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El presente trabajo se desarrollé en el Laboratorio de Desarrollo en Plantas de la Facultad de
Ciencias dentro de las actividades del taller Biologia de la reproduccion, propagacion y
fisiologia de angiospermas que viven en ambientes contrastantes, bajo la direccion de la Dra.

Ana Laura Lopez Escamilla.



Propagacion in vitro de Mammillaria humboldtii Ehrenb. (Cactaceae), especie endémica amenazada

A la memoria de mi madre Reyna y mi abuela Auguria quienes me brindaron todo su amor y

apoyo, jamas dejaré que sus ensefianzas mueran

La verdadera muerte es el olvido



Propagacion in vitro de Mammillaria humboldtii Ehrenb. (Cactaceae), especie endémica amenazada

AGRADECIMIENTOS
Institucionales

A la Universidad Nacional Autonoma de México, maxima casa de estudios, por permitirme
crecer como persona, por todas las ensefianzas tanto en el area académica como en la vida

misma, iniciando desde las aulas preparatorianas.

A la Dra. Ana Laura Lopez Escamilla académico del Laboratorio Regional de Biodiversidad y
Cultivo de Tejidos Vegetales del Instituto de Biologia de la UNAM por todo el apoyo,

comprensidén y compromiso para realizar este trabajo.

A la M. en C. Laura Patricia Olguin Santos, Técnico Académico quien estuvo a cargo de la
Unidad de Ambientes Controlados, por facilitar el uso de las camaras de ambientes
controlados para el mantenimiento de los cultivos in vitro y el invernadero de la Facultad de
Ciencias durante la aclimatizacién de las plantas propagadas, ademas por sus ensefianzas,

asesoria y revision del manuscrito.

Al Dr. Angel Salvador Arias Montes, la Dra. Sonia Vazquez Santana y al M. en C Octavio
Gonzalez Caballero por sus comentarios que enriquecieron este trabajo y por todas las

ensefianzas que me proporcionaron dentro del aula.

A la M. en C. Moénica Karina Pérez Pacheco y al M. en C. José Gonzalo Ricardo Wong
Técnicos Académicos responsables del Laboratorio de Desarrollo en Plantas por toda la

asesoria técnica y paciencia para realizar este proyecto.

A la M. en B. Maria Eugenia Muiiz Diaz de Ledn, Técnico Académico responsable del Taller
de Plantas | y Il, por la asesoria técnica y por facilitar el uso de las instalaciones y equipos

para llevar a cabo algunos experimentos de este proyecto.

A la Bidl. Laura Lorena Rodriguez Nufiez por el establecimiento in vitro de las semillas de

Mammillaria humboldtii utilizadas en esta investigacion.



Propagacion in vitro de Mammillaria humboldtii Ehrenb. (Cactaceae), especie endémica amenazada

A las profesoras del taller Biologia de la reproduccion, propagacion y fisiologia de
angiospermas que viven en ambientes contrastantes: Dra. Judith Marquez Guzman, Dra.
Sonia Vazquez Santana, Dra. Margarita Collazo Ortega, Dra. Karina Jiménez Duran, Dra. Ana
Laura Lépez Escamilla y M. en C. Laura Patricia Olguin Santos, por todas sus ensefanzas y

consejos.

Personales

Son tantas las personas a quienes quiero agradecer, que dificimente podré plasmar el
nombre de cada uno, sin embargo sé que ustedes sabran de mi gratitud en algun momento de

la vida, si no es que ya lo saben.

A Fernando, por todo el apoyo que me ha brindado desde hace 18 afios y contando, por estar
ahi en los momentos mas dificiles y por mantenerse ahi para mi a pesar de mi tan peculiar

personalidad. No dejaré que el vinculo que nos une desaparezca.

A mis tios, Olivia y Gustavo, por formar parte de mi vida desde bebé, ustedes han plasmado
su huella en mi para siempre. A pesar del tiempo, la distancia y las adversidades tienen un
lugar especial en mis memorias. A mi primo Juan Carlos, con quien comparti peleas y risas

siendo ninos.

A Juan José, de quien he aprendido muchisimo en la vida, has sido mi gran ejemplo

académico, la distancia no ha impedido que nos unamos ante las adversidades.

A Gorette, quien sin la responsabilidad de ofrecerme su hombro en lo peor, lo hizo. Por estar
ahi, mantenerme la pista y por querer encaminarme por el buen camino de la ciencia e

investigacion. Hasta una prima me diste, gracias.

A Juan Montes, por brindarme su apoyo en esta vida, muy a su manera, pero s€ que esta ahi,

abuelo te quiero.



Propagacion in vitro de Mammillaria humboldtii Ehrenb. (Cactaceae), especie endémica amenazada

A Ana y Paty, por todo el apoyo incondicional, por esos jalones de oreja, risas y momentos
inigualables, ustedes son el pilar de la familia CTV, no dejen que muera el espiritu y la pasion

por lo que hacemos.

A Octavio, quien con clase a clase me transmitié su pasién por el CTV, inspiré en mi el interés

por la biotecnologia vegetal y me demostrdé que los excelentes profesores si existen.

A Laura Clapés, mi guia en la apreciacion mas nutricia de esta vida, agradezco infinitamente a
la vida y a Dianita el haberte conocido, sin duda sé que todo tiene sentido en esta vida aunque

no lo veamos en principio.

A mis grandes amigas de antafio, Daniela y Karent, ustedes son mi pasado, presente y espero
que futuro mas bello desde la primaria y secundaria, me han demostrado que son un

verdadero apoyo incondicional para mi, gracias por abrirme las puertas de sus hogares.

A Sonia, Monica, Franco y Miguel, a quienes conoci cuando éramos unos cachorros de puma,
mil gracias por todas esas ocurrencias, risas y apoyo durante todos estos afos. No cabe duda
que con ustedes comencé a vivir cosas totalmente nuevas para mi, gracias por ser mis

confidentes y amigos a través de los anos.

A Laura y Marcelo, por ser mi placozoo favorito, con ustedes las clases y practicas de campo
fueron sublimes. Hemos y seguimos compartiendo momentos tan variados que no lograria
recordarlos todos. Agradezco enormemente que sean mis amigos, su apoyo en las buenas y

en las malas no lo cambiaria por nada. jArre!

A Yes, otro de mis mas grandes apoyos en esta vida, no sélo eres la primera persona con
quien hablé en ese primer dia de clases de la carrera, también eres alguien de quien puedo
aprender demasiado en las artes del perddon, espero al menos cachar una pizca de los
sentimientos tan nobles que tienes hacia para los demas. Igualmente agradezco a tu familia

por hacerme sentir como uno de los suyos.



Propagacion in vitro de Mammillaria humboldtii Ehrenb. (Cactaceae), especie endémica amenazada

A Cris, Claudio y Kevin, con ustedes compartir el mundo del CTV fue mucho mejor, cuando
estoy con ustedes el tiempo se vuelve tan relativamente corto, agradezco todos los momentos

llenos de risas y retroalimentacion, me han enriquecido como no se lo imaginan.

A Enya por ser una gran amiga, por acompafarme durante las arduas jornadas de trabajo en

el laboratorio, tu compafia y apoyo son excepcionales.

A Dulcerri y Mine, chicas con ustedes rio como no tienen idea, las comidas se vuelven toda
una experiencia gratificante. Quiero que formen parte de mi dieta en esta vida que aun me

falta por vivir.

A Diana y Humberto gracias por darme el empujon necesario para ir en busca del CTV; Yeimi,
tu calidez es inigualable; Arturo, contigo las platicas y el café/chocolate saben mucho mejor;
Andreopsida, tu sarcasmo y claridad realmente son los mejores, sabes que te quiero
infinitamente. Luld, Rosy y Yuri, gracias por soportarme en mi hablar y hablar mientras
ustedes trabajaban; Lore gracias por haberme donado el material necesario para realizar este
proyecto y por resolverme mis dudas interminables; Lalo mi compadre del alma, sabes que
tienes un lugar muy especial en mi ser. A mis ponis Luis y Joselin, con quienes comparti
grandes aventuras en aquel primer semestre de la carrera, la distancia no hara que los deje

de querer por montones.

A mis compafieros del laboratorio, Sandra, lkal, Alde, Nadia, Vera, Valeria, Rocio, Moni, Ric,
las Dras., Ma. Félix, con quienes aprendi a relacionarme mejor, a disfrutar de la vida y a que si

la hago como vendedora de postres.

Sencillamente gracias a todos, cada uno de ustedes ha plasmado algo en mi ser y ha
contribuido en lo que soy, sus palabras de aliento para finalizar este trabajo fueron de suma

importancia. Agradezco inmensamente a la vida el haberlos presentado ante mi.



INDICE
ABREVIATURAS
RESUMEN
INTRODUCCION
ANTECEDENTES
Generalidades de la familia Cactaceae
Problematica de las cactaceas
Género Mammillaria
Mammillaria humboldtii
Estrategias de conservacion
Cultivo de Tejidos Vegetales
Micropropagacion
Micropropagacion en cactaceas
Micropropagacion en Mammillaria
JUSTIFICACION
OBJETIVOS
Objetivo general
Objetivos particulares
MATERIALES Y METODOS
Material bioloégico
Experimento preliminar (BA 0.5y 1 mgL™")
Barrido hormonal
Elongacion y enraizamiento
Aclimatizacién
Analisis estadistico
RESULTADOS Y DISCUSION
Experimento preliminar (BA 0.5y 1 mgL™")
Explantes apicales
Explantes laterales
Respuestas morfogenéticas con el barrido hormonal
Organogénesis
Explantes apicales
Explantes laterales
Analisis estadistico
Elongacion y enraizamiento
Aclimatizacién
PERSPECTIVAS
CONCLUSIONES
BIBLIOGRAFIA
ANEXO 1. Descripcion botanica del género Mammillaria (Arias et al., 2012)
ANEXO 2. Descripcion botanicay clasificacion taxonomica de Mammillaria
humboldtii (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991; Guzman et al., 2007)

10
11
12
14
14
16
18
19
23
25
30
32
33
39
39
39
39
40
40
40
41
42
42
43
45
45
46
49
52
52
52
58
61
65
67
71
73
75
84
85



ABREVIATURAS

2,4-D Acido 2,4-diclorofenoxi-acético
2iP N®-(2-Isopentenil) adenina
4-CI-AlA Acido 4-cloroindol-3-acético
AIA Acido indol-3-acético

AIB Acido indol-3-butirico

ANA Acido naftalenacético

ANP Areas Naturales Protegidas
APA Acido fenilacético

ATIB Acido 2,3,5-triyodobenzoico
BA 6-bencilaminopurina

CA Carbon Activado

CAM Crassulacean Acid Metabolism

(Metabolismo Acido Crasulaceo)

CTVv Cultivo de Tejidos Vegetales

GGPP Geranil-geranil-difosfato

IUCN Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
K Kinetina

MS Murashige y Skoog (1962)

N&N Nitsch & Nitsch

UMA Unidad de Manejo para la Conservacion de la Vida Silvestre

UNAM Universidad Nacional Autbnoma de México



Propagacion in vitro de Mammillaria humboldtii Ehrenb. (Cactaceae), especie endémica amenazada

RESUMEN

Mammillaria humboldtii, especie endémica del estado de Hidalgo, se encuentra en la categoria
de Amenazada en la Norma Oficial Mexicana debido a su distribucion geografica restringida y
escasas poblaciones dentro de la Barranca de Metztitlan, ademas del saqueo ilegal con fines
ornamentales. El objetivo del trabajo fue establecer una metodologia para su propagacion por
medio del cultivo de tejidos vegetales. A partir de brotes previamente obtenidos de plantulas
de semillas germinadas in vitro se obtuvieron explantes apicales y laterales que fueron
cultivados en medio Murashige y Skoog con doce combinaciones de 6-
bencilaminopurina/acido naftalenacético (BA/ANA).

Para los explantes apicales los mejores tratamientos fueron BA/ANA 2/0.1 y 1/0.5 mgL""
generando un promedio de 8.75 y 8.6 brotes respectivamente. Los explantes laterales
respondieron mejor en el tratamiento sin reguladores de crecimiento, formando en promedio
4.7 brotes por explante. La formacion de brotes ocurrié por organogénesis directa via
activacion de aréolas vegetativas en ambos tipos de explantes.

La rizogénesis se dio de manera espontanea en medio MS adicionado con 1.5 gL' de
Carbdn Activado, la aclimatizacion fue exitosa obteniendo el 98.5% de sobrevivencia. En el
presente trabajo se logré la micropropagacion de esta especie y su establecimiento en
condiciones de invernadero, lo que representa una alternativa viable para su propagacion

masiva, favoreciendo la conservacion de los ejemplares silvestres en su habitat natural.

11
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INTRODUCCION
México presenta una gran diversidad biolégica debido a su topografia, a su variedad de climas
y a su compleja historia geoldgica y biolégica. Estos factores contribuyen a las condiciones
ambientales y microambientales que promueven una variedad de habitats y de formas de vida.
Su ubicacion en el limite de dos zonas biogeograficas: la neotropical y la neartica, propicio el
enriquecimiento de la fauna y flora, dando como resultado que nuestro pais posea entre el 10
y 12% de las especies del planeta (Neyra y Durand, 1998).

En México, la familia Cactaceae esta bien representada debido a que posee el mayor
numero de especies (660), distribuyéndose la mayor parte de éstas en zonas aridas y
semiaridas (Hernandez y Godinez, 1994; Ortega-Baes y Godinez-Alvarez, 2006).

Mammillaria es uno de los géneros mas numerosos de esta familia, con alrededor de
221 a 232 especies (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991; Hunt et al., 2006), y de los mas
populares en el mercado debido a la variedad de formas que posee, al color de sus flores, su
pequeno tamafo y sencillo mantenimiento. Al igual que muchas otras especies de cactaceas
éstas son usadas como plantas ornamentales (Jiménez, 2011), por lo que sus poblaciones
han sido afectadas por la colecta ilegal y el mercado negro, reduciendo el niumero de
individuos (Robbins, 2003), problematica sumada a la destruccion de su habitat situando a
114 especies de este género en alguna categoria de riesgo segun la NOM-059-SEMARNAT-
2010 (SEMARNAT, 2010).

Mammillaria humboldtii (Anexo 1) es endémica del estado de Hidalgo, presenta lento
crecimiento y debido a la colecta ilegal de ejemplares silvestres esta en la categoria de
Amenazada (Guzman et al., 2007; SEMARNAT, 2010), motivo por el cual es necesario

establecer estrategias para su propagacion y conservacion. Una alternativa para llegar a

12
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alcanzar un programa de conservacion es el empleo de la micropropagacion por medio de las
técnicas del Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV), en donde es posible obtener altas tasas de
multiplicacion a partir de porciones de material vegetal que es sembrado en condiciones
asépticas, en medios de cultivo quimicamente definidos y a temperatura e intensidad luminosa
controladas (George et al., 2008). Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue
establecer las condiciones que permitan la propagacion masiva y la aclimatizacién de brotes

de M. humboldtii como parte de una estrategia para su conservacién ex situ.

13
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ANTECEDENTES
Generalidades de la familia Cactaceae
La familia Cactaceae es originaria de América, cuenta con una distribucion desde Canada
hasta el sur de Argentina (Bravo-Hollis, 1997). Dos de los principales centros de diversidad se
ubican en México y en el sureste de Estados Unidos (Ortega-Baes y Godinez-Alvarez, 2006).

Conforman un grupo monofilético que se caracteriza principalmente por la presencia de
aréolas (Bravo-Hollis y Sanchez Mejorada, 1991; Arias y Flores, 2013) y comprende 124
geéneros con mas de 1800 especies (Hunt et al., 2006).

México es el pais con el mayor numero de géneros (46) y especies (660), con 517
especies endémicas, que representa una alta proporcion de endemismos respecto al numero
total de especies (78%) (Ortega-Baes y Godinez-Alvarez, 2006). La mayor parte de las
especies se distribuyen en las regiones aridas y semiaridas, principalmente en la porcién
sureste del Desierto Chihuahuense, asi como en la Zona Arida Queretano-Hidalguense
(Hernandez y Godinez, 1994). Los estados con mayor diversidad son San Luis Potosi,
Coahuila, Nuevo Leodn, Oaxaca, Zacatecas, Tamaulipas y Sonora con mas de 100 especies
cada uno (Godinez-Alvarez y Ortega-Baes, 2007; Guzman et al., 2007).

Las cactaceas presentan caracteristicas anatémicas y fisiolégicas de adaptacion al
medio arido, entre las mas notables se encuentran el gran desarrollo de parénquima en sus
tallos, lo que les permite almacenar y conservar el agua en sus tejidos; la reduccion o
ausencia de sus hojas, con lo cual reducen la evapotranspiracion; el engrosamiento de la
cuticula y el tipo de fotosintesis conocido como “metabolismo acido crasulaceo” (CAM por sus

siglas en inglés, Crassulacean Acid Metabolism), en el cual el intercambio gaseoso se realiza

14



Propagacion in vitro de Mammillaria humboldtii Ehrenb. (Cactaceae), especie endémica amenazada

durante la noche cuando la temperatura del ambiente es mas baja (Bravo-Hollis y Sanchez-
Mejorada, 1991; Jiménez, 2011).

La caracteristica distintiva de los miembros de esta familia es la presencia de aréolas,
gue son yemas de crecimiento que se desarrollan en nuevos tallos, flores, espinas, gléquidas,
cerdas y pelos (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991; Jiménez, 2011). Ademas presentan
determinadas formas de crecimiento, entre ellas las cilindricas, columnares, globosas y
globosas-deprimidas (Vazquez-Sanchez et al., 2012).

Las cactaceas desempefian un papel muy importante desde el punto de vista bioldgico,
social y econdmico. Muchos de sus frutos y tallos son alimentos importantes en la dieta de los
mexicanos, aunque también se utilizan como forraje, ornamento y fuente de sustancias
quimicas de interés médico y farmacoldgico (Benitez y Davila, 2002). Hay muchas especies
que son fuente de materia prima para la construccion y elaboracién de armas de caza y
pesca, algunas otras se utilizan como cercos vivos, para retener el suelo, como fuentes de
mucilagos, gomas, pectinas y colorantes, entre otros, pero actualmente su papel mas comun
desde el punto de vista humano es el de plantas ornamentales (Becerra, 2000). Por
mencionar algunos estan los frutos (chilitos) de Mammillaria que son consumidos por el
hombre, tallos de diversas especies Cylindropuntia se utilizan tanto para consumo humano
como de ganado, ademas de que sus frutos son comestibles, mientras que con individuos de

Pachycereus se construyen cercos vivos (Bravo-Hollis y Scheinvar, 1995).

15
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Problematica de las cactaceas

En 2015 Goettsch et al. realizaron un estudio sobre la cantidad de cactaceas amenazadas,
resultando ser el quinto grupo taxondmico con mayor numero de especies amenazadas. Las
dos principales areas en América donde se encuentran susceptibles son el sur del Rio Grande
del Sur (Brasil) y el norte de Artigas (Uruguay), mientras que en México se localizan en
Querétaro, San Luis Potosi, Oaxaca y Puebla.

Las principales causas que ponen en riesgo a las cactaceas son la agricultura y el
cambio de uso de suelo para asentamientos humanos y la colecta de ejemplares con fines
bioldgicos, por ejemplo como plantas para colecciones (Goettsch et al., 2015). En el mundo,
los principales comerciantes de cactaceas (de manera legal) son los Estados Unidos, el Reino
Unido, Alemania, Suecia, México, Espana, Italia y Canada, teniendo al primero con un 17 %
de especies exclusivas, es decir, especies que solo pueden adquirirse de manera legal dentro
de ese pais, al contrario de México, que a pesar de ser el pais con la mayor diversidad y la
mayor cantidad de endemismos, el numero de especies comercializadas es mucho menor (91)
y con tan solo 3 especies exclusivas (Barcenas, 2006).

Sin embargo, a pesar de que existen lugares con los permisos necesarios para la
propagacion y venta de cactaceas, en muchas ocasiones la produccion no llega a satisfacer la
demanda o lo hace parcialmente, por o que se promueve la venta ilegal de estas plantas
(Martorell, 2013), actualmente esta practica afecta a un 47% de las cactaceas amenazadas
(Goettsch et al., 2015). Los coleccionistas pueden llegar a pagar miles de délares por alguno
de estos ejemplares sin importar que eso ponga en riesgo a la planta, tal es el caso de
Geohintonia mexicanum y Aztekium hintonii por las que compradores japoneses llegaron a

ofrecer dos mil doélares por un ejemplar (Becerra, 2000). Se sabe que los principales
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saqueadores provienen de paises europeos y asiaticos, quienes de alguna manera logran
pasar la aduana y sacan las plantas y/o semillas del pais para su venta ilegal por internet
(Alvarez et al., 2004; National Geographic en Espafiol, 2015).

Otras causas que aumentan la problematica de las cactaceas, son que la mayoria de
las especies que se encuentran amenazadas pertenecen a poblaciones pequenas, son de
distribucion restringida o son especies que recientemente se han descubierto, por lo que se
conoce poco de su biologia (Becerra, 2000), aunado a que tienen ciclos de vida muy largos,
bajas tasas de crecimiento, altos niveles de endemismos y alta especificidad ambiental de sus
poblaciones (Jiménez, 2011).

Debido a las causas anteriores, en la NOM-059-SEMARNAT-2010 se encuentran
enlistados 42 de los 46 géneros que se localizan en el pais, en las categorias de Sujeto a
proteccion especial (157 especies), Amenazado (87 especies) y En peligro de extincion (32
especies) (SEMARNAT, 2010). Asimismo, en la Lista Roja de la IUCN (Unién Internacional
para la Conservacion de la Naturaleza) se encuentran enlistadas 1477 especies de la familia
(IUCN, 2015), en las categorias En peligro critico, En peligro, Vulnerable, Casi Amenazado,
Preocupacién Menor y Datos Insuficientes, sin contener especies en las categorias de Extinto
y Extinto en estado silvestre (Goettsch et al., 2015). A pesar de que ambos listados evaluan el
estado de riesgo de las especies, la diferencia reside en los criterios que se consideran para
designar cada categoria, asi como la existencia de problemas de sinonimias en la
nomenclatura, ademas de que la Lista Roja de la IUCN se actualiza constantemente (Arias et

al., 2005).
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Género Mammillaria

El género Mammillaria (Anexo 1) fue nombrado en 1812 por Haworth, haciendo alusion en su
nombre a las pequefias mamilas que son los tubérculos que presentan estas especies. Los
individuos pueden ser solitarios, como M. hernandezii, M. napina y M. zephyranthoides, o
cespitosos, como M. decipiens, M. elongata y M. schumannii, con un crecimiento aun mas
lento en comparacion con otras cactaceas (Anderson, 2001).

Mammillaria se caracteriza por presentar dos tipos de aréolas, las reproductivas (o
florales) ubicadas en las axilas de los tubérculos y las vegetativas localizadas en el apice de
éstos, de donde se generan espinas, las cuales pueden ser centrales o radiales de diferentes
tamanos, formas, numero y colores. Sus flores generalmente se disponen en corona cerca del
apice, son pequenas (10-25 mm de longitud y 15-50 mm de diametro), con tonalidades que
van desde blancas hasta rojizas. Los frutos, son bayas pequefas sin aréolas, normalmente sin
escamas, de color rosado hasta escarlata, con una gran cantidad de semillas (10-150) (Bravo-
Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991; Rubluo, 1997).

Este género es el mas grande y popular dentro de la familia Cactaceae, de acuerdo a
Hunt et al. (2006) y Villasefior (2004) cuenta con 232 y 306 especies, respectivamente. Se
distribuye desde Estados Unidos hasta Sudamérica, incluyendo a las Antillas (Arias et al.,
2012). En México, los estados con la mayor riqueza de especies son San Luis Potosi con 31
especies, Querétaro, Guanajuato y Zacatecas con 28 especies cada uno, y por ultimo Oaxaca
y Durango con 26 especies cada uno (Flores y Manzanero, 2010).

Oaxaca destaca como uno de los estados con mayor numero de endemismos (9
especies), seguido de Baja California Sur (8 especies), Sonora (6 especies), Guanajuato,

Puebla y Tamaulipas (5 especies cada uno) (Flores y Manzanero, 2010). Estos endemismos
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junto con la alta demanda por los aficionados, la colecta ilegal y la destruccion de sus habitats,
pone en alto riesgo al género (Rubluo, 1997), ademas del pequefo tamafo de las especies
que dificulta encontrar nuevas localidades o incluir a todos los individuos en un conteo de sus
ejemplares (Martorell, 2013).

En contraparte, la gran popularidad que ha ganado Mammillaria ha promovido el inicio
de estudios tanto cientificos como por aficionados (Anderson, 2001), teniendo en
consideracion que aun hay un gran camino por recorrer para aumentar el conocimiento que se

tiene sobre estas plantas y asi mismo tomar las medidas adecuadas para su conservacion.

Mammillaria humboldtii

Mammillaria humboldtii, conocida como “biznaga bola de nieve” (Fig. 1a) (Anexo 2), puede
tener tallos simples o cespitosos y globosos-aplanados hasta algo columnares (Brachet et al.,
1990). Sus tubérculos son cilindricos con el apice redondeado, sus aréolas no presentan
espinas centrales, solo espinas radiales. Con flores con tonalidades rosas hasta rojo brillante
(Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991).

Es endémica del estado de Hidalgo (Hernandez y Goémez-Hinostrosa, 2005; Guzman et
al., 2007), con escasas localidades dentro de la Barranca de Metztitlan y sus alrededores
(Brachet et al., 1990). Se encuentra en la NOM-059-SEMARNAT-2010 (SEMARNAT, 2010) en
la categoria de Amenazada y en la Lista Roja de la IUCN como en Peligro critico (IUCN,
2015), debido principalmente a las extracciones ilicitas de su medio natural (al ser una especie
con pocos individuos), junto con el sobrepastoreo de su habitat por cabras (Fitz et al., 2013),
asimismo influye su lento crecimiento (Fig. 1b) y la baja tasa germinacién de sus semillas. La

propagacion por semilla no es muy exitosa, personal del vivero El Viejo Cactus (Metztitlan,
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Hidalgo) no ha logrado la germinacién y el Bidlogo Abel Bonfil Campos (Jardin Botanico -
Facultad de Estudios Superiores plantel Cuautittan, UNAM) sefala que de 30 semillas
sembradas en sustrato, dos germinaron a los seis dias y siete a los 20 dias, lo que hace un
total de 9 semillas que corresponderia al 30% (comunicacién personal con ambos). En el
vivero El Viejo Cactus las plantas con las que cuentan tienen un tamano no mayor a seis cm

de diametro con una edad de 10 afios, lo que nos indica su lento crecimiento (Fig. 1c).

Figura 1. Mammillaria humboldtii. a) Ejemplar silvestre con flores y
frutos, con crecimiento cespitoso (foto de Michel Lacoste (ML165)),
b) planta de tres afios 10 meses, con 0.6 cm de diametro y c) planta
de 4.5 cm de didmetro con 10 afios de edad del vivero El Viejo
Cactus.
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Otras causas que podrian contribuir a la amenaza de esta especie pueden ser: el
desconocimiento real del tamafio y numero de poblaciones, asi como la decision de algunos
cientificos de no compartir la ubicacidon de nuevas poblaciones, ya que los saqueadores al
conocer estos mismos puntos se darian a la tarea de saquear gran cantidad de individuos
(Martorell, 2013).

Esta especie como muchas de la familia, se venden a través del internet. En una
busqueda realizada en 2014 y 2015 se encontraron varios sitios donde esta a la venta, ya
sean ejemplares y/o semillas. Las paginas que las ofertan son generalmente de procedencia
europea. Como se aprecia en la tabla 1, el tamafo de las plantas es de 5 a 16 cm de
diametro, los precios por los ejemplares, dependiendo de su tamafo van desde $25.25 hasta
$107.76 pesos mexicanos, también se ofrecen paquetes de 10 o 100 semillas, éstos Ultimos
se pueden vender a $164.15 pesos mexicanos. Tomando en cuenta el lento crecimiento de
esta especie y los tamafos de los ejemplares puestos a la venta, asi como la cantidad de
semillas, muy probablemente este material biolégico podria ser extraido de sus habitats

naturales y por lo tanto de procedencia ilegal.
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Tabla 1. Sitios de internet de diferentes paises donde se realiza la venta de semillas y ejemplares de Mammillaria
humboldtii de diferentes tallas, se muestra su precio equivalente en pesos mexicanos.

. Tamario del Precio Equivalencia en
Semilla o . . .
ejemplar o # Pais en pesos Referencia
planta . . .
de semillas internet mexicanos
Semillas 10 Australia | AUD 4.95 $58.63 www.ebay.com*
Semillas 10 Esparia £3.15 $79.55 www.ebay.com™*
Semillas 100 Estz_ados uUsD$ 8 $130.06 www.mesagarden.com*
Unidos
Semillas 100 Republica £6.50 $164.15 cactus-heaven.com*
de Malta
7 cm de
Planta dlarr_1_etro (con Alemania 5.50 € $98.78 www.ebay.com*
los hijuelos) y 5
cm de altura
Planta ne Alemania 6 € $107.76 www.kakteenland.de**
5cmde
diametro (con . o
Planta los hijuelos) y 3 Hungria £1 $25.25 www.ebay.com
cm de altura
16 cm de
diametro (con . .
Planta los hijuelos) y 8 Hungria £1.40 $35.35 www.ebay.com
cm de altura
Planta ne México $40 $40 articulo.mercadolibre.com.mx*
Planta ne México $35 $35 nopalesinc.mercadoshops.com.mx**
Planta ne Republica 4 € $71.84 www.hajek-kaktusy.cz*
Checa

€: Euros, AUD: Doélares australianos, USD$: Dolares estadounidenses, £: Libras esterlinas, $: Pesos mexicanos,
ne: no especificado. Cotizaciones de las divisas consultadas: *el 22 de noviembre de 2014, ** el 29 de julio de

2015.
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Estrategias de conservacion

En la actualidad, la alteracion ambiental negativa se esta dando de una manera acelerada,
poniendo en riesgo los recursos vegetales del planeta, esto en gran medida por la actividad
humana. Afortunadamente para contrarrestar dichos efectos existen distintas estrategias de
conservacion (lriondo, 2001). La conservacion de la diversidad vegetal puede realizarse in situ
0 ex Situ, la primera consiste en proteger los habitats naturales de las especies amenazadas,
manteniendo sus poblaciones o recuperandolas si se han deteriorado (Baena et al., 2003); en
cambio, la segunda se refiere a la conservacion fuera del habitat natural mediante la
aplicacién de técnicas e infraestructuras especializadas que contribuyan a la recuperacion y
sobrevivencia de individuos o poblaciones (Iriondo, 2001; Lascurain et al., 2009).

Para la conservacion in situ es necesario tener informacion sobre la Biologia de la
especie a proteger y sobre el ecosistema que habita, ya que de manera contraria, se verian
limitadas las acciones para idear un plan de conservacion (Iriondo, 2001). Dentro de las
instituciones que pueden llevar a cabo todas estas medidas son las Areas Naturales
Protegidas (ANP), los Corredores biolégicos y las Unidades de Manejo para la Conservacion
de la Vida Silvestre (UMAs), que son areas de gran importancia por su diversidad que no han
sido alteradas significativamente por el ser humano y/o que requieren ser preservadas y
restauradas (Robles, 2009; Alvarez, 2013; CONANP, 2015)

En cambio, la conservacion ex situ implica colectar muestras, con representacion de la
variabilidad genética de una especie, asi como su mantenimiento fuera de las condiciones en
las que se ha desarrollado (Iriondo, 2001). Incluye los jardines botanicos, bancos de
germoplasma (semillas, polen y yemas vegetativas, entre otros), propagacién vegetativa
convencional y laboratorios de cultivo de tejidos (Iriondo, 2001; Lascurain et al., 2009).
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Con respecto a los jardines botanicos, son lugares que contienen colecciones vivas de
plantas, que ademas de la conservacion, promueven programas de investigacion y educacion
sobre las especies (Becerra, 2000; Lascurain et al., 2009). En México, los jardines botanicos
en conjunto tienen 757 especies de la familia Cactaceae, de las cuales, en el 2003, se
documentaron 188 especies que se encontraban incluidas en la NOM-059-SEMARNAT-2001.
Actualmente, a pesar de que estas instituciones se utilizan para la conservacion ex situ, es
necesario que se les provea un mayor apoyo ya que a partir de ellas se puedan generar
fondos para la conservacion in situ (Lascurain et al., 2009).

En el caso de los bancos de germoplasma, estos centros se encargan de almacenar
propagulos de especies raras y amenazadas. Basados principalmente en la conservacion de
semillas a bajas temperaturas y con un bajo contenido de humedad, aunque existen otras
alternativas como son los bancos de cultivo in vitro, los bancos de polen y yemas vegetativas,
que se pueden utilizar cuando la conservacion de semillas no es una opciéon viable. Sin
embargo, hay que tomar en consideracidn que los bancos de polen a pesar de que ocupan
poco espacio, solo conservan la mitad del genoma, mientras que las yemas vegetativas se
utilizan principalmente para la conservacion de clones de arboles frutales (lriondo, 2001).

Otro componente fundamental en la conservacion ex situ es la propagacion,
principalmente por semilla (en cactaceas se considera el método mas recurrido), partiendo de
frutos colectados en campo con la autorizacion correspondiente mediante permisos oficiales,
por cosecha en plantas de colecciones o por intercambio (Arredondo, 2002). En cuanto a la
propagacion vegetativa, actualmente se subdivide en convencional y no convencional, la
primera implica la utilizacién de yemas, esquejes, vastagos e injertos; en cuanto a la segunda

hace referencia a la micropropagacion, que utiliza técnicas similares a las de los bancos de
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cultivo in vitro (Iriondo, 2001). En ambos casos, se habla de una reproduccion asexual, con el
propésito de multiplicar el material vegetal con fines de exposicion, estudio o intercambio, ya
que ademas se conserva la identidad genética del material propagado, es decir se generan
clones a partir de una misma planta (Iriondo, 2001; Arredondo, 2002). Las diversas estrategias

de conservacién vegetal mencionadas se muestran en la figura 2.

[ ] Areas Naturales Protegidas (ANP)
In situ Corredor biolégico
Unidad de Manejo para la Conservacion de la Vida Silvestre (UMA)
p . -
( Colecciones de plantas { Jardines botanicos
Almacenamiento de germoplasma ) Semillas
., Polen
Conservacion < Bancos de germoplasma Cultivo in vitro
\ Yemas vegetativas
Ex situ < Semilla
Yemas
( e . | Esquejes
Propagacién onvencional Véstagos
Vegetativa < Iniertos
\ \ No convencional { Micropropagacién
\

Figura 2. Diversas estrategias de conservacion vegetal. Recapitulado de Becerra (2000); Iriondo (2001);
Arredondo (2002); Baena et al. (2003); Lascurain (2009); Robles (2009); Alvarez (2013).

Cultivo de Tejidos Vegetales

Para comprender mejor el concepto de micropropagacién, es necesario explicar lo que es el
Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV). Este es una rama de la biotecnologia que reune un
conjunto de técnicas que permiten el cultivo y manipulacion aséptica de secciones de tejidos
vegetales en medios nutritivos bajo condiciones ambientales controladas, como son: luz,
temperatura, pH, reguladores de crecimiento, entre otras (Pérez-Molphe-Balch et al., 1999;

George et al., 2008; Lopez y Olguin, 2013).
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Se basa en el principio de totipontencialidad de las células para regenerar un nuevo
individuo completo, el cual fue propuesto por Haberlandt en 1902, motivo por el cual se le
conoce como el padre del CTV (Thorpe, 2007; Kumar y Shiong, 2012; Lépez y Olguin, 2013),
durante los afios 40’s, 50’s y 60’s se desarrollaron las técnicas que actualmente se utilizan
(Thorpe, 2007).

El fragmento vegetal con el cual se inicia el cultivo se llama explante, éste puede ser
una seccion de hoja, tallo, raiz, una semilla, un embridn cigético aislado (maduro e inmaduro),
cotiledones, hipocotilos, pétalos, polen, entre otros (Abdelnour-Esquivel y Vincent, 1994;
Pérez-Molphe-Balch, et al., 1999; George et al., 2008; Kumar y Shiong, 2012). Los explantes
se colocan bajo condiciones ambientales y nutricionales controladas para promover una
respuesta, la cual puede darse mediante tres rutas de propagacion: 1) la activacion de yemas
preexistentes, 2) la organogénesis y 3) la embriogénesis somatica. La primera se refiere que a
partir de esas yemas preexistentes se obtendran nuevos individuos, la segunda, que a partir
de explantes como son raices, hojas, tallos se formaran de novo 6rganos (brotes o raices
adventicias) y por ultimo, en la tercera, que a partir de células somaticas se formaran
embriones que germinaran formando plantas completas; ademas de que en la segunda y
tercera via las estructuras se forman a partir de una sola célula, en cambio en la primera se
parte de una estructura multicelular (Pérez-Molphe-Balch et al., 1999; Lopez y Olguin, 2013).

La organogénesis y la embriogénesis somatica se pueden dar de manera directa o
indirecta, es decir, en el primer caso, ya sean brotes o plantas completas se formaran
directamente sobre la superficie del explante, en cambio en el segundo, se formara primero

callo (una masa de células desorganizadas y desdiferenciadas que tienen una division
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continua e incontrolada) para posteriormente dar origen a los brotes o embriones somaticos
(Pérez-Molphe-Balch et al., 1999; George et al., 2008; Lopez y Olguin, 2013).

Dentro de las plantas se sintetizan compuestos organicos de manera natural, que
juegan un papel importante en el desarrollo y crecimiento de las mismas, estos compuestos
reciben el nombre de hormonas vegetales (y reguladores de crecimiento vegetal cuando son
sintetizados en laboratorio). Para que exista una respuesta en el explante es necesaria la
adicion de estas sustancias en el medio de cultivo, en una proporcion y concentracién de
acuerdo a lo que se quiera obtener. Se dividen principalmente en auxinas, citocininas,
giberelinas, etileno y acido abscisico (Pérez-Molphe-Balch et al., 1999; Buchanan et al., 2000;
George et al., 2008):

Las auxinas y las citocininas son los reguladores de crecimiento que se utilizan
mayormente, ya que son los que regulan en gran medida los procesos de crecimiento y
desarrollo en los cultivos de tejidos vegetales.

Auxinas: Son compuestos derivados del triptofano, sintetizados principalmente en
tejidos jovenes como meristemos y hojas jovenes. En la planta completa promueven la
division y crecimiento celular, estimulan la formacién de raices adventicias, determinan la
dominancia apical, inhiben la abscision de las hojas, entre otras. De manera natural existen el
acido indol-3-acético (AlA) y el acido indol-3-butirico (AIB) que se utilizan recurrentemente en
el CTV, asi como el acido 4-cloroindol-3-acético (4-CI-AlA) y el acido fenilacético (APA). De
manera sintética existen el acido naftalenacético (ANA) el acido 2,4-diclorofenoxi-acético (2,4-
D) y el acido 2-metoxi-3,6-diclorobenzoico (dicamba).

Citocininas: Son derivados de la adenina, se producen principalmente en tejidos donde

hay una fuerte actividad mitética, como es el meristemo apical de la raiz, embriones y hojas

27



Propagacion in vitro de Mammillaria humboldtii Ehrenb. (Cactaceae), especie endémica amenazada

jévenes. En la planta completa participan junto con las auxinas en la morfogénesis, rompen la
dominancia apical promoviendo el crecimiento de las yemas laterales, retardan la senescencia
y promueven la movilizacion de nutrientes. Algunos ejemplos de origen natural son la hidroxi-
metil-butenil-amino purina (zeatina) y la N°-(2-Isopentenil) adenina (2iP). La kinetina (K) y la 6-
bencilaminopurina (BA) son ejemplos de citocininas sintéticas, que a la vez son dos de las

mas utilizadas en el CTV.

En la proporcion en que las auxinas y citocininas sean empleadas se podra dirigir la

respuesta morfogenética (Fig. 3).

Auxinas Respuesta Citocininas
Alta

Baja
Enraizamiento

Callo en monocotiledéneas

Embriogénesis somatica

Raices adventicias a partir de callo
Callo en dicotiledéneas
Brotes adventicios

Proliferaciéon de yemas

Baja

Alta

Figura 3. Respuestas morfogenéticas generadas en los cultivos in vitro por la
interaccion de diferentes proporciones de auxinas y citocininas. Tomado y
modificado de Pérez-Molphe-Balch et al. (1999) y George et al. (2008).

Giberelinas: Su precursor es el geranil-geranil-difosfato (GGPP), se sintetiza
principalmente en semillas inmaduras, en la regién subapical de los meristemos, tejido
vascular, en anteras y granos de polen. En la planta completa participan en la embriogénesis y

desarrollo del embrién, en la diferenciacion celular, promueven la elongacién de entrenudos,
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de la rizogénesis, la floracién y el crecimiento. Algunos ejemplos son GA1, GAs, GA4, GA7,
Ga12 y GAss (naturales) (Buchanan et al., 2000; George et al., 2008).

Etileno: Tiene como precursor a la metionina y se sintetiza en todos los tejidos de la
planta. En la planta completa participa en la maduracion de los frutos, promueve la
senescencia, la abscision de hojas, frutos y pétalos, y la formacién de pelos radiculares.
El etileno es el compuesto que se da de manera natural, en cambio el acido 2-
cloroetilfosfonico (etefon) es un compuesto sintético (Buchanan et al., 2000; George et al.,
2008).

Acido abscisico: Es un derivado del isopentil difosfato, que se sintetiza en semillas en
maduracién, en raices y en hojas bajo estrés hidrico. En la planta completa regulan la
maduracién de la semilla, inhiben la germinacion precoz y promueven la latencia de la semilla,
asi como el cierre de los estomas en respuesta al estrés hidrico, también promueve la latencia
de los meristemos del vastago y el crecimiento de la raiz e inhibe el de la parte aérea en
condiciones de estrés hidrico (Buchanan et al., 2000).

El CTV conlleva algunas ventajas, como son la obtencion de plantas libres de virus, asi
como la generacion de un gran numero de individuos en poco tiempo y espacio, a partir de
escaso material (Fay, 1994). Ademas existen diversas técnicas, que permiten la germinacion,
como puede ser de semillas recalcitrantes (semillas sensibles que pierden viabilidad a bajas
temperaturas y a un bajo porcentaje de humedad), de semillas con un bajo porcentaje de
germinacion, de especies que produzcan una baja cantidad de semillas o que simplemente se
cuente con poco material bioldgico (Iriondo, 2001), ademas del cultivo de meristemos, el
cultivo de células en suspension, el cultivo de protoplastos y la micropropagacién. Algunas de

estas técnicas se utilizaron inicialmente para la propagacion de especies de importancia
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horticola y para la conservacion de recursos genéticos de importantes plantios,
posteriormente para la obtencion de metabolitos secundarios y la conservacion de especies
raras y/o amenazadas, siendo la micropropagacion una de las técnicas mas empleadas para

este proposito (Fay, 1994; Pérez-Molphe-Balch, et al., 1999; Kumar y Shiong, 2012).

Micropropagacion
La micropropagacion se refiere a la propagacion asexual masiva de plantas genéticamente
idénticas a la planta madre, en tiempos relativamente cortos en comparaciéon con los métodos
convencionales y por medio de subcultivos sucesivos hasta su transferencia a suelo,
permitiendo asi la obtencion de plantas con mayor homogeneidad y calidad (George et al.,
2008, Loépez y Olguin, 2013). Beneficios que se estan tomando como incentivo para llevar a
cabo la propagacion de plantas raras y que estén amenazadas o en peligro de extincion
(Gratton y Fay, 1999).

La micropropagacion consta de cinco etapas (Pérez-Molphe-Balch et al., 1999; George
et al., 2008):

o Etapa 0. Seleccion de las plantas madre: se mantienen en condiciones de
invernadero las plantas donadoras, con un control en su nutricion y riegos
adecuados para permitir un crecimiento vigoroso y libre de enfermedades.

o Etapa I. Establecimiento aséptico de los cultivos: se seleccionan los explantes y se
desinfectan para eliminar los contaminantes que puedan tener en su superficie,
posteriormente se siembran en los medios de cultivo bajo condiciones asépticas. De
acuerdo a la via de regeneracién que se busque obtener, sera la eleccidon del

explante a utilizar.
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o Etapa 2. Multiplicacion del tejido: se promueve la formaciéon y proliferacion de
nuevos brotes por la presencia de reguladores de crecimiento (principalmente
auxinas y citocininas) en el medio de cultivo, ya sea por organogénesis,
embriogénesis somatica o activacion de yemas preexistentes.

o Etapa 3. Elongacion y enraizamiento: los brotes obtenidos se individualizan y se
subcultivan en un medio de cultivo fresco para promover su elongacion, para ello se
emplean medios nutritivos suplementados con bajas concentraciones de citocininas
o libres de reguladores de crecimiento. En cambio, para promover el enraizamiento
de los brotes se emplean auxinas, aunque existe la posibilidad de que los brotes
enraicen en el mismo medio donde surgieron o también se puede intentar que
enraicen directamente en el sustrato. Si lo que se obtuvieron fueron embriones
somaticos no se necesita inducir el enraizamiento, ya que son estructuras bipolares
con ambos meristemos (apical y radicular).

o Etapa 4. Aclimatizacion: Los brotes o plantas deben adaptarse gradualmente a las
condiciones ambientales externas. Esta es la etapa mas critca de la
micropropagacion, debido a que los individuos regenerados en condiciones in vitro
tienen cuticulas poco desarrolladas y el mecanismo de cierre de sus estomas esta
atrofiado, lo cual los pone en riesgo de tener una pérdida excesiva de agua.
Asimismo, tienen tasas de fotosintesis bajas o no la realizan debido a que el medio
les proveia carbono, ademas requieren ser manejados con altas medidas
higiénicas, ya que al estar en medios libres de contaminantes, las plantas y brotes

no han generado resistencias naturales contra ellos.
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Micropropagacion en cactaceas

Actualmente, uno de los principales motivos para desarrollar técnicas de propagacién en las
cactaceas es para tratar de disminuir la presion sobre las poblaciones naturales. Se
aprovecha la presencia de aréolas en la superficie de los individuos, ya que la probabilidad de
que se obtenga una respuesta bajo condiciones in vifro aumenta debido a la activacion de
éstas (Becerra, 2000; Lopez y Olguin, 2013). En particular Gratton y Fay (1999) sugieren
tomar explantes con varias aréolas y entre 3-5 mm de tejido circundante. Sin embargo, las
espinas presentes en estas zonas pueden dificultar su establecimiento, a causa de que
agentes contaminantes puedan mantenerse en ellas aun después de la desinfeccion, por lo

gue se recomienda recortarlas previamente tratando de no dafiar el tejido.

En los ultimos afios se han realizado diversos trabajos sobre la micropropagacion de
cactaceas, en los que principalmente han utilizado solamente citocininas (en su mayoria BA 'y
2iP) o en combinacion con auxinas (por ejemplo ANA o AlA) en menores concentraciones,
regenerando plantas tanto por organogénesis como por embriogénesis somatica. Algunas de
estas especies cultivadas in vitro son: Ariocarpus retusus (Olguin, 1994), Melocactus
bellavistensis (Hernandez et al., 1994), Astrophytum myriostigma (Villavivencia et al., 1999),
Cephalocereus senilis (Flores-Ledn y Ortiz-Montiel, 2000), Acharagma aguirreana,
Astrophytum ornatum, Coryphantha elephantidens, Ferocacts flavovirens, Mammillaria
bocasana, M. oteroi, Pachycereus schottii, Pilosocereus chrysacanthus, Stenocereus stellatus
y Thelocactus hexaedophorus (Castro-Gallo et al., 2002), Echinocereus knippelianus, E.
schmollii, M. carmenae fo. rubrisprina, M. herrerae, M. theresae, Melocactus curvispinus,

Escontria chiotilla y Polaskia chichipe (Retes-Pruneda et al., 2007), Aporocactus flagelliformis
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(Lara, 2010) y Echinocactus grusonii (Soto, 2013), observandose en todas formacion de
brotes y en cuanto a la obtencion de embriones somaticos se ha reportado en Mediocactus
coccineus (Infante,1992), Ariocarpus retusus (Stuppy y Nagl, 1992; Olguin, 1994), Ariocarpus
kotschoubeyanus (Moebius-Goldammer et al., 2003) y Astrophytum asterias (Lema-Ruminska
y Kulus, 2012). De entre los géneros mayormente trabajados se encuentra Mammillaria, que
de acuerdo a Trejo et al. (2005), el tener individuos con crecimiento cespitoso facilita la
obtencion de brotes in vitro debido a que muchas de sus especies por naturaleza los
producen. No obstante, el numero de trabajos sobre el cultivo in vitro de este género resulta
bajo en contraste con la cantidad de especies que se encuentran enlistadas en la NOM-059-

SEMARNAT-2010 y la Lista Roja de la IUCN.

Micropropagacion en Mammillaria

Del género, Mammillaria woodsii fue la primera especie propagada exitosamente mediante el
CTV, de la que se obtuvieron brotes a los que se les aplicé un enraizador comercial (Kolafr et
al., 1976). A partir de ese momento se comenzaron a realizar un mayor numero de trabajos,
de esta manera en la tabla 2 se muestran algunas de las diferentes especies de Mammillaria
que se han propagado, asi como el tipo de explante utilizado, los reguladores de crecimiento y

su concentracién, asi como la respuesta morfogenética que se obtuvo.
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Tabla 2. Estudios de propagacion in vitro en algunas especies del género Mammillaria. Tomada*, actualizada y modificada de Flores (2007).

Medio Reguladores de Respuesta Nimero de
Especie Tipo de explante de crecimiento o brotes por Referencia
- - in vitro
cultivo (mg L?) explante
M. prolifera Plar\:(tatgztsai/i\?orgtes MS K( (' 12 ())_Zg)"l'D Callo No reportado Minocha y Mehra (1974)
M. woodsii Meristemos apicales MS K (1-2) +AlA (2) Callo y brotes No reportado Kolar et al. (1976)
Nitsch + 2,4-D (no
M. elongata Anteras 20% especifica Callo No reportado Cheema y Mehra (1981)
sacarosa concentracion)
No
M. glassii Yemas axilares especific BA (1) Brotes No reportado Starling y Dodds (1983)*
a
";\’-/,Caf menae Secciones de tallo MS BA (2) + ANA (1) Brotes Abundantes Vyskot y Jara (1984)
. prolifera
Auxinas +
M. gummifera Secciones de tallo MS Citocininas (no Callo No reportado Ault y Blackmon (1985)*
especifica)
21 especies diferentes de BA +24-D (no .
M. o Plantulas MS especifica Callo y brotes No reportado Damiano et al. (1986)*
lammillaria hy
concentracion)
M. san-angelensis Secciones de tallo MS BA (?b'llz):)ANA Brotesczlyl:):rtlr de 21-35 Martlnez-V(e;zg%lge)z y Rubluo
Ovulos sin . .
Mammillaria spp. fecundar con MS BA (2(02?23; AlA Cﬂfé’nfémﬂzslos No reportado Corneanu et al. (1990)*
placenta
M. albilanata
M. lasiacantha
M. mammillaris Micropropagacion
M. parkinsonii Yemas laterales MS No especificado exitosa No reportado Fay y Gratton (1992)*
M. solisioides
M. theresae
M. viperina
I\ysf;[:f:rl;ggl)ggglls Secciones de tallo MS BBAA((()1.1)) Callo y brotes No reportado Rubluo et al. (1993)




Tabla 2. Continuacion

Propagacion in vitro de Mammillaria humboldtii Ehrenb. (Cactaceae), especie endémica amenazada

. Medio Reguladores de Respuesta Nimero de
Especie Tipo de explante de crecimiento eSpL brotes por Referencia
; % in vitro
cultivo (mg L) explante
M. candida 13.25
M. craigii MS BA (1) Brotes 4.65
M. uncinata Laterales de plantulas 5.25 Pérez-Molphe-Balch et al.
M. formosa germinadas in vitro 4.42 (1998)
M. oscura MS BA (8 :)ANA Brotes 4.78
M. sphacelata ) 17.50
M. bocasana Meristemos de BA (10) 19.4 . .
M. carmenae plantas adultas MS K1) Brotes 23.5 Anicua y Rivas (2000)
BA (0-100) + ANA
M. carmenae . (0-100) . .
M. herrerae Secciones de tallos MS K (0-100) + AIA Callo y raices No reportado Marquez (2001)
(0-100)
BA (no especifica
M. elongata Secciones de tallo MS concentracion) + Callo y brotes 7.5 Papafotiou et al. (2001)
ANA (0.2)
M. bocasana Apices y laterales de BA (O(.g:(2))14)- ANA 74
M. oteroi plantula.s ggrmlnadas MS 2iP (0.5-2) + ANA Brotes 55 Castro-Gallo et al. (2002)
in vitro
(0-0.1)
Basales de plantulas
M. pectinifera germinadas MS BA (5) + ANA Callo y brotes 4.38 Giusti et al. (2002)
L (0.1)
in vitro
M. san-angelensis Brotes regenerados MS AlA (6) Brotes 26.77 Rubluo et al. (2002)
M. gracilis Plantulas germinadas | ys No especificado Callo Abundantes Poljuha et al. (2003)
M. albicoma Botones florales MS BA ((58 :)ANA Brotes No reportado Wyka et al. (2006)
Apices y laterales de
M. coahuilensis plantulas germinadas MS BA (0-2) Callo y brotes 21.25 Flores (2007)
in vitro
M. bocasana 3.8
M. densispina 5
M. hahniana 2.4
M. hutchisoniana K (0-10) + 41
M. orculttii Secciones del apice MS Brotes 17.4 Ramirez-Malagon et al. (2007)
. AlA (0-4)
M. pectinifera 45
M. perbella 7.9
M. picta 6.4
M. rhodantha 5.4
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Tabla 2. Continuacion

Medio Reguladores de Respuesta NUmero de
Especie Tipo de explante de crecimiento °SpL brotes por Referencia
- % in vitro
cultivo (mg LY explante
M.carmenae Apices y laterales de 7
M.carmenae fo. rubrisprina . . BA (0.5-2) 6
M. herrerae plantulai; g‘;/?t;;nlnadas MS 2iP (1-5) Brotes 8.1 Retes-Pruneda et al. (2007)
M. theresae 8.2
Podarios de planta
adulta 10.8
M. theresae Apices y bases de MS BA (0-3.5) + ANA Brotes 40.12 Ronquillo (2009)
. ; (0-0.5)
plantulas germinadas 17.8
in vitro
Secciones de tallos 2iP (0-2)
M. coahuilensis de plantulas MS TDZ (0-2) Brotes 0.6 Manzo (2010)
ggrminadas in vitro ANA (0.01-1)
M. pectinifera Apices de plantas MS BA (0.5) + 2,4-D Callo No reportado Reyes (2011)
adultas (1)
Secciones
longitudinales
, de plantulas
M. schleqeana subsp. germinadas in vitro MS BA (0-2) + ANA Brotes 22.4 Soria-Campos et al. (2013)
schiedeana (0-0.1)
y de brotes
previamente
generados
Apices y laterales de | MS 50%
. plantulas germinadas Peter’s BA (0-2) + ANA No .
M. bombycina in vitro Medio (0-0.5) Brotes y callo especificado Mancilla (2014)
] Callo testigo
Apices y laterales de BA (0.5-2)
M. coahuilensis plantulas germinadas MS oip (0'5_2) Brotes 13.3 Rodriguez (2014)
in vitro )
Apices, laterales y
M. hernandezii raices de brotes MS BA (0-3) + ANA Brotes 2.8 Pérez (2015)

regenerados in vitro

(0- 0.5)

2,4-D = Acido 2,4-Diclorofenoxiacético

BA = Benciladenina

2iP = N&-(2-Isopentenil) adenina
K = Kinetina

AIA = Acido Indolacético

ANA = Acido Naftalenacético

MS = Medio Murashige y Skoog (1962)
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En la mayoria de los trabajos, los explantes fueron tomados de plantulas de semillas
germinadas in vitro, esto con la ventaja de que se redujeron las posibilidades de
contaminacion al tener plantulas asépticas y que por tanto al no someterse a una desinfeccion
el estrés que recibieron los explantes fue menor, disminuyendo asi una posible oxidacion;
ademas, al contar con tejido joven se aumentan las posibilidades de generar una respuesta
morfogenética. Asimismo, en la mayoria de los casos se utilizd el medio Murashige y Skoog
(MS, 1962), con excepcion de Mammillaria elongata, donde se utilizd el medio Nitsch (N&N)
adicionado con sacarosa 20% (Cheema y Mehra, 1981), este medio se caracteriza por tener
una menor concentracion de macronutrientes en comparacion con el medio MS. En M.
bombycina ademas del medio MS, también se utilizaron el medio Peter's y un medio testigo
conformado por agua y agar-agar (Mancilla, 2014).

Los reguladores de crecimiento mas comunmente utilizados en cactaceas cultivadas
in vitro y particularmente en este género, son BA y ANA, principalmente en un rango de 0.5 a
2 mgL-"! para la citocinina y de 0.1 a 1 mgL™" para la auxina. Se ha observado que bajas
concentraciones de la auxina han favorecido la formaciéon de brotes, por ejemplo para M.
pectinifera se utilizaron 5/0.1 mgL-' (BA/ANA) obteniendo callo y un promedio de 4.38 brotes
por explante (Giusti et al., 2002) y en M. sphacelata se utilizaron 1/0.1 mgL"' (BA/ANA)
obteniendo asi un promedio de 17.5 brotes por explante. Asi como hay casos en los que se
utilizan las citocininas y las auxinas en combinacién, también los hay en los que sélo se
utilizan citocininas, como muestra de ello estan M. candida, M. craigii y M. uncinata, donde se
adicion6 al medio MS 1 mgL-" (BA) y se obtuvieron una considerable cantidad de brotes en
promedio, haciéndose mas notorio en M. candida con 13.25 brotes por explante, para los

casos de M. coahuilensis y M. san-angelensis se han obtenido unas de las mejores
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respuestas, ya que Flores en el 2007 reporté un promedio de 21.25 brotes por explante para
la primera y Rubluo et al. (2002) obtuvieron en promedio 26.77 brotes por explante para la
segunda. De acuerdo a los trabajos sefialados queda asentado que el BA por si s6lo o en
combinacion con alguna auxina en menor proporciéon genera brotes en distintas especies del

género Mammillaria.

38



Propagacion in vitro de Mammillaria humboldtii Ehrenb. (Cactaceae), especie endémica amenazada

JUSTIFICACION
Mammillaria humboldtii, es una especie endémica del estado de Hidalgo, con una limitada
distribucion geografica en la Barranca de Metztitlan. Existen escasos estudios sobre la
biologia, distribucion y caracteristicas de la especie, lo que permite entender que se tengan
localizadas pocas poblaciones, los individuos son de lento crecimiento y sus semillas
presentan una baja tasa de germinacion. Actualmente se encuentra catalogada como especie
Amenazada por la Norma Oficial Mexicana debido a la colecta ilegal en su habitat, ademas del
dafio a las poblaciones por el sobrepastoreo. Bajo estas consideraciones se empled el Cultivo
de Tejidos Vegetales como una estrategia para su estudio y propagacion que permitan
proponer condiciones para su conservacion ex situ, siendo éste el primer trabajo registrado

sobre la micropropagacion de M. humboldtii.

OBJETIVOS

Objetivo general

e Establecer las condiciones de cultivo in vitro para la propagacion de Mammillaria

humboldtii.

Objetivos particulares

e Determinar el tipo de explante con mayor potencial regenerativo.

e Establecer la concentracién de reguladores de crecimiento mas eficaz para la
formacion de brotes.

e Promover el enraizamiento de los brotes regenerados in vitro.

e Realizar el establecimiento ex vitro de las plantas micropropagadas.
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MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

En el presente trabajo se utilizaron brotes obtenidos de cuatro plantulas de semillas
previamente germinadas in vitro en el 2012, de aproximadamente nueve meses de edad, cuya
longitud del tallo escasamente alcanzaba medio centimetro. La formacion de brotes axilares
se obtuvo después de tres subcultivos en medio MS (Murashige y Skoog, 1962) adicionado
con carbdn activado (CA) 1 gLy distintas concentraciones de agar (8, 10 y 12 gL™"). Los
brotes fueron mantenidos aproximadamente durante un ano tres meses en medio MS
adicionado con CA 1 gL y 8 gL™! de agar bacterioldgico Bioxon® antes de ser utilizados como

fuente de explantes (Rodriguez, comunicacién personal).

Experimento preliminar

A partir de 12 brotes de uno y medio a dos y medio centimetros de longitud (Fig. 4a) se realizé
una prueba preliminar para inducir la propagacién de brotes in vitro. Cada brote se disectd
haciendo un corte transversal separando la parte apical y otro corte longitudinal de la parte
basal del resto del tallo. Por cada brote se obtuvo un explante apical y dos laterales de
aproximadamente medio a un centimetro de longitud (Fig. 4b), éstos se sembraron en medio
MS adicionado con la citocinina 6-bencilamonipurina (BA) en concentraciones de 0.5y 1 mgL-
', sacarosa 30 gL', pH 5.7-5.8 y 8 gL' de agar bacterioldgico Bioxon®. La siembra se realizo
en frascos Gerber® con 25 mL de medio; para cada concentracion de BA se utilizaron seis

brotes, dando un total de 12 explantes laterales y seis apicales por tratamiento. Los cultivos
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fueron incubados a 25+2 °C con fotoperiodo 16/8 h luz/oscuridad e intensidad luminosa de 30-
40 pmol m=s™,

Después de dos meses en el medio de induccion, los brotes obtenidos se subcultivaron
en medio MS, y posteriormente (dos meses), se transfirieron a medio MS adicionado con CA

1.5 gL', donde se mantuvieron dos meses mas.

b

Figura 4. Fuente de explantes de Mammillaria humboldtii: a) Brotes in vitro utilizados en
el experimento preliminar, b) obtencién de explantes apicales (A) y laterales (L). Barra= 1
cm.

Barrido hormonal
Con los brotes obtenidos (144) en la prueba preliminar, se realizé un barrido hormonal mas
amplio en medio MS adicionado con BA (0, 0.5, 1 y 2 mgL™") en combinacién con acido
naftalenacético (ANA) (0, 0.1 y 0.5 mgL") conformando un total de 12 tratamientos,
adicionados con sacarosa 30 gL', pH 5.7-5.8 y agar bacterioldgico Bioxon® 8 gL-".

Por cada tratamiento se utilizaron 12 brotes de medio a un centimetro de longitud. Las

condiciones de incubacion fueron las mismas que en el experimento preliminar.
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Elongacion y enraizamiento
Después de dos meses de incubacion, los brotes obtenidos (algunos individualizados y otros
aun unidos al explantes inicial) se subcultivaron en medio MS adicionado con CA 1.5 gL para

promover su enraizamiento y que continuaran con su desarrollo.

Aclimatizacién

Para la aclimatizacion, se emplearon 83 brotes enraizados (plantas) de uno a cinco cm de
longitud en el tallo y 57 brotes sin raices de medio a dos y medio cm. Las raices y la zona
basal de las plantas y de los brotes sin raices se enjuagaron con agua destilada para eliminar
los restos del medio de cultivo. Posteriormente se les aplico una solucion de fungicida
Captan® (1 gL") y se dejaron cicatrizar por tres dias sobre toallas de papel absorbente.
Transcurrido ese tiempo, se les aplico enraizador comercial Radix 1500® para promover la
formacion de raices en los brotes y un mayor numero de raices en las plantas. Se sembraron
en charolas transparentes utilizando una mezcla de tierra negra, piedra pdmez y arena en
proporcion 1:1:1. El sustrato se esterilizd6 previamente en una autoclave durante 20 minutos a
una temperatura de 120 °C y a una presién de 1.5 Kg-cm™, y antes de colocarse en las
charolas fue hidratado con agua destilada y una solucion de Captan® (1 gL ™).

Las charolas se mantuvieron en un cuarto de incubacion en las mismas condiciones
que los cultivos in vitro y se conservaron tapadas para evitar la pérdida de humedad; se les
proporciono riego semanal con agua de la llave y la solucion de Captan® (1 gL™). A los tres
meses las charolas aun tapadas se llevaron al invernadero y se les dio riego semanal con
agua corriente. Después de 7 meses en el invernadero (10 meses ex vitro) se evalué el

porcentaje de sobrevivencia de las plantas.
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Analisis estadistico
Se contabilizé el numero de brotes promedio en los 12 tratamientos y se obtuvieron las
medidas de tendencia central (promedio) y de dispersién (error estandar). Se realizd una
prueba de normalidad Shapiro-Wilk y debido a que los datos no presentaron una distribucion
normal se transformaron logaritmicamente usando la férmula X’ = In (X+1), posteriormente se
realizo la prueba de ANOVA y de Tukey para separar las medias con diferencias significativas.
Se empled el programa SPSS Statistics 23 y la hoja de calculo de Excel para elaborar las
graficas correspondientes.

En la figura 5 se muestra un diagrama de flujo de la metodologia general para la

micropropagacion de M. humboldtii.
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* * ) *
Semillas de Plantulas de semillas Obtencion de brotes
Mammillaria humboldtii germinadas in vitro axilares
A 4
. . *
[ Brotes mantenidos in
l vitro MS + CA 1 gL’

\ 4

Siembra de explantes en
MS + BA (0.5 y 1 mgL™")

|

\ 4
Proliferacion de brotes

(
|

A 4

Subcultivo de los brotes a
MS + CA 1.5 gL

Subcultivo de los
brotes a MS

o |

Siembra de explantes apicales y laterales
en MS + 12 combinaciones (BA/ANA)

|

|

y

Analisis estadistico ]—[ Proliferacié

n de brotes ]

y

Individualizacio
enraizamiento en

| |

n, elongacién y
MS + CA1.5gL"

|

A 4

Aclimatizacién en camaras de
ambientes controlados (26-28 °C)

|

A 4

Aclimatizacion en
invernadero (38-40 °C)

Figura 5. Método general para la micropropagacion de Mammillaria humboldtii a partir de brotes previamente
regenerados in vitro. *(Realizado por Rodriguez en 2012, comunicacién personal).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los siguientes resultados se obtuvieron a partir de semillas que fueron previamente
germinadas en condiciones in vitro por la Bidl. Laura Lorena Rodriguez Nufiez en 2012, quien
realizd distintos ensayos de germinacién en los que modifico la concentracién de sales y agar
en el medio de cultivo; en total sembré 106 semillas y obtuvo el 38.6% de germinacion. De las
41 plantulas obtenidas, el 51.2% se hiperhidrataron y formaron callo compacto, algunas de las
plantulas restantes continuaron su crecimiento, llegando a alcanzar medio centimetro de
longitud después de nueve meses (Rodriguez, comunicacion personal), mientras que en
condiciones ex vitro, dos plantulas consiguieron tallas de 10 y 12 mm después de tres afios 10
meses. Estas observaciones corroboran el bajo porcentaje de germinacion y lento crecimiento
de esta especie.

A partir de los brotes formados, de plantulas germinadas, en MS adicionado con CA
1 gL' se realizd un experimento preliminar utilizando medio MS mas BA 0.5y 1 mgL™! para la

obtenciéon de mas brotes que fueron utilizados posteriormente como fuente de explantes.

Experimento preliminar (BA 0.5y 1 mgL™?)

Cuando el material vegetal in vitro es escaso se pueden realizar experimentos preliminares
utilizando concentraciones puntuales de reguladores de crecimiento que hayan dado buenos
resultados en especies cercanas taxonémicamente. Ejemplo de esto tenemos a Pelecyphora
aselliformis, P. strobiliformis, asi como a especies y subespecies del género Turbinicarpus, en
las que se utilizé 0.5 mgL' de BA (Pérez-Molphe-Balch y Davila-Figueroa, 2002; Davila-
Figueroa et al., 2005), del mismo modo Ramirez-Malagon et al. (2007) reportaron la

micropropagacion de especies del género Mammillaria utilizando en ensayos previos 3/0.5
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mgL* de kinetina y acido indolacético, y finalmente en pruebas preliminares en Mammillaria
hernandezii se utilizaron cinco diferentes combinaciones con ANA y BA (Pérez, 2015). Tanto
en Mammillaria humboldtii como en las especies antes mencionadas, la respuesta fue
satisfactoria al obtenerse los brotes necesarios que permitieran realizar una exploracion mas
amplia con los reguladores de crecimiento vegetales.
e Explantes apicales

A los nueve dias de la siembra la respuesta de los explantes apicales en ambas
concentraciones (0.5 y 1 mgL" BA) fue una ligera oxidacion del tejido en la zona de corte que
le dio una coloracién rojiza al tejido; posteriormente la base de los explantes fue aumentando
de tamafno, observandose una separacion entre los tubérculos, los cuales cambiaron a un
verde mas claro (Fig. 6a). A los 15 dias, se inici6 el desarrollo de callo desmenuzable (friable),
de color rojizo en la zona de corte de los explantes apicales en ambos tratamientos. En dos de
12 explantes se formaron raices adventicias en presencia de BA 1 mgL-"!, éstas se generaron
por debajo de la zona de corte del explante (Fig. 6b) y no continuaron su desarrollo al
subcultivarse a medio MS basal, esto posiblemente a que se debilitaron durante el manejo
que se les dio a los explantes durante el subcultivo o a la falta de unién entre las raices y el
haz vascular de explante que no permitié su desarrollo.

La formacion de brotes se observé a partir de los 24 dias de cultivo en ambas
concentraciones de BA (0.5 y 1 mgL™"). Estos emergieron de ambos tipos de aréolas,
vegetativas en el apice de los tubérculos (Fig. 6¢) y florales o reproductivas en la base o axila
de los mismos tubérculos, en forma de diminutas protuberancias (Fig. 6d). Los brotes se

desarrollaron siempre en la parte media y la basal de los explantes apicales.
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A los 48 dias, el crecimiento y desarrollo de los brotes fue evidente, por la presencia de
pequeias espinas entre los tubérculos del explante. Los apices de los explantes no
desarrollaron brotes y mantuvieron su forma. La formacién de callo por debajo en la zona de
corte fue escasa (Fig. 6e).

A los dos meses de la siembra, la mejor respuesta se observdo con BA 1 mgL-’
obteniéndose 10.5 brotes en promedio por explantes, mientras que con BA 0.5 mgL™" se
formaron 7.3 brotes (Fig. 8). La formacion de brotes a partir de aréolas vegetativas y
reproductivas se puede respaldar por el hecho de que el género Mammillaria se caracteriza
por la presencia de aréolas dimorficas (Bravo-Hollis y Sanchez Mejorada, 1991), por tanto es
posible la aparicién y desarrollo de brotes tanto en los apices como en las axilas de los
tubérculos. Ademas como se menciond, los brotes se formaron en la parte media y basal de
los explantes posiblemente por la influencia de la dominancia apical, en donde por la alta
concentracion de auxinas endogenas en el apice se inhibe el desarrollo de brotes en el mismo
(Taiz y Zeiger, 2006), pero con la adicién de BA al medio lograron activarse las aréolas de la
zona media y basal de los explantes, y en el caso particular de las aréolas reproductivas,
posiblemente se vio influenciada su activacién en la parte media del explante porque los
individuos del género Mammillaria generalmente desarrollan una corona de flores en la regién
subapical (Bravo-Hollis y Sanchez Mejorada, 1991), por tanto las aréolas reproductivas tienen
la capacidad de activarse en esa zona. La activacion de aréolas vegetativas y reproductivas
en explantes apicales también se reportd para M. schiedeana ssp. schiedeana y M.

coahuilensis (Soria-Campos et al., 2013; Rodriguez, 2014).
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Figura 6. Respuestas morfogenéticas de los explantes apicales de M. humboldtii: a) separacién
de los tubérculos por el ensanchamiento de la base del explante en BA 0.5 mgL-", b) desarrollo
de raices basales en BA 1 mgL", c) formacién de brotes en las aréolas vegetativas en BA 0.5
mgL™!, d) formacién de brotes en las aréolas reproductivas en BA 1 mgL" y e) brotes y callo a los
48 dias de siembra. AV= aréola vegetativa, AR= aréola reproductiva, Br = brote, C=calloy R =
raiz. Barra =5 mm.
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e Explantes laterales
A los cuatro dias de su siembra los explantes laterales comenzaron a curvarse de forma
céncava hacia el medio de cultivo y presentaron una coloracién café en la zona del corte, asi
como un incremento en el volumen de los tubérculos. A los nueve dias la curvatura del
explante fue mas notoria (Fig. 7a). Después de 15 dias soélo en los explantes con BA 1 mgL-"
se observaron pequefios primordios de brotes en forma de protuberancias, esto ocurrié en
aréolas vegetativas como reproductivas (Figs. 7b y 7c). Fue hasta los 24 dias que en los
explantes laterales con BA 0.5 mgL™" se distinguieron los primordios de brotes, respondiendo
en este caso solo las aréolas vegetativas, a diferencia de lo obtenido en BA 1 mgL™". Los
brotes regenerados en este ultimo tratamiento continuaron su desarrollo y a los 48 dias el
callo formado en la base de los explantes proliferd, provocando la desorganizaciéon de los

tejidos y la hiperhidrataciéon de algunos de los brotes ya formados (Fig. 7d).
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Figura 7. Respuestas morfogenéticas en los explantes laterales de M. humboldtii: a) curvatura
concava Yy coloracion rojiza en la region proximal del explante en BA 0.5 mgL-', b) formacién de brotes
en las aréolas reproductivas en BA 1 mgL-', ¢) formacién de brotes en las aréolas vegetativas en BA
1 mgL-" y d) brote hiperhidratado con formacién de callo en BA 0.5 mgL-'. AR = aréola reproductiva,
Br = brote, BH = brote hiperhidratado, C = callo y CR = coloracién rojiza. Barra = 25 mm.

A los dos meses de la siembra, la mejor respuesta en los explantes laterales también
fue con BA 1 mgL™" obteniéndose en promedio 6 brotes por explante, mientras que con BA 0.5
mgL" se formaron 3.6 brotes, marcandose una diferencia de casi el doble entre ambas
concentraciones (Fig. 8). En este tipo de explantes fue necesaria una mayor concentracion de
BA para estimular la formacién de brotes en las aréolas reproductivas, esto posiblemente se
vio influenciado porque las aréolas axilares de los tubérculos basales tenian una edad mayor
y funcionalmente ya no se esperaria que formaran alguna estructura reproductiva, por lo que

para su activacion fue necesario un mayor estimulo de BA.
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Figura 8. Numero de brotes promedio formados en explantes apicales y
laterales de Mammillaria humboldtii con dos concentraciones de benciladenina
(BA), después de dos meses de induccion.

Los brotes obtenidos (de ambos tipos de explantes) a partir del experimento preliminar
(algunos aun unidos al explante original) fueron transferidos después de dos meses en el
medio de induccion a medio MS basal y dos meses mas tarde a medio MS adicionado con CA
1.5 gL' para promover su elongaciéon y desarrollo, ya sin el efecto de los reguladores de
crecimiento. Después de las primeras dos semanas, el 14.5% de los brotes en MS basal,
desarrollaron mas brotes a partir de las aréolas vegetativas, es decir, brotes secundarios que
surgen de otros previamente regenerados (Fig. 9), tuvieron una apariencia y desarrollo

normales, como el que presentaron sus predecesores.
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Br<

BS

Figura 9. Desarrollo de brotes secundarios a partir

de brotes obtenidos en el experimento preliminar, a

partir de aréolas vegetativas. Br = brote y BS =

brotes secundarios. Barra = 0.5 cm.
Respuestas morfogenéticas con el barrido hormonal

Organogénesis
En todos los tratamientos del barrido hormonal BA/ANA, asi como en el control, se observo la
regeneracion de brotes so6lo en las aréolas vegetativas de los dos tipos de explantes, a
diferencia de lo ocurrido en la prueba preliminar, donde ambos tipos de aréolas (vegetativas y
reproductivas) fueron regenerativas. En los explantes apicales se observd la rizogénesis
directa en la zona de corte de los explantes, mientras que en algunos brotes del tratamiento
control y BA/ANA 0/0.1, 0/0.5, 0.5/0, 0.5/0.5 y 1/0.1 mgL™" se desarrollaron raices adventicias
a partir de aréolas reproductivas.
e Explantes apicales

Durante la segunda semana en el medio de induccion, los explantes de todos los tratamientos

se comenzaron a ensanchar de la base, lo que provocd la separacion entre si de los

tubérculos. Los explantes cambiaron a un color verde palido y la zona de corte adquirié una
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coloracioén rojiza, como posible efecto de la escision o por el efecto de una ligera oxidacion
provocada por la presencia de radicales libres, como pueden ser especies reactivas de
oxigeno (ROS) y compuestos fendlicos que en condiciones de CTV se producen debido a los
métodos de desinfeccidn, a los cortes que sufren los explantes y a la composicién del medio,
entre otros factores (Azofeifa, 2009). Es posible que para M. humboldltii, un factor que evito la
necrosis por oxidacion de los tejidos haya sido que estos estuvieron previamente en medio
MS adicionado con CA, de esta manera cualquier compuesto fendlico o sustancia téxica que
pudiera encontrarse dentro de los brotes fue retirada por la accion del carbon activado
(Azofeifa, 2009). En ambos ensayos, el preliminar y el barrido hormonal, la oxidacién que se
presentd no afectd el desarrollo o respuesta de los explantes. En Schlumbergera truncata no
se reportaron signos de oxidacion (Pérez et al., 1999), mientras que en otras especies de
cactaceas el problema de oxidacion ha sido tan severo que los explantes mueren, tal es el
caso de Lophophora williamsii y Cephalocereus senilis donde aproximadamente el 30% vy el
total de los explantes iniciales respectivamente se necrosaron (Ortiz-Montiel y Alcantara,
1997; Flores-Ledn y Ortiz-Montiel, 2000).

En la tercera semana comenzaron a aparecer pequenas protuberancias en los apices
de los tubérculos (aréolas vegetativas), en los tratamientos con BA/ANA 1/0, 2/0, 1/0.1, 2/0.1,
0.5/0.5, 1/0.5 y 2/0.5 mgL-!, que coincidieron en tener una mayor proporcion de BA respecto a
ANA. Posteriormente al cabo de ocho semanas ya fueron visibles brotes bien formados en al
menos uno de los explantes de cada tratamiento. Durante la formacion de los brotes se pudo
observar a simple vista un arreglo diferente de las espinas comparado con el de los explantes

previo al cultivo en el medio de induccion (Fig. 10).
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Figura 10. Comparacion del arreglo de las espinas entre a) un brote formado en
el experimento preliminar y b) un explante apical en BA/ANA 1/0 mgL-". Barra =
25 mm.

En los explantes apicales la mayor cantidad de brotes se presenté en BA/ANA 2/0.1
mgL-" con 8.75 brotes promedio por explante, seguido de 1/0.5 mgL-' (8.66) y 2/0.5 mgL"’
(6.75), se observo que a bajas concentraciones de citocininas/auxinas el numero de brotes fue
menor en un rango de 1.66 a 4.33 y se presentd un incremento importante en aquellos
tratamientos con solamente citocininas 1/0 y 2/0 mgL"' (6.33 y 6.5 brotes promedio,
respectivamente). El resultado mas bajo (1.58 brotes) se obtuvo en el tratamiento control, esta
respuesta se puede atribuir a que la concentracion enddgena de auxina en los apices es mas
alta, lo que inhibié la formacién de brotes por efecto de la dominancia apical. Las
concentraciones mas altas utilizadas de la citocinina exdégena en presencia de la auxina en el
medio de induccién favorecié el incremento en el numero de brotes por explante (Tabla 3)

(para ver el analisis de comparacion de medias revisar la seccidn Analisis estadistico).
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Tabla 3. Numero promedio de brotes obtenidos a partir de explantes apicales
de M. humboldtii después de dos meses de induccion.

Concentracién

(mgL™) Brotes por Brotes por explante
BA ANA tratamiento (media £ ES)
0.0 0.0 19 158+124 a
0.5 0.0 52 4.33+£0.91 abc
1.0 0.0 76 6.33+1.05 bc
2.0 0.0 78 6.5+£1.11 bc
0.0 0.1 20 1.66+0.78 a
0.5 0.1 22 1.83+£0.50 ab
1.0 0.1 67 5,58 +1.06 bc
2.0 0.1 105 875+167 cC
0.0 0.5 22 1.83+£1.19 a
0.5 0.5 44 3.66+1.78 abc
1.0 0.5 104 8.66 +2.03 bc
2.0 0.5 81 6.75+1.21 bc

*Letras diferentes indican diferencias significativas

La adicion de la auxina exdgena pudiera tener un efecto sumatorio con la auxina
enddgena para inducir en M. humboldtii la organogénesis y que a la vez promoveria o
incrementaria el desarrollo de callo. Un caso contrario fue en M. bocasana y M. oteroi donde
explantes apicales expuestos a BA 2 y 3 mgL™" respectivamente formaron 2.2 y 2.6 brotes por
explante y al adicionar ANA 0.1 mgL™" (BA/ANA 2/0.1 mgL-'y 3/0.1 mgL-") el nUmero de brotes
por explante disminuyd a 1.3 y 2 (Castro-Gallo et al., 2002). Algo similar sucede en otras
especies de cactaceas como M. carmenae, M. carmenae fo. rubrispina, M. herrerae y M.
theresae, donde una mayor concentracion de BA sin la presencia de auxina la respuesta fue
mas satisfactoria. Asi mismo los autores observaron que el tipo de citocinina empleada puede
favorecer la respuesta con un incremento en el numero de brotes al utilizar 2iP (Retes-
Pruneda et al., 2007). En Pelecyphora aselliformis y P. strobiliformis la citocinina BA 2 mgL""’
promovié una mayor formacion de brotes (13.7 brotes promedio por explante apical) en
comparacién con 2iP (6.63 brotes promedio por explante apical) (Pérez-Molphe-Balch y

Davila-Figueroa, 2002). Es evidente que la especie y el tipo de explante en combinacion con
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la concentracién hormonal influyen en la respuesta morfogenética, como sucedio en el estudio
realizado por Garcia-Rubio y Malda-Barrera (2010), donde la mejor respuesta en los explantes
apicales de M. mathildae se dio en el tratamiento control (1.14 brotes por explante), mientras
que al utilizar BA solo o en combinacion de AlA la respuesta observada fue de 0.18 a 0.05
brotes por explante.

La formacién de raices se observo en la base de algunos explantes (Fig. 11a), siendo
mas frecuente en el tratamiento control y ANA 0.5y 0.1 mgL-'y Gnicamente se presento en un
explante en las concentraciones 1/0.1 y 0.5/0.5 mgL™", la formacion de raices fue notoria a
partir de la segunda semana de induccidn, algunas continuaron su desarrollo formando raices
secundarias fibrosas, mientras que otras no tuvieron gran desarrollo y no produjeron
ramificaciones. Un solo un explante en BA/ANA 1/0.1 mgL"' formé un par de raices que
surgieron de entre los tubérculos por organogénesis directa, posiblemente a partir de las
aréolas reproductivas ubicadas en la axila de los tubérculos (Fig. 11b). Esta respuesta
también se observd en Thelocactus bicolor, Turbinicarpus pseudopectinatus y en Aporocactus
flagelliformis cultivados con ANA (entre 0.2-1 mgL™"), esto se relaciona con el efecto de las
auxinas que in vitro estimulan la formacién de raices, sumado a que ademas los explantes
provenian de la parte apical de la planta, por lo que la concentraciéon de auxinas endogenas
debié ser mayor en comparacion con los explantes del resto de la planta. De esta manera
tanto las auxinas enddgenas y exdgenas trabajaron a la par encontrando el balance ideal para
la formacién de raices. De manera similar a lo ocurrido en M. humboldtii, algunas de estas
raices se formaron por debajo de la zona de corte y otras mas a partir de la superficie del

explante (Zamora, 2007; Gonzélez, 2008; Martinez, 2010).
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Figura 11. Rizogénesis en explantes apicales de M. humboldtii: a) Raiz fibrosa en la
base del explante en el tratamiento control y b) raices adventicias con pelos radiculares
generadas posiblemente a partir de aréolas reproductivas en medio BA/ANA 1/0.1.
Raiz = R. Barra = 25 mm.

El callo que se desarrollé a partir de la zona de corte fue escaso y presentd una
consistencia friable, color verde claro con algunos puntos purpuras, posiblemente debido a la
existencia de betalainas (Pérez-Molphe-Balch et al., 1998; Lépez, 2009). La formacion de
callo es una respuesta comun en los trabajos de propagacion in vitro de cactaceas, tal es el
caso de Lophophora williamsii, Mammillaria malthildae y Turbinicarpus laui donde en
practicamente todos los tratamientos con citocininas (BA y K) lo presentaron (Ortiz-Montiel y
Alcantara, 1997; Garcia-Rubio y Malda-Barrera, 2010; Santos-Diaz et al., 2003) sin interferir
en la formacion de brotes, asi como en el caso de M. humboldtii. En algunos casos la
presencia de callo es predecesora de embriones somaticos, como lo reportado para

Ariocarpus retusus (Stuppy y Nagl, 1992; Olguin, 1994).
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e Explantes laterales
Durante la primera semana los explantes laterales de todos los tratamientos comenzaron a
curvarse con respecto a la superficie del medio, la zona del corte comenzo6 a desdiferenciarse
y adquirid una coloracion rojiza. Una semana después, por efecto de la turgencia de los
explantes, los tubérculos se separaron entre si y se observod la aparicion de los primeros
primordios de brotes en los tratamientos con BA/ANA 2/0, 0/0.1 y 0.5/0.1 mgL"".

Los brotes se formaron a partir de las aréolas vegetativas en todos los tratamientos con
BA/ANA. Se observaron formas aparentemente crestadas con al menos cinco apices en un
explante de cada tratamiento BA/ANA 1/0.1, 2/0 y 2/0.1 mgL" (Fig. 12a), los cuales se
elongaron y continuaron su desarrollo normal después del subcultivo a medio MS con CA 1.5
gL' (Fig. 12b), perdiendo su apariencia crestada. En M. coahulensis también se report6 algo
similar en los tratamientos control y en BA 1 mgL-"! (Flores, 2007).

Se ha reportado que el uso de las citocininas zeatina y BA promueven la regeneracion
de formas crestadas, ya que tienen un efecto sobre la actividad meristematica al aplicarse en
determinadas concentraciones a los medios de cultivo (lliev y Kitin, 2011). Las formas
crestadas en el cultivo in vitro se caracterizan por tener unicamente un meristemo apical con
una variacion en su estructura, a diferencia de las plantas silvestres crestadas, en las que
distintos puntos de crecimiento se fusionan (lliev y Kitin, 2011). Boke y Ross (1978)
argumentaron que el origen de las formas crestadas dentro del cultivo in vitro se debe a “un
mecanismo genético que posiblemente opera a través de un desbalance hormonal, restringido

al meristemo y a sus proximidades”.
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b

Figura 12. a) Forma de aspecto crestado de M. humboldtii originada a partir de un explante
lateral en BA/ANA 2/0.1 mgL-'; b) después de ocho meses en medio MS con CA 1.5 gL' los
brotes continuaron su desarrollo normal. Barra = 0.5 cm.

Después de ocho semanas en el medio de induccion los brotes fueron evidentes, estos
se formaron por organogénesis directa a partir del desarrollo de yemas axilares (aréolas
vegetativas). Al igual que en la prueba preliminar, los brotes regenerados en los explantes
laterales, asi como en los apicales, formaron brotes secundarios, aunque con una frecuencia
mucho menor, siendo pocos los casos en los que se observaron.

El mayor numero de brotes promedio por explante se presenté en el grupo control
(4.79) y en las concentraciones de BA 2 y 1 mgL™" (4.37 y 3.62 respectivamente), seguido de
la combinacion BA/ANA 1/0.1 (3.33) (Tabla 4) (para ver el analisis de comparacion de medias

revisar la seccion Analisis estadistico).
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Tabla 4. Numero promedio de brotes obtenidos a partir de explantes laterales
de M. humboldtii después de dos meses de induccion.

Concentracién

(mgL) Brotes por Brotes por explante
tratamiento (media £ ES)*

BA ANA

0.0 0.0 115 479+067 b
0.5 0.0 62 2.58+0.43 ab
1.0 0.0 87 3.62+0.80 ab
2.0 0.0 105 437+065 ab
0.0 0.1 67 279+042 ab
0.5 0.1 65 270+ 0.45 ab
1.0 0.1 80 3.33+1.25 ab
2.0 0.1 47 1.95+049 a
0.0 0.5 78 3.25+0.61 ab
0.5 0.5 58 2411045 ab
1.0 0.5 62 2.58+0.55 ab
2.0 0.5 45 187040 a

*Letras diferentes indican diferencias significativas

La ruptura de la dominancia apical fue evidente promoviendo la activacion de las yemas
axilares (Taiz y Zeiger, 2006), principalmente en presencia de la citocinina y una baja
concentracion de auxina. Se observd que las bajas concentraciones de citocinina/auxina
promovieron la formacién de brotes en un rango de 2.41 a 3.25 por explante, mientras que
concentraciones mas elevadas de la citocinina, especificamente con 2 mgL-"', el numero de
brotes disminuyé (1.87 y 1.95). Pocos son los trabajos que reportan el papel de las auxinas
como promotoras de la regeneracion de brotes, por ejemplo, Rubluo et al. (2002) obtuvieron
buenos resultados para M. san-angelensis al utilizar Ganicamente AIA 6 mgL™", con 26.77
brotes promedio por explante; mientras que para Thelocactus bicolor el mejor tratamiento fue
ANA 0.5 mgL™" con 2.87 brotes promedio por explante (Zamora, 2007). De esta manera no se
debe subestimar el papel de las auxinas en la formacion de brotes.

El numero de brotes obtenidos en el barrido hormonal para los tratamientos con BA 0.5
y 1 mgL™" fue de 2.5 a 6.3 después de dos meses en el medio de induccién. Comparando los

resultados de las mismas concentraciones del ensayo preliminar, se observd que en éste, el
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numero promedio de brotes fue mayor (3.6 a 10.5 brotes promedio por explante). Es posible
que los explantes hayan perdido su potencial regenerativo ya que en el segundo ensayo se
formaron un menor numero de brotes y no se presenté respuesta en las aréolas florales. Esto
podria deberse a que los explantes del primer ensayo se obtuvieron de brotes que provenian
de plantas obtenidas de semillas germinadas in vitro y los explantes del segundo ensayo
provenian de brotes regenerados previamente. Algo similar se reportd para Pelecyphora
strobiliformis, donde la cantidad de brotes obtenidos al utilizar BA 0.5 mgL™" fue mayor en la
prueba preliminar (3.8 brotes promedio por explante), mientras que en el ciclo posterior se
obtuvieron 2.47 y 3.10 brotes promedio en los explantes apicales y laterales, respectivamente
(Pérez-Molphe-Balch y Davila-Figueroa, 2002), en Mammillaria hernandezii, también de
manera general hubo una mayor respuesta en el experimento preliminar que en la induccion
posterior, atribuyéndolo en parte a la edad de los brotes de ambos ensayos, siendo mas
jovenes los de la prueba preliminar (Pérez, 2015). Sin embargo, Soria-Campos et al. (2013)
reportan lo contrario para M. schiedeana subsp. schiedeana, en donde obtuvieron una mayor
respuesta en aquellos explantes provenientes de brotes regenerados a partir de un ciclo
preliminar in vitro, en comparacion con los explantes obtenidos a partir de plantulas de

semillas germinadas in vitro.

Analisis estadistico

De acuerdo con los resultados obtenidos, se observo que estadisticamente hubo diferencias
entre tratamientos y el numero de brotes promedio, tanto para los explantes apicales (F=
7.005, P= 0.000) como para los explantes laterales (F= 2.220, P= 0.014). En los apicales se

conformaron cinco grupos, diferenciados por a, ab, abc, bc y c, los cuales reflejan un
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gradiente respecto a las concentraciones de BA/ANA vy las respuestas obtenidas (Tabla 3).
Donde el grupo a contiene a los tratamientos que presentaron los resultados mas bajos (1.58
a 1.83 brotes promedio por explante), en los que se utilizé ANA (0.1 y 0.5 mgL") y en el
tratamiento control; el segundo grupo (ab) Unicamente incluyé a BA/ANA 0.5/0.1 mgL™" en
donde se obtuvieron 1.83 brotes promedio por explante, mientras que el tercer grupo (abc)
incluyé a los tratamientos BA/ANA 0.5/0.5 y 0.5/0 mgL™" (3.66 y 4.33 brotes promedio por
explante respectivamente); el cuarto grupo (bc) se caracteriz6 por contener a aquellos
tratamientos restantes donde la concentraciéon de BA fue 1 y 2 mgL-' en combinacion con las
distintas concentraciones de ANA y en ausencia de la misma (1/0.5, 2/0.5, 2/0, 1/0 y 1/0.1
mgL-") que generaron mayor nimero de brotes (5.58 a 8.66 brotes promedio por explante) en
comparacion con los grupos anteriores. Finalmente, el grupo c incluyo al tratamiento BA/ANA
2/0.1 mgL-" que produjo el mayor niumero de brotes promedio por explante (8.75).

En distintos trabajos se ha reportado la importancia de la adicién de alguna citocinina
para la proliferacion de brotes en especies del género Mammillaria. En el caso de M.
bocasana, el mejor tratamiento fue BA/ATIB (acido 2,3,5-triyodobenzoico) 2/2 mgL™' (4.8
brotes promedio), en contraste con BA/ANA 2/0.1 mgL-' que fue uno de los tratamientos con
menor formacion de brotes para la especie (1.3), sin embargo hay que especificar que el ATIB
es un inhibidor del transporte de auxinas, lo cual se toma como una ventaja para el
detenimiento de la accion de las auxinas enddgenas y que hubiera una mayor produccién de
brotes. Para M. oteroi las respuestas mas eficaces se obtuvieron en 2 'y 4 mgL-' de BA y 2iP
respectivamente (5.3 y 2.8 brotes promedio) (Castro-Gallo et al., 2002) y en M. schiedeana

subsp. schiedeana, a pesar de que la mejor respuesta se obtuvo en BA/ANA 1/0.1 mgL-' (22.4
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brotes), el tratamiento BA/ANA 2/0.1 mgL-"' (14.7 brotes) se encuentra entre los mejores para
la especie (Soria-Campos et al., 2013).

En cambio para los explantes laterales s6lo se formaron tres grupos, diferenciados por
a, aby b (Tabla 4). El grupo a esta conformado por los tratamientos con altas concentraciones
de citocinina en combinacion con la auxina (2/0.1 y 2/0.5 mgL™"), mostrando los resultados
mas bajos (1.87- 1.95 brotes promedio por explante); el segundo grupo (ab) esta constituido
por la mayoria de los tratamientos ensayados con las diferentes combinaciones de
citocinina/auxina (0.5/0.5, 1/0.5, 0.5/0, 0.5/0.1, 0/0.1, 0/0.5, 1/0.1, 1/0 y 2/0 mgL-"), los cuales
reflejaron una respuesta homogénea en relacién al numero de brotes promedio por explante
(2.41 a 4.37 brotes), aunque se aprecia ligeramente que aquellos tratamientos en donde esta
ausente la auxina y con la mas alta concentracion de la citocinina hubo un incremento en el
numero de brotes formados; el ultimo grupo (b) que se distingue lo conforma el tratamiento sin
reguladores de crecimiento, que fue el que produjo la mayor cantidad de brotes en promedio
por explante (4.79).

Estos resultados contrastan con lo reportado por Ramirez-Malagon et al. (2007) y
Retes-Pruneda et al. (2007) para M. carmenae, M. densispina y M. hahniana, en las que a
mayor concentracion de citocinina en combinacion con auxina la respuesta se vio beneficiada.
Lo contrario fue reportado para M. herrerae, en donde la respuesta obtenida en el tratamiento
con una menor concentracion de BA (0.5 mgL™") (8.1 brotes) fue mejor con una mayor
concentracion de BA (2 mgL") (5.8 brotes) (Retes-Pruneda et al., 2007), al igual que en
explantes (apicales, laterales y basales) de M. mathildae, las mejores respuestas fueron

obtenidas en el tratamiento control (Garcia-Rubio y Malda-Barrera, 2010). Lo mismo ocurrid
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en los explantes laterales de M. humboldtii, sugiriendo que las concentraciones de hormonas
endogenas presentes en los explantes fueron las suficientes para producir brotes.

En la figura 13 se compara el numero de brotes obtenidos de los dos tipos de explantes
(apicales y laterales) en los diferentes tratamientos, observandose que en general hubo una
mayor respuesta en los explantes apicales (al igual que en la prueba preliminar), en donde el
numero de brotes alcanzé cifras tres veces superiores a los laterales (BA/ANA 2/0.1, 1/0.5 y
2/0.5 mgL-"). Esta condicion posiblemente se puede extrapolar a este ensayo por motivos
similares a los discutidos previamente para el ensayo preliminar (aréolas dimorficas,

rompimiento de la dominancia apical, edad de los tubérculos).

Figura 13. Numero de brotes promedio por explante de M. humboldtii para cada tratamiento y tipo
de explante después de dos meses de induccién. Se observa una mayor respuesta en los apicales.
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Elongacion y enraizamiento

Para promover su elongacion, brotes con una longitud de al menos medio centimetro fueron
individualizados y transferidos a medio MS con CA 1.5 mgL" y aquellos brotes menores a
medio centimetro que estaban agrupados, aun no totalmente diferenciados en su base y que
no pudieron individualizarse, se transfirieron como tal al mismo medio para evitar danarlos y
que continuaran su desarrollo hasta poder separarlos del explantes que les dio origen. En
todos los casos se retird la mayor cantidad de callo para evitar que continuara su proliferacion.

Se ha reportado que el uso de CA en el medio de cultivo absorbe los remanentes de los
reguladores de crecimiento que aun se conserven en los brotes regenerados, siendo una
ventaja ya que los primeros pueden inhibir tanto el crecimiento como el enraizamiento de los
brotes, ademas de que provee condiciones de oscuridad que facilitan el desarrollo de raices
(Pan y van Staden, 1998).

En general todos los brotes procedentes de los diferentes tratamientos presentaron una
apariencia homogénea, destacando asi su forma cilindrica y un arreglo distinto de sus
espinas, perdiendo temporalmente la apariencia que presenta en su habitat natural (la cual
recuperaron posteriormente durante la aclimatizacién en el invernadero). Esto se atribuye a
las condiciones in vitro que propician un crecimiento acelerado y variaciones anatoémicas en
los brotes (Malda et al., 1999; PospiSilova et al., 1999), principalmente por efecto de las bajas
intensidades luminosas en los cuartos de incubacion.

Después de permanecer dos meses en el medio de elongacion (MS + CA 1.5 gL) el
30% de los brotes de M. humboldtii formé raices de manera espontanea. Este porcentaje
puede considerarse bajo comparado con el obtenido en Acharagma aguirreana, Pachycereus

schottii, Stenocereus stellatus y Mammillaria hernandezii donde se logré el 100% de brotes
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enraizados, utilizando medio MS adicionado con 3 gL-'de CA para los tres primeros y medio
MS con el 50% de sus sales adicionado con 0.5 gL' de CA para el ultimo (Castro-Gallo et al.,
2002; Pérez, 2015). Respuesta similar se obtuvo en Echinocereus schmollii y Escontria
chiotilla con porcentajes del 72.2% y 100% de brotes enraizados respectivamente al utilizar 2
gL' de CA (Retes-Pruneda et al., 2007), mientras que en Mammillaria schiedeana subsp.
schiedeana se consiguié el 80% de brotes con raices utilizando sélo 1 gL' de CA (Soria-
Campos et al., 2013).

Para incrementar el porcentaje de enraizamiento en los brotes de M. humboldtii se
sugiere adicionar alguna auxina, como lo reportado en M. bocasana y M. oteroi donde el
mayor porcentaje de brotes enraizados se obtuvo al utilizar AIB 1 mgL™" (65%) y AIA 1 mgL"’
(75%) respectivamente para cada especie (Castro-Gallo et al., 2002). En M. carmenae fo.
rubrisprina se registré el 67.2% con AIA 0.5 mgL', mientras que para M. herrerae y M.
theresae se obtuvo el 59% y 54.8% de enraizamiento respectivamente con AIB 0.5 mgL"
(Retes-Pruneda et al., 2007). Se ha reportado también que en algunas especies de cactaceas
no ha sido necesario adicionar auxinas ni CA para promover el enraizamiento, tal es el caso
de M. bocasana, M. carmenae, M. densispina, M. hahniana, M. hutchisoniana, M. pectinifera,
M. picta, M. rhodantha y M. zephyranthoides que generaron raices en el mismo medio de
induccion (Ramirez-Malagon, 2007; Retes-Pruneda et al., 2007). Se puede apreciar que la
rizogénesis en el género Mammillaria es variable de acuerdo a la especie, generando raices

tanto con la adicion de auxinas como de CA, incluso en ausencia de estos.
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Aclimatizacion

Se seleccionaron 140 brotes de entre medio a dos centimetros para la aclimatizacién, de los
cuales so6lo 83 contaban con raices. Después de tres dias de cicatrizacion, los brotes
presentaron una disminucion de su volumen por deshidratacion y en algunos la epidermis se
observd con una apariencia rugosa. Después de una semana de su siembra en el sustrato,
unicamente dos brotes murieron por deshidratacion y con el transcurso de los dias los
tubérculos que presentaban un arreglo distinto de sus espinas dejaron de estar
perpendiculares al apice de los mismos, los brotes incrementaron su talla y adquirieron
paulatinamente su forma globosa del apice hacia la base. Estos cambios ocurren durante la
aclimatizacion donde los brotes van normalizando sus caracteristicas anatdomicas,
morfoldgicas y/o fisiolégicas (PospiSilova et al., 1999).

Al transcurrir tres meses en un cuarto de incubacion, las charolas se llevaron a un
invernadero (Fig. 14 a). El porcentaje de sobrevivencia se evalué después de 10 meses en
condiciones ex vitro, siendo de 98.5% (138 plantas vivas), con la generacion de raices en
aquellos brotes que no contaban con ellas y aumento de las mismas en los brotes que si las
presentaban (14 d y e). Papafotiou et al. (2001) reportaron la aclimatizacion de Mammillaria
elongata tanto en su forma normal como en su forma crestada, obteniendo una sobrevivencia
en un rango del 90 al 100% cuando los brotes presentaban raices y del 50 al 60% cuando
carecian de ellas al momento de sembrarlos en el sustrato, siendo notoria la importancia de
las raices para lograr mayor sobrevivencia. En contraste con lo observado en M. humboldtii,
donde uno de los dos brotes muertos ya presentaba raices in vitro y el otro no. En otros
trabajos también se han reportado altos porcentajes de sobrevivencia ex vitro, como en

Escobaria minima, Mammillaria pectinifera y Pelecyphora aselliformis con porcentajes de
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sobrevivencia entre 76.3 y 92% (Giusti et al., 2002), sin embargo en algunas otras especies la
aclimatizacién ha representado un mayor reto debido a la pudricidon de las raices, ejemplo de
esto ocurri6 con Mammillaria bocasana, M. densispina, M. hahniana, M. hutchisoniana, M.
orcuttii, M. pectinifera, M. picta, M. perbella, M. rhodantha y M. zephyranthoides, a las cuales
para superar esta etapa, se deshidrataron los brotes y posteriormente sumergieron la parte
basal en una solucion de AIB 100 mgL™', obteniendo asi una sobrevivencia entre el 84.5 y
96.5% (Ramirez-Malagon et al., 2007). En Mammillaria coahuilensis, Rodriguez (2014) reporto
entre el 5 y 45% de sobrevivencia debido a los problemas de pudricion.

Después de 10 meses en condiciones ex vitro, las plantas aumentaron la longitud del
tallo de 3 a 15 mm, mientras que el ensanchamiento del apice también fue notorio en un rango
de 3 a 16 mm, es importante resaltar estos datos, ya que como bien se menciond, la especie
es de muy lento crecimiento, pero gracias a una aclimatizacién exitosa el crecimiento de los
individuos fue notablemente acelerado (Figs. 14 a, b y c). En Nicotiana tabacum 'y
Spathiphyllum floribundum también se observd beneficiado el crecimiento de las plantas
después de un periodo de adaptacién a las condiciones ex vitro (PospiSilova et al., 1999).

Después de 11 meses a partir de que inicio la aclimatizacion, tres plantas de las tallas
mas grandes presentaron botones florales (cuatro cada uno), los cuales se desarrollaron
adecuadamente presentando antesis (Fig. 15). Se realizaron polinizaciones manuales entre
las flores de estos individuos, esperando formen frutos en un futuro a pesar de que contienen
la misma informacion genética, ya que se sabe que ésta especie presenta un sistema
xenodgamo facultativo, es decir, que aunque la mayor parte de la fertilizacion pueda ser
producto de entrecruza, también se puede llegar a presentar autocruza (Martinez-Ramos et

al., 2015).
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Figura 14. Brotes de M. humboldtii a) durante la segunda semana de siembra en sustrato, b)
después de 4 meses de haber iniciado la aclimatizacién, c) tras 10 meses en condiciones ex
vitro; formacion y desarrollo de raices en d) brotes y €) en plantas, después de 10 meses de
siembra en sustrato. Barra =1 cm.
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Figura 15. Floracion de Mammillaria humboldtii después de 11 meses
en condiciones ex vitro. Barra =1 cm.
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PERSPECTIVAS
Es importante destacar que el uso del Cultivo de Tejidos Vegetales resultd eficiente para la
propagacion de Mammillaria humboldtii a partir de brotes in vitro, ademas de que muestra que
es posible generar una gran cantidad de individuos a partir de escaso material bioldgico.

Se observd que esta especie, como muchas otras de la familia Cactaceae, presenta
individuos de muy lento crecimiento y bajos porcentajes en la germinacién de sus semillas.
Considerando que para el establecimiento de los cultivos in vitro se prefiere utilizar semillas
germinadas, éste experimento comenzd con un escaso numero de éstas, debido a los severos
problemas de oxidacién e hiperhidratacion que presentaron las plantulas (Rodriguez,
comunicacion personal), por lo que resulta importante completar la primera parte de la
metodologia de propagacion in vitro de M. humboldtii, mediante la repeticion de los ensayos
de germinacion, principalmente para perfeccionar la técnica de desinfeccion superficial, la
proporcion de sales en el medio de cultivo y sobre todo la concentracion de agar.

Asimismo, la posibilidad de contar con mas semillas permitiria establecer finalmente los
tiempos que se requieren en cada etapa de la micropropagacion de esta especie, explorar
explantes diferentes, su respuesta morfogenética en otros medios de cultivo y con otros
reguladores de crecimiento, asi como determinar el efecto de las auxinas en el enraizamiento
in vitro de los brotes. Ademas de que los regenerantes obtenidos, al provenir de un pool
genético mas amplio, poseerian una mayor variabilidad con la posibilidad de entrecruzarse (o
realizar polinizaciones manuales) para obtener mas semillas sin necesidad de recurrir a

colectas silvestres.
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Igualmente, en este trabajo se demostré que los brotes propagados in vitro alcanzaron
una mayor longitud en menor tiempo comparadas con dos plantulas germinadas ex vitro (Fig.
16), y que una vez establecidos en invernadero fueron capaces de formar flores en corto
tiempo. Lo anterior confirma al Cultivo de Tejidos Vegetales como una alternativa viable de
propagacion masiva permitiendo que, esta especie Amenazada, pueda ser comercializada
abasteciendo el mercado sin afectar a las poblaciones evitando el saqueo ilegal de ejemplares

silvestres, contribuyendo a la par a su conservacion ex situ.

Figura 16. Tamafos comparativos entre a) una plantula
germinada ex vitro, de tres afios 10 meses con 1.2 cm de
longitud y b) una planta obtenida del barrido hormonal, después
de 10 meses de iniciada la aclimatizaciéon con 3 cm de longitud
del tallo.
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CONCLUSIONES
La micropropagacion de Mammillaria humboldtii se logré a partir de explantes obtenidos
de escasos brotes previamente regenerados in vitro.
La formacion de brotes se obtuvo por organogénesis directa a partir de las aréolas
vegetativas (ubicadas en el apice de los tubérculos) y reproductivas (en las axilas de
los tubérculos) de explantes apicales y laterales.
Para los explantes apicales, el tratamiento que promovié la mayor formacion de brotes
(8.75 brotes en promedio por explante) fue BA/ANA 2/0.1 mgL-', seguido del
tratamiento 1/0.5 mgL-' con 8.66 brotes en promedio.
Los explantes laterales respondieron mejor en el tratamiento control, sin reguladores de
crecimiento, formando 4.7 brotes en promedio por explante, seguido del tratamiento
BA/ANA 2/0 mgL-" (4.37 brotes en promedio).
Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes
tratamientos empleados.
Los explantes apicales tuvieron una mayor respuesta morfogenética en comparaciéon
con los laterales.
Las aréolas vegetativas de ambos tipos de explantes conservaron su potencial
regenerativo en la segunda generacién de brotes utilizados para el barrido hormonal, a
diferencia de las aréolas reproductivas que soélo formaron brotes en el primer ensayo.
El enraizamiento in vitro de los brotes generados solo alcanzé el 30%, después de dos
meses en el medio de elongacién (MS + CA 1.5 gL™").
Se obtuvo el 98.5% de sobrevivencia de 140 brotes aclimatizados, después de 10

meses en condiciones ex vitro.

73



Propagacion in vitro de Mammillaria humboldtii Ehrenb. (Cactaceae), especie endémica amenazada

e Tres individuos de M. humboldtii formaron flores después de 11 meses de iniciada la

aclimatizacion.

e Este es el primer reporte de la propagacion por Cultivo de Tejidos Vegetales de

Mammillaria humboldltii.
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ANEXO 1. Descripcién botanica del género Mammillaria (Arias et al., 2012)

Arbustivas. Raices fibrosas o tuberosas. Tallos simpes o ramificados. Tallos simples o
ramificados en la base, en la parte media o en el apice, ascendentes, procumbentes o
péndulos, monomorfos, globosos, deprimido globosos o cilindricos, no articulados,
tuberculados, tubérculos en series espiraladas, cilindricos, conicos, piramidales o gibosos, sin
surco longitudinal, en ocasiones con laticiferos, aréolas bipartidas, las apicales producen
espinas, las axilares producen flores y frutos, espinas frecuentemente diferenciadas en
radiales y centrales, escasas a numerosas, espinