiio; adicional ia pérdida por incendios forestales, que
se puede estimar en unas 2,000 ha al afio y la expansién ux'oana con 1'000.000 ha al afio. Estas cifras
se ven incrementadas por la pérdida de especies con valor comercial, tal cs el caso de las cactdceas,
orqudeas y palmas, (Vdzquez-Yanez, 1979; Oldfield, 1985).
Un factor adicio_pa] que contribuye a la pérdida de especies en nuestro pals es fa gran cantidad de
endemismos presentes en la flora en donde el 0% de éstos pertenecen .a las familias: Cactdceae,
Compositae, Gramminae, Orchidaceae y Euphorbiaceae. Desafortunadamente Jas familias Cactéiceae
y Orquidaceae son de las mds scriamente amenazadas cn la flora mexicana, lo que las convierte en
grupos que requieren de mayor atencién.




Familia Cactaccae

Entre las plantas m4s notables que caracterizan el paisaje de las zonas 4ridas en México se distingue
un fascinante grupo vegetal, la familia Cactaceae (Bravo y Sinchez-Mejorada 1978).

Las cactdceas son originarias del continente Americano, se encuentran distribuidas especialmente en
zonas dridas y semidridas y cugnian con aproximadamente entre 1,600 y 3,100 especies (Backeberg,
1976, Gibson y Nobel, 1986; citados por Arias, en prensa), de las cuales se encuentran reconocidas
en el territorio mexicano 738 especies y de éstas aproximadamente 540 son endémicas, lo que
significa que 3/4 partes de la cactoflora de nuestro pafs sea wnica, por lo que resulla preocupante que
la mayorfa de las especies mexicanas con algun grado de amenaza sean endémicas (Bravo y Sdnchez
Mejorada, 1978’y 1989; Arias, en prensa).

Estas plantas sorprenden por las formas de sus tallos y hermosura de sus flores, intcresan también
por la anatomfa de sus estructuras y las modalidades de su fisiologfa, indicadoras ambas de su
adaptacion a la sequfa (Bravo y Sdnchez-Mcjorada 1978).

Las cactdceas, por su aspecto peculiar, han sido motivo de atencidn desde tiempos reniblos; la
historia registra 1a importancia que adquirieron entre las tribus prehispdnicas, segtn se deduce de sus
tradiciones, teogonfas, y cédices antes de su destruccién y de los numerosos nombres con que las
designaron y que aiin persisten en nuestros dfas,

En la vida econémica, social y religi de los Nah las cactd desempeii un papel
importante, a tal grado que el jerogiffico de la Gran Tenochtitlin, ostentaba airosamente un nopal,
simbolo que conserva el escudo de nuestro México actual. ’

Intervinieron en pricticas religiosas, se usaron con frecuencia en la magia, pues varias de ellas eran
consideradas como falismanes; también ﬁ_xerox{ cmpleadas ¢n la herbolaria, influyeron determinando
la fundacién de poblados en regi cactiferas, y s¢ les tenfa en gran estima como plantas de ornato.
Las propiedades medicinales que s¢ encuentran en las sustancias qufmicas de dichas plantas son tan
diversas como las plantas mismas, ya que éstas son el vivo ejemplo de poderosos mecanismos de
adapatacién a un medio hostil. También las cacticeas proveen materiales para la construccién, y se
utilizan como alimento y bebida (Bravo y Sdnchez-Mejorada, 1978; Sdnchez-Mejorada 1982a).

A pesar de la riqueza de cactdceas en la flora mexicana éstas se enfrentan a graves problemas de
conservacién. Sdnchez-Mcjorada (1982b y ¢,1986) y Anderson (1990) reconocieron que las
principales causas que provocan la mengua continua de las poblaciones de varias especies de
cactdceas en México se debe a la sobrecolecta de ejemplares, a la destruccién de sus hibitats y a
factores naturales (Arias, en prensa).



La colecta de cactfceas con fines comerciales es la causa principal por fa que han disminuido
diversas poblaciones de éstas, incluyendo aquellas especies consignadas en el apéndice 1 del CITES
especies con las que no se puede comerciar legalmente ({UCN, 1987). El comercio de cactdceas estd
controlado por diversos pafses europeos, Japén y los Estados Unidos, los cuales conocen el valor
or I de las De acuerdo-con'los datns registrados por Anderson (1982), se estima
que en 1979 entraron a Estados Unidos alrededor de 7,000,000 de ejemplares de cactdceas y otras
suculentas; 1,200,000 procedfan de México, colectadas individualmente en las zonas naturzles que se
desarrollaban (TUCN, 1987). Durante el perfodo dec 1980 a 1982 los Estados Unidos importaron
826,000 cactos de México, de éstos, 21,175 pertenccen al apéndice I (Campbell, 1984). En 1984
€ste mismo pafs import6é 80,000 cactos mexicanos. Otre de los pafses con una elevada demanda de
cactos silvestres es Jap6n, en donde ciertos cjemplares se llegan a cotizar hasta en $1,000 d6lares
cada uno (Fig. 1). Las implicaciones de la colecta son analizadas por Gibson en 1982 y reporia los
posibles efectos que tendrd en el futuro:

- El agotamiento de los bancos de germoplasma.

- La reducci6n de ciertas edades o tallas de algunas planlas

- El grave impacto sobre variabilidad genética.

- El problema para la investigacién de poblaciones dindmicas y no perturbadas.

- El desconocimiento de , ies que existen actualmente.

-El co]a{)m de las poblaciones y la extincién de las mismas.

La alteracién del hdbitat, debido principalmente a 1a expansidn de 4reas urbanas y de cultivos, es el
segundo factor causante de lJa merma de las poblaciones de cacticeas (Anderson, 1982; Arias, en
prensa). Bravo (1991) reporta como principales factores causales los desmontes con fines agricolas,
sobrepastoreo, apertura de vfas de comunicacién y ductos, erosién del suelo ¢ inundacién de zonas
por embalses.

Eguiarte y Pifieiro (1990) reportan varias de las posibles causas de la extincién natural, una es la
" catastréfica (en Ja que una gran perturbacion fisica destruye o cambia drdsticamente el ambiente,
como cuando suceden cambios climdticos causados por enormes incendios), otra posxble causa es 1a
generada por problemas genéticos (en poblaciones reducidas las cruzas endogdmi
a un incremento en la presencia de defectos genéticos).




Clasificacién de la Familia Cactaceae

De acuerdo con la clasificacidn de Barthloth (1979) 1 familia de las Cactdceas pestenece al Orden de
las Caryophyliales también conocido por el nombre descriptivo de Centrospermas (Cronquist, 1981),
y cuenta con tres Subfamilias naturales, entre las cuales no existen formas transicionales;

- Pereskioideac.~ a 1a que perteaceen las cartdceas primitivas, las cuales presentan hojas laminares.

- al cual per los nopales, como caractm:fstica diferencial presentan giéquidas

.
- Opunt

en las aredlas,

- Cactoideae.~ la constitiyen especies. columnares, epffitas y de hdbitos pcquéﬁos como ocurre en el
género Mammilluria

El género Memmillaria se divide en seis subgéneros, los cuales presentan aproximadamente 250
especies con un rango de distribucién desde el sur de Estados Unidos hasta Centroamerica pero
predominantemente en México (Brave y Sénchez-Mejorada 1991),

M fllaria huitdlopochtli ¢s una especie ormamental, con importancia taxondmica, estd poco
estudiada y pestencee al subgénero Mammiflaria, cuya ubicacién taxondmica de acuerdo a Guzmdn y
Arias (1989, es la siguiente: '

Reino Vegetal
Divisién Entbryophyta
Subdivisién -Angiospermae
Clase Dicotiledonae
Orden Centrospermae
Familia Cactaceae
Subfamilia Cactoideae
Tribu Cacteae
Género Mammillaria
Subgénero Marumillaria
Especie Marmmillaria huiszifopochtli



Descripeién Botsolca

Planta simple o eventualmente ramificada; tallo esférico hasta claviforme-cilindroide, c. de 13 cmde
altura y 8-9 cm de didmetro, verde oscuro, Tubérculos dispuestos en 13 y 21 scries espiraladas, de 6
mm de longitud y S mm de espesor en la base, obtusamente cénicos-cilindricos, algo comprimidos
lateralmente, con jugo acuoso. Axilas desnudas salvo las florfferas, éstas con densa lana blanqueccina
caduca. Aréolas clfpticas, de 2 mm de longitud y 1.5 mm de anchura, al principio con lana corta,
después desnudas, Espinas radiales 15- 30, de 2.5 a 3.5 mm de largo; rara vez 2 espinas de 4 mmde
longitud, finalmente aciculares, brotando del borde superior de la aredla, al principio de color
castaiio muy oscuro; los cjemplares maduros desarrollan una espina central adicional,; sublubulada,
de 1.5-3 6 hasta 5 cm de longitud, porrectz, desde castafio oscuro hasta negra. Flores tubular
infundibuliformes, de 12-15 mm de longitud y de 7 mm de didmetro (no abren ampliamente), rojo
carmes{ 0 mds o menos intenso, Fruto claviforme de cerca de 15 mm de longitud, rojo, conscrvando
adheridos los restos del peridnto, Semillas piriformes, de 1.4 mm de longitud por 0.75 mm de
espesor, con el hilo muy pequeiio (Hunt, 1979; Bravo y Sinchez-Mejorada, 1991).

Distribucién Geogrdfica

Mammillaria huitzilopochtli es endémica del Valle de Cuicatldn, localizado al noroeste del estado de
Qaxaca; su poblacidn cubre una 4rea aproximada de 80 sz. la especie crece en lugares escarpados,
en suelos de actiso! (rojo), con acumulacién de arcilla, &cidos & muy pobres en nutrientes. El tipo de
vegelacion es selva baja caducifolia mezclada con matorral micrdfilo (Bravo y Sanchez-Mejorada,
1978; Arias, comunicacién personal).

Esta especie estd consideradz como Vulnerable por la IUCN (1987); ésto significa que de seguir
operando los factores que la amenazan puede pasar a la categorfa de en peligro de extincién, en un
futuro cercano (IUCN, Red Data Book Categories, 1978). Es aquf cuando el desarrolio de
metodologfas biotecnolégicas encuentran un campo de aplicacién de primordial importancia en
nuestro pafs (Johnson y Emino, 1979b; Sanchez-Mejorada 1982b y ¢; Dabekaussen, 1991),




SN ENEENEYEE
FNERD DE ELEAFLARES ITRODUCIMS (MILESH
Fig 1.- Estimacién sobre el do ilegal de cactd i en los Estados Unidos (Arias, en

prensa).



