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RESUMEN

Echinocactus grusonii (Cactaceae), especie endémica de México, se distribuye en los estados de
Querétaro e Hidalgo. Su restringida distribucién geogréfica, el amplio uso ornamental y la destruccién
de su habitat la sitian en la categoria En Peligro de Extincion de la NOM-059-SEMARNAT-2010. La
propagacion de cactaceas por cultivo de tejidos vegetales ha utilizado generalmente medios de
cultivo sélidos, sin embargo, se ha observado que la induccion y el desarrollo de brotes en medio de
cultivo liquido produce mejores resultados, dado que los nutrimentos estan con mayor disponibilidad
para el explante en ausencia del agente gelificante. Por lo anterior, en este trabajo se utiliz6 a
Echinocactus grusonii como modelo para evaluar la regeneracion de brotes in vitro en medio liquido
(puentes de papel filtro). EI material vegetal inicial fueron semillas de E. grusonii sembradas en medio
Murashige y Skoog liquido y sélido al 50% de sus componentes. El porcentaje de germinacion in vitro
después de 60 dias fue mayor en medio sélido (78%) que en liquido (57%) sin embargo, a los 40 dias
de cultivo, la longitud de las plantulas en medio liquido fue mayor (1.2 cm) que en sélido (8 mm). De
estas plantulas se obtuvieron explantes longitudinales de tallos, los cuales se sembraron en medio
Murashige y Skoog liquido y sélido adicionado con N°-2 isopentenil adenina 3 mgL™. La formacién de
brotes ocurri6 via directa por activacion de aréolas. El promedio de brotes por explante fue mayor en
medio liquido (3) que en sdlido (1.8) a los 90 dias de induccion. Los brotes obtenidos se
individualizaron y enraizaron en medio Murashige y Skoog basal sélido, observando la formacién de
raices de manera espontanea después de seis dias. El 97% de los brotes individualizados formaron
raices. Los brotes enraizados se aclimatizaron, obteniendo 95% de sobrevivencia ex vitro.

Con base en lo anterior, se propone el uso de medio liquido ya que hizo mas eficiente el sistema de
propagacion, pues promovid la elongacion de las plantulas facilitando la obtencion de explantes e

incremento la regeneracion in vitro de brotes en Echinocactus grusonii.

Clara Dolores Soto Cortes 4
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1. INTRODUCCION

La familia Cactaceae es nativa del continente Americano, en México, esta vegetacion abarca el 40%
del territorio desarrollandose principalmente en el matorral xeréfilo (Hernandez y Godinez, 1994;
Arias, 1997; Becerra, 2000; Mandujano et al., 2002; Carmona-Lara et al., 2008). Un gran ndamero de
especies pertenecientes a esta familia se encuentran en peligro de extincion, resultado de la
modificacion y destruccion de hébitats por las diversas actividades humanas (Arias, 1997). En
consecuencia, 276 especies de esta familia estan incluidas dentro de la Norma Oficial Mexicana
(NOM-059-SEMARNAT-2010) (SEMARNAT, 2010).

Diversas especies de cactaceas se propagan convencionalmente por semillas y tallos con raiz
(esquejes), sin embargo estos procesos son lentos, ademas de obtener un nimero menor de plantas,
por lo que las técnicas de cultivo de tejidos vegetales resultan una alternativa viable para la
produccion de varias especies, entre ellas las cactaceas, ofreciendo ventajas como generar un gran
namero de individuos a partir de un solo explante con crecimiento acelerado, en menor tiempo, libre
de enfermedades, en espacios relativamente reducidos y durante todo el afio (Hartmann et al., 1997,
Pérez-Molphe-Balch et al., 1999; Trejo et al., 2005; George et al., 2008). Parte del éxito de estas
técnicas depende del medio de cultivo, puesto que suministra anclaje, nutricion y la estimulacién del
desarrollo al explante. Cuando se utiliza medio sélido, sélo la superficie inferior del explante esta en
contacto con el medio, lo que significa que no hay una absorcién uniforme de los nutrimentos en toda
la superficie del explante. El crecimiento y desarrollo en un medio liquido puede resultar mejor, ya que
el explante absorbe los nutrimentos por toda su superficie; por otra parte, el crecimiento en medio
liquido también implica que cualquier exudado de la planta se diluya con mas facilidad que en un
medio con agar, donde pueden producirse acumulaciones locales (Pierik, 1990; Rojas et al., 2004;
George et al., 2008). La mayoria de los trabajos sobre propagacion de cactaceas reportan el uso de
medio sélido (Frias, 1989; Anicua y Rivas, 2000; Flores, 2004; Lizalde-Viramontes et al., 2004;
Galvan, 2005; Rodriguez, 2006; Martinez, 2007). En el presente trabajo, se empleé como modelo a

Echinocactus grusonii, especie que se encuentra en peligro de extincion en la NOM-059-SEMARNAT-
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2010 (SEMARNAT, 2010), para evaluar el porcentaje de germinacion y regeneracion in vitro de brotes
usando medio liquido con el fin de optimizar su propagacion, contribuyendo asi a su conservacion y

en un futuro cubrir parte de su demanda comercial.

2. ANTECEDENTES
2.1 Generalidades de las cactaceas

Las cactaceas son originarias del continente americano agrupando cerca de 2000 especies, su
principal centro de diversificacion es México, se estima que en el pais hay 669 especies, y que mas
del 70% de los géneros y de las especies son endémicas. Se distribuyen principalmente en las zonas
aridas y semiaridas representadas por los desiertos de Sonora y Chihuahua, las selvas bajas
caducifolias y la zona de depresion del Balsas, cubriendo casi la mitad del territorio nacional
(Hernandez et al., 2007; Jiménez, 2011).

La familia Cactaceae pertenece al orden Caryophyllales, y se divide en cuatro subfamilias
Pereskioideae, Cactoideae, Opuntioideae y Maihuenioideae (Bravo-Hollis, 1978; Anderson, 2001).
Con minimas evidencias en el registro fosil, las cactaceas son consideradas por los especialistas,
entre ellos Gibson y Nobel (1986), como un grupo natural que ha evolucionado en los Gltimos 80 a 60
millones de afios a partir de formas no suculentas, desarrollando adaptaciones tanto morfoldgicas,
fisiologicas como reproductivas que les han permitido enfrentarse a condiciones climaticas adversas
de las zonas éridas, permitiendo a su vez, la diversificacibn de especies y formas de vida,
estableciéndose en varios ecosistemas (Arias, 1997; Becerra, 2000; Nobel 2002). Entre estas
adaptaciones estan la estructura suculenta o crasa de sus tallos, la cual les permite acumular gran
cantidad de agua en sus tejidos; sus hojas se han reducido o estdn ausentes con lo cual disminuyen
la evapotranspiracion, la fotosintesis se lleva a cabo en la superficie de sus tallos; el peciolo esta
transformado en una estructura llamada podario o tubérculo y las yemas de crecimiento estan
transformadas en estructuras denominadas aréolas, que es una yema de tejido meristematico, esto
es, un conjunto de meristemos (células no diferenciadas) muy compactos en las cuales se desarrollan

flores, frutos, espinas, lana, cerdas y pelos, cuya abundancia, nimero y tamafio varian dependiendo
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de la especie. Los tallos conforman basicamente el cuerpo de la planta, engrosado por el desarrollo
del parénquima, son verdes porque en ellos se encuentra el parénquima clorofilico. Varian en forma,
tamafio y ramificacion. Los tallos aplanados en forma de raqueta, denominados cladodios, son
particulares del género Opuntia. Los tallos columnares o cilindricos se observan en érganos o pitayos,
éstos pueden ser simples y carecer de ramificacion o ser ramificados (Bravo-Hollis y Scheinvar,
1995; Scheinvar, 2004; Jiménez, 2011; Vazquez-Sanchez et al., 2012).

Desde una perspectiva fisiologica, los cactos se distinguen de la mayoria de las plantas porque al
igual que otras plantas suculentas, su fotosintesis sigue una ruta metabdlica conocida como
metabolismo acido crasulaceo o CAM (por sus siglas en inglés), en la cual los estomas permanecen
abiertos durante la noche y cerrados durante la mayor parte del dia, resultando de esta manera en
una pérdida minima de agua y fotorrespiracion reducida (Bravo-Hollis y Scheinvar, 1995; Geydan y
Melgarejo, 2005; Jiménez, 2011).

Sus flores son hermafroditas, es decir, en una misma flor estan presentes los estambres (6rganos
masculinos) y el gineceo (6érgano femenino); su forma, tamafio y color varian segun la especie. Los
frutos son muy diversos y éstos producen desde una hasta mas de mil semillas que varian en
tamanfio, forma y caracteristicas estructurales, las cuales pueden alcanzar porcentajes de germinacién
altos (superior al 70%). La germinacion comienza con la hidratacion de la semilla y culmina con la
emergencia de la radicula (Barthlott y Hunt, 2000; Ruedas et al., 2000; Jiménez, 2011).

De manera general, en muchas semillas es comdn que se presente latencia, que es definida como un
estadio en el cual la semilla no germina aun cuando las condiciones de temperatura, agua y oxigeno
son favorables para su germinacion (Raven et al., 1992; Pimienta et al., 2006). Existen dos tipos de
latencia, la primera denominada innata que se origina durante el proceso de desarrollo o maduracién
de las semillas, la cual es producida por las cubiertas duras de las semillas y por la presencia de
embriones inmaduros, este tipo de latencia puede ser superado por tratamientos quimicos, por
ejemplo, empleando acido sulfurico. La latencia relacionada con embriones inmaduros se considera

como fisiolégica debido a que las semillas no germinan por algun efecto externo. El segundo tipo es
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el forzado, que es la inhabilidad de germinar debido a restricciones como falta de agua, temperaturas
bajas o poca aireacion (Pimienta et al., 2006).

Las cactaceas cumplen un rol importante en los ecosistemas constituyendo un elemento esencial en
el paisaje, gracias al sistema radicular amplio y superficial que forma una malla que interviene en los
procesos de erosion y desertificacion de los suelos. Asi mismo las raices poseen pelos absorbentes
caducos que constituyen una fuente continua de materia organica que se incorpora al suelo; ademas,
interaccionan con diversos organismos, desarrollando estrechas relaciones con otras especies
vegetales denominadas “plantas nodrizas” que ofrecen condiciones de humedad y temperatura para
el establecimiento de nuevos cactus (Novoa et al., 2005).

Las cactaceas en México constituyen un grupo de plantas excepcionalmente diverso por su gran
variedad morfolédgica y taxondémica, sin embargo, el uso de esta familia es muy variado y se remonta
a épocas preshispanicas. Los primeros datos que se tienen acerca de su uso en nuestro territorio
provienen de Tehuacéan, Puebla, y son de hace 6 500 a 10 000 afios, siendo utilizadas principalmente
como fuente de alimento, de forraje, para obtenciéon de sustancias quimicas de interés medicinal y
farmacologico, como materia prima para la construccion de diversas herramientas e incluso han
llegado a tener un significado divino al ser utilizadas en ceremonias religiosas o algunos ritos,
creencias y costumbres de algunos grupos étnicos. Sin embargo, en la actualidad el principal uso de
esta familia es como plantas de ornato; la aficion de coleccionistas por adquirir plantas exéticas
representa una presion para las poblaciones silvestres, ademas existen otros factores como la
agricultura, la ganaderia, los asentamientos humanos, el desarrollo industrial, la construccién de
carreteras, los tendidos de lineas eléctricas y telefonicas, la extraccion de materiales para la
construccion, la construccion de presas y, sobre todo, la colecta ilegal de ejemplares para el comercio
nacional e internacional que atenta directamente contra la conservacion de las poblaciones naturales,
contra los productores establecidos que cumplen con todos los requerimientos de la ley y contra la
poblacion en general, al no pagar impuestos y crear las condiciones para el empobrecimiento

irremediable de la diversidad biologica (Bravo-Hollis y Scheinvar, 1995; Becerra, 2000; Marquez,
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2000; Benitez y Davila, 2002; Mandujano et al., 2002; Nobel, 2002; Alvarez et al., 2004; Barcenas,
2006; Chéavez et al., 2006; Chavez et al., 2007; Herndndez-Oria et al., 2007; Alanis y Velazco, 2008;

Martorell y Peters, 2009; Jiménez, 2011).

2.2 Descripcién general del género Echinocactus

Las caracteristicas morfolégicas distintivas de este género son la forma globosa a cilindrica que
presenta su tallo con numerosas costillas, su gran tamafio y un apice provisto de una densa masa
lanosa de donde surgen sus flores amarillas, ademas de frutos secos, amarillentos y escamosos,
semillas lisas de color negro y micropilo proximo al hilo (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991;
Scheinvar, 2004). La mayoria de las especies pertenecientes a este género se conocen como “cactus
barril” siendo los mas representativos de los desiertos norteamericanos, como el Chihuahuense,
Sonorense y el semidesierto Queretano (Anderson, 2001; Hernandez et al., 2007; Hernandez-Oria et
al., 2007; Carmona-Lara et al., 2008; Jiménez, 2011).

Britton y Rose (1963) reconocieron nueve especies en este género, seis de ellas endémicas de
México (E. grusonii Hildmann., E. horizonthalonius Lemaire, E. parryi Engelmann, E. platyacanthus
Link y Otto, E. polycephalus Engelmann y Bigelow, y E. texensis Hopffer), las cuales se distribuyen en
tres principales zonas aridas de México: la Queretano-Hidalguense, la Chihuahuense y la Sonorense

(Scheinvar, 2004).

2.3 Descripcion general de Echinocactus grusonii Hildmann
La forma del tallo de esta especie es globosa, alcanzan hasta 130 cm de altura y 80 cm de diametro.
Su principal caracteristica es la presencia de espinas color amarillo oro o dorado, asi como lana
amarillenta en el apice, ademas de sus flores con tépalos aguzados y puntas agudas de color café,
por estas caracteristicas es conocida como “barril dorado”, “biznaga de bola” y “asiento de suegra”

(Figura 1, Anexo 1). Florece de junio a agosto (Bravo-Hollis y Sdnchez-Mejorada, 1991; Glass, 1998;
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GoOmez, 2001; Guzman et al., 2003; Scheinvar, 2004; Sanchez et al., 2006). En la Tabla 1 se presenta

su clasificacion taxondmica.

Tabla 1. Clasificacion taxonémica de E. grusonii
(Hildmann) (Guzman et al., 2007)

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Caryophyllales
Familia Cactaceae
Subfamilia Cactoideae
Tribu Cacteae
Género Echinocactus
Especie Echinocactus grusonii Hildmann

Figura 1. Echinocactus grusonii. a) Plantas
adultas; b) Flor en antesis; ¢) Frutos; d)
Semillas y e) Saqueo ilegal de plantas
adultas.

Tomado de:
http://blogs.ua.es/cactus/2012/04/23/doodle-del-
dia-de-la-tierra-cactus-en-peligro-de-extincion/
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2.4 Distribucion geografica de Echinocactus grusonii
Es una especie endémica de México, especificamente de los estados de Querétaro e Hidalgo; en
Querétaro su distribucion se encuentra restringida al municipio de Cadereyta de Montes, en las
laderas del Cerro Prieto que miran hacia el cafion del rio Moctezuma, mientras que en Hidalgo se
distribuye en el norte de la cortina de la Presa de Zimapan (Scheinvar, 2004; Sanchez et al., 2006)
(Figura 2). El Infiernillo, en la Barranca del Moctezuma, es su distribucién original (Bravo-Hollis y
Sanchez-Mejorada, 1991), en donde ocupaba ambas laderas de la Garganta en los limites politicos
de Querétaro e Hidalgo. Antes de la construccién de la Presa Fernando Hiriart Balderrama (Presa de
Zimapan), en la década de los noventas, las poblaciones se localizaban desde el poblado La Vega
hasta 8 km aguas arriba de la Boquilla (confluencia de los rios San Juan y Tula, lugar conocido como
el Infiernillo) por el rio Tula y, desde ese punto hasta 7 km el rio Moctezuma,; el Bi6logo Rafael Ortega
Varela sefiala que el desarrollo del Proyecto Hidroeléctrico afecto el 50% del area de distribucion de
esta especie (Sanchez et al., 2006). Bravo-Hollis y Sdnchez-Mejorada (1991) mencionan que también
se distribuye en San Luis Potosi, sin embargo, Sanchez y colaboradores (2006) sefialan que no hay
registros fidedignos de que haya existido en esta entidad federativa. Se encuentra principalmente en
matorrales xeroéfilos, en cafiadas y pendientes muy marcadas, con suelo rocoso y clima semidesértico

a una altitud de 800 a 2000 msnm (Scheinvar, 2004; Sanchez et al., 2006).
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Figura 2. Mapa de distribucidn geogréfica de Echinocactus grusonii. Con puntos

se sefialan las &reas donde se distribuye (Tomado y modificado de Scheinvar,

2004).

2.5 Problemética de Echinocactus grusonii

Actualmente, las poblaciones silvestres de E. grusonii estan practicamente extintas (Bravo-Hollis y
Sanchez-Mejorada, 1991; Barcenas, 2006; Jiménez, 2011). Hernandez-Oria y colaboradores (2007)
mencionaron que la densidad poblacional de esta especie en el Semidesierto Queretano es
extremadamente baja (menos de 50 individuos). Esta situacion se debe principalmente a la
transformacion y destruccion antropogénica de su habitat (Fitz Maurice y Fitz Maurice, 2002) y
recientemente, Jiménez (2011) sefiala que aunque existen ejemplares de E. grusonii en los jardines
boténicos de diversas partes del mundo, sus poblaciones naturales casi han desaparecido debido a
gue las zonas donde eran mas abundantes han quedado cubiertas por las aguas de la presa Zimapan
construida en los noventas, quedando menos de 10 km? de area de ocupacién. Actualmente E.
grusonii es extraida de su hébitat natural en forma ilegal para utilizar su tallo globoso para la

elaboracion del tradicional dulce de acitron (Alanis y Velazco, 2008) y en Hidalgo se emplea para
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peinar la fibra de ixtle (Bravo-Marentes, 1999), y al ser una especie de gran belleza debido al color
amarillo de sus espinas es altamente codiciada como planta ornamental, por tal motivo, Barcenas
(2006) indica que el comercio internacional de E. grusonii es muy comun; siendo Estados Unidos, el
Reino Unido, Alemania, Suecia, México, Espafia, Italia y Canada los principales lideres de comercio
legal, sin embargo, también sefiala que las plantas madre posiblemente fueron colectadas
ilegalmente de sus habitats naturales, por tanto, el comercio legal no asegura que el comercio ilegal
no ocurra. Por lo anterior, Echinocactus grusonii se cultiva en colecciones particulares y en jardines
botanicos nacionales e internacionales, por ejemplo el Jardin de cactaceas de Villa Hambury en lItalia,
pero sobre todo es ubicada en la categoria Peligro de Extincién (P) por la NOM-059-SEMARNAT-
2010, y la IUCN la ubica en la categoria Peligro Critico (CR) (Fitz Maurice y Fitz Maurice, 2002;

Scheinvar, 2004; Barcenas, 2006; Sanchez et al., 2006; Chavez et al., 2007; SEMARNAT, 2010).

2.6 Conservacion de Cactéceas

La conservacion es una disciplina dedicada a la preservacion, el rescate, el mantenimiento, el estudio
y la utilizacién del patrimonio que representa la biodiversidad, y puede realizarse en dos modalidades:
in situ y ex situ. Estas dos modalidades son complementarias y permiten garantizar la conservacion
del patrimonio genético de las especies y sus poblaciones, en el mediano y largo plazo (Pezoa,
2001).

La conservacion de especies amenazadas dentro del habitat natural o in situ implica una adecuada
proteccion y gestion de sus ecosistemas, de manera que la actividad humana queda condicionada o
restringida en mayor o menor medida; el proceso de conservacion in situ se inicia con el estudio y
seguimiento en el tiempo de las poblaciones, recabando datos demogréficos, genéticos y
autoecoldgicos. Por otro lado, la conservacion ex situ, en cautiverio o en colecciones, es la aplicacion
de una amplia variedad de recursos, técnicas e infraestructuras especializadas que contribuyen a la
recuperacion y sobrevivencia de individuos o poblaciones fuera de su habitat (Iriondo, 2001; Pezoa,

2001; Lascurain et al., 2009). Los programas de conservacion ex situ complementan la conservacion
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in situ almacenando a largo plazo germoplasma representativo de las poblaciones, permitiendo un
mejor conocimiento de las caracteristicas anatomicas, fisioldgicas y bioquimicas del material
almacenado, y proporcionando propagulos para su utilizacion en programas educativos, programas
de mejora genética de especies cultivadas y en planes de reforzamiento, reintroduccion o
introduccion. Dentro de las ventajas que proporcionan estos métodos estan el control directo sobre el
material, la facil accesibilidad y la disponibilidad. Una vez realizada la recoleccion del material a
conservar, la conservacidn ex situ de especies amenazadas consta de dos elementos, el
almacenamiento o preservacion del germoplasma y el desarrollo de métodos que posibiliten su
propagacion (Iriondo, 2001).

El cultivo de tejidos vegetales (CTV) contribuye a la conservacion ex situ, debido a que representa
una alternativa para la propagacion de los recursos vegetales. Las diferentes técnicas del CTV se han
empleado para el estudio y propagacién de una gran variedad de especies de cactadceas amenazadas
y/lo en peligro de extincion (Por ejemplo, Turbinicarpus laui, Mammillaria pectinifera, Pelecyphora
aselliformis, Astrophytum ornatum, Ariocarpus kotschoubeyanus, Leuchtenbergia principis, entre
otras). Por lo tanto con el CTV es posible, junto con las acciones tomadas in situ, contribuir
significativamente a la conservacion de especies en peligro de extincion, ya sea mediante la
propagacion masiva de especies de interés comercial que satisfagan la demanda del mercado, con lo
gue se podria reducir la presion de colecta de individuos en las poblaciones naturales; y por otro lado,
combinado con estudios genéticos y ecolégicos puede ser la base para reintroducir individuos a sus

habitats originales (Lascurain et al., 2009; Lépez et al., 2009).

2.7 Cultivo de Tejidos Vegetales
La biotecnologia vegetal tiene como una de sus bases el CTV, cuyo origen se remonta a 1902 con los
intentos realizados por Haberlandt de cultivar células aisladas de plantas, quien postul6 el principio de

la totipotencia celular, la cual indica que todas las células vegetales tienen el potencial para regenerar
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una planta completa, este principio es la base tedrica sobre la que se sustentan todas las técnicas del
cultivo in vitro (Litz y Jarret, 1993; Jiménez, 1998; Trigiano y Gray, 2000; Hvoslef-Eide y Preil, 2005).
El cultivo de tejidos vegetales puede definirse como el conjunto de técnicas que permiten el
establecimiento de fragmentos de tejidos (explantes) a partir de practicamente cualquier parte de una
planta (érganos, células, protoplastos) que se cultivan bajo condiciones asépticas, ambientales
(temperatura, intensidad luminosa y fotoperiodo) y nutricionales (medios de cultivo) controladas. Con
estas técnicas es posible producir grandes cantidades de plantas en espacios relativamente
pequefios y durante todo el afio (Jiménez, 1998; Pérez-Molphe-Balch et al., 1999; Evans et al., 2003;
Rojas et al., 2004). El éxito o fracaso de estas técnicas depende de cuatro aspectos, el primero es la
etapa de desarrollo del explante a utilizar, ya que por lo general, entre mas joven y menos
diferenciado sea un tejido, mas facil serad su adaptacion y respuesta al cultivo in vitro, asi mismo, el
tipo de explante que se elija sera determinante para la obtencién de la respuesta deseada; el
segundo es el medio de cultivo, puesto que la eleccién y adecuada formulacion son uno de los
aspectos fundamentales, ya que las sustancias que los componen influyen en el éxito o fracaso del
establecimiento y respuesta de los cultivos in vitro, lo que incluye a los reguladores de crecimiento
vegetal empleados, puesto que estos influyen en la elongacion y division celular, formacion de brotes
y raices y en la germinacion de las semillas; tercero, las condiciones asépticas, para que el cultivo de
cualquier tejido vegetal prospere de la manera deseada, debe excluirse del mismo cualquier tipo de
organismos contaminantes, y el cuarto, el genotipo de la planta donadora (Roca y Mroginski, 1993;
George et al., 2008).

Las aplicaciones de estas técnicas van desde ser la base de estudios tedricos sobre genética
(Giménez et al., 2008), fisiologia (Martinez, 2007; Loaiza, 2008) y quimica vegetal, hasta la obtencién
de plantas libres de patdégenos (Vojnov et al., 2010), la propagacion masiva (Quiala et al., 2004;
Rosa-Carrillo et al., 2012), la produccién in vitro de compuestos naturales de alto valor en cultivos de
células u 6rganos vegetales, la obtencién de materiales mediante la seleccion in vitro, la conservacion

de germoplasma vegetal mediante la criopreservacion o almacenamiento de minimo crecimiento
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(Espinoza et al., 1992; Garcia-Aguila y Karen, 2007; Sanchez-Chiang y Jiménez, 2010), la seleccion
de variantes somaclonales y mutantes, la biosintesis de metabolitos secundarios a escala industrial
(Trejo-Tapia y Rodriguez-Monroy, 2007; Pérez-Alonso y Jiménez, 2011), el mejoramiento genético
mediante la inducciéon de mutaciones, asi como la seleccién in vitro y el cultivo de brotes y raices
principalmente para la obtencion de aceites esenciales y compuestos (Pierik, 1990; Villalobos y
Thorpe, 1993; Jiménez, 1998; Pérez-Molphe-Balch et al., 1999; Trigiano y Gray, 2000; Rojas et al.,

2004; Calva y Pérez, 2005; Molina et al., 2005).

2.7.1 Micropropagacion
La multiplicacién de plantas es sin duda la aplicacion més utilizada del cultivo in vitro, sus bases
fueron establecidas desde los afios 50 y 60 del siglo XX, pero la verdadera industria de la
micropropagacion se establecié en los afios 70 y 80 (Kitto, 1997). La micropropagacion se define
como la propagacién de plantas en gran cantidad utilizando las técnicas de cultivo de tejidos in vitro.
Esta es una de las aplicaciones mas utilizadas de entre todas las técnicas que componen la
biotecnologia vegetal, debido a su enorme productividad al compararsele con las técnicas
tradicionales de propagacion de plantas (Villalobos y Thorpe, 1993; Orellana, 1998a; Hartmann et al.,
1997; Pérez-Molphe-Balch et al., 1999; Iriondo, 2001). Consta de cinco etapas:
» Etapa 0. Seleccion de la planta madre. Se trata de una etapa preparativa, en la cual se
selecciona y acondiciona a la planta madre que sera utilizada como fuentes de explantes, la
cual debe cumplir con requisitos fitosanitarios para reducir la probabilidad de enfermedades y
contaminaciéon (Hartmann et al., 1997; Pérez-Molphe-Balch et al., 1999; Kane, 2000; Trigiano
y Gray, 2000; George et al., 2008).
» Etapa 1. Establecimiento de los cultivos asépticos. Consiste en la elecciéon del explante y
su desinfeccion con el fin de contrarrestar o eliminar la contaminacion generada por la
presencia de hongos, levaduras o bacterias. Para la desinfeccion se han empleado diferentes

compuestos, siendo los mas comunes el hipoclorito de sodio (NaOCI) y de calcio (CaOCl), el
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peréxido de hidrogeno (H,0,), el nitrato de plata (AgNO3) y el etanol (EtOH) en diferentes
concentraciones. La penetracion del agente desinfectante en superficies rugosas o
pubescentes del tejido vegetal se puede incrementar con la adicibn de agentes tensoactivos
como el Tween 20. La seleccion y concentracion de los desinfectantes se determina por las
caracteristicas del explante (Villalobos y Thorpe, 1993; Hartmann et al., 1997; Pérez-Molphe-
Balch et al., 1999; George et al., 2008).

» Etapa 2. Multiplicacion. Es en esta etapa donde se realiza la micropropagacion,
obteniéndose un gran nimero de brotes a partir de cantidades minimas de tejido. Para esto,
los explantes se colocan en un medio de cultivo que contenga los nutrimentos necesarios para
la regeneracion de brotes. Existen tres vias para la multiplicacion in vitro: la organogénesis, la
embriogénesis somatica y la multiplicacion por yemas axilares preexistentes.

La organogénesis se refiere a la formacién de un primordio unipolar a partir de una yema con
el subsecuente desarrollo de éste en un brote vegetativo, existiendo siempre una conexion
vascular entre los nuevos brotes y el tejido parental. Los brotes pueden formarse directamente
del explante (organogénesis directa) o indirectamente a partir de callo, que es una masa
indiferenciada de células (Orellana, 1998b; Rojas et al., 2004). La embriogénesis somatica es
posible gracias a que las células o tejidos de la planta tienen la capacidad de desarrollarse en
un embrién a través de la manipulacién de las condiciones del cultivo y la aplicacién de
reguladores de crecimiento, esto es, el desarrollo de una planta a partir de células somaticas o
haploides en ausencia de fertilizacion. Cuando los embriones se originan directamente del
explante en ausencia de una etapa de callo se dice que la embriogénesis es directa, y cuando
hay etapa de callo para el desarrollo del embribn entonces la embriogénesis es indirecta
(Zimmerman, 1993; Gémez, 1998; Pérez-Molphe-Balch et al., 1999; Rojas et al., 2004). Entre
los factores que influyen en la organogénesis y embriogénesis estan aquellos relacionados
con el explante (su edad fisiolégica, su tamafio y el estado de diferenciacién), la composicion

guimica del medio de cultivo y los reguladores de crecimiento (usualmente se induce la
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respuesta cuando se emplean medios adicionados con auxinas 0 una proporcion alta de
auxina-citocinina) (George y Sherrington, 1984; Roca y Mroginski, 1993). La multiplicacidn
por yemas axilares preexistentes parte de meristemos para la obtencién de una o varias
plantas completas, ademéas no implica fendbmenos de desdiferenciacion y rediferenciacion
celular como los que ocurren en la organogénesis y embriogénesis. En la tabla 2 se muestran
ejemplos de especies que han sido regeneradas por las diferentes vias de multiplicacion in
vitro. Se puede observar que en las cactaceas, la formacion de brotes se da principalmente

por organogénesis directa.

Tabla 2. Algunos ejemplos de cactaceas y otras especies regeneradas por las diferentes vias de multiplicacion

in vitro.

Especie Via de multiplicacién in vitro Referencia
Ariocarpus retusus Embriogénesis soméatica Stuppy y Nagl, 1992
Ariocarpus retusus Embriogénesis soméatica Olguin, 1994
Ariocarpus kotschobeyanus Embriogénesis somatica Moebius-Goldammer et al., 2003
Echinocactus grusonii Organogénesis directa Rodriguez, 2006
Astrophytum ornatum Organogénesis directa Mendoza, 2007
Mammillaria coahuilensis Organogénesis directa Flores, 2007
Laelia anceps ssp. dawsonii Embriogénesis soméatica Lee-Espinosa et al., 2009
Echinocereus reichenbachii Organogénesis directa Gutiérrez, 2009
Aporocactus flagelliformis Organogénesis directa Lara, 2010
Lophophora williamsii Organogénesis directa Pérez, 2010
Turbinicarpus knuthianus Organogénesis directa Villavicencio et al., 2011
Coffea canaphora Embriogénesis somatica Fuentes, 2013

» Etapa 3. Elongacién y enraizamiento. En esta etapa lo que se pretende es que los brotes
formen su sistema radical y al mismo tiempo estimular su elongacién para facilitar su
manipulaciéon y hacer mas probable su adaptaciéon a las condiciones ambientales externas.
Para favorecer la elongacibn se emplean medios nutritivos suplementados con bajas
concentraciones de citocininas o libre de reguladores de crecimiento, mientras que para
promover el enraizamiento de los brotes se emplean auxinas como el ANA y el AIB (Villalobos
y Thorpe, 1993). El enraizamiento en cactaceas, puede llevarse a cabo en ausencia de
auxinas empleando medio MS completo o al 50% de sus componentes (Quiala et al., 2004).

> Etapa 4. Aclimatizacion. Las plantas enraizadas in vitro presentan caracteristicas que
dificultan su adaptacién al medio externo una vez concluido el periodo de cultivo in vitro. Entre

éstas se encuentran la alta humedad relativa dentro de los recipientes que provoca que las
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plantas regeneradas in vitro carezcan de algunos de los sistemas normales que evitan la
pérdida de agua (cuticula poco desarrollada y el mecanismo de cierre de los estomas esta
atrofiado) (George y Sherrington, 1984). Debido a esto, es necesario adaptarlas de forma
paulatina al medio externo. Como son cultivos libres de patégenos, las plantas no han
activado sus mecanismos de resistencia naturales, por lo que es necesario trabajar en las
condiciones mas limpias posibles (Pérez-Molphe-Balch et al., 1999). Alun cuando el proceso
de aclimatizacion se realiza cuidadosamente, generalmente se obtienen bajas tasas de
supervivencia, en cactdceas como Echinocereus dubius, Mammillaria craigii, Mammillaria
sphacelata, se han reportado bajos porcentajes de supervivencia ex vitro (50, 55 y 55%
respectivamente) (Pérez-Molphe-Balch et al., 1998), esto se debe principalmente a un modo
heterotréfico de nutricion y el poco control en la pérdida de agua con el que cuentan la plantas
(Trigiano y Gray, 2000). Esta es una de las fases mas dificiles durante la micropropagacion de
cactaceas ya que se requiere de un adecuado manejo de las condiciones de riego e
iluminacion, cuando el riego es excesivo, los cactos son afectados por pudriciones (Quiala et
al., 2004).

Esta metodologia ha mostrado importantes ventajas y desventajas, algunas de ellas se mencionan en

la Tabla 3 (Villalobos y Thorpe, 1993; Collin y Edwards, 1998; Iriondo, 2001; Evans et al., 2003;

Razdan, 2003; Rojas et al., 2004; George et al., 2008).

Tabla 3. Ventajas y desventajas de la micropropagacion

Ventajas Desventajas
» Incremento acelerado del nimero de plantas por » Requiere de técnicas avanzadas e instalaciones y
cada explante. equipos especializados.
» Reduccién del tiempo de multiplicacion. » Se requiere desarrollar métodos especificos para
» Produccion permanente del material, es decir, no obtener resultados 6ptimos con cada especie.
hay estacionalidad. » Las plantulas inicialmente son muy pequefias.
» Posibilidad de multiplicar grandes cantidades de »  Variacién somaclonal.
plantas en una superficie reducida. » Para que sea factible su aplicacion se requiere que
» Mayor control sobre la sanidad del material la propagacion del genotipo de interés sea rapida,
propagado. eficiente y menos costosa que la propagacion
» Posibilidades de multiplicar con rapidez una convencional o comercial que se tenga registrada,
especie de la cual se posea pocos individuos. destacando sus diferencias en cuanto a su

volumen de produccién, calidad y uniformidad.
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2.7.2 Reguladores de crecimiento

Las fitohormonas (de origen enddgeno) son compuestos organicos sintetizados por la propia planta y
se trasladan a otro sitio donde ejercen su acciéon fisiolégica en muy bajas concentraciones,
estimulando, inhibiendo o modificando procesos fisiolégicos en las planta. Estas sustancias, se han
extraido o producido sintéticamente para su aplicacion exégena en el medio de cultivo con el fin de
controlar las respuestas morfogenéticas de los tejidos en las técnicas de cultivo in vitro, estas son
llamadas reguladores de crecimiento vegetal (Barba, 1991; Roca y Mroginski, 1993; George et al.,
2008). En la actualidad, las auxinas, las citocininas, las giberelinas, el etileno, el 4cido abscisico, el
triacontanol, los brasinoesteroides, las turgorinas y las poliamidas, son considerados dentro del grupo
de hormonas y reguladores de crecimiento. En cultivos in vitro generalmente son utilizadas las
auxinas, las citocininas y las giberelinas. La adicion de estos reguladores al medio en diferentes
concentraciones, pueden estimular o detener el crecimiento y/o la diferenciacion de algunos érganos
en la planta, por tal motivo, la utilizacién de éstos en diferentes concentraciones y la mezcla de varios,
hace posible manipular algunos procesos morfogenéticos de la planta (Calva y Pérez, 2005; Rojas et
al., 2004). A continuacion se describen los principales reguladores de crecimiento utilizados para la
regeneracion de plantas en el CTV.

» Auxinas. Constituyen un grupo de compuestos derivados comunmente del triptéfano,
implicados en eventos relacionados con el crecimiento y la diferenciacion celular, tales como
la acidificacion de la pared celular, el inicio de la division, la formacion de tejidos no
diferenciados (callo), la diferenciacién del tejido vascular, y la formacién de 6rganos (raices).
Ademas, la adicién de la auxina en el medio de cultivo, generalmente mitiga el efecto de la
citocinina sobre la elongacion de los brotes, pero en conjunto, incrementan el nimero de
brotes y su longitud apropiada para su posterior enraizamiento; las auxinas mas utilizadas son
el acido indolacético (AlA), el acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), el &cido indol butirico
(AIB), el acido naftalenacético (ANA), Dicamba y Picloram (Krikorian, 1993; Collin y Edwards,

1998; Trigiano y Gray, 2000; Rojas et al., 2004; Calva y Pérez, 2005; George et al., 2008).
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» Citocininas. Generalmente son derivadas de adenina y son sintetizadas en tejidos jovenes y
raices. Su principal funcién es la estimulacién de la division celular, romper la dominancia
apical y estimular la brotacién de las yemas laterales. Aunque los brotes en crecimiento son
capaces de sintetizar pequefias cantidades de citocininas, es conocido que éstas son
insuficientes para soportar el desarrollo y crecimiento in vitro, por tal razon mas del 85% de los
medios de cultivo empleados en la micropropagacion incluyen como suplemento alguna
citocinina. Las citocininas mas comunes son la zeatina (Z), la isopentil adenina (2iP), el
ribdsido de zeatina, la bencilaminopurina o benciladenina (BAP o BA) y la kinetina (K)
(Krikorian, 1993; Hartmann et al., 1997; Pérez-Molphe-Balch et al., 1999; Quiala et al., 2004;

Calva y Pérez, 2005; George et al., 2008).

2.7.3 Problemas frecuentes en el cultivo in vitro
Aln cuando el cultivo de tejidos vegetales representa una gran ventaja, en diversas ocasiones se
presentan problemas en los cultivos, tanto en medios liquidos como sélidos, ocasionando que no se
obtengan resultados mucho mas prometedores. Entre los problemas mas comunes que se pueden
presentar estan la contaminacion de los cultivos (medio y/o explantes), la hiperhidratacion y la
oxidacion de los tejidos in vitro.

» Contaminacién: La presencia y desarrollo de microorganismos en los cultivos in vitro se
genera por una mala esterilizacion del medio de cultivo que ademas conforma un ambiente
propicio para su desarrollo, y el no realizar adecuadamente la técnica de desinfeccion del
material vegetal o la inoculacién (Debergh y Zimmerman, 1991).

» Hiperhidratacion: El exceso de nutrimentos o de carbohidratos, los altos niveles de
reguladores de crecimiento, la baja intensidad luminosa y, sobre todo, la elevada humedad
relativa y la alta disponibilidad de agua en el medio, provocan desordenes anatémicos,
morfoldgicos y fisiolégicos en los tejidos cultivados in vitro. Los brotes hiperhidratados

presentan una apariencia turgente, con una epidermis acuosa, en algunos casos pierden la
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coloracién y tienden a desorganizarse. Anatdmicamente se trata de una hipertrofia de las
células del parénquima y de los espacios intercelulares. Se incrementa el espacio intercelular
y el volumen de aire contenido en los espacios, ademas de que los vasos y traqueidas estan
probablemente no lignificados, lo anterior causa que los tejidos tomen un aspecto vitreo
presentando deformaciones (Hartmann et al., 1997; Kevers et al., 2004). Este fenébmeno
ocurre en mayor proporcion en medio liquido y con menor frecuencia en medio sélido, altas
concentraciones del agente gelificante evita en gran medida este problema, de igual manera
ha resultado util disminuir la concentracion de citocininas o agregando agentes antivitrificantes
(Hartmann et al., 2002).

» Oxidacion: La oxidacién u oscurecimiento de tejidos cultivados in vitro, puede definirse como
la oxidacién por radicales libres de diferentes componentes celulares, asi como, la oxidacion
de compuestos fendlicos catalizada por la enzima polifenol oxidasa (PPO) para producir
guinonas que son compuestos fitotoxicos y pueden llevar a la muerte del explante (Amiot et
al., 1996 y Bray et al., 2000 citados por Azofeifa, 2009). La presencia de estos compuestos
esta condicionada a una serie de factores como pueden ser la edad fisiolégica del explante
(tejidos jovenes contienen menores cantidades de compuestos fendlicos), el tamafio del area
dafiada por el corte y por el contenido natural de los mismos; cuando se presenta este
fendmeno el explante se caracteriza por presentar una coloracion negra o marrén (Collin y
Edwards, 1998; Pérez-Molphe-Balch et al., 1999; Razdan, 2003; Kevers et al., 2004; Hazarika,

2006; George et al., 2008).

2.7.4 Medio de cultivo sdlido
A lo largo de las diferentes etapas de la micropropagacion es necesario el empleo de medios de
cultivo, que son el conjunto de elementos fisicoquimicos que integran la sustancia nutritiva de diversa
consistencia (sélida o liquida) que suministra anclaje, nutricion y la estimulacién del desarrollo al

explante (Rojas et al., 2004). Es importante encontrar condiciones de cultivo no sélo para que las

Clara Dolores Soto Cortes 22



Evaluacidn de la regeneracion in vitro de brotes de Echinocactus grusonii (Cactaceae) utilizando medio liquido

células crezcan sino también para que la mayor parte de ellas expresen su capacidad de
rediferenciacion y biosintesis para una o varias sustancias de interés (Calva y Pérez, 2005). El
desarrollo de estos medios se dio a finales de los afios 50, los primeros medios utilizados fueron
semisintéticos, frecuentemente contenian extractos o complejos organicos como agua de coco,
hidrolizado de caseina y extracto de levadura (Orellana, 1998a; Calva y Pérez, 2005). En la
actualidad se han desarrollado una gran cantidad de medios de cultivo de composicion conocida que
cumplen con los requerimientos necesarios para sostener el crecimiento de los tejidos vegetales
cultivados in vitro; dentro de los mas utilizados estan el medio MS (Murashige y Skoog, 1962), el LS
(Linsmaier y Skoog, 1965) y el medio B5 (Gamborg et al., 1968). De manera general todos los medios
estan compuestos por: a) sales minerales que se encargan de dar el soporte nutritivo de las plantulas,
estas sales contienen macronutrimentos (N, P, K, Ca, Mg y S) y micronutrimentos (Fe, Mn, Cu, Mo,
Zn 'y Co) que son requeridos por cualquier planta para su desarrollo normal; b) una fuente de energia
como sacarosa, que es la mas empleada, sin embargo también se puede utilizar glucosa, fructosa,
lactosa, maltosa, galactosa, almidén y melaza; éstas remplazan el carbono que la planta fija
normalmente de la atmésfera por medio de la fotosintesis; c) vitaminas que son necesarias para la
realizacion de una serie de reacciones cataliticas en los sistemas enzimaticos; las que mas se
incluyen en la preparacién de medios son la tiamina, el &cido nicotinico y la piridoxina; d) aminoacidos
gue se utilizan como fuente de nitrégeno; la glicina, caseina hidrolizada, la glutamina, la asparagina y
la adenina son las mas empleadas, y e) elementos organicos como los reguladores de crecimiento y
materiales de soporte; sin embargo, la composicién del medio depende de la especie vegetal que se
cultivard y de la etapa del proceso de micropropagacion (Pérez-Molphe-Balch et al., 1999; Razdan,
2003; Rojas et al., 2004; Calva y Pérez, 2005; Mufioz de Malajovich, 2006; Mroginski et al., 2010).

Dentro de los materiales de soporte para medios soélidos el mas utilizado es el agar, cuyo componente
es la agarosa, un polisacarido extraido de las algas marinas pertenecientes a la familia de las
Rodophyceae (Razdan, 2003; Rojas et al., 2004). Sin embargo, es importante sefialar que el agar

comercial contiene muchas impurezas que pueden alterar las caracteristicas quimicas y fisicas del
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medio de cultivo, afectando asi directamente los tejidos cultivados (Szabados et al., 1993). Ademas,
el agar es capaz de retener el agua (cuanto mayor es la concentracion de agar, mayor es la fuerza
con la que el agua es retenida) y adsorber compuestos. Si la concentracion de agar se incrementa,
resulta dificil para los explantes la absorcion de los nutrimentos. Otros materiales son el Phytagel® y
el Gelrite® que se componen de &cido glucorénico, ramnosa y glucosa (Pierik, 1990; Razdan, 2003).

Otro inconveniente de utilizar medios sélidos tiene que ver con el proceso de preparacion,
dosificacién, manipulacion y el aumento de los costos por unidad que puede oscilar entre 70% y 90%
del costo del medio de cultivo. Es por eso que en muchos casos se ha recurrido al empleo de medios
en estado liquido (Orellana, 1998b). En la Tabla 4 se muestra el costo total para la preparacion de 1

litro de medio de cultivo sdlido y liquido (sin la presencia del agente gelificante).

Tabla 4. Componentes del medio MS, y su respectivo costo (todos los costos fueron consultados en la Distribuidora
Sigma-Aldrich, 2013)

Cantidad Cantidad Costo del producto Costo por gramo Costo para 1L MS
(mg LY (9) (MXP) y cantidad (g) (MXP) (MXP)

COMPUESTOS INORGANICOS

°

< Macroelementos

NH,NO; 1650 1.650 $754.00 (500g) $1.508 $2.48
KNO3 1900 1.900 $454.00 (59) $90.8 $172.52
MgSO, e 7H,O 370 0.370 $1159.00 (2509) $4.636 $1.71
KH,PO, 170 0.170 $418.00 (100g) $4.18 $0.71
CaClye2H,0 440 0.440 $551.00 (259) $22.04 $9.69
< Microelementos
Kl 0.83 0.00083 $4460.00 (1000g) $4.46 $0.003
H3BO3 6.2 0.0062 $667.00 (5009) $1.334 $0.008
MnSO,e4H,0 22.3 0.0223 $431.00 (100g) $4.31 $0.096
ZnS0O4e7H,0 8.6 0.0086 $510.00 (100g) $5.1 $0.043
Na,MoO4e2H,0 0.25 0.00025 $1118.00 (100g) $11.18 $0.002
CuSo4e5H,0 0.025 0.000025 $1050.00 (5009) $2.1 $0.0000525
CoCl,e6H,0 0.025 0.000025 $444.00 (259) $17.76 $0.000444
< Solucion de Fe-EDTA
Na,EDTAe2H,0O 37.3 0.0373 $384.00 (100g) $3.84 $0.143
FeS0,e7H,0 27.8 0.0278 $862.00 (5009) $1.724 $0.047

COMPUESTOS ORGANICOS

< Vitaminas

Acido nicotinico (B3) 05 0.0005 $957.00 (5009) $1.914 $0.000957
Piridoxina-HCI (B6) 0.5 0.0005 $562.00 (259) $22.48 $0.011
Tiamina-HCI (B1) 0.1 0.0001 $248.00 (59) $49.6 $0.004

< Inositol
myo-Inositol 100 0.1 $699.00 (509g) $13.98 $1.398

% Glicina 2 0.002 $527.00 (509) $10.54 $0.021

< Agar bacteriolégico 8 $2959.00 (2509) $11.836 $94.68

< Sacarosa 30 $552.00 (2509) $2.20 $33.00
Total con agar $19,766.00 $316.60
Total sin agar $16,807.00 $221.91

Clara Dolores Soto Cortes 24




Evaluacidn de la regeneracion in vitro de brotes de Echinocactus grusonii (Cactaceae) utilizando medio liquido

2.7.5 Cultivo in vitro de cactaceas empleando medio sélido

Las técnicas de cultivo de tejidos han sido aplicadas satisfactoriamente en la propagacion de
diferentes especies amenazadas de la familia Cactaceae, debido a las altas tasas de multiplicacion
gue se obtienen y al reducido material vegetal de partida requerido; en la Tabla 5 se muestran
algunos trabajos realizados sobre propagacién in vitro en estas especies, en los cuales el medio
utilizado fue el MS sdlido, las especies que mas se han propagado son las del género Mammillaria y,
los reguladores de crecimiento mas empleados son las citocininas BA, K y 2iP, que promueven la
formacion de brotes.

Tabla 5. Estudios realizados sobre la propagacion in vitro en diferentes especies de la familia Cactaceae donde se

reporta el uso de medio Murashige y Skoog, 1962 (MS) sélido.
ESPECIE EXPLANTE RCV PROMEDIO REFERENCIA

(mgL™) BROTE/EXPLANTE

Ariocarpus retusus Centrales, BA (2) BA: 48, 2iP: 25 Olguin, 1994
laterales, 2iP (1)
tubérculos y raices

Mammillaria elongata C.T. de Brote floral BA/ANA (5, 0.1/0.2, 0.1) 10.3 Papafotiou et al., 2001
Astrophytum myriostigma Longitudinal K(2) 14 Santos et al., 2001
Mammillaria conspicua Longitudinal 2iP (2) N.E. Fuentes y Martinez, 2001
Cephalocereus senilis Aréolas BA/ANA (3/0.3) N.E. Chorefio-Tapia et al., 2002
Mammillaria pectinifera Longitudinal TDZ/ANA (2.27/0.5) 35 Giusti et al., 2002
Pilosocereus sp. Longitudinal 6-BA (1) 2.28 Montalvo et al., 2004
Turbinicarpus valdezianus Apical, lateral y BA (0.5) 7.8 Davila-Figueroa et al.,

transversal 2005
Neobuxbamia tetetzo Yemas axilares 2iP (15) 15 Galvan, 2005
Ferocactus glaucescens Longitudinal BA (2, 5) 5 Santos, 2005
Thelocactus rinconensis Apical y lateral A: 2iP/ANA (1/0.1) A:4;L:6 Diaz, 2007

L: BA/ANA (1/0.1)

Mammillaria coahuilensis Apical y lateral BA (1) A:7.5;L:21.25 Flores, 2007
Astrophytum ornatum Longitudinal K, BA (2) K: 5.95, BA: 2.93 Mendoza, 2007
Browningia candelaris Transversal BA (0.5) 8.4 Sanchez-Moran y Pérez-

Molphe-Balch, 2007

Thelocactus bicolor Longitudinal ANA (0.5) 2.87 Zamora, 2007
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Continuacién: Especie Explante RCV Promedio Br/Ex Referencia

Peniocereus greggii Transversal BA/AIB (4/0.2) 3.4 Cortés et al., 2008

Echinocereus Lateral BA (0.5) 6 Gutiérrez, 2009

reichenbachii

Aporocactus flagelliformis C.T. de tallo joven BA/ANA (1/0.1) 10.6 Lara, 2010

Mammillaria coahuilensis Apical 2iP (2) 0.9 Manzo, 2010

Echinocactus Apical 2iP/ANA (3/0.2) 1.6 Manzo, 2010

platyacanthus

Coryphanta retusa Apical y lateral BA (2) 9 Ruvalcaba-Ruiz et al.,

2010

Lophophora williamsii Apical y transversal BA (1.5) 4.8 Pérez, 2010

Turbinicarpus knuthianus Segmentos K/AIB (10/1) 10 Villavicencio et al., 2011
apicales

Abreviaturas: K: Kinetina; ANA: Acido naftalenacético; BA: Benciladenina; A: Apical; L: Lateral; C.T.: Corte transversal; N.E.: No
especificado; 2iP: N°-2, isopentenil adenina; AIB: Acido indol butirico. TDZ: Tidiazuron; RCV: Reguladores de crecimiento vegetal;
Br/Ex: brote/explante

2.7.6 Medio de cultivo liquido

Los medios de cultivo liquidos también estan compuestos por sales minerales, una fuente de energia,
vitaminas, aminoacidos, reguladores de crecimiento y puede haber o no material de soporte, los
cuales pueden ser lana de vidrio mineral, algodén, espuma de plastico y puentes de papel filtro, este
ultimo sistema fue desarrollado por Heller en 1953 (Pierik, 1990; Szabados et al.,, 1993; Razdan,
2003; Rojas et al., 2004). Cuando resulta posible el cultivo en medio liquido sin material de soporte,
se debe considerar una buena aireacion la cual es posible cultivando al explante parcialmente
sumergido en el medio de cultivo (Pierik, 1990). El empleo de medio liquido sin soporte se utiliza para
el cultivo de protoplastos, produccion de metabolitos secundarios y la propagacion de embriones
somaticos (George et al., 2008).

Las principales ventajas de emplear medio liquido son que el crecimiento y desarrollo resulta mejor,
ya que el explante puede absorber de manera rapida, constante y uniforme los nutrimentos y agua
por toda su superficie, mientras que en medio sélido es més lenta por la presencia de agentes

gelificantes, lo que dificulta el intercambio de agua y nutrimentos, asi como el incremento en el
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namero de plantas que se obtienen, ya que se ha observado una disminucion en el tiempo entre
subcultivos lo cual permite producir una mayor cantidad de brotes por unidad de tiempo y disminucion
en los plazos de propagacion. Ademas, el crecimiento en medio liquido también implica que cualquier
exudado de la planta se diluya con més facilidad que en el agar, donde pueden producirse
acumulaciones locales (Pierik, 1990; Orellana, 1998b; Rojas et al., 2004; Celestino et al., 2005;
George et al.,, 2008). Otras ventajas son mayor facilidad en la preparacién, esterilizacion y
manipulacion; disminucion en los costos del medio de cultivo, facilidad de automatizacion (Orellana,
1998b), medir con facilidad y en forma continua variaciones en el pH, conductividad, iones, al tiempo
gue se puede reemplazar por medio fresco con facilidad (Celestino et al., 2005). Sin embargo, el
desarrollo de los tejidos se puede ver afectado por la falta de oxigeno y por el fenébmeno de
hiperhidratacién, problemas que se pueden controlar con el uso de soportes (Celestino et al., 2005;

George et al., 2008).

2.7.7 Estudios realizados in vitro empleando medio liquido
Entre los primeros estudios in vitro con medio liquido cabe mencionar el de Haberlandt en 1902,
quien utiliz6 medio liquido Knop adicionado con 1 a 5% de sacarosa para el cultivo de células de
Lamium purpureum, las células sobrevivieron por un mes, sin embargo, no se observo division celular
(Hvoslef-Eide y Preil, 2005). En la Tabla 6 se muestran algunos trabajos de propagacion in vitro en
diferentes familias empleando medio liquido. Su uso para la propagacién de cactaceas ha sido
reportado escasamente, siendo utilizado principalmente para la germinacion de semillas, o bien, para

la elongacion de las plantulas germinadas in vitro que se utilizan como fuente de explantes.
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Tabla 6. Algunos trabajos de propagacion in vitro en diferentes especies utilizando medio Murashige y Skoog, 1962,
(MS) liguido.

ESPECIE EXPLANTE RCV RESPUESTA REFERENCIA
(mgL™)
BA/K (0.2/0.1)* N.E. Chavarria et al., 1999

Saccharum officinarum Apices

(Poaceae)

Matricaria recutita Callo Sin hormonas* Flavonoides Fernandez et al., 2002
(Asteraceae)

Musa spp. Meristemos BA (5) Br: 60 Colmenares y Giménez,
(Musaceae) 2003

Anthurium andraeanum Br Sin hormonas Br: 25.5 Del Rivero et al., 2004
(Araceae)

Pelecyphora strobiliformis Longitudinales ANA (0.5) Br: 24.75 Flores, 2004
(Cactaceae)

Xanthosoma sagittifolium Br BA/AIA (3/1.5) Br: 1.91 (prom)  Saucedo et al., 2008
Aloe vera Transversal y longitudinal MS (50%),BA (1)* Br: 3.75 prom Albany et al., 2006
(Liliaceae)

Heliconia standley Apices BA/AIA Br: 3.5 Sosa-Rodriguez et al.,
(Heliconiaceae) 2009

Abreviaturas: RCV: Reguladores de crecimiento vegetal; K: kinetina; AIA: Acido indolacético; BA:Benciladenina; Br:
Brotes; N.E.: No Especificado; prom: promedio

*En agitacion constante.

Frias (1989) reporto6 el uso de medio liquido en cactaceas. Utiliz6 medio liquido de De Fossard con un
soporte de algodoén para la germinacion de semillas de Echinocactus grusonii. Después de 14 a 16
semanas de cultivo, obtuvo plantulas de 1 a 1.3 cm de longitud para la obtencién de explantes
longitudinales, sin embargo, no reporta el porcentaje de germinacion.

Pelecyphora strobiliformis fue propagada empleando medio MS liquido con puentes de papel filtro
para la germinacion de semillas, reportando el 89.23%, las plantulas obtenidas se seccionaron
longitudinalmente para la obtencién de explantes, los cuales fueron cultivados en medio MS liquido al
50% de sus componentes (con puentes de papel filtro) adicionado con ANA 0.5 mgL™ obteniendo un
promedio de 24.75 brotes por explante, sin embargo, no se reportaron resultados acerca de la fase de
aclimatizacién ni del establecimiento de plantas ex vitro (Flores, 2004).

Cephalocereus senilis fue propagada a partir de explantes longitudinales provenientes de plantulas

germinadas in vitro, obteniéndose en promedio 7 y 11 brotes por explante aplicando BA 1y 2 mgL™
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respectivamente, dichos brotes individualizados y enraizados fueron transferidos a medio MS sélido y
liquido (con puentes de papel filtro) para promover su elongacion. Los brotes en medio liquido
mostraron en promedio una longitud mayor (24.9 mm) en comparacion con los del medio sélido (19.2
mm). En cuanto a su sobrevivencia ex vitro, solo el 40% sobrevivieron de las provenientes del medio
solido, y el 70% de las procedentes del medio liquido (Tapia, 2006).

Thelocactus rinconensis se propag6é a partir de explantes apicales provenientes de plantulas
germinadas in vitro; para facilitar la obtencién y siembra de los explantes, las plantulas fueron
colocadas en medio MS sélido y liquido con 1 gL™ de carbén activado en puentes de papel filtro para
promover su elongacion; las plantulas procedentes de medio liquido alcanzaron una longitud de 1.29
cm al mes de haber sido transferidas, mientras que las de medio sélido 0.5 cm a los dos meses. Para
la formacion de brotes el mejor tratamiento fue 2iP/ANA (1/0.1 mgL™) con un promedio de 4 brotes
por explante; el 92% de los brotes sobrevivieron en condiciones ex vitro (Diaz, 2007).

Lépez (2009) realizé el estudio histol6gico y micromorfoldgico de los brotes regenerados in vitro en
Mammillaria coahuilensis, la propagacion se logr6 a partir de explantes apicales y laterales
provenientes de plantulas germinadas in vitro; las cuales fueron colocadas previamente en medio MS
liquido con el fin de promover su elongacion; después de un mes, las plantulas que se encontraban
en medio liquido alcanzaron en promedio una longitud de 8 mm, en contraste con aquellas que se
encontraban en medio sélido alcanzaron 4 mm de longitud; todas las plantulas se utilizaron para la
obtencion de explantes, posteriormente se cultivaron en medio MS 50% adicionado con BA 5 mgL™

para la induccién de brotes.

2.8 Cultivo in vitro de Echinocactus grusonii
E. grusonii ha sido propagada por cultivo de tejidos vegetales a partir de explantes obtenidos de
plantulas germinadas in vitro. Uno de los primeros antecedentes que se tienen de la
micropropagacion de esta especie fue reportado por Frias (1989), quien establecié el disefio

experimental para la multiplicacién de brotes in vitro por organogénesis directa, obteniendo cuatro

Clara Dolores Soto Cortes 29



Evaluacidn de la regeneracion in vitro de brotes de Echinocactus grusonii (Cactaceae) utilizando medio liquido

brotes por explante longitudinal con la aplicacién de la combinacién de kinetina (K) 4 mgL™ y &cido
indol acético (AIA) 0.8 mgL™, no se reportan resultados acerca de la fase de aclimatizacion ni del
establecimiento de plantas ex vitro.

Anicua y Rivas (2000) reportaron algunas condiciones para la propagacion in vitro de E. grusonii a
partir del aislamiento de aréolas de plantas adultas. Evaluaron el efecto independiente de
concentraciones graduales de dos citocininas, K (0.5, 1, 5y 10 mgL™) y BA (0.5, 1, 5y 10 mgL™) en la
activacion de aréolas cultivadas en medio MS. La respuesta obtenida fue la formacion de callo en
todos los tratamientos, desarrollandose mas rapido con K 5 mgL™?, 10 mgL™* y BA Img L™.

En 2004, Lizalde-Viramontes y colaboradores obtuvieron, a partir de explantes laterales que
provenian de plantulas germinadas ex vitro, hasta cuatro brotes por explante aplicando BA 2 mgL™,
luego los brotes enraizados in vitro en medio MS con 0.5 mgL™ de &cido indol butirico (AIB) fueron
transferidos a condiciones ex vitro, después de dos a tres semanas de aclimatizaciéon en una camara
de incubacion. De cada 20 brotes que se trasladaron a invernadero sobrevivieron el 80 % después de
cuatro semanas de la transferencia.

E. grusonii también fue propagada por Rodriguez (2006) utilizando medio MS, y explorando la
respuesta de los explantes con tres citocininas: BA, 2iP y K en concentraciones de 1, 2 y 3 mgL™
respectivamente. Los mejores resultados fueron obtenidos con 2iP 3 mgL™ logrando regenerar 280
brotes y un promedio de 3.11 brotes por explante longitudinal. Los brotes presentaron un aspecto
bien definido y fueron enraizados en medio MS basal, el desarrollo espontaneo de raices se presentd
después de 15 dias, posteriormente los brotes enraizados se aclimatizaron ex vitro, obteniendo un
elevado porcentaje (90%) de sobrevivencia.

El efecto de BA y AIA, la edad y el tipo de explantes en la regeneracién in vitro de E. grusonii fue
evaluada por Chablé et al. (2007), los mejores resultados se lograron con el empleo de explantes
longitudinales de seis meses de edad, los cuales fueron cultivados en medio MS adicionado con BA 2
mgL™ y AIA 0.5 mgL™, sin embargo, no reportan el nimero de brotes regenerados por explante ni el

porcentaje de sobrevivencia ex vitro.
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En la Tabla 7 se muestran algunos trabajos de la propagacion in vitro de Echinocactus grusonii.

Tabla 7. Estudios sobre la propagacion in vitro de E. grusonii utilizando medio Murashige y Skoog, 1962 (MS) sélido

Longitudinales K/AIA (4/0.8) 4br/ex N. E. Frias, 1989
Aréolas K/BA (5,10/1) Callo N. E. Anicua y Rivas, 2000
Laterales BA (2) 4 brlex 80 Lizalde-Viramontes, 2004
Longitudinales 2iP (3) 3.11 br/ex 920 Rodriguez, 2006
Longitudinales BA/AIA (2/0.5) N.E N. E. Chablé et al., 2007

K: kinetina; RCV: Reguladores de crecimiento vegetal; AlA: Acido indolacético; BA: Benciladenina, 2iP: N°-2, isopentenil
adenina; br/ex: brotes/explante; N.E.: no especificado.

En estos trabajos, el medio mas empleado para la propagacion de E. grusonii es el MS en estado
so6lido, y dado que el medio liquido se ha reportado para otras cactaceas (Pelecyphora strobiliformis,
Cephalocereus senilis, Thelocactus rinconensis y Mammillaria coahuilensis) para promover la
elongacién de las plantulas germinadas in vitro y asi facilitar la obtencion de explantes; asi como
estimular la elongacion de los brotes individualizados, en este estudio se pretende comparar la
respuesta de E. grusonii al ser propagada en medio MS sélido y liquido con 2iP 3 mgL™, con base en
los resultados obtenidos por Rodriguez (2006), ya que en esta concentracién se obtuvo el mayor
namero de brotes por explante (3.11) con aspecto bien definido, ademas de obtener el mayor

porcentaje de sobrevivencia ex vitro (90%).
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3. JUSTIFICACION
E. grusonii es una cactacea endémica de México, ubicada en la categoria Peligro de Extincion por la
NOM-059-SEMARNAT-2010, debido principalmente a su restringida distribucién geografica (Hidalgo y
Querétaro), la destruccion de su habitat y su amplio uso ornamental. Esta especie ha sido propagada
exitosamente por cultivo de tejidos vegetales utilizando medio sélido. EI empleo de medio liquido
facilita la disponibilidad de nutrimentos para los explantes cultivados in vitro, por lo que se propone el
uso de éste para evaluar si favorece e incrementa la regeneracion in vitro de brotes en esta especie,
con el fin de hacer mas eficiente el sistema de propagacion in vitro, contribuyendo asi a su

conservaciéon y a futuro cubrir su amplia demanda comercial.

4. OBJETIVOS
4.1 General
e Promover la proliferacion de brotes in vitro de E. grusonii utilizando medio de

cultivo liquido.

4.2 Particulares
e Evaluar la germinacion in vitro de semillas de E. grusonii en medio de cultivo
liquido y sélido.

e Evaluar el nimero de brotes regenerados in vitro en ambos medios de cultivo.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Escarificacion y desinfeccion de semillas

Semillas de Echinocactus grusonii donadas por el Jardin Botanico del Instituto de Biologia de la
Universidad Nacional Autbnoma de México, colectadas en marzo de 2010, se guardaron en bolsas de
papel estraza, y se almacenaron durante cinco meses en un refrigerador a 4°C, posteriormente
siguieron el proceso de escarificacion y desinfeccion utilizado por Rosas (2002) para Echinocactus
platyacanthus, y Rodriguez (2006) para E. grusonii que a continuacién se describe:

Las semillas se escarificaron en &cido sulfurico concentrado (H,SO,) durante 15 segundos,
posteriormente se sometieron a un tren de desinfeccién que consistié en lavar las semillas en agua
destilada (50 mL) mas una gota de detergente liquido (Dawn®) por 15 minutos, enseguida se trataron
con agua destilada (50 mL) més tres gotas de bactericida comercial (Microdyn®) por 30 minutos,
posteriormente en alcohol al 70% dos minutos y, por ultimo, en hipoclorito de sodio al 20% (v/v, 6%
cloro activo) adicionado con tres gotas de Tween 80° por cada 50 mL de agua destilada durante 15
minutos. Todo el proceso se llevo a cabo en agitacion continua. En condiciones asépticas, dentro de
la campana de flujo laminar, las semillas se enjuagaron tres veces durante un minuto cada uno con

agua destilada esterilizada.

5.2 Siembra de semillas in vitro en medio sélido y liquido
La siembra se realiz6 en medio Murashige y Skoog al 50% de sus componentes (MS 50%)
adicionado con sacarosa 15 gL™ (Anexo 2). Se emple6 medio liquido utilizando puentes de papel filtro
como soporte, y medio sélido gelificado con agar bacteriolégico Bioxon® 8 gL™. En ambos casos se
colocaron cinco semillas/frasco Gerber® con 25 mL de medio de cultivo. Se sembraron 150 semillas
para cada tratamiento. Se consider6 como semilla germinada aquella en la cual habia emergido la
radicula (Salisbury y Ross, 2000). Se evalu6 el porcentaje promedio de germinaciéon acumulada y la

desviacion estédndar tanto para medio liquido como para sélido, ademas se efectlio un andlisis de
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varianza (ANOVA), utilizando el programa estadistico SPSS version 10 para determinar si hubo

diferencias estadisticamente significativas entre los dos medios utilizados.

5.3 Induccidn, proliferacion y subcultivo de brotes
Como fuente de explantes se utilizaron plantulas de 1.5 a 2 cm de longitud (2-3 meses de edad). Se
eliminé la raiz, y posteriormente se corté el tallo a la mitad para obtener dos explantes longitudinales
por plantula (Figura 3) los cuales se sembraron en frascos con 25 mL de medio MS sdlido y liquido
adicionado con 2iP 3 mgL™ (medio de induccion) (Rodriguez, 2006). Se sembraron cuatro explantes
por frasco en medio sélido y dos por frasco en medio liquido con puentes de papel filtro, haciendo un
total de 60 explantes por cada tipo de medio. Los cultivos fueron incubados y permanecieron 90 dias
en el medio de induccion para posteriormente ser subcultivados a medio MS 50%, sacarosa 15 gLy
agar Bioxon® 8 gL™ (25 mL de medio/frasco) donde permanecieron 105 dias para que los brotes

pudieran proliferar y continuar con su crecimiento.

Figura 3. Explantes longitudinales de E.
grusonii. a) Plantula germinada in vitro y b)
Explantes longitudinales (L).

Se evalué el numero de brotes por explante, el tiempo de formacién de los brotes, las caracteristicas
morfoldgicas de los brotes regenerados, asi como el tiempo maximo de permanencia de los explantes

en el medio liquido para evitar su posible hiperhidratacion.
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5.4 Individualizacion y enraizamiento de brotes
Después de 105 dias en el medio MS 50%, los brotes de 0.5 a 1.5 cm de longitud se individualizaron
del explante cuando el area de contacto entre ambos era minima. Se sembraron de cuatro a seis
brotes por frasco en medio MS basal sélido (25 mL de medio/frasco) para promover la formacion
espontanea de raices, donde permanecieron 12 semanas.
El medio de cultivo para la germinacion, la induccién, el subcultivo y la individualizacion de brotes, se
esterilizé en autoclave a 120°C y 1.5 Kg cm™ durante 18 minutos. Las semillas, los explantes y brotes
se incubaron en una camara de ambiente controlado a 25+2°C, fotoperiodo 16/8 h e intensidad

luminosa de 40 pmol m?s™.

5.5 Aclimatizacion y establecimiento ex vitro

Una vez que los brotes enraizados alcanzaron una longitud aproximada de 2 a 2.5 cm, se enjuagaron
cuidadosamente las raices para quitar el agar, y se colocaron en papel estraza para eliminar el
exceso de agua, posteriormente se transfirieron en charolas de plastico transparentes con sustrato
esterilizado que consisti6 en una mezcla de tierra negra y tezontle (1:1) y posteriormente fueron
mantenidos en un cuarto de incubacién. Después de 16 semanas de aclimatizacién, fueron
trasladados a condiciones ex vitro en un invernadero para continuar con su aclimatizacion. Se evalu6
el porcentaje de sobrevivencia.

La Figura 4 resume los métodos empleados en este trabajo.
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Figura 4. Diagrama de flujo del procedimiento realizado para la regeneracion in vitro de brotes de E. grusonii utilizando medio

solido y liquido.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Escarificacion y desinfeccién de las semillas

El tratamiento de escarificacion y desinfeccion definido por Rosas (2002) para E. platyacanthus y
empleado para E. grusonii resultd eficiente, ya que permitid la germinacién de las semillas sin
problemas de contaminacion, alcanzando el 78% de germinacion en medio sélido, y 57% en liquido.

Se han reportado tratamientos que facilitan la germinacion, como lo sefialan Lopez y colaboradores
(2001), quienes realizaron la evaluacion de diferentes tratamientos (H,SO,4, HCI, H,O, y agua a 70°C)
para la germinacién de E. platyacanthus, obteniendo como resultado que el tratamiento con H,SO,4
present6 los mas altos porcentajes de germinacién (80%) con dos minutos de inmersion; mientras
que Navarro et al., 2008, compararon el porcentaje de germinacion de Mammillaria hamata y M.
sphacelata al tratarlas en H,SO,, agua a 50°C, Tween al 5%, acido giberélico y temperatura de 4°C.
En M. hamata las semillas escarificadas con H,SO, por dos minutos registraron el 100% de
germinacion, mientras que para M. sphacelata el 83%. Con estos resultados y el obtenido en este
trabajo, se confirma la necesaria accion corrosiva del H,SO, para simular el paso de las semillas por

el tracto digestivo de vertebrados y asi facilitar la germinacion.

6.2 Germinacién in vitro en medio sdlido y liquido
Se evalud el porcentaje promedio de la germinacion en medio sélido y liquido de tres lotes de 50
semillas cada una, conformando un total de 150 semillas por tipo de medio. En el medio sdlido la
germinacion inicié entre el segundo y tercer dia posterior a la siembra, alcanzando el maximo
porcentaje (78%) a los 56 dias, mientras que en medio liquido inicié al décimo primer dia, con un 57%
de germinacion promedio alcanzado a los 60 dias. EI ANOVA indic6 que hubo diferencias

estadisticamente significativas entre los dos medios utilizados (F= 26.54, p = 0.00) (Gréfica 1).
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Gréfica 1. Porcentaje promedio de germinacion acumulada in vitro de semillas de Echinocactus grusonii en medio
MS 50% solido y liquido. N= 150, las barras en cada punto representan la desviacion estandar.

Bregman y Bouman (1983), estudiaron los patrones de germinacion en 89 géneros de la familia
Cactaceae, encontrando que la mayoria de las semillas comienzan a germinar en el transcurso de
una semana, esto pudo corroborarse en el presente estudio en las semillas de E. grusonii.

Aunqgue no se obtuvo el 100% de germinacién, se puede considerar que la viabilidad de las semillas
fue alta, ya que en cactaceas como Hylocereus undatus, Stenocereus griseus y Peniocereus greggii
se reportaron porcentajes de germinacion (12.9, 15.2 y 38.5% respectivamente) inferiores al 50%
(Cuéllar et al., 2006; Cortés et al., 2008). Bajo las mismas condiciones in vitro empleadas en este
trabajo, se han reportado porcentajes de germinacion para otras cactaceas, tal es el caso de
Thelocactus bicolor y T. rinconensis, donde el maximo porcentaje (96.66%) se alcanzo a los 19 dias y
79% a los 76 dias respectivamente (Zamora, 2007; Diaz, 2007); mientras que para Echinocactus
grusonii, Rodriguez (2006) report6é el 94% a los 19 dias y, Martinez (2007), el 96% a los 14 dias.
Dichos porcentajes son superiores a los obtenidos en el presente trabajo (57% en medio liquido y
78% en medio sélido); las diferencias entre estos resultados pueden deberse a diversos factores,

entre ellos al tiempo de almacenamiento de las semillas. Flores y colaboradores (2005) reportaron
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para las cactaceas tres patrones de germinacién con el paso del tiempo: las semillas pierden
viabilidad al afio, las semillas permanecen viables y germinan de manera similar por hasta 2 afios, y
la germinacion aumenta en semillas de 1 y/o 2 afios de edad al romperse la latencia. Sin embargo, en
este trabajo las semillas de E. grusonii no cumplen con estos patrones, ya que se utilizaron semillas
almacenadas por cinco meses y se obtuvieron porcentajes de germinacion bajos (57% en medio
liquido y 78% en medio s6lido), esto sugiere que quizas las bajas tasas de germinacion se deban al
tiempo de almacenamiento, ya que en trabajos como el de Martinez (2007) quien utilizé semillas
almacenadas bajo las mismas condiciones que en el presente estudio, pero con tiempo de
almacenamiento de 4 afos, reporto el 96% de germinacion; o el de Rodriguez (2006) quien reportd
94% de germinacién empleando semillas almacenadas por 2 afios a temperatura ambiente, que
aungue no fueron las mismas condiciones de almacenamiento que las utilizadas en este estudio se
observé que el tiempo es un factor que influye en la germinacion de semillas de E. grusonii. Por lo
gue se propone que las semillas requieren de un tiempo de postmaduracion; Raven y colaboradores
(1992) sefalan que algunas semillas fisioldgicamente inmaduras de especies desérticas antes de
germinar tienen que pasar por una serie de cambios enzimaticos y bioquimicos, es decir un periodo
de postmaduracién. De acuerdo con Rojas-Aréchiga y Vazquez-Yanes (2000) y Santos-Diaz et al.
(2003), el bajo porcentaje de germinacion in vitro también puede deberse a factores como la escasa
permeabilidad de la cubierta seminal, inmadurez del embrién, la inviabilidad de las semillas o su
estado de latencia.

En la mayoria de los trabajos reportados, el medio empleado para la germinacion in vitro ha sido el
MS 50% solido como ejemplo se pueden mencionar a Astrophytum myriostigma (Santos et al., 2001),
Astrophytum ornatum (Mendoza, 2007), Ariocarpus bravoanus (Gémez, 2008), Echinocereus
reichenbachii (Gutiérrez, 2009), Astrophytum capricorne, A. myriostigma, Echinocereus reichenbachii,
Escobaria dasyacantha, Mammillaria prolifera y Sclerocactus scheeri (Salas-Cruz et al., 2011). El uso
de medio MS liquido con puentes de papel filtro ha sido escasamente reportado para la germinacion

in vitro de semillas de cactaceas. En Pelecyphora strobiliformis (Flores, 2004), se obtuvo el 89.23%
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de germinacion en un periodo de siete a catorce dias. En el presente trabajo con E. grusonii, se
esperaba que el uso de medio en estado liquido favoreciera el proceso de germinacion, ya que en
medio solido el intercambio de agua y nutrimentos es mas lenta por la presencia de agentes
gelificantes (Orellana 1998b), sin embargo el andlisis estadistico mostro diferencias significativas a
favor del medio sélido. Estos resultados pueden ser atribuidos al estado del medio de cultivo. De
acuerdo a Raven et al., (1992) la germinacion de las semillas depende de factores tanto externos
como internos; entre los externos el agua, el oxigeno y la temperatura son especialmente
importantes. Durante las primeras fases de la germinacién, la respiracion puede ser anaerobia, pero
tan pronto como se rompe la cubierta seminal la semilla respira aerébicamente y, por tanto, necesita
oxigeno; si la superficie de la semilla estd saturada de agua, la cantidad de oxigeno utilizable por la
semilla puede ser insuficiente para que se produzca la respiracion aerobia, y entonces la semilla no
podra germinar. Esto posiblemente ocurrié en el presente estudio, ya que en medio liquido con
puentes de papel filtro la difusién de gases posiblemente se vio limitada por la formacion de una capa
acuosa de medio nutritivo sobre la superficie de la semilla dando como resultado un bajo porcentaje
de germinaciéon. Mientras que en medio sélido, las semillas presentan un area mayor expuesta a la
atmadsfera in vitro permitiendo el intercambio gaseoso, principalmente de oxigeno. No obstante, el
empleo de medio liquido favorecio el posterior desarrollo y crecimiento de las plantulas para la

obtencion de explantes.

6.3 Desarrollo de las plantulas
La germinacion de las semillas comenz6 con la emergencia de la radicula de color blanco entre el
segundo y tercer dia en medio sélido (Figura 5a), mientras que en medio liquido se observé hasta el
dia once (Figura 5b). Después de uno o dos dias posteriores a la emergencia de la radicula, emergio
el hipocotilo, de color verde claro, y los pequefios cotiledones. Después de 14 dias de la siembra, la
longitud promedio de las plantulas en medio liquido fue mayor (5 mm) (Figura 5d) que en medio

sélido (3 mm) (Figura 5c); también se observé que el desarrollo de la raiz fue mayor en medio liquido
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comparado con el medio sélido. A los 40 dias el hipocétilo alcanzé 1.2 cm de longitud promedio en
medio liquido, y en sdélido 8 mm, al mismo tiempo, en el 4pice de la plantula comenzé a diferenciarse
el tallo, evidenciado por la aparicion de pequefias aréolas y tricomas. Las raices fueron mas
abundantes y de mayor longitud en medio liquido, delgadas y de color blanco, con raices secundarias
y con numerosos pelos radicales (Figura 5f); mientras que en medio soélido las raices fueron de menor

longitud y gruesas, de color blanco, raices secundarias y escasos pelos radicales (Figura 5e).

Figura 5. Desarrollo de las plantulas germinadas in vitro de E. grusonii en medio sélido (columna izquierda) y liquido (columna derecha).
Emergencia de la radicula (R) entre el segundo y tercer dia en medio s6lido (a) y al dia once en medio liquido (b). A los 14 dias, las
plantulas en medio sélido (c) tuvieron una longitud ligeramente menor (3 mm) que las germinadas en medio liquido (5 mm) (d). Después
de 40 dias, el epicotilo se desarrollé en un tallo bien definido con pequefias aréolas y tricomas. La longitud promedio de las plantulas en
medio liquido fue 1.2 cm (f) y en medio sélido 8 mm (e). T: testa, R: radicula, Ra: raiz, C: Cotiledones, H: hipocétilo, E: epicétilo, Rp:
raiz primaria y Rs: raiz secundaria.
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Resultados similares reporté Diaz (2007) al promover la elongacion de plantulas germinadas in vitro
de Thelocactus rinconensis en medio MS solido y liquido con puentes de papel filtro, alcanzando una
longitud de 0.5 cm y 1.29 cm respectivamente; y Lopez (2009) reportd para plantulas germinadas in
vitro de Mammillaria coahuilensis una longitud promedio de 8 mm en medio MS liquido con puentes
de papel filtro y en medio sélido 4 mm de longitud; en ambos trabajos se promovié la elongacion de
las plantulas para facilitar la obtencidn y siembra de los explantes. Tapia (2006) también promovio la
elongacion de los brotes individualizados de Cephalocereus senilis al transferirlos a medio MS sdlido
y liquido con puentes de papel filtro, los brotes en medio liquido mostraron en promedio una longitud
mayor (24.9 mm) en comparacion con los del medio sélido (19.2 mm). Estos resultados y los
obtenidos para E. grusonii demuestran que el uso de medio liquido con puentes de papel filtro
promueven el crecimiento y la elongacion de las plantulas en menor tiempo. Segun Orellana (1998b),
los medios liquidos son eficaces para el crecimiento y diferenciacion de tejidos; lo cual puede deberse
a la rapida absorcién de los nutrimentos, mientras que en medio sélido, la presencia de agar dificulta
el intercambio de agua y nutrimentos, por lo tanto la elongacion disminuye.

Con base en lo anterior, se destaca la importancia de emplear medio liquido, ya que bajo estas
condiciones las plantulas de E. grusonii se elongaron considerablemente (1.2 cm) en contraste con
aquellas que se encontraban en medio sélido (8 mm), lo que facilitdé la obtencién y siembra de los
explantes.

Uno de los problemas al emplear medio liquido para cultivar cactaceas in vitro es que, al ser plantas
almacenadoras de agua, por naturaleza éstas tienden a hiperhidratarse. Kevers et al. (2004) report6
que este problema suele ocurrir con mas frecuencia al utilizar medio liquido, por lo que en este
estudio se esperaria obtener un porcentaje de hiperhidratacion mas alto en las plantulas germinadas
en medio liquido (2.6% a los 32 dias posteriores a la siembra), sin embargo, fue mayor en medio
sélido (8.6%) a los 26 dias posteriores a la siembra, en ambos casos las plantulas hiperhidratadas
presentaron una coloracion verde claro, un aspecto vitreo, translicido y aumento en su tamafo;

ademdas se observaron tonalidades rojizas que indicaron indicios de oxidacion (Figura 6).
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Figura 6. Plantulas de E. grusonii con sintomas de oxidacion (Ox) e hiperhidratacion (Hi) en
a) Medio MS 50% s¢lido y b) Medio MS 50% liquido a los 26 y 32 dias posteriores a la
siembra respectivamente.

La hiperhidratacion de plantulas germinadas in vitro en medio sélido se ha reportado en otras
especies de cacticeas, tal como Mammillaria coahuilensis (Flores, 2007) y Thelocactus rinconensis
(Diaz, 2007). Dicha hiperhidratacion puede deberse a factores ligados a las condiciones del cultivo in
vitro, tales como el agente gelificante y su concentracion, una baja intensidad luminica durante la
incubacion, la elevada humedad relativa dentro del contenedor y a una mayor difusion del medio
liquido a la plantula, que de acuerdo a Debergh y Zimmerman (1991), son los factores clave para
explicar estas anormalidades. Otra razén es que las plantas cultivadas in vitro al transpirar en exceso
porgue los estomas no funcionan adecuadamente, se promueve la absorcion de mas agua por parte
de los tejidos (Olmos et al., 2004).

Kevers et al., 2004 y Hazarika (2006) mencionaron que en general las plantas propagadas in vitro
generan muchas enzimas oxidativas como la polifenoloxidasa, las peroxidasas, las tirosinasas y sus
sustratos, las cuales son responsables de la oxidacion u oscurecimiento de tejidos vegetales cuando
son dafiados fisicamente. En las plantulas germinadas in vitro de E. grusonii, se registro el 1.2% de
oxidacion después de 32 dias de estar en medio MS liquido, mientras que en medio MS sélido se

obtuvo 3.5% después de 26 dias.

Clara Dolores Soto Cortes 43



Evaluacidn de la regeneracion in vitro de brotes de Echinocactus grusonii (Cactaceae) utilizando medio liquido

6.4 Oxidacién de explantes en el medio de induccion
A los tres dias posteriores a la siembra, los explantes longitudinales de E. grusonii presentaron una
coloracién café-rojizo tanto en medio sélido como en medio liquido, siendo mayor en los explantes
sembrados en medio sdlido, puesto que abarcé la mitad del explante (Figura 7a), mientras que en
medio liquido, dicha coloracién se presenté en menos de la mitad de los explantes (Figura 7b). Al dia
90 posterior a la siembra en medio liquido el 16% de explantes presentaron oxidacién, mientras que

en medio sélido el 36%.

Figura 7. Explantes longitudinales de E. grusonii con coloracion café-rojizo (Cr) en medio MS + 2iP 3
mgL™ sélido (a) y liquido (b) a los tres dias posteriores de la siembra.

El uso de plantulas germinadas in vitro para la obtencion de explantes ha sido ampliamente reportado
para cactaceas como en Astrophytum myriostigma (Santos et al., 2001), Mammillaria voburnensis
(Ordoiiez, 2003), Astrophytum ornatum (Mendoza, 2007), Neobuxbaumia tetetzo (Galvan, 2005),
Thelocactus rinconensis (Diaz, 2007), Thelocactus bicolor (Zamora, 2007), Echinocereus
reichenbachii (Gutiérrez, 2009) y Echinocactus grusonii (Rodriguez, 2006); para esta Ultima especie,
Anicua y Rivas (2000) reportaron dificultades en la desinfeccion de los explantes (fracciones de
plantas adultas), debido a la presencia de espinas y la gran cantidad de tricomas, por lo cual resulta
mas eficiente y facil de manipular estructuras como las semillas que resisten la escarificacion para
promover su germinacion y obtener plantulas como fuente de explantes de tejido joven y ya en

condiciones asépticas.
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La coloracion café-rojiza que presentaron los explantes de E. grusonii, también fue reportada en
explantes de Mammillaria haageana (Martinez-Vazquez y Rubluo, 1989), en Pelecyphora
strobiliformis (Flores, 2004) y E. grusonii (Rodriguez, 2006). Dicha coloracién puede deberse a la
produccion de pigmentos carotenoides y xantofilicos en respuesta a las heridas ocasionadas al
realizar los cortes del tejido para la obtencién de explantes y a la composicién del medio de cultivo
(Bravo-Hollis, 1978; Collin y Edwards, 1998). Jiménez (1998) sefiala que los compuestos fendlicos
acumulados en las vacuolas se mezclan con el contenido de los plastidios y otros organelos donde
estan confinadas las polifenoloxidasas dando como resultado la coloracién negra o marrén. Ademas,
Azofeifa (2009) sefiala que los explantes, una vez que inician con esta coloracioén liberan exudados al
medio de cultivo, cuya naturaleza no es precisa, pero la produccion estad influenciada por los
reguladores de crecimiento (auxinas y citocininas) agregados al medio de cultivo, no obstante, su
efecto y relacién con el oscurecimiento de explantes no es consistente, pues un mismo regulador que
induce oscurecimiento en un explante no tiene igual efecto en otro, esto se debe a las diferencias
genéticas en el origen de los materiales.

Cabe sefalar que de acuerdo a Azofeifa (2009), los explantes son menos propensos al
oscurecimiento si se establecen en un medio de cultivo liquido, ya que, en este estado fisico se
propicia la dispersion de sustancias téxicas. Esto puede explicar por qué en este estudio, los
explantes sembrados en medio liquido, presentaron una coloracién menor respecto a los explantes
sembrados en medio sélido, ya que en este medio el agente gelificante favorece la retencion de

fenoles u otras sustancias dafinas en las inmediaciones del explante.

6.5 Respuestas morfogenéticas en medio sélido y liquido

6.5.1 Rizogénesis directa
Se presentd la formacion de raices adventicias en la regién central y basal del explante que estaba en
contacto con el medio, cercano a los haces vasculares del mismo. En el medio liquido, se formaron a

partir del dia 13 posterior a la siembra; a los 75 dias el 63% de los explantes presentaron raices de
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color blanco, delgadas, con pocos pelos radicales y de longitud mayor respecto a las raices formadas
en los explantes sembrados en medio solido (Figura 8a y b), donde la formacion inicié al décimo dia

posterior a la siembra, registrando el 33% (Figura 8c).

Figura 8. Formacion de raices adventicias (R) a partir de explantes longitudinales (Ex) de E. grusonii en
medio MS+2iP 3 mgL? liquido (a) y (b) y sélido (c) de 1.5 a 2 cm de longitud.

Rodriguez (2006) reportd la misma respuesta para explantes de E. grusonii a los 15 dias posteriores
de estar en el medio de induccion, mientras que Zamora (2007) y Lépez (2009) reportaron la
formacion de raices adventicias a los 20 dias de iniciado el cultivo para Thelocactus bicolor y
Mammillaria coahuilensis; y recientemente, Lara (2010) reporté este mismo evento para explantes de
Aporocactus flagelliformis después de 60 dias en el medio de induccion. En estos reportes, ademas
de las citocininas se utilizaron auxinas, las cuales son las promotoras de la proliferacion celular
estimulando la formacion y alargamiento de raices (Pérez-Molphe-Balch et al., 1999; Evans et al.,
2003). No obstante, en este estudio no se emplearon auxinas, es probable que la formacion de raices
pueda deberse a la presencia de las auxinas enddgenas del tejido. Esta respuesta puede indicar que
los explantes se comportan como individuos al regenerar la parte faltante del explante, es decir, la

raiz (Lara, 2010).

6.5.2 Formacion de brotes por activacion de aréolas
La formacion de brotes ocurrié via directa por la activacion de aréolas, tanto en medio liquido como

en soélido. En ambos medios, la regeneracion de brotes se originé en las aréolas ubicadas en la zona
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media del explante. En medio liquido el desarrollo de brotes se presentd después de 30 dias en el
medio de induccion, obteniendo un promedio de 3 brotes por explante a los 90 dias (Figura 9a),
mientras que en medio sdlido el desarrollo de brotes inici6 después de 33 dias en el medio de
induccién alcanzando un promedio de 1.8 brotes por explante después de 90 dias (Figura 9b). En
ambos casos, los brotes presentaron una coloracion verde, forma globosa con tubérculos pequefios y
bien definidos, aréolas separadas entre si, en las cuales se observé una gran cantidad de tricomas y

espinas de color blanco.

Figura 9. Brotes (Br) formados en zona apical de explantes longitudinales (Ex) de E. grusonii en medio
MS+2iP 3 mgL™ liquido (a) y sélido (b).

En las cactaceas, las citocininas enddgenas y exdégenas son determinantes para romper la dormancia
de las aréolas y asi inducir la division celular in vitro para la formacion de brotes, en general se sabe
que promueven el movimiento de los nutrimentos desde el sitio de produccion al sitio de utilizacion,
asi como la maduracion de cloroplastos, y participan en la regulacién del crecimiento de tallos y
raices (Fay y Gratton, 1992; Taiz y Zeiger, 2006).

En diversos trabajos de propagacion de cactaceas (Pérez-Molphe-Balch et al., 1998; Pérez-Molphe-
Balch y Davila-Figueroa, 2002; Santos, 2005; Flores, 2007; Sanchez-Moran y Pérez-Molphe-Balch,
2007; Pérez, 2010; Ruvalcaba-Ruiz et al., 2010) entre otros se ha empleado de forma extensiva la
citocinina BA, que aunque es un fitorregulador sintético y econémico ha dado buenos resultados para
la regeneracion de brotes, seguida de la K (Veldzquez-Enciso y Soltero-Quintana, 2001; Santos et al.,

2001; Mendoza, 2007) y en menor proporcion 2iP (Johnson y Emino, 1979; Olguin, 1994; Fuentes y
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Martinez, 2001; Velazquez-Enciso y Soltero-Quintana, 2001; Castro-Gallo et al., 2002; Pérez-Molphe-
Balch y Davila-Figueroa, 2002; Galvan, 2005; Diaz, 2007; Manzo, 2010) muy probablemente por lo
elevado de su costo.

En los trabajos de propagacion in vitro realizados con E. grusonii las citocininas mas empleadas para
la formacion de brotes han sido BA (Lizalde-Viramontes et al., 2004; Chablé et al., 2007), K (Frias,
1989; Anicua y Rivas, 2000) y 2iP (Frias, 1989; Rodriguez, 2006). Los resultados obtenidos en los
trabajos mencionados reportan en general cuatro brotes por explante (Frias, 1989; Lizalde-
Viramontes (2004) y Rodriguez (2006) 3.11 brotes por explante. Por otro lado, Flores (2004) report6
para Pelecyphora strobiliformis un promedio de 24.75 brotes por explante, después de seis meses de
induccién en medio MS 50% liquido adicionado con ANA 0.5 mgL™.

Estos resultados difieren con los obtenidos en este estudio, ya que se obtuvo un promedio menor del
namero de brotes por explante (1.8 brotes/explante en medio sélido y 3 brotes/explante en medio
liquido), esto puede ser atribuido al tipo, el tamafio, la edad y el nimero de explantes utilizados, asi
como el tipo de hormona exdgena y concentracion empleada. Roca y Mroginski (1993), asi como
Jiménez (1998), mencionan que el tamafio del explante puede determinar la respuesta in vitro, ya que
los explantes grandes poseen un potencial regenerador mayor respecto a los explantes pequefios;
mientras que Calva y Pérez (2005) y Jiménez (1998) sefialaron que la edad fisiol6gica del explante
tiene gran influencia en la morfogénesis, ya que los requerimientos nutricionales y hormonales
difieren cuando los tejidos cultivados provienen de plantas de diferentes edades fisiolégicas, por
tanto, mientras mas joven y menos diferenciado esté el tejido que se va a sembrar, mejor sera su
respuesta in vitro. George y colaboradores (2008), indican que la concentracién enddgena y el tipo de
hormonas varian de especie a especie, incluso dentro de una misma especie. Otro aspecto
importante es la consistencia del medio de cultivo, en el caso de los medios soélidos el agente
gelificante puede modificar la expresion morfogenética debido a que pueden contener sustancias

inhibitorias o promotoras del crecimiento (Radice, 2010).
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6.5.3 Formacion de brotes y raices morfolégicamente diferentes
Durante la formacion de brotes en medio liquido y sélido, se detectdé la formacion de brotes
morfolégicamente diferentes (BMD), en ambos casos, estos brotes se desarrollaron en la parte apical
del explante, presentaron coloracion verde oscuro, tubérculos gruesos y separados entre si, aréolas
de mayor diametro, generalmente sin espinas pero con numerosos tricomas que, en un mismo brote,
podian presentar color claro y/o café oscuro. Ademas, estos brotes no se diferenciaron por completo
del explante, lo que impidi6é su individualizacién. Después de 90 dias posteriores a la siembra el 40%
de explantes procedentes del medio liquido formaron en promedio 0.63 BMD por explante (Figura
10a), y en medio sélido el 35% de explantes formaron 0.46 BMD por explante (Figura 10b). Aunado a
esto, también se observé la formacion de raices adventicias morfolégicamente diferentes (RMF), las
cuales se desarrollaron en la zona media del explante, eran cortas, escasas, gruesas, no presentaron
raices secundarias, y en general, el color era café verdoso. En medio liquido la formacién de estas
raices inicié al dia 54 posterior a la siembra de los explantes, alcanzando un maximo de 8.3% a los
90 dias (Figura 10c); y en medio sdlido la formacion RMF comenz6 después de 49 dias de induccién

registrando 17% a los 90 dias posteriores a la siembra (Figura 10b).

Figura 10. Formacion de brotes morfolégicamente
diferentes (BMD) e hidratados en explantes
longitudinales (Ex) de E. grusonii en medio
MS+2iP 3 mgL™ liquido (a) y BMD en explantes
longitudinales en medio sélido (b). Asi como de
raices morfolégicamente diferentes (RMD) en
medio solido (b) y liquido (c), después de 90 dias
de induccién.
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En cuanto a la formacion de BMD, no se tienen reportes de su anatomia, histologia, fisiologia, lo
Unico que se ha reportado es su descripcion morfologica; fueron reportados para Pelecyphora
aselliformis y Mammillaria pectinifera en una proporcién de 0.5 y 1% respectivamente (Giusti et al.,
2002). Por su parte, Zamora (2007) reportd 35% de estos brotes después de 12 semanas en medio
de induccidn, a los que llamé brotes de apariencia anormal. Mientras que Rodriguez (2006) para E.
grusonii reporté el 50.25% llamandolos de la misma manera. Todos estos trabajos y el presente
estudio concuerdan en que estos brotes no presentan una morfologia bien definida, ya que se
observo un tamafio mayor comparado con los brotes normales, tubérculos grandes, tricomas color
marrén, las espinas no se definieron y no se desarrollaron asi como la base del brote present6 un
mayo diametro en la zona de contacto con el explante; debido a lo anterior los brotes no se
individualizaron ya que en trabajos previos Rodriguez (2006) y Zamora (2007) se llevé a cabo su
individualizacion y no sobrevivieron (datos no publicados). De acuerdo con PospdéSilova y
colaboradores (1999), estas caracteristicas pueden deberse a las condiciones in vitro como la
disponibilidad de nutrimentos, la alta humedad y la poca radiacion luminica, que en conjunto dan
como resultado, en algunos casos, plantulas in vitro con morfologia, anatomia y fisiologia diferente,
lo cual complica su establecimiento a condiciones ex vitro. Calva y Pérez (2005) sefialan que estas
condiciones fisicoquimicas y nutricionales actian sobre los cultivos para orientar la expresion
genética de las células a diversos grados de diferenciacion que proporciona a los cultivos
caracteristicas propias y Unicas, la cuales se reflejan primero en la morfologia, ain cuando éstos
provengan de un mismo explante.

Existen escasos reportes acerca del desarrollo de raices morfolégicamente diferentes, por ejemplo,
Shishkova y colaboradores (2006) quienes reportaron para Stenocereus gummosus y Ferocactus
peninsulae que la influencia del genotipo de las plantas utilizadas sobre la regeneracion de raices es
mas fuerte que la influencia de las concentraciones de hormonas en los medios de cultivo; con base
en esto, se sugiere que el genotipo del explante de E. grusonii determin6 la morfologia de estas

raices. Radice (2010) sefiala que el genotipo es un factor determinante en todos los procesos
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morfogénicos, desde la capacidad del explante para su establecimiento en condiciones in vitro asi
como también para la diferenciacién y crecimiento de brotes, por esta causa, no es posible
generalizar metodologias o protocolos de trabajo debido a que lo medios de cultivo como las

condiciones de cultivo seleccionadas, deben ser especificos para cada situacion en particular.

6.5.4 Hiperhidratacion de brotes en medio liquido y solido
Durante el desarrollo de brotes se presentaron problemas de hiperhidratacién. Los primeros sintomas
se detectaron al dia 33 posterior a la siembra en medio liquido, y en medio sdlido a los 48 dias.
Transcurridos 90 dias posteriores a la siembra se registro el 24.4% de brotes hidratados en medio
liquido (Figura 11a), mientras que en medio sélido el 2.7%; estos brotes se caracterizaron por
presentar una apariencia vitrea y translicida, aumento en su volumen, de color verde claro, y

ocasionalmente con aréolas atrofiadas en las que no se observaron espinas ni tricomas (Figura 11b).

Figura 11. Brotes hidratados (BrH) de E. grusonii en medio MS+2iP 3 mgL™ liquido (a) y sélido (b).

De acuerdo a Kevers y colaboradores (2004), la hiperhidratacién puede deberse a la concentracion y
el tipo de reguladores de crecimiento; lo que coincide con diversos trabajos de cultivo in vitro donde
se reporta que la hiperhidratacion esta asociada a elevadas concentraciones de citocininas y en
particular a la presencia de BA en el medio de cultivo, tal es el caso de Mammillaria pectinifera y
Pelecyphora aselliformis, donde se reportd6 el 62.4% y 63.7% de brotes hiperhidratados

respectivamente (Giusti et al., 2002), mientras que para Astrophytum ornatum, Mendoza (2007)
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reportd mas del 50% y, Zamora (2007), el 67% para Thelocactus bicolor. Dichos porcentajes de
hiperhidratacion son mayores a los obtenidos en este estudio, sin embargo, son similares a los
reportados por Rodriguez (2006), Lopez (2009) y Lara (2010), quienes reportaron para Echinocactus
grusonii, Mammillaria coahuilensis y Aporocactus flagelliformis el 3.6%, 12% y 2% respectivamente;
las diferencias entre estos resultados sugieren que altas dosis de citocininas incrementan la
susceptibilidad de los tejidos a la hiperhidratacion, ya que inducen una mayor difusién de agua en el
tejido, pero ademas dicha respuesta varia de acuerdo a la especie (George et al., 2008).

Para evitar este desorden morfo-fisioldgico se recomienda utilizar altas concentraciones de agar en el
medio (0.8-1.2%), reducir la concentracién de reguladores de crecimiento y utilizar algunos agentes
antivitrificantes como el floroglucinol, el cual es un promotor de la biosintesis de la lignina que se
encuentra en la pared celular de las plantas, en el cultivo in vitro, el desarrollo de lignina reduce la
hiperhidratacion (Pérez-Molphe-Balch et al., 1999; Hartmann et al., 2002).

En este trabajo, la hiperhidratacion registrada para brotes de E. grusonii no fue severa, por tal motivo
no fue necesario recurrir a estas recomendaciones, sin embargo se sugiere que la permanencia

maxima de los brotes en medio liquido sea menor a 90 dias.

6.6 Proliferacion de brotes secundarios en medio MS 50% solido
Después de tres meses en el medio de induccion sélido y liquido (MS+2iP 3 mgL™), el explante junto
con los brotes formados se subcultivaron en medio MS 50% so6lido. Después de 18 dias de haber sido
subcultivados se observé la formacion de brotes secundarios de aspecto normal que se originaron a
partir de la region apical y lateral de los brotes previamente formados en medio liquido, su morfologia
fue similar a la de los brotes normales, es decir, brotes con forma globosa de color verde oscuro,
tubérculos con aréolas y abundantes espinas de color blanco y un tamafio menor en comparacion con
el brote del cual se originaron (Figura 12a). El promedio de brotes formados en explantes

procedentes de medio liquido (3 brotes/explante), formaron 0.43 brotes secundarios en promedio, que
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son aquellos que se forman a partir de un brote inicial, respuesta que sélo se presentd en los brotes
procedentes del medio liquido.

Asi mismo, los BMD procedentes del medio liquido y sélido también formaron brotes secundarios de
aspecto normal (brotes de menor tamafio en comparacion al BMD que lo origind, forma globosa, color
verde oscuro, tubérculos con aréolas y espinas color blanco), éstos se desarrollaron en la region
apical del BMD (Figura 12b). Se desarrollaron en promedio 0.63 BMD por explante en medio liquido,
los cuales originaron en promedio 0.4 brotes secundarios por BMD; mientras que el promedio de
BMD por explante (0.46) formados en medio sélido dio lugar a la formacién de 0.06 brotes

secundarios por BMD.

Figura 12. Formacion de brotes secundarios (BrS) de E. grusonii en medio MS 50% sélido a partir de
brotes previamente desarrollados (Br) (a), asi como brotes morfolégicamente diferentes (b)
procedentes de medio de MS+2iP 3 mgL™ liquido.

El desarrollo de brotes secundarios procedentes de las aréolas de brotes iniciales, indica que esta
especie puede mantener su potencial morfogenético y continuar generando brotes después del
periodo de induccion, esto puede deberse a que los brotes comienzan a producir sus propias
citocininas lo cual hace que haya una mayor estimulacion a la formacion de brotes (Orellana, 1998b),
efecto reportado para diferentes especies de cactaceas como Turbinicarpus laui (Mata et al., 2001),
Pelecyphora strobiliformis (Flores, 2004), T. subterraneus y T. lophophoroides (Davila-Figueroa et al.,
2005), Neobuxbaumia tetetzo (Galvan, 2005), Echinocactus grusonii (Rodriguez, 2006), Astrophytum

ornatum (Mendoza, 2007) y Coryphantha retusa (Ruvalcaba-Ruiz et al., 2010).
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Por otro lado, Rodriguez (2006) sefialé para E. grusonii, que los BMD pueden ser un tejido potencial
al activar sus aréolas y desarrollar brotes secundarios de apariencia normal; en este estudio se
observé la misma respuesta, lo cual sugiere que los cambios fenotipicos generados por genes que
son estimulados y expresados por los efectos del cultivo in vitro dan como resultado BMD los cuales
no necesariamente son heredables, al no presentar cambios en el material hereditario (Pérez, 1998).
No obstante, Zamora (2007) no observé la formacion de brotes secundarios a partir de BMD para
Thelocactus bicolor, estos resultados muestran que los cambios epigenéticos varian segun la
especie.

Aunado a esto, los brotes hidratados procedentes del medio sélido y liquido (Figura 13a), los cuales
presentaban su tallo con un aspecto vitreo translicido con una coloracién entre verde pélido y
amarillo, con tubérculos poco definidos y con escasas raices, al ser subcultivados a medio MS 50%,
fueron adquiriendo paulatinamente un tallo de aspecto normal, de color verde oscuro con tubérculos
bien definidos en los que se incrementd el nimero de espinas y con raices que desarrollaron gran

cantidad de pelos radicales (Figura 13b).

Figura 13. Brotes hidratados (BrH) y raiz morfoldgicamente diferente (RMD) en medio MS+2iP 3
mgL? liquido (a); mismos brotes después de ser subcultivados e medio MS 50%.

La hiperhidratacion es un serio problema en el cultivo de tejidos vegetales, ya que puede impedir el
enraizamiento y sobrevivencia de los brotes, sin embargo, los brotes de E. grusonii que presentaron
este problema se recuperaron y continuaron con su desarrollo normal, enraizando y estableciéndose

en invernadero.
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6.7 Individualizacion y enraizamiento de brotes
Brotes individualizados de 0.5 a 1.5 cm de longitud de E. grusonii provenientes de medio MS 50%, se
sembraron en medio MS basal; después de seis dias se observoé el desarrollo de las primeras raices
de manera espontanea en la zona basal del brote. Después de 12 semanas de incubacion, el 97% de
los brotes individualizados de 3 cm de longitud promedio (Figura 14) formaron raices, las cuales
fueron abundantes, presentando una raiz primaria de color verde claro, raices secundarias de color

blanco o amarillo y algunos pelos radicales (Figura 15).

Figura 15. Raices formadas por brotes
individualizados de E. grusonii en medio MS basal
después de 12 semanas de incubacion.

La elongacion y enraizamiento de los brotes, es una de las etapas mas importantes de la

Figura 14. Brotes individualizados de E. grusonii en
medio MS basal después de 12 semanas de incubacion.

micropropagacion, en la cual se induce la elongacion y formaciéon de raices para que sean capaces
de sobrevivir en sustrato, por lo que resulta de vital importancia que las raices estén en contacto
directo con el medio para la absorcion de nutrimentos y el soporte de la planta (George et al., 2008).
Dado lo anterior, diversos autores recomiendan el uso de medios de cultivo (de preferencia en estado
liquido) adicionados con auxinas, disminuir a la mitad la concentracion de sales minerales, elevar la
concentracion de sacarosa, y el uso de carbon activado para inducir la formacién de raices (Orellana,
1998b; George et al., 2008). Sin embargo, Escobar y colaboradores (1986) mencionan que al
adicionar alguna auxina al medio se pueden obtener resultados 6ptimos de enraizamiento, aunque
también sefialan que basta con las auxinas enddgenas para tener buenos resultados en este

proceso. Ademas, en ausencia de citocinina exdgena la relacion auxina/citocinina endégena favorece
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a las auxinas y por tanto se estimula la formacién de raices (Montalvo et al., 2004). Esto pudo
corroborarse en brotes individualizados de E. grusonii al generar raices (97%) sin la presencia de
auxinas exégenas. Resultados similares fueron reportados por Santos (2005), quien observd para
Ferocactus glaucescens el 97% de brotes enraizados en medio MS sin reguladores de crecimiento,
mientras que para Cephalocereus senilis, Tapia (2006) reportdé el 82% de enraizamiento y Soria
(2006) obtuvo el 80% para brotes de Mammillaria schiedeana subsp. schiedeana. Asi mismo se ha
reportado para Thelocactus rinconensis (Diaz, 2007), Pilosocereus sp. (Montalvo et al., 2004) y
Coryphantha retusa (Ruvalcaba-Ruiz et al., 2010) el 100% de brotes enraizados en medio MS sin
reguladores de crecimiento. El desarrollo de un sistema radicular es importante ya que permite llevar

a cabo el establecimiento de los brotes enraizados y realizar su aclimatizacion ex vitro.

6.8 Aclimatizacion y sobrevivencia ex vitro

Durante el cultivo in vitro las plantas crecen en un ambiente con alta humedad relativa, baja
intensidad luminosa, temperatura constante, escaso intercambio gaseoso y medios ricos en
compuestos organicos; estas condiciones provocan cambios en la morfologia y fisiologia de las
plantas, como tallos delgados, reduccion de los tejidos mecanicos de soporte, incremento del agua en
las células, escasa capacidad fotosintética, estomas con baja funcionalidad y nutricion heterétrofo.
Todos estos cambios provocan que gran parte de las plantas micropropagadas no sobrevivan al
trasplante a las condiciones ambientales, por lo que la fase de aclimatizacion resulta trascendental
para el establecimiento en condiciones ex vitro del material vegetal regenerado, y que este adquiera
sus caracteristicas morfolégicas normales (Agramonte et al., 1998; Pérez-Molphe-Balch et al., 1999).

En esta investigacion, los brotes enraizados de E. grusonii, se mantuvieron 12 semanas en un cuarto
de incubacién (25+2°C, fotoperiodo 16/8 h e intensidad luminosa 40 umol m?s™), dentro de charolas
de plastico con una mezcla esterilizada de tierra negra y tezontle (1:1) (Figura 16a); posteriormente
fueron transferidos a un lugar donde les diera luz natural durante cuatro semanas; las charolas se

abrieron ligeramente. Después de este tiempo los brotes incrementaron su volumen y longitud, la cual
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fue en promedio 3.2 cm (Figura 16b). Posteriormente los brotes enraizados fueron trasladados a
condiciones de invernadero para continuar con su aclimatizacion. A los ocho meses el porcentaje de
sobrevivencia ex vitro para Echinocactus grusonii fue 95.14% (235 brotes sobrevivieron de un total de
247 brotes), dichos brotes presentaron una longitud promedio de 3.8 cm. El tallo, originalmente
alargado por efecto de la iluminacién dentro de los cuartos de incubacion, fue adquiriendo su forma
globosa a partir del 4pice paulatinamente, éste presentd lana y numerosas espinas de tonos
amarillos, caracteristicos de la especie (Figura 16c). La mortandad se debi6 a la deshidratacion de las
plantulas, ya que éstas presentaron una apariencia rugosa de la epidermis y tallos delgados que
gradualmente fueron perdiendo la coloracion verde hasta presentar un tono café claro (Figura 16d); la
pérdida de agua posiblemente fue ocasionada por una baja funcionalidad de los estomas que
permanecen abiertos por efecto del cultivo in vitro donde la humedad relativa dentro de los frascos es

mas alta que en condiciones ex vitro (Pérez-Molphe-Balch et al., 1999).

Figura 16. Aclimatizacion y sobrevivencia ex vitro. a) Brotes enraizados de E. grusonii en charolas de plastico con sustrato. b)
Brotes de 3.2 cm de longitud después de cuatro meses de permanecer en luz natural. c) Brotes de 3.8 cm de longitud después
de ocho meses de ser trasladados a condiciones de invernadero. d) Brote muerto por deshidratacion.
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El porcentaje de sobrevivencia ex vitro obtenido para brotes enraizados de Echinocactus grusonii
(95%) es similar a los reportados para otras especies de cactaceas, tales como Cephalocereus senilis
al alcanzar el 96% de sobrevivencia (Chorefio-Tapia et al., 2002), para Telocactus rinconensis se
reporté el 92% (Diaz, 2007), para Ferocactus glaucescens se registré del 80-90% (Santos, 2005) y
para Coryphantha retusa el 95% (Ruvalcaba-Ruiz et al., 2010).

Los resultados obtenidos en este estudio pueden ser atribuidos a la aclimatizacion gradual que se les
proporcioné a las plantas: primero, al mantenerlas un tiempo en las mismas condiciones ambientales
de luz y temperatura a las que permanecieron in vitro; posteriormente, a temperatura ambiente dentro
de las mismas charolas con la tapa abierta, lo que permitié inducir cambios fisiolégicos en las plantas
gue favorecieron su sobrevivencia en condiciones ex vitro.

Otra condicidon que influyd en la sobrevivencia ex vitro, fue colocar las charolas donde recibieran luz
natural semanas antes de ser transferidas a condiciones de invernadero para incrementar
gradualmente la intensidad luminosa, técnica recomendada por Agramonte y colaboradores (1998).
Finalmente, el sustrato también contribuyé al establecimiento ex vitro, ya que este proporciond un
ambiente para el crecimiento de las raices y de la planta al aportar aire y nutrimentos.

Por otro lado, el bajo porcentaje de brotes muertos por deshidratacién de E. grusonii (4.8%) no resultd
ser un problema grave; Malda y colaboradores (1999) sefialan que aunque la pérdida de agua es
relativamente significativa durante la aclimatizacién, en algunas especies de la familia Cactaceae, es
posible que el cuerpo suculento permita a las plantas sobrevivir y recuperarse a la deshidratacion.

e Meéxico es el principal centro de diversificacidn de las cactaceas, sin embargo un gran nidmero
de especies pertenecientes a esta familia se encuentran en peligro de extincion, debido
principalmente a la modificacion y destruccion de su habitat por las diferentes actividades
humanas, aunada a sus caracteristicas bioldgicas como un lento crecimiento y ciclos de vida
largos. Tal es el caso de Echinocactus grusonii, especie en peligro de extincion. Esta
investigacion hizo mas eficiente el sistema de propagacion in vitro de E. grusonii empleando

medio de cultivo liquido, el cual facilité la obtencion de explantes longitudinales al promover el
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desarrollo y crecimiento de las plantulas. Dichos explantes fueron menos propensos al
oscurecimiento u oxidacion al ser establecidos en medio liquido, ya que en este estado fisico
se propicia la dispersion de sustancias téxicas; pero sobre todo incrementé la regeneracion in
vitro de brotes con morfologia bien definida, asi como la proliferacion de brotes secundarios,
logrando su establecimiento ex vitro.

e Es importante sefalar que el presente estudio reporta la propagacién in vitro de una
cactaceae (Echinocatus grusonii) empleando medio de cultivo liquido, reportando altos

porcentajes de sobrevivencia.
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7. CONCLUSIONES
El proceso de escarificaciéon (H,SO,4 concentrado) y desinfeccion empleado para las
semillas de E. grusonii fue eficiente ya que se obtuvo el 0% de contaminacion.
El porcentaje de germinacion in vitro fue mayor (78%) en medio MS 50% soélido que en
medio MS 50% liquido (57%) a los 56 y 60 dias respectivamente.
La longitud promedio de las plantulas fue mayor en medio liquido (1.2 cm) que en
medio solido (8 mm) después 40 dias de cultivo.
La hiperhidratacion de plantulas germinadas in vitro fue mayor en medio sélido (8.6%)
gue en medio liquido (2.6%) a los 32 y 26 dias posteriores a la siembra
respectivamente.
El 1.2% de plantulas germinadas in vitro en medio liquido presentaron problemas de
oxidacion a los 32 dias posteriores a la siembra y en medio sélido se registro el 3.5%
después de 26 dias.
Los explantes longitudinales sembrados en el medio de induccién (MS+2iP 3 mgL™)
presentaron problemas de oxidacion en ambos medios, liquido (16%) y sélido (36%), a
los 90 dias de la siembra.
En los explantes se presenté rizogénesis directa, la cual fue mayor en medio liquido
(63%) que en medio sélido (33%).
La formacién de brotes ocurri6 via directa por activaciéon de aréolas, tanto en medio
liquido como sélido.
El medio liquido promovio la formacion de un promedio mayor en el nimero de brotes
por explante (3) que el medio sélido (1.8) a los 90 dias de induccion.
Los primeros sintomas de hiperhidratacién de brotes se detectaron a los 33 dias en
medio liquido y a los 48 dias en so6lido, alcanzando el 24.4% y 2.7% respectivamente a

los 90 dias de cultivo.
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« La proliferacion de brotes secundarios fue observada Unicamente en los brotes
obtenidos en medio liquido después de 18 dias de haber sido subcultivados en medio
MS 50% solido.

+ Después de 12 semanas de incubacion, el 97% de brotes individualizados sembrados
en medio MS basal solido formaron raices de manera espontanea.

+ EIl porcentaje de sobrevivencia ex vitro para E. grusonii fue de 95% después de ocho

meses de ser trasladados a invernadero.
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8. ANEXOS

8.1 Descripcidon botanica de Echinocactus grusonii Hildmann.

De acuerdo a Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada (1991), Scheinvar (2004) y Sanchez et al. (2006),
Echinocactus grusonii es una planta solitaria, globosa. Tallo verde claro, hasta de 1 m o mas de
ancho, apice lanoso color amarillo. Costillas 20 a 37, delgadas, altas y cercanas unas de las otras.
Aréolas grandes, alargadas y distantes entre si cerca de 1 cm, a veces mas o menos confluentes, las
cercanas al 4pice con lana amarillenta. Espinas de color amarillo dorado cuando jévenes, después
mas palidas, y las viejas con algo de tinte castafio, subuladas, anuladas. Espinas radiales 8 a 10,
subuladas, de 3 cm de longitud. Espinas centrales 4, mas de 5 cm de longitud. Flores amarillas,
brillantes, de 4 a 6 cm de longitud y 5 cm de didmetro, dispuestas en corona, incluidas en la lana
apical, en la antesis nunca se extienden mucho. Pericarpelo esferoidal recubierto de lana y escamas
angostas y acuminadas, papiraceas; tubo receptacular de 3 cm de didmetro, cubierto con escamas
lanceoladas y largamente acuminadas. Segmentos exteriores del perianto largamente acuminados,
de color castafio en el envés y amarillo en el haz. Segmentos interiores del perianto de color
amarillo cadmio, con brillo sedoso, erectos, angostamente lanceolados, acuminados, mas cortos que
los exteriores. Estambres amarillos, numerosos, conniventes, formando un grueso cicilindro en el
centro; estilo amarillo; l6bulos del estigma 10 a 12, amarillos. Fruto amarillento, oblongo hasta
esférico, de 12 a 20 mm de longitud, de pared delgada, cubierta con escamas y lana blanca o

desnudo hacia abajo. Semilla negruzca, de 1.5 mm de longitud; testa brillante, de color castafio.
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8.2 Anexo 2. Formulacion de los medios de cultivo MS y MS 50% (Murashige y Skoog,

1962).

MS

mg L™

MACROELEMENTOS
NH,NO,
KNO;
MgSO,.7H,0
KH,PO,
CaCl,.2H,0

MICROELEMENTOS
Kl
HsBO3
MnSO,4.H,O
ZnS0,.7TH20
Na,Mo00O,.2H,0
CuS0,.5H,0
CoCl,.6H,0

SOLUCION DE Fe
Na, EDTA.2H,0 37.3
FeS0O,.7H,0 27.8

MS 50% sélido  MS 50% liquido
mg L™ mg L™

18.65
13.9

COMPUESTOS ORGANICOS

VITAMINAS
Acido nicotinico (B3)
Piridoxina-HCI (B6)
Tiamina-HCI (B1)

INOSITOL
myo-Inositol

GLICINA
Glicina 2

Sacarosa 30¢gL"
pH 5.7-538
Agar 8gL"

1

15gL™
5.7-5.8
8gL"!
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