L-ANTECEDENTES

Metndolnoiac Riod v Lo

A través de la aplicacion integral de los conocimientos y técnicas de la Bioqufmica, Microbiologfa,
Genética e Ingenierfa Quimica, la bioteenologfa permite obtener beneficios 2 nivel tecnolégico a
través de las propiedades y capacidades de microorgani y cultivos celul (Mordejai, 1989),
Entre los procesos utilizados en 1a bioteenologfa vegetal s encuentra el cultivo de células y tejidos
vegetales; técnicas que pucden ser valiosos auxiliares para aplicarlas en innumerables aspectos, A
continuacién se describen dos de ellos ¢

.- La micropropagacién de especics de lento crecimento, con semillas recalcitrantes o en peligro de
extincién, Para obtener una acelerada multiplicacién de plantas, se aplica principaimente en especies
donde la reproduccién por técnicas convencionales es rhuy lenta, o en poblaciones en peligro o
amenaza por la destruccién de sus hébitats, o por su comercio ilicito (Mordejai, 1989; Lomelf,
1987).

II.- La obtencién de meiabolftos secundarios dtiles en la industria.
Para la obtencidn de beneficios econémicos a partir de la bi is 0 formacién de metabolitos
secundarios por cultives celulares in vitro (Robert y Loyola, 1985; Mantell, 1983).

" Téenicas de Micropropagacién

" Murashige (1974), define a las técnicas de micropropagacién como el cultivo en condiciones
asépticas de células, protoplastos, tcjidos especializados y 6rganos de plantas en un medio nutritivo
artificial, compt do con vitaminas, hormonas y fuentes de carbono, en donde se logrard el
desarrollo y produccién de nuevas plantas en un ambiente controlado.

Las jas de éstas téenicas con son:

P alas co
- A partir de porciones muy pequeiias de cualquier érgano o tejido, se pueden obtener grandes

cantidades de plantas en un Japso menor que con el método tradicional (George y Sherrington, 1984;
Doods y Roberts, 1982).
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- Permiten controlar las condiciones ambientales que rodean a Ia planta,
- Se pueden tener cantidades considerables de plantas en poco espacio.

- El material obtenido se puede almacenar durante largo tiempo sin deterioro de su calidad.

Procedimiento de Ia Micropropagacién de Plantas

Obtencién del Material Vegetativo
En principio sc debe obtener un material vegetativo aséptico que es necesario mantener en ésta
condicién y en un ambientc que sea y pueda mantenerse estéril (George y Sherrington, 1984).

Procedimiento en Laboratorio.

Todas las plantas que crecen naturalmente debcn ser consideradas como contaminadas exteriormente,

ya que varios microorganismos (bacterias, hongos, elc.) estdn invariablemente presentes sobre la

superficie de las partes de Ia planta.

Para climinar la futura contaminacién del medio por estos microorganismos es esencial que el

material vegetativo sea lavado y dainfestado o esterilizado; ésto se debe hacer por medio de
dimientos que implican ¢l uso de detergentes bioldgicos y sustancias esterilizantes como agua

clomda hipoclorito de sodio, etc.

Una vez logrado lo anterior ¢l material dcbe mantenerse bajo condiciones asépticas (Doods y

Roberts, 1982; George y Sherrington, 1984).

Es necesario que los medios de cultivo, el material de cristalerfa y de disecci6n sean esterilizados en

una autoclave a una presién de 1.5 It{[;/c:m2 a 121°C de temperatura.

Medio de Cultivo

Cualquier deficiencia en algin elemento clasificado como esencial para la planta (que tiene un papel
importante en los procesos vitales) resultarfa, ya sea, en un lento crecimiento o cn !a ausencia de
diferenciacién de los tejidos e incluso la muerte de los mismos. Asf es necesario suplir dichos
componentes vitales, tanto inorgdnicos como orgdnicos, en ¢l medio de cultivo (Hu y Wang, 1983;
George y Sherrington, 1984),

Varias formulaciorties de medios han sido satisfaclorios para uso especifico de determinadas especies,
pero la eleccidn de un medio particular depende principalmente dec la especie de planta, el tejido u
érgano que va a ser cultivado y el propdsito del experimento,

11



Todos los elementos esenciales requeridos para el crecimiento de las plantas son usualmente incluidos
en ¢l medio de cultivo; sales inorgdnicas, compues!os orgdmcos (carbohidratos, vitaminas,
amino4cidos), reguladores de imiento y

naturales, como agua de coco y extractos de frutas.

p de plejos nutritivos

Sales Inorgdnicas

En el desarrollo de Jas plantas se requieren cicrtos elementos en cantidades relativamente grandes,
por lo que se han llamado macroelementos, siendo éstos y algunas de sus fuentes habituales de
sumninistro en cultivo de tejidos el Sulfato de magnesio, el nitrdgeno en forma de i6n Amonio 6
Nitrato, el Fésforo, Potasio y Calcio, adicionalmente a los macronutrientes, las células de las plantas
necesitan elementos que por requerirse en pequeiias cantidades o trazas, se denominan
microclementos y son; Cobre, Zinc, Magnesio, Fierro, Boro y Molibdeno (George y Sherrington,
1984).

Compuestos Orgdnicos
Carbohidratos.- todos 1os medios requieren la presencia de azicar como fuente de carbdn y energfa.

Vitarmi

\4 - tienen
cantidades.

Aminadeld

£

catalfticas cn sistemas enzimdticos y se requicren en pequefias

- sl ose o

ja una mezcla de nitrégeno orgdnico ¢l medio puede ser
enriquecido con amino4cidos o mezclas de éstos, ya que alguno puede ser necesario para inducir o
dar una respuesta fisiolégica delerminada.

Fitorreguladores '

El crecimiento, la diferenciacién, el desarrollo y algunos otros procesos, estin gobernados por 5§
tipos fundamentales de reguladores : Auxinas, Citecininas, Giberelinas, Elileno y Acido Abscisico.
Las auxinas y citocininas estdn involucradas en una amplia variedad de actividades bioquimicas y
fisioldgicas, por lo que se requicren en cl medio an en pequefias concentraciones para la divisién, el
alargamiento, la_diferenciacién celular etc; sin embargo también es importante considerar que
existen interaccipnes de los fitorreguladores, por lo que pueden adicionarse diferentes binacione
al medio, para obtener una respuesta especffica en los tejidos (Doods y Roberts, 1982;George y
Sherrington, 1984).

Incubacién
Una vez que los explantes se siembran asépticamente en los medios de cultivo, es indispensable
mantenerlos en cd de incubacién, a una temperatura y fotoperiodos controlados para mantener

* °
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las condiciones requeridas de los explantes; g Imente a una temp de 24-30 °C y
fotoperiodos de 16 h/luz 8 oscuridad.

El papel de las Técnicas de Micropropagacién en Ia preservacién de especies amenazadas

Como se ha mencionado en apartados anteriores, es prioritaria Ia recuperacién de comunidades de
plantas que han sido alteradas, de aquf la importancia de disponer de esa tecnologfa, que puede ser
aplicada para ayudar a renovar cstos recursos y reestablecer sus poblaciones (Wochok, 1981).

la aplmcxdn de €slas técnicas en la familia de las cactdceas eg de vital importancia, principalmente
cn lag esp das o dajiadas, o en aquellas que sus semillas son de disponibiliad cfclica,
escasas 0 de Iento crecimiento, Las técnicas son dtiles también para la propagacién rdpida de nuevas
variedades o para la regeneracién de formas cristatas o monstruosas, y para fines comerciales
(Johnson y Emino, 1979; Dabekaussen, 1991).

Micropropagacién en Cactdceas.

Un limitado grupo de investigadores ha estudiado el potencial para la propagacién por técnicas de
micropropagacién en cacticeas. Algunos de éstos estudios han tenido objetivos espectficos tales®
como la investigacién en la biosintesis de alealoides (Steinhart, 1962) o morfogénesis en cactfceas
(Sachar y Iyer, 1939; Mauscth y Halperin, 1975; Mauscth, 1979), Otros estudios se han concentrado
en la oblencién de creciemiento de callo (King, 1957 ; Steinhart, 1962; Colomas, 1978), y en
optimar la produccién de callo (Nitsch, 1951; Minocha y Mehra, 1974).

‘Trabajos recientes han demostrado que la micropropagacién de cactéceas es posible, incluso en
;cépecies amenazadas, listadas en’ el apéndice 1 del CITES, tal es el caso de Mammillaria san-
-angelensis, por Mastfnez-Vdzquez y Rubluo (1989), y Pelecyphora sp. por Krulik (1980); Vyskot y
;Iara (1984) -propagaron Mammillaria carmenae, M. prolifera, Astrophymm myriostigma y
Trichocereus spachionus; Starling (1985), propagé Leuchtenbergia principis,

Las especies de cactus gue s6lo han demostrado Ja multipficacién de brotes y aquellas que han sido
exitosamente reintroducidas a suelo han sido compitadas por Starling y Doods (1983) y por Philips
(en prensa). '

Cabe scfialar que la facilidad de éstas técnicas de propagacién puede ser muy variable ain en
especies muy cercanas; Mammillaria dsii y M, elongata pueden inducir brotacién en cultivo y
enraizar en suelo, micntras que en M. prol{fera sélo se ha logrado el crecimiento de callo (Johnson y
Emino, 1979).
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Aplicaci de las metodologias biotecnolégicas en la Industria Quimica

Paralelamente a los avances hechos en la tecnologfa de cultivos celulares; particularmente desde
inicios de l1a década de 1970 ha llegado a un punto en donde somos capaces de responder una
pregunta general ges el cultivo de células vegetales una tecnologfa potencial para la explotacidn
futura para originar productos quimicos?. Efectivamente, s¢ ha encontrado que durante las tltimas
décadas una amplia variedad de plantas han sido cultivadas en un medio qufmicamente definido y
muchos productos de interés se han detectado a través de su cultivo (Staba, 1980),

El desarrollo de cultivos de plantas, como una allernativa para la formacién de metabolitos
especfficos, ha sido motivade por numerosos factores, los cuales incluyen:

Independencia de variaci ionales, plagas y enfermedades.

-Un sistema de produccidn definida con productos disponibles cuando y donde se quiera.

-Una consistente calidad ¥ cantidad de productos.

-Se ha estimado que tales productos representan un elevado valor ccondmico, (Mantell, 1983).

-Ademds, el cultivo de células vegetales pucde contribuir por lo menos en cuatro rutas para la
formacién de productos naturales:

a) Como yna ruta de sfniesis para la obtencién de productos, ¢jemplo: codefna, quinina, piretréides.
b) Como tna ruta de sintesis de productos de vegetales de establecimi o crecimi diffeil,
ejem: teraina de Paper bracteatum.

¢) Como origen de productos du{micos, ejemplo ruta cultina de cultivos de Rura sp.

d) Como sistemas de sintesis, 0 como parte de un gran proceso quimico, por ejemplo la sfntesis de
digoxina,

Product ' iales en Cactd

Algunas (:spec:it‘.el~ de cactdceas producen sub ias qufmicas cn sus tejidos u érganos; en pocas de
éstas son nototios, como el peyote (Lophophora williamsii), el cual contiene fa mescalina que es un
potente alcaloide alucindgeno; Otras presentan latex, pigmentos ¢n flores y frutos u otros metabolftos
especificos que se presentan naturalmente y son a menudo tnicos en estos organismos, como la
aurona {cephalocerona, que presenta actividad bactericida) inducida en cultives liquidos de
Cephalocereus senilis (Pare, 1991). Sin embargo pocos son los estudios referentes a los productos
que encontramos en esta familia,
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Il rojo brillante y amarillo encontrado en las flores y frutos de las cactdceas son producidos por una
clase de pigmentos conocidos como betalafl éstos a do estdn p también en rafces,
tallos y bricteas de algunas plantas como el betabel, en donde encontramos abundantes betalafnas en
las rafces frescas (Mabry y Dreiding, 1968; Piatelli, 1981).

Lay ia de betalafnas en las cactdceas sepreseata una fuente potencial de recursos hasta ahora no
estudiados, pudiendo ser su utilizacion y aprovechamiento una alternativa futura en la industria
quimica, por lo que es necesario no desaprovechar éstos recursos y esforzarse para su conservacién,

Las propiedades de las betalafas se definen hasta la década de 1960, cuando se discute su estructura
y se revisa su sistemndtica ¢ implicaciones filogenéticas (Mabry, 1963).

Betalafmas

Las betalafnas comprenden todos aguellos pigmentos rojo violeta llamados betacianinas y amarillos
llamados betaxantinas; compuestos ¢n los cuales su estructura estd basada en 1 y por lo tanto son
derivados del acido betaldmico 11, (Fig.2).

Estructura y Biosintesls de las Betalafnas
Las betalafnas son moléculas orgédnicas complejas y ticnen dos o més dtomos de nitrégeno por lo que
inicialmente fueron consideradas "antocianinas nitrogenadas ",
La presencia de dtomos de nitrbgeno en las moléeulas de la betalaina Jas coloca en otra clase de
pigmentos, no relacionados con los f} ides y antocianinas (Fig.3; Piatelli, 1964).
Betacianinas.- La estructura de la belacianina del betabel, llamada betanina, fue elucidada por
Wilcox en 1963, encontrando que constituye €l 75 %- 95 % del total del contenido de pigmentos del
. betabel. Dos agliconas de 1a betanina, Hamadas Betanidina e Isobetanidina fueron dmnms por
Wilder y Dreiding en 1959, En algunos casos las betalainas se id estar relaci

ite con los alcaloides, Haméndoscle también "cromo alcaloide”.
La mayorfa de los reportes describen 42 diferentes belacianinas glicosidas de 37 especies de 7
familias de Caryophyllales o Centrospermae (Piatelli y Minalle, 1964). La espectroscopfa aplicada a
éstos compuestos ha mostrado un mdximo de absorcidn entre 534 y 552 nm (Mabry y Dreyding,
1968; citado por Piattelli, 1981).
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Betaxantinas

Son pigmentos amarillos inicialmente llamados flavocianinas y después betaxantinas, y en general
son poco atractivas de estudiar, ya que son dificiles de purificar debido a su sensibilidad ante agentes
qufmicos (Singer y Von Elbe, 1968)

El compuesto que tep ta a las betaxantinas, es la indicaxantina, pigmento amarillo aislado de
Opuntia ficus-indica (Piatelli, 198]). En el betabel se han aislado dos betaxantinas llamadas
Vulgaxantina Iy Il .

Las propiedades electroforéticas de las t inas son similarcs a las betacianinas, pero muestran |
una méxima absorcién en el visible en el rango de 474 a 486 nm (Mabry y Dreiding, J968; citado
por Piattelli, 1981).
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Fig.2.-Estructura del 4cido betaldmico .
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Fig.3.- Bstructura molecular de Ias betalafnas; betacianinas, pigmento rojo y betazantinas,
pigmentos amarillos.
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Regulacién de la sintesis de las betalafnas

Control Genético

Los estudios genélicos mas importantes referentes a las betalafnas se han llevado a cabo por
genetistas japoneses desde la década de 1920 (Yasui, 1920;ikeno, de 1921 a 1928; Ootami y
Hagiwara, 1969: citado por Piatelli, 1981) y se ha encontrado que fa p ia de las betacianinas es
generalmente dominante sobre Ja presencia de betaxantinas y, en hibridos Fl, el contenido de
betacianinas en formas pirpura es domi sobre el ido de formas rosas, mientras que el
contenido més elevado de formas amarillas-anaranjadas es recesivo al contenido m4s bajo de formas
rosas,

Factores Externos
Luz.- Al parecer el fitocromo estd involucrado en la biosfniesis de betalainas, como ha sido
demostrado en plintulas de A F I (French, 1973). Este autor cita que en

investigaciones previas ralizadas por diversos investigadores se ha encontrado que la biosfntesis de
betacianinas en Amuranthus esti bajo el control del fitacramo.

Al parecer, los efectos de [a luz sobre la sfntesis de pigmentos varfa considerablemente de acuerde
con las especics, y en otras no hay sfntesis en ausencia de luz. '

También se ha reportado que 1a edad de fa pldntula afccta la sintesis de pigmentos.

Factores Quimicos
Existen reportes de que el dcido giberélico exdgeno inhibe el efecto de Ia luz cn la sintesis de

« 7

a ina en A. ¢
El 4cido abscfsico inhibe la sfntesis de betamanmas eslxmuladas por |a luz en plantulas de 4. tricolor
(Stobart, 1970) y ambas (luz y kinetina) i Ia sfl s en d.

Otros Inductores Quimicos.- Precursores tales como DOPA Y Tyrosina incr la lacidn
de betalafnas cuando son administradas a pléntulas de Amaranthus (Piatelli, 1981), sin embargo, no
hay tal incremento en la sfatesis de betanina en cultivo de callo (Constabel y Nassiff-Makki, 1971;
citado por Piatelti, 1981).
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Funcidén de las Betalafnas.

No se ha podido definir o asignar un papel o funcidn de las betalafas en los organismos que las
producen,

Pueden ser vectores atrayentes para asegurar la pollmzamdn efectiva cuando se presenta en flores y
frutos, o puede ser un mecanismo de defensa conira una infeccién viral (Sosnova, 1970; citado por
Piatelli, 1981).

Stenlid (1976), reporta que las betalafnas pueden considerarse como modificadores potenciales del
metabolismo de las auxinas (citado por Piatelli, 1981).

Significado Filogenético de las Betalafnas,

Las betalafnas estin restringidas a 10 Familias del Orden Caryophyllales: Chenopodiaceae,
Amaranthaceae, Portulacaceae, Nyctaginaceae, Phytolaccaceae, Stegnospermaceae, Aizoaceae,
Bacellaceae, Cactdceae y Didicreaceae. Todas éstas Familias contienen betamamnas y sélo tres de
ellas (Bacellaceae, Didiereaceae y Stegnospermaceae) contienen también by Posibl

mds estudios sobre b ina len su pr ia en todas las familias que contienen betacianinas
(Mabry y Dreiding, 1968).

Aungue no se han revisado la mayorfa de las especics de las diez familias, los resultados obtenidos
con algunas de ellas sugieren que las plantas que i estos pi estdn cer
relacionadas (Mabry y Dreiding, 1968).

Utllizacién de Ias Betalainas en la Industria
" Qufmica

En la produccién de ali es 1 jo agreg ias no nutritivas, generalmente en
pequefias cantidades, para mejorar su apariencig, textura, gusto o propiedades de almacenamiento. A
estas sustancias se les llama aditivos alimentarios. Un colorantc es aquella sustancia que se agrega a
los comestibles y bebidas a fin de proporcionar o intensificar su color; existen dos tipos de
colorantes: colorantes orgdnicos naturales (de origen animal o vegetal) y orgdnicos sintéticos
(aquellos -cuya materia colorante estan constitufdos por derivados de alquitrdn de hulla; Villegas,
1979). Como resultado de la prohibicién y de colorantes rojos (sintéticos) se ha mostrado
gran interés en los pigmentos naturales que no tienen riesgo como colorantes de alimentos, tal es el
caso de las betalafnas, Villegas (1979), reporta Ia utilizacién de los colorantes del betabel en:
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- Mezclas de alimentos secos: sopas Secas, especias, protelnas de soya.

- Alimentos enlatados: salsa de tomate, frutas y les enlatados, y fresas.
~ Productos de carne: salchichas y hamburguesas, .

-~ Productos de mayonesa.

- Productos de ieche: helados, cremas para sandwich, chocolates con crema y frutas,
- Postres y Dulces: jaleas de frutas, mermeladas y gelatinas,

Produccidn de Betacianinas por cultives celulares -

La produccién de betacianinas por cultivos celulares puede ser una interesante alternativa para los
sistemas de plantas infactos, ya sea para el estudic dé la bioquimica de la sintesis de betacianinas o
parala pmduccxﬁn biotecnol6gica de dstos pigmentos.

-Investigad han diado 1a lacién de betacianinas en Phyrolacca americona,
Beta vulgaris, Olenopodlum albwn, y Spinachea oleraceae, pero 12 informacién detallada no se
puede obtener de las patentes japonesas. De acuerdo a Misawa (1980), hay dificultades en Ia
produceidn econdmica de éstos pigmentos por cultivos celularcs, debido a que tales pigmentos
aparecen sorpresivamente en algunos cuitives, por lo que se ha publicado poce de ellos, ademds de
que la téenica para Ja cuantificacién y separaci6n de betalafnas individuales ha sido introducida
recientemente por e} desarrello det sistema HPLC. fase reversa. .
‘Un andlisis definido de las betalafnas individuales o betacianinas en cultivos celulares no se ha dado,

dife ia de las antocianinas, las betacianinas han sido estudiad:
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IV.- OBJETIVOS

a) QObtener Ja regeneracién y la micropropagacién de la Mammiilaria huirzilopochtli D, R.Hunt
(especie Yulnerable y endémica del Valle de Cuicatldn en ¢l estado de Oaxaca), as{ como lograr su
adaptacién a invernadero.

METAS

1.- Obtenci6n de la germinaci6n in vitro de semillas de M.huirdllopochili.

£

ypagacidn de esta

(4

2.- Obtencién de la metodologfa para la regeneracién y la

3.- Enraizamiento de las pldntulas obtenidas por el cultivo in vitro.

4.~ Adaptacidn a invernadero.

b)  Debido a la aparicién de cimulos de células con una coloracién rosado-pirpura durante el
cultivo de callo de esta cactdcea, realizar la identificacion primaria a través del andlisis quimico de Ia
mexcla de pigmentos presentes cn las células, como posibles colorantes de interés para Ia industria,
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V-, MATERIALES Y METODOS.
Material Biolgico

Para el desarrollo de esta investigacién se utilizaron semilla;; de Mammillaria huitzilopochi!
provenieates de frutos de una misma planta. Estas semillas se emplearon para generar el material
bioldgico necesario para la obtencién de explantes.

Esterilizacién y siembra del Material Vegetativo

La esterilizacion superficial se realiz6 lavando las semillas en un vaso de precipitados de 250 mi, con
100 ml de agua destilada y tres gotas de detergente bioldgico Tween 80, en agitacién lenta en una
parrilla Comning Stirrer (PC-353) durante cinco minutos; sumergiéndose posteriormente en etanol ai
70% durante ! minuto; a continuacién se agitaron durante {0 minutos en una solucién de cloro
comercial Cloralex dilufdo al 0.1% v/v.

Para eliminar el exceso de cloro se Javaron tres veces con agua destilada estéril en condiciones de
asepeia.

Las semillas se sembraton en tubos de cnsaye de 125 x 25 mm conteniendo 25 ml de medio de
cultivo, colocando una semilla por tubo (con el objeto de evitar contaminacién de mds de una semilla
en caso de presentarse),

Todo lo anteriormente descrito se realizé en una campana de flujo laminar (VECO).

Incubacién

. Las semilias cullivadas in vitra se incubaron en una cdmara de crecimiento bajo las siguientes
condiciones:

- Temperatura 27 + 2°C.

- Intensidad Luminosa 2000 lux.

- Fotoperiodo 16 h/ 8 oscuridad.
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Germinacidn

Se realizaron tres iratamicntos con la finalidad de evaluar la respuesta en la germinacién y el
desarrollo posterior de Jas plintulas:

1.~ Se utiliz el medio MS (1962) como medio basal, sin reguladores detl crecimi (concentracién
normal).

2.~ Se utilizé el medio MS (1962), al 25% de su concentracién normal, con 8 gfl de agar
bacteriol6gico.

3.- Se utiliz6 el medio MS (1962) al 25 % de su concentracidn normal con 10 g/l de agar
bacteriolégico. *

Los medios de cultivo y el material utilizado fueron esterilizados en autoclave durante 15 minutos a
una temperatura de 121 °C y una presién de 1.5 Kg/em?,

Obtencifn de explantes

Una vez que las pldntulas germinaban in vitro, y alcanzaban aproximadamente 4 a 10 mm de
longitud, se procedfa a disectarlas con ayuda de pinzas delgadas, bisturf y un microscopio de
diseccién a 10x (Zeiss, Modelo 4750).

Sc realizaron dos tipos de coste:

Transversal y Lateral, en ambos se elimind la radfcula, se utilizaron ambién los dpices como indeulo
(denominado explante apical). Para el corte transversal, el segmento Jocalizado abajo de la parte
superior (apical) y el localizado junto a ta radfcula presentaba una longitud aproximada de entre 0.1 a
0.3 cm (Figura 5a), Para el corte lateral (Figura 5b) una vez scparadas las partes apjcal y radicular,
sé practics un corte longitudinal que dividié a fa pléntula en dos secciones laterales de 0.4-0.6 cm de
longitud.

. Tratamientes experimentales para ts Reg i6n de Brotes

Parz la obtencitn y desarrollo de broles se emplearon como medios basates el medio MS (1962)
suplementado con di iones de los regulads de crecimiento BAP/ANA y
2iP/ATA, solos y en diferentes concentraciones (Teblas | y 3 respectivamente),

Adicionalmente se estimd Ja respuesta de los explantes en algunas combinaciones de BA/ANA con 10

g/1 de agar (Tabla 2).
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Fig. 5.- Corte apical, lateral y transversal de plntulas de Mammillaria huitzilopochsli D.R Hunt,
pgerminadas in vitro.
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Tabla .- Tratamientos experimentales ensayados para Ia obtencién de brotes a partir de explantes
apicales, transversales y laterales de pldntulas de Mammillaria hultzilopochili en medio MS (1962).

“EAP (mg/1)

o 1.0 5.0 10.0
0 1 2 3 4
ANA
(mg/1) 0.01 5 6 7 8
Tabla 2.- Tratamientos experi les ensayados con explantes de Mammillaria huitzilopochtli

(cortes apicales, transversales y laterales) cultivados en medio MS enriquecido con BAP/ANA y
adicionado con 10.0 g/1 de agar bacleriolégico.

BAP (mg/1}
0 1.0 5.0 10.0
0 1 2 3 4
.. aWA 0.01 | 5 6 7 8
1 . (-qll) )
Lo 0.1 9 10 11 12
; 1.0 | 13 14 15 16
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Tabla 3.- T i experi dpam el cutivo In vitro de segmentos de callo de Mammillaria

huitzilopochdli en medio MS con 8 g/l utilizand los g del » 2iP/AJA en
diferentes concentraciones .
2ip (mg/1)
~ 1.0 5.0 -10.0 11.0 13.0 15.0
ArA j 1.0 | .2 2 3 P 5 6
(mg/1)
. 5.0 7 8 2 10 11 12
10.0 13 14 15 16 17 18
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Las observaciones de los cultivos in vitro se efectuaban cada semana y la lectura final fue a las 12
semanas.

Las condiciones de incubacidn en todos Jos tratamientos para la induccién de brotes fueron las
mismas que para la germinacién de las semillas,

Enraizamiento in vitro

Para obtener el desarrollo de rafces en los brotes que alcanzaron una talla aproximada de 0.5-1.0 cm
se procedi6 a individualizarlos con ayuda de pinzas de diseccidn y a subcultivarlos en condiciones
asépticas en medio MS (1962), con ATA (0.0t mg/l) en frascos de vidrio de 125 ml; usando las
mismas condiciones de cultivo que sc utilizaron para el desarrollo de brotes

Adaptacidn y Establecimiento en Invernadero

Con la finalidad de lograr una exitosa adaptacién y establecimiento de las plantas desarrolladas in

P

vitro se siguieron los pasos que a continuacién se describen:

- Inicialmente se llevé a cabo el lavado de las plantas en agua corriente, para quitar el exceso de agar

y asf poder impregnar la rafz con un enraizador comercial (Raizone). )

- Con ayuda de pinzas de diseccidn, las plantas se sembraron cuidadosamente en vasos de unicel de

75 x 90 cm en una mezcla de suclo estrilizado por 30 minutos con vapor himedo en autoclave a una

temperatura de 121 °C y una presién de 1.5 Kg/ em? (ver Apéndice 1).

- Los vasos s¢ cubricron con bolsas transparcntes de poliestireno de 15 x 20 cm para ascgurar una
levada humedad en las pl éstas per i d 16220 en invemadero,

Andlisis Qufmico del Compuesto Sintetizado in-vitro

A través del cutivo de callo de Mammillaria huirzilopochili se deteciaron pequefios cimulos de
células pigmentadas de coloracién rosa y pirpura en diferentes tonalidades, que de acuerdo a las
condiciones del cultivo se incrementaban o disminufan en volumen y extencién. Para su estudio se

1 ensayos inicialmente en el Laboratorio de Quimica de la Facultad de Ciencias (UNAM) y
posteriormente en el Laboratorio de Qufmica Orgénica de la Divisién de Posgrado de 1a Facultad de
Qufmica (UNAM).
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Preparacidn de Concentrados de colorante como mezcla por extraccidn metantlica y acuosa.

Se selecciond para el andlisis a través de la cromatograffa en papel la extraccién metandlica (de
acuerdo al método de extraccién sugerido por Harborne, 1984), para diferenciar antocianinas y
betacianinas de la mezcla de pigmento en lag células, y para lo cual se dispuso de una variedad
comercial de betabel (Besa wulgaris) que sirvié como control para betacianinas; y de pétalos de

Verbena sp.(adquiridas en el do de Xochimileo), como coatroles para 1a identificacién de
antocianinas; aunque las dos clases de pigmentos son mutuamente excluyentes en su presencia, se
realizd con la finalidad de reforzar la p ia de betal yla ia de janinas en el
Orden Caryophyllales (Centrospermas).

Para el andlisis de HPLC la extraceidn de 12 mezela de pigmentos para callo y para betabel se realizé
en medio acuoso, debido a que csta clase de pigmento ¢s sofuble en agua (Harborne, 1984),

Para la i6n de los comp de la mezcla de pigmentos se utilizaron (como se menciond
anteriormente) 1a Cromatograffa en Papel y la Cromatograffa Liguida de Alta Presidn.

Cromatogralia en papel

Concentrado de colorante par extraccién metandlica de tejidos cendos,

a~ Controles. '

Se escogicron betabeles de 6 cm de didmetro del mercado (variedad desconocida), se lavaron con

aguz comienle s¢ secaron y se pesaton 250 g de ellos; dc €stos se tom$ una muestra de

aproximadamente 1.0 g y se lcuaron con 25 ml de metanof que contenfa HCL concentrado (1%), el

concentrado se centrifugd a 2000 fpm en una centrifuga Beckman TJ-6 durante 30 minutos, 1a cual

se decanté posteriormente. '

El métode de extraccidn para Verbena sp. se realizd macerando en un mortero aproximadamente 1.0

g de pétalos frescos de esta especie, se mezclé con metanol que contenfa un 1% de HCL concentrado,
_ ¢l macetado se centrifugd 2 2000 rpm. por 30 misutos. Alfcuotas de 1O ml se tomaron del

sobrenadante (con capltares de 5.0 cm) ¥ se aplicaron en papel Whatman (41-44 p) para correr la CP

durante 12 horas a temperatura ambiente.
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b.- Células con Coloracitn,

Se aislaron cimulos de células con la mezcla de pigmentos con ayuda de un microscopio de
diseccion Zeiss (Modelo 4750) a 10x didmetros. La extraccién de la mezcla de colorantes se inicié
separando visualmente (con ayuda de agujas de diseccién) las células coloridas en tubos de ensaye
de 10.0 ml . Una vez obtenido el peso fresco de la muestra en una balanza marca Sauter
(aproximadamenie 1.0 g) se trituré en un mortero, vertiéndose inmediatamente en ampolletas dmbar
de 5.0 ml de capacidad con 2.0 ml de metanol con 1% de HCl . La muestra se centrifugé en un
aparato Beckman TY-6 & 3000 rpm. durante 10 minutos, recuperdndose el sobrenadante del cual se
tomaron alfcuotas de 1.0 ml y se aplicaron- en papel Whatman 41-44x con.capilares de 5.0 cm
‘permitiendo correr 1a cromatograffa durante 12 h a temperatura ambiente. Los eluyentes utilizados
fueron BAW (BuOH-HQac-H2O 4:1:5) en un caso y FORESTAL (HCI -HOac-H70 3:30:10) en el
otro. .

Cromategrafia Liquida de Alta Presién

Extractos acuosos de células coloreadas y tejido intacto de betabel se inyectaron en un ¢romatégrafo
de alta resolucién Marca Waters, Modelo Varian 9050 con bomba modular,inyector 6K, mddulo
REM 100 y con detector de Ultra violeta visible. Se utiliz6 una columna Cjg Radial Pack de 10 um,
de difmetro y 10 cm de longitud, se usé como cluyente una mezcla de H3PO4 0.05 M y MeOH.-
(9:1) a un pH de 2.75. Se leyd la absorvancia a 478 y 538 nm. La muestra no se cuantificé pues esa
determinacion se realiz especiffcamente para tratar de conocer y comparar cualitativamente los
pig de fa pr para poder determinar si se trataba de pigmentos semejantes a los
del testigo. .

11
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VI.- RESULTADOS Y DISCUSION

Germinacién

Para 1z propagacién de plantas a través de las téenicas de cultivo de tejidos se ha recomendado seguir
una secuencia de pasos explorando sisteméticamente los requerimentos especificos en cada etapa del
- desarrotlo, ya sean requerimentos nutricionales, hormonales o de condiciones ambientales.
En el presente trabajo se modificaron los medios basicos utilizados en la germinacién de semillas en
trabajos anteriores (Martfnez y Rubluo, 1989), combinando tanto Ja disminucién de la concentracién
de nutrientes como el incremento de agar, para observar su efecto en el desarrollo de pldntulas que
sirvieron como fuente de explantes para su utilizacién en ensayos posteriores, los cuales tenian que
adquirir una buena talla y consistencia compacta en un corto tiempo.
La respuesta en la germinacién se registré cada tercer dfa, y se¢ consideraban como germinadas
aquellas semillas en las que la radfcula habfa emergido por lo menos 2 mm (Sumano, 1983). Los
resultados se evaluaron en cada uno de los medios probados cada 2, 4, 8 y 12 semanas,
El primer medio utilizado en nuestros ensayos fuc el medio Murashige-Skoog 1962, con la
racién y i usualmente utilizados para el cultivo in vitre de cactidceas (Johnson y
Emino, 1979a; Martinez y Rubluo, 1989).

Los valores de los resultados que se obtuvieron en la germinacién en el medio MS fueron muy bajos;
de 20 semillas 13 germinaron después de doce semanas de cultivo, representando un porcentaje de
65%, adicionalmente sc observé que la respuesta en el crecimiento de las pléntulas fue muy lenta
(Tabla 4), También se cbservs en este tratamiento una elevada pérdida de pldntulas después de 16
semanas in vitro, debido principalmente a un cambio en la morfologfa del tallo y los tubérculos, los
cuales se tornaban muy turgentes y presentaban una apariencia transparente, debido al incremento de
volimen, lo cual las conducfa finalmente a formar callo, provocando una elevada pérdida de material
(50%).

Por las caracierfsticas antes mencionadas se supuso se podfa tratar del fenémeno conocido como’
vitrificacién y con base en diferentes reportes (Debergh, 1983 y 1991; Bdtcher, 1988; Zimmerman,
1989; Kevers, 1990; Castro-Concha, 1990; Singha, 1990; Steven, 1950; Ziv, 1990) y como medida
preventiva de la incidencia de 1a aparicién del fenémeno mencionado se probé el medio MS (25%) y
se incrementd 1a concentracién de agar a 10 g/l. (Tabla 4).
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- En este tratamiento (MS 25% con 10 g/1 de agar, figura 6) se presentt a las dos primeras semanas de
cultivo un 31.25% de gesminaci6n seguida por una etapa de estancamiento de la cuarta a la octava
semana in virro, origindndose a Ia décimo segunda semana un 81.25% de germinacién (Tabla 4). Las
pérdidas por vitrificacién en éste cultivo fueron 40% a las 16 semanas.

La disminucién de 1a contentracién de nutrientes mejora la geminacidn y desarrollo de las pldntulas,
Simerda (1990) reporta que el mejor medio para Ja germinacién de semillas de cacticeas es agar

puro, y que el en la cor ién de agar disminuye la vitrificacidn, por lo que se esperaba
que aunado a la baja concentracidn de nutrientes en el medio MS (25%) con 10.0 g/l de agar, la
ger i6 se p un sano desarrollo y una menor pérdida del material

vcgeumvo, sin embargo 1a germinacidn fue menor, el desarrolio més lento y se perdi6 casi Ja mitad
de el material.

Esto s pudo deber posiblemente a un decremento en la disponibilidad dcl agua y nutrientes
influenciade por la solidificacién de los geles, ya que Ia disponibilidad det agua no sélo afecta a las
plantas en condiciones naturales, sino también en cultivo in vitro (Ziv, 1990; Debergh, 1991).

La mejor tcspuesta en o que respecta a la germinacién de semillas y el posterior desarrollo de las
pléntulas se presentd en el medio MS a125% de su concentraci6n con 8 g/t de agar, al manifestarse a
1a cuarta semana de cultivo, con un porcentaje de 93.75%, permaneciendo constantes las siguientes 8
yR semanas. A fas 16 semanas in virrp, €l 35% de las semillas germinadas se perdieron por la
vitrificacién (Fig. 6).

Es importante tomar en cuenta que las semillas de as cacticeas a menudo no germinan a pesar de Jas
condiciones favorables, por los mecanismos naturales de dormancia debido a los habitats con climas
extremosos de los que provienen, incluso en algunos casos en una misma planta se puede producir
diferencias en ¢l grado de dormancia en semillas exhibiendo una germinacién con una distribucién
discontfnua sobre el tiempo (Fearn, 1981; Rabenda 1990). Por lo que hasta cierio punto era de
esperarse que si no se habfa aplicado ningén tipo de mecanismo para romper la testa en la semilla el
porcentaje de germinacién que se hubiese esperado serfa menor al cbtenido.

Regeneracidén de Brotes
Debido a la poca disponibilidad de matesial vegetativo por 2 pérdida de material por vitrificacidn y
1a leatitud inicial del crecimicato de las pléntulas, se reali expetimentos puntuales para tratar de

establecer un rango de respuesta en referencia al tipo de reguladores de crecimiento y
concentraciones a utilizar.
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a) Explantes cultivados en MS (8 g/l de agar) adicionado de BAP/ANA

Los resultados obtenidos de los explantes cultivados en ocho tratamientos iniciales en medio MS con
BAP y ANA y 8 g/l de agar, s6lo respondieron formando callo en el mejor de los casos (Tabla 5),
sin | organog! en ninguno de los t i yados. Mds atn, los resultados

observados no fueron homogéneos en el uampo, ya que, la formacion de callo se presentd desde las
primeras cuatro semanas de cultive

Como se puede apreciar en la tabla 5, después de permanecer 12 semanas en cultivo, el mayor

aje de resp se p en los explantes apicales; en expl laterales y '
se mamfestd una respuesta escasa y lenta, lo cual pudo deberse a que en explantes aplcales hay un
‘mayor nimero de partes meristemdticas y por lo tanto centros de diferenciacién- (Hu y Wang,,
1983). Otro factor que pudo influir en la respuesta fué Ia talla de los explantes ya que ésta determina
en muchos casos la sobrevivencia del cultive (Subash, 1974; Mauscth, 1979; Hu y Wang, 1983;
George y Sherrington, 1984). »

El efeclo de la aplicacién de auxinas en combinacidn con citocininas es evidente en los ¢

con un mayor porcentaje de callo, y en donde las respuestas son, tanto en explantes apicales, como
en explantes transversales y laterales (tratamientos 1.0, 5.0 y 10,0 mg/l de BAP con 0.1 mg/l de ANA
(Tabla §). Es probable que la ;n ia de ANA en el medio haya estimulado una respuesta
homogénea en la formacién de callo, Ia cval se presenté en todos los tratamientos antes
;mencionados.

'La cantidad de callo fue variable y esla variabilidad se presentd atn en diferentes explantes del
‘mismo tratamiento; hubo explantes que formaban callo abundante, y otros en que lo formaron de

-manera regular (Tabla 5), debido posibl te a la capacidad de dediferenciacién en cada uno de los
,explantes que respondieron. :
:Callo ‘friable se p 6 en los i sin reguladores de crecimiento y en 1.0/0 mp/l de

;BAPIANA respectivamente; y combinado callos friable y compacto, en los tratamientos 1.0, 5.010.0
mg/l de BAP con 0.1 mg/l de ANA.

La coloracidn en la mayorfa de los casos fue verde, aunque la presencia de células en manchones
color rosa y pirpura fue notoria en algunos tratamientos (Tabla 5).

De acuerdo con las primeras evaluaciones realizadas en 1a etapa de desarrollo de brotes, se detectd

que al adicionar BAP/ANA en las concentraciones probadas inicialmente (con base en rcponns
bibliograficos: Sterling y Doods, 1983; Lazarte, 1987; Martfnez-V4zquez y Rubluo, 1989), no se
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presentaron los resultados esperados , es decir no hubo una respuesta relevante en la morfogénesis
sino por el contrario sélo se formaba catlo en todos los tratamientos.

En los tratamientos en 1os que no hay respuesta (ni callo ni brotes), el problema se debié a que los
explantes presentaron una oxidacién severa en el tcjido desde la primera semana de cultivo, lo cual
les daba primero una coloracidn café y posteriormentc les causaba Ia muerte tal vez como otra
consecuencia del tamaiio de los explantes (Subash, 1974; Mauscth, 1979; George y Sherrington,
1984).

b) Explantes cultivados en MS (10.0 g/l de agar) adicionado de BAP/ANA.
De los 16 tratamientos ensayados, los explantes de 5 t nientos desarrollaron callo a la séptima

semana de cultivo in vitro (tabla 6, s6lo se presentan los tratamientos iniciales) y la organogénesis
aunque muy escasa se presentd a Ia decimo segunda scmana de cultivo (Tabla 7).

El efecto de auxinas es evidente en los explantes que respondieron formando callo #n vitro, y fue
notoria en los tratamientos 0.1/0.01; 0./0.1; 0./1.0; 1.0/L.0, con excepcién de 0.0/0 mg/l de
BAP/ANA (Tabla 6); la formacidn de callo fue mas tardada en todos los tratamientos en relacién a
los ensayos con 8 g/l de agar, lo cual se pudo deber a la disponibilidad de nutrientes y regutadores de
crecimiento por la solidificacién del gel (Debergh, 1981,1983; Zimmerman, 1989; Castro-Concha,
1990; Simerda, 1990; Ziv, 1990). -

A diferencia de los explantes cultivados en 8% de agar, en donde ¢l callo se present6 friable y con
coloracién, las caracterfsticas del callo formado ala séptima semana in vitro fueron las siguientes:
consistencia compacta y de color verde, sin células pigmentadas; formacién abundante de callo en los
tratamientos 0.1/0.01 mg/1 y en 1.0/1.0 mg/l de BAP/ANA (Tabla 6). Después de 10 a 12 semanas de
cultivo (Tabla 7), todos los explantes formaron callo verde y compacto en todos los tratamientos,

La formacién de brotes se manifestd después de aproximadamente [2 semanas sélo en los
tratamientos: 0.01/0; 0.01/0.01; 0.01/0.1; 0.01/1.0; 0.1/0; 0.1/0.01; 1.0/0.01; 1.0/0.1 y 1.0/1.0 mg/l de
BAP/ANA (Tabla 7).

Como se observa en la figura 7, sélo en los explantes de nueve tratamientos se formaron brotes en
los tratamientos que no presentaron brotes continto forméndose callo o en su defecto los explantes se
oxidaban y permanecfan cn ¢l mismo estado que s habfan sembrado.

En explantes apicales, el mayor mimero de brotes se regenerd en una cc ién de 0.1 mg/l de
BAP; se obtuvieron 4 brotes de 6 explantes, lo cual significa que en total sc tenfan 0.6 brotes por
explante (Figura 8); es importante hacer notar que, en algunos tratamientos, a medida que se
incrementa la concentracién de las auxinas, se disminuye la morfogénesis. Por ejemplo: en la tabla 7
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se observa que con las concentraciones 0.1/0; 0.1/0.01; 1.0/0.1 mg/l de BAP/ANA, en explantes
apicales, Ia respuesta va disminuyendo de 0.6 brotes por explante a 0.5 y posteriormente a 0.16
brotes.

La mejor respuesta considerada hasta ese ) se p 6 en expl con cories laterales; el
mayor nimero de brotes se obtuvo en el tratamiento 0.01 mg/l de BAP en el que sc desarrollaban 2
brotes por explante (Fig. 8). Con este resultado podemos observar que esta respucsta se manifests
sin Ia presencia de auxinas; es probable que €stas estuvieran. jugando un papel inhibitorio en la
morfogénesis, o que la auxina se esté sintetizando endégenamente. También se observé que sélo lo
up]aﬁ!es apicales y laterales dicron una 'n:spuesta morfogenética, no asf los explantes transversales,
los cuales no generaron respuesta alguna.

La formacién de raices fue evidente, present4ndose en mayor niimero en el tratamucnto 0.01 mg/l de
BAP sin auxinas (Tabla 7).

De acuerdo con los resultados anterjores, con este grupo de tratamientos (MS con BAP/ANA y con
10 g/l de agar, para evitar al maximo la aparicién del fenémeno de vitrificacién y la desintrgracisn
del material) no se logré Ia respuesta esperada, s6lo se volvid a obtener callo y brotes escasos que
permanecieron aparentemente sanos y relativamente vigorosos durante unas semanas, pero después
de la décimo sexta semana de cultivo se dediferenciaban a callo avn con el incremento de la
concentracién de agar (lo cual, en apariencia, lo dnico que causé fue un retraso en la formacién de
callo con respecto al ensayo con 8 g/l de agar). ’

La falta de organogénesis pudo ser consecuencia de Ia complementacion inicial del medio de cultivo
con las concentraciones y reguladores del crecimiento no adecuados, ya que s¢ conoce que la
actividad de Ia hormonas incluye tanto Ia estimulacién como la inhibicién del crecimiento por incidir
directamente cn actividades enzimdticas especificas o en transformaciones bioqufmicas, pudiendo
exhibir respuestas opuestas dependiendo del origen y concentracién de las mismas, por lo que es
'impoh'ante elegir el, o los reguladores adecuados para el cullivo (Hu y Wang, 1983; George y
Sherrington, 1984)."

i)

¢) Explantes cultivados en MS (8 g/l de agar) adicionado de 2iP y ATA

El efecto de las citocininas sobre el cultivo puede variar de acuerdo con el compuesto particular
utilizado; el tipo de cultivo, y la variedad de plantas de las cuales se ha derivado (George y
Sherringlon, 1984), De ‘acuerdo con los resultados anteriores parece ser que la aplicacién de BAP
(citocinina sintética) Jo rinico que propicié en los cultivos fue el incremento en la divisién celular y
no cn la morfogénisis, pudiendo scr 1a causa cl origen de ésta citocinina.
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Mauseth (1979) reporta que el BAP en combinacién con ANA son inefectivos en la formacién de
. brotes en Opuntia polyacantha; en tanto que Martinez-Vizquez y Rubluo (1989), encuentran una
bucna respuesla en presencia de BAP en M, san-angelensis; Fonnesbech (1979), descubrié que las
it turales 2iP y zcatina fueron las mejores para promover el crecimiento y sobrevivencia
de dpices dc cultivos de Asparagus plumosus, y cultivos de Browalia viscosa, requirieron de 2iP para
la promocidn de brotes adventicios directos o indirectos.
En jo referente a las auxinas se ha encontrado que las de origen sintético, en elevadas
concentraciones, son fitotéxicas para el crecimiento de las plantas. Una de las distincioncs mas
importantes entre las auxinas sintéticas y naturales es que IoS componcntes sintéticos son més
estables, y quizds por ser compuestos no naturales hay pocos sistemas enzimdticos que los atacan con
facilidad, porlo que se acumulan mds ficilmentc e intoxican a la planta (Bidwell, 1990).

Debido a que la formacidn de brotes no se habfa presentado como se esperaba en los tratamientos
ensayados previamente y debido también a la escases de material disponible, e infiriendo que por ser
reguladores de crecimiento de origen sintético BAP/ANA (que son mas activos) pudieran estar
bl in vitro; sc decidié biarlos por reguladores les (2iP/AIA), que
son més reconocibles por ¢l sistema metabélico celular y, por lo tanto, menos agresivos que los
sintéticos. (Devlin, 1976; George y Sherrington, 1984; Bidwell, 1990; Kamineck, 1992). Obteniéndose
los siguientes resultados:

£

d £
q la mor

El incremento del callo fue evidente durante las primeras 2 semanas de cultivo en el 100% de los
explantes (Tabla 8); la cantidad total de callo después de 12 semanas de cultivo fue de 3 a 4.5 cm?
por frasco; se formé callo friable principalmente con elevadas concentraciones de auxinas (5.0 y 10.0
mg/l de AIA, tabla 8).

La mayorfa de los tratamientos exhibieron ca.llo de color verde con ¢élulas en manchones color
blanco y rosa (Tabla 8).

La presencia de 3 a 6 rafces fue notoria en 8 de los 18 tratamientos realizados, y de 7 0 mds rafces en
otros tres tratamientos 11.0,13.0 y 15.0 mg/l de 2iP con 10.0 mg/l de ATA (Tabla 8).

Una buena respuesta se presents durante el cultivo, ya que todos los tratamientos regeneraron brotes
cntre la cuarta y decimo scgunda semana in vitro (Tabla 8 y Fig. 9); el mayor porcentaje sc
desarrolld en los tratamientos 1.0, 10.0 y 13.0 mg/l de 2iP con 1.0 mg/l de AIA (Fig. 9).

El mayor mimero de brotes se manifestd en una combinacién de 10.0/1.0 mg/l de 2iP/AIA con Ia
formacién de 204 brotes en 16 frascos (cada frasco contenfa 5 segmentos de callo de

37



aproximadamente 0.5 cm3 y cada tratamienio se inicig con 5 frascos) y un promedio de 12.8 brotes

por frasco (Tabla 8 y Fig,10).

Cabe mencionar que las respuestas en la formaci6én y desarrollo de los brotes en todos los ensayos
(BAP/ANA y 2iP/AIA) sc registraron cada semana, realizdndose 1a dltima observacién a la décimo
segunda semana de cultivo; los subcultivos de los explantes se efectuaron cuando se agotaban los
medios de cultivo, lo cual generalmente ocurrfa entre la cuarta y sexta semana de transplante.

Debe subrayarse que en estos ensayos en los-cuales se combinaron las citocininas y auxinas
naturales, se favorecié el desarrollo de brotes vigorosos, con tejide muy compacto; Iogréndose la
mejor respuesta con la oblencién de 204 brotes (Tabla 8). Fue aparente el uso del 2iP (citocinina
natural més activa y componente de! RNAt) con AIA (auxina natural mayormente usada en cultivo
de tejidos porque tienc pocos efectos adversos sobre organogénesis; Staba, 1980).

Enraizamiento

Se formaron raices en 8 lotes (con brotes individualizados previamentc) en medio MS adicionado con
AIA 0.0! mg/l, después de tres a cuatro semanas de cultivo in vitre (los fotes se conformaron de
acuerdo con la fecha de su individualizacidn).

El mayor porcentaje de enraizamiento fue de 73,3% cn un lote en donde 22 brotes individualizados
de un total de 30 enraizaron.

En promedio se desarrollaron dos rafces por brote con una longitud de 0,2 a 1,0 cm (Tabla 9).

A pesar de que la etapa de } fue p da en un medio de cultivo sin citocininas y con
1a presencia de una auxina natural (con lo cual se esperaba que los brotes una vez que pasaran por
este medio presentaran rafces bien formadas), Ios resultados obtenidos no fueron los esperados, ya
que, en seis lotes, las rafces formadas emergfan de una pelfcula de callo que se desarrollaba en la
base de los explantes; ésto pudo ser consecuencia de Ia prescncia de citocininas en elevadas
concentraciones en el medio de induccién de brotes, ya que algunas veces los residuos de citocinina
en ¢l medio de enraizamiento son suficientes para suprimir Ia formacién de rafces (Hu y Wang,
1983; George y Sherrington, 1984), Sélo en dos lotes , rafces de 0.5 hasta 1.5 cm de longitud
emergieron directamente del tejido.

‘Después de que los brotes cnraizados per fan aproximad te de 6 a 8 in vitro, se
procedfa a pasarlas a una mezcla de suelo (Apéndice 1) en vasos de unicel de 10.0 cm de longitud por
8 cm de didmetro; permaneciendo en el laboratorio por 1 6 2 semanas a temperatura ambiente
(aproximadamente 21°C constante), para favorecer su adaptacién al invermadero, procurando que
éste cambio fuera gradual, por lo que.se cubrfan con bolsas de poliestireno con pequeiias




perforaciones que se iban incrementando en didmetro cada tercer dfa, durante aproximadamente 2
semanas, y posteriormente se trasladaban al invernadero.

Establecimiento de plantas en el Invernadero.

Después de permanecer de 12 a 16 ¢n el invernadero, a una temperatura de 28 4 10°C,
sobrevivieron el 50 y 90% de plantas (Tabla 9) de dos lotes de 12 y 20 individuos respectivamente en
donde el origen de las rafces fue directo {que emergfa directamente del tejido del tallo) y un 60 y
87% de § y 15 individuos respectivamente (Tabla 9), de dos lotes en donde ¢l origen de las rafces fue
indirecto (que emergfa de la pelfeuia de catlo formado en 1a base del explante).

Aunque se realizaron diversos ensayos para el transplante, establecimiento y permanencia de
plintulas a partir de brotes enraizados al invemadero se presents una gran pérdida de explantes,
siendo producto de diversos factores posibles, como la presencia de callo en la base de los explantes,
con lo cual se pudieron presentar rafces poco funcionales; adicional se de que
plantas que han crecido i# vifro, han sido exp confin a un microambiente que ha sido
seleccionado para proveer la minima tensidn desarrolldndolas con las condiciones Sptimas de
nutricién, temperatura, humedad relativa, ete, contribuyendo todos éstos factores a que un individuo
no sobreviva en ambientes normales ya que las caracterfsticas anat6micas y fisioldgicas de las
plintulas desarrolladas in virre difieren de las desarrolladas in vive (George y Sherrington, 1984;
Preece y Sutter, 1991).

Un lote de 15 individuos permanece en el invernadero el cual se encuentra cn buenas condiciones,
presentando individuos con wna longitud variable de L5 a 6.0 cm, estas plantas se encuentran en
observacidn y cuidados extremos dadas las caracterfsticas y la importancia que revisten (Fig. 11),
Cabe mencionar que del matedal inicial s¢ han originado aproximadamente 250 plintulas, que han
sido transplantadas al invemadero en varios lotes (Fig.11).

Andlisis Qufinico de Pigmentos de Cultivo de Callo

Los tejidos de las Caryophyliales sc colorean intensamente por pigmentos violeta, Constatan este
fendmeno cl cultivo de frutos y callos de diferentes especies, como Myrillocacius geometrisans
(Colomas, 1977). Siendo Mammillaria huitzilopochili una especic que pertenece a una Familia de este
Orden y debido a Ia presencia de ciimulos de células pigmentadas de color rosa y pirpura durante e}
cultivo in vitro de esta especie, y de acuerdo a Ia inquietud de saber que compuesto se encontraba en
dichos cultivos, se realizé un andlisis quimico para la identificacidn preliminac de Ia mezcla de
pigmentos problema . ’
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Cromatograffa en Papel

En Ia figura 12, se presentan dos diagramas de las CP reallzadas en donde se muestra la
extrapolacién de las mismas.

Los resultados obtenidos en extractos metanéhcos de callo con células plgmemadas son las
siguientes:

a.- Elufda con BAW
Se observan tres manchas con fluorescencia azul pélldo brillante y Rfs = 1.65, 4.3 y 8.0,

b.- Elufda con Forestal
Se observan dos manchas con fluorescencia azul pAlido brillante y Rfs de Ia muestra problema de 3.6
'y 6.0

Los Rfs obtenidos no concordaron con los de los patrones Verbena sp. y Beta vulgaris.

Cromatograffa Liquida de Alta Presién.

La figura I13a. muestra los resultados del HPLC con detector a 478 nm, observdndose que en el
extracto acuoso de las muestras problema s¢ obtuvieron dos bandas con tiempos de retencién de 7.12
¥y 13.12 y en el betabel tuvo dos bandas con un liempo de retencidn de 4.18 y 8,94, se asume que el
porcentaje de drea relativo de estos compuestos es de 7.632 y 4.796 para callo; y de 54.0 y 31.522
para betabel, )

}a figura 13b. muesira los resultados de la HPLC ‘con detector a 538 nm, observdndose que en el
extracto acuoso de células pigmentadas de callo se obtuvieron dos bandas con tiempos de retencién
de 6.97 y 12.69; en el extracto acuoso con 4cido ascdrbico de tejidos crudos del betabel (testigo) tuvo
un tiempo de retencién de 8.74; por lo que sc asume que el porcentaje de drea relativo de estos
compuestos es de 23.8 y 18.2 para Ja muestra problema y en el testigo es de 56.4. ’

De acuerdo con las observaciones realizadas, Ia manifestacidn de islotes de células pigmentadas en
los cultivos se pudo deber a Jas presencia de citocininas en una elevad idn, éstas
un efecto estimulante sobre la biostntesis de betalafnas (Piatelli, 1981; Bohm y Rink, 1988).
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Al realizar los ensayos preliminares que orientaron a determinar el tipo de pigmentos que se estaban
sintetizando dentro de las células, se dedujo que los productos aislados del callo pudi ser dos
posibles betacianinas difcrentes a las del betabel, las cuales se encontraron en proporciones que
difieren, siendo el producto menos polar el que se encuentra ea mayor cantidad. Cabe mencionar que
para la identificacién precisa de éstos pigmentos se deben realizar estudios mds profundos con un

mayor niimero de patrones ya establecidos que permitan determinar con cerieza la clase de pigmentos
se estdn sintetizando en el cultivo de esta cacldcea.
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Tabla 4.~ Germinacin in-vitro! de semillas de Mammillaria huigzi gpochllx en medio MS y MS al
25% con distinto grado de gchﬁcacx n“.

Tiempo (semanas)

'Tntnignto Nam, aed 2 4 8 12
% Senillas

B.G. (%) 8:0. (%) 8.Q.(%) 8.G. (%)

M8 " 20 3 (15) 6 (30) 8 (40) 13 65)
M5 25 8% 16 11(68.75) 15(93.75) 15(93.75) 15(93,75)
ME 25 10% 16 5(31.25) 11(68.75) 11(68.75) 13(81.25)

(1) 27 4 2°C; Foto, r. 16 h.; 2000 fux

{2) Bactoagar 8 y

(3) %- t(?(a;xgweﬂtracuin de agar

(4) Nilmero total de semillas en ¢slos tratamientos
SG -Semillas Germinadas
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'TABIA 5.~ Formacin de eallo en dpices y seccivnes de plantulas de
Mammillaria huitzilopechtli, cultivadas en medio MS (1) con agar 8%

EXPLANTES CON RESPUESTA

(V1 Cantidad Tipo Color
) (3) (4}

0/0 3/6 50
Y] S
o6 —

+ 3 Verde
3/6 50 o F Verde/Pirpura

1.0/0
0/6 —
0/6 —
0/8 —
0/8 —
0/6 -
0/6 —
0/8 —

0/8 —
0/8 —
0/6 ~
0/6 —
4/6  66.0

0/8 -
2/8 333
4/6 666
2/6 333
0/6 -
4/6 66,6
1/8 166
0/ —

5.0/0
10.0/0
0/0.0

1.0/0.1 Verde/Plupura

Verde

Verde/Phrpura
Yerde

Verde/Rosa
Vende

50/0.1

)
It a=1 [ I B |
S °

10.0/0.1

=3

e e el s R e R e N i el N Rl
I"In

i o IO N A A I

{1)27 + 2 C Foloper. 16 It ; 2000 lux

{2) A= Apices 0.2-0.3 em. L= Lateral T= Transversal

(3) — Nulo;+ Escaso{0.5-1.5 cm3}++ Regular{1.5-3 em3k++ Abundante (3-4.5cm3)
(4) P< Friable C= Compacto

~— Tratamientos sin respuesta.

RC. Reguladores de crecimiento
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TABIA 8.~ FORMACION DE CALLD EN APICES Y SECCIONES DE PLANTULAS DE
Mammillaria huitzilopochili, CULTIVADAS EN MEDIO MS {1) OON AGAR 10 g/1
RESULTADCS DESPUES DE 7 SEMANAS')

EXPLANTESCONRESPUESTA
(2Tipo de | CALD 7 Cantidad Tipo Color
Explante _3) )
A 2/6 333 + £ VERDE
L pa— — - - -~
T 2/6 333 + c VERDE
A —_— — - - -
L — p— - - -
T - — - -
A —_ - -
L -— - - - -
T _— - - - =
.01/1.0 A - - - - -
L — - - - -
T _ — - - -
.1/0.0 A — - - - -
L — — - - -
T —_— — - - -
.1/0.08 A 2/ 333 +H ¢ VERDE
L 3/8 50.0 ++H [ VERDE
T 1/8 16.6 +HH [4 VERDE
.1/0.4 A 1/6 168 + c VERDE
L 2/8 333 + [ VERDE
T 2/6 333 + c VERDE
.1/10 A 2/6 333 + c VERDE
L 3/6 50.0 ++ c VERDE
T 2/8 333 +H+ [ VERDE
1.0/0.0 A - -— - - -
L _— —_— - - -
T — — - - -
1.0/0.01 A - - - - -
L — -— - - -
T —_— e - - -
e/ A - - - - -
. L —_— —_ - - -
"r — fa— - - -
1.0/1.0 A - - - - -
1L 1/6 168 +H c VERDE
T /8 166 H c VERDE
1) 27 £ 2 G Fotoper. 18 k; 2000 fux.

(2) A= Apices 0.2-0.3 cm L= Iaterales T= Transversales

{3)-Nulor+ Bscaso(0.6-1.5em3 )+ +Regulur(1.6-3 cm3)-++Abundante {3-4.5 cm3)

(4) F = Friable  C = Compacto (-) Tratamientos renlizados sin respuesta
RC.- Reguladores de Crecimiento )
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TARLA 7.~ RESPUESTA DE APICES Y SPOCIONES DE PLANTULAS DE Mamumillaria huitzilopochtli

CULTIVADAS EN MEDIO MS (1) CON AGAR 10g/L

( RFSULTADOS DESPUES DE 12 SEMANAS )
R C P 1, A 0N RESPUEST
BAV/RNA | ©2Fipo du |_CALID %] Tipo Color | Fxpiantes [ | No. de RAIL
ﬂ[_l Explante {3) e/Brotes{4) Brotes X (5}
0.01/00 A 30 C Verde| 1/6 (16.6) | 1/8 0.18 hd
L ET) C-" Verde| 5/8 (833) | 12/6 20 had
T 30 C Venle| -—- — - - -
0.01 /0.01 A 40 C Verdef 2/0 (33 | 2/6 033 d
L 40 € Verde{ ~— - —_ - "
T 40 C Verdej — — - — "
0.01/0.1 A 5 C Verde| 2/6 (333) | 2/8 0.33 4
L 5 ¢ Verdef — - - — "
T 5 C Verde — - -— — -
0.01/1.0 A 15 ¢ Verde| -—- — — — ]
L 15 C Verle| 3/6 (500} | 4/8 0.66 ol
T 15 C Verdey — - - — "
0.1/00 A 25 C Verde| 4/8 (86.6) | 4/8 0.66 hd
L 25 ¢ Verde] - C-— - - "
T € Venle - -— - - "
0.1/0.0¢ A C Verde] 3/8 600} | 3/8 05 "
L € Verda - ~- - - "
: T C Verde] — —_ - - I
0.1/0.4 A € Verde| -- —_ - - -
L 80 € Verde - — - - -
T 80 € Verde] — - - -— -
0.1/1.0 A 80 ¢ Verde| ~— - — — -
L 60 € Verde — - et - -
T 60 € Verde - - - - -
1.0/0.0 A 0 C Verdey ~- — — - -
L € Verde] — - - - -
T C Verde - — - —— -
1.0,/0.01 A C Verde} . — - - — -
L C Verde] 1/6 (168) | 1/6 0.t -
T 60 C Verde| — — —_ — -
1.0/0.4 A 80 ¢ Verde| 1/6 (16.6) /6 0.18 .
L 80 C Verde - - —_ —_ .
T 60 ¢ Verde — - — .
1.0/10 A 80 C Verde| 1/6 (i68) | 1/8 0.16 .
L 60 C Vende| 1/8 (166) | 1/8 0.16 .
T 80 C_Verde| — — — bt *
1} 27 £ 2 G Foloper. 16 h; 2000 lux

(2)A = Apices 0.2-0.3cm L= lalerales T = Transversales
{3) C = Compacto.
(4) 8 explantes por tratamiento.
(5) ~ = Nulo; * = Escaso{1-3) * = Regular{3-6} * = Abundanle(7 & mds)
{~~) = Tratamientos sin respuesta.
RC—  Reguladores de Crecimiento
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TARLA B.~ EFECTO UE 2if y AIA EN EL CRECIMIENTO DE CALIN ¥ MORFOGENENIS IN VITRO
DE Mammitlaria buitzilopochtli, EN EXPALNTES CULTIVADOS EN MEDIO MS. { 1 )

{ RESULTADOS OHTENTOS DFSPUES DE 12 SEMANAS )

R C EXPLANTES CONRESPUESTA4A
200 | (2) Cantidad Tipa  Color  [inewlos Mo & BACES
CALLD % 3) ) OROTES % {Brotes(?) X {8)
1.0/10 5/ 00 T4++ € VEMO 0 (43/5 88 -
5000 B/6 100 T+ VE/RD B 34/7 48 -
100/18 §5/5 100 3 +++  CVE/BI/RO 5 {204/16 128 -
1Lo/10 15/5 100 |+ F VE/RO . [2/7 205 [28/7 37 "
13.0/1.0 J5/5 100 {++ C VE/BL-  4/10 400D [62/10 6.2 "
15.0/1¢ i/ 100 | +++ C VE/BL 1/8 444 f34/3 37 ~
1.8/50 §5/5. 100 § +++  CVE/BL/RC [2/8 250 [25/8 3. -
5.8/50 15/ 100 | &4 C VE/BL 2/8 250 24/ 30 -
10.0/50 {5/5 100 { ti+ C VE/RO 1/10 180 10710 L0 -
11.0/50 §5/5 108 | ++  F VERO /10 100 {t7/10 LT "
13.0/5.0 15/5 100 | ++  FYE/RL/RO [2/10 200 {13/10 13 "
150/5.0 {5/6 300 { t++ F VE/RO 3/10 300 [39/10 39 "
10/100 |5/4 100 | ++ F /RO 2/16 200 (5/10 04 "
50/100 15/ 300 ) +&+ F VE/RO 2/10 200 {18/i0 18 e
100/10.0 15/5 100 ! ++ F VE/RO 3/16 300 |15/t 15 -
110100 §5/5 100 |++ F VE/RO 1/10. 100 {7710 0 "
1307100 15/4 180 |++ F VE/ROD 1/10 100 Ra/0 23 "
150/100 §5/5 3100 1+ F VE/RO 1/10 100 {5/10 05 b

{1)27 2 2 C Foloper. 16 h: 2000 lux.

{2) Indendo inicial 0.5 cm3, 5 indeules/frasco, 5 l’msm/tmlammnta

{4} Nulo; + Escaso{d.5~1.5emdis Reguhr(l 5~3 cm3)++ Abundante{3-4 Semd)

(4} € = Compacte ¥ = Fridble
{5) V& = verde; BL = blance; B = rosa
(8) - Nudo; * {L~2) Encaso; *{ 3-6) Reqular: ** (7 6 ands) Abundante.
RC~ Reguladores de Crecimiento
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TABLA 9. Efecto de AIA (0.01 mg/l} en el enraizamicnto de brotes in vitro (1) de
Mammillaria huitzilopochili y ivencia de plintulas en invernadero.
EXPLANTES CON RESPUESTA
TOIE [ Browes TRalees/ RATZ Plfntulas (3) | Sobrevivencia (3) |
Enmizados (2) % Brote Longitud (cm) _Origen(3) | almvernadero | cn Invernadero %

1 9/40 225 2 02-04 1 9 [
2 640 150 2 0.2-04 I 6 0
3 12/40 300 2 02-04 1 12 0
4 19/40 475 2 02-04 1 19 .0
5 15/40 375 2 02-04 I 15 87
6 12/40 300 1 05-10 D 12 50
7 2130 733 2 05-15 D 20 5%
8 5/15 333 - — I 5 60

(1) Bacto Agar 8 gr/l, 27 + 2° C, Fotoperiodo 16k; 2000 lux
(2) Brotes con 0.5 a 1.0 cm. de altura; N° de brotes con rafces/ N° de brotes cultivados

(3) 1= Indirecto
D = Directo

{(4) Brotes cnraizados de 0.5 2 2.0 crn. de Jongitud
(5) Después de 16 - 20 somanas

{28 + 10° C, Fotoperiodo natural Cd. de México, 1 riego ¢/2 semanas)
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Fig 6. Germinacién de semillas de
Mammillaria huitzilopochtli, in vitro.
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Fig 7. Explantes con brotes en MS
adicionado de BAP/ANA-+, con agar

{10 g/1).
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Fig 8. Numero de brotes en apices y
secciones de plantulas en MS adicio-

nado de BAP/ANA-+, con agar {I0 g/l).
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Fig 8. Porcentaje de indculos que forma-
ron brotes, cultivados en medio MS c¢on
2iP/AlA. a diferentes concentraciones-.
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Fig 10. Brotes obtenidos' en callos
cultivados in vitro en MS con 2iP/AlA,
a diferentes concentraciones».
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Fig. 11.- Propagacion in virre de M, huirzilopochddi. (a) Individuo sivestre de esta especie. (b)
Plintulas de M. huirzilopochili provenientes de semillas germinadas in viro utilizadas
para generar el material que sirvio como explantes (c) Brotes regenerados a
partir de cultivos de callos de esta especie en medio MS adicionado con 2iP/AIA. (d) Poblacién de
15 individuos pertenecientes al primer lote que fue trasplantado al invernadero. (e) Cullivo de callos
con pigmentacion purpura en el 90% de su superficie. (cp) Callo pigmentado.
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FIG.12 .- ANALISIS QUINICO DE CELULAS PIGMENTADAS DE CALLO DE Mammillaria huitzilopochtli
Y DE EXTRACTOS DE TEJIDOS CRUDCS DE Beta yulgaris Y DE Verbemna sp.EN CROMATOGRA_
FIA EN PAPWT., .

BAW FORESTAL

6.

T2 s v 8 | 2 3 vV 8
Rp=L65 . : Rp=38
RF=4.3 B R;:G.O
Rp=8.0

1.2,3. EXTRACTOS METANOLICOS DE CULTIVOS DE CALLOS
B. EXTRACTOS METANOLICOS DE TEJIDOS CRUDOS DE Beta vmlgaris -
V. EXTRACTOS METANOLICOS DE TEJIDOS CRUDOS DE Verbena sSp.
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FIG.13.~ ANALISIS QUIMICO DE CELULAS PIGMENTADAS DE CALLO DE Mammillaria huitzilopocht2i
Y DE EXTRACTOS DE TEJIDOS CRUDOS DE Beta wvulgaris EN HPLC.

a)478 nnm. ‘ b)538 nm.

{min) ’ {min)



VIL-CONCLUSION

Siendo el objetivo principal del presente trabajo obtener 1a metodologfa para desarrollar in vitro a
M. Hlaria huizilopachtli, Los itados obtenidos nos permiten concluir lo siguiente:

1.~ Sc estableci¢ un método para la germinacién de las scmiilas de esta especie, a través de su cultivo
en medio MS al 25% de su concentracién, adicionado con 8 g/l de agar.

2.- Se encontré que cxplantes (laterales, apicales y transversales) iendo en MS, adicionado con
los reguladores de crecimiento 2iP/AIA (10.0/1.0 mg/1) dieron los mejores resultados para obtener el
desarrollo y 1a multiplicacidn de brotes,

3.- Se ha obtenido un medio (MS con 0.01 mg/l de AIA) en el que sc fonmaron las rafces necesarias
para el blecimiento de esta especie en el invernadero y la permanencia de lotes de individuos que
han sido obtenidos a través de las téenicas de cultivo in vitro.

Lo antefior nos permite coneluir que se ha encontrado una metodologfa a través del cultivo in vitro
para la regeneracidn; la micropropagacién, asf como su adaptacién a invermmadero de Mammiliaria
huirzilopochtli y queda asentado que las mejoras futuras de la técnica pernitan su reintroduccién en
dreas restringidas as{ como su distribucidn en jardfnes bot4nicos.

Aunque se presenté como un objetivo secundario dentro de este trabajo de tesis, se han sentado las

bascs para que la mezcla de pigmentos encontrades en las células de esta especie puedan ser
analizados con m4s detalle y precisién con ayuda de téenicas especializadas en el futuro,
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VIIL.- APENDICE

a1~

Mezcla de suclo utilizada como sustrato para el trasplante de pléntulas culiivadas in vitro.

Tierra lama 1 parte
Tierra de hoja (molida 6 cernida) 1/2 parte
JArena de rio 1 1/2 parte
' Tezontle cernido 1/2 parte
Harina de hueso 1/4 parte
Tierra caliza cernida 1/4 parte
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ESTA TESIS MO DEBE
SAUR Df 1A DISLIOTECA

APENDICE 2
Medios de Cuitivo.
Medio Basal MS (1962)
Prep §én de soluci stock®
8tock 1 M8 MODIFICADO M8 NORMAL
Hacionutrienten mg/l ng/l
g/l
(NHg) 2NO3 412.5 1650.0
16.
K NOj3 475.0 1900.0
19.0
MG 804.7H20 92.5 370.0
3.7
KHpPO4 42.5 170.0
1.7
cacCLjy.2H0 110.0 440.0
4.4
8tock 2
Kicronutrientes R
Mn B804.4H20 5.575 22,3 0,223
2n B04.7H30 2.15 8.6 0.086
H3BO3 1.55 6.20 0.062
XX 0.207 0.83 0.0083
Na2MoO4.2H20 0.062 0,25 0.0025
Cu 804.5H20 . 0.006 0,025
0.0025
Co CL3.6H20 0.006 - 0.025 0.00025
8tock 3 .
Soluciébn de Pierre
Fo B04.7H20 6.25 27.8
.278
Nap EDTA i 9.32 37.3

0,373

* 10 Veces la concentracién original (g/l0 1)
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Btock 4

Vitaninas
Tiamina

0.001

Acldo Nicotinico
0.005
Piridoxina

0.005

Inositol
1.0

Glicina
0.02

Sacayxosa

Se ajusta a un pH entre 5.6 y 5.8%

g.10
0.50

0.50

100.0

2.0

30,000,0

Los componentes de cada stock son diez veces la concentracidn original y se pesan por scparado,

mezclandose uno a uno para obtener la solucién stock.

El cloruro de calcio sc elabora por separado para evitar que se precipite el inositol y 1a glicina se
preparan en soluciones individuales y en frascos por separado, de preferencia de color dmbar,
La sacarosa se pesa y sc agrega al final, antes de agregar el agar bacterioldgico (Merck) al medio

nutritivo,

Para preparar la solucién de fierro se disuelven por separado los componentes en agua destilada tibia,

se mezelan y se aforan.
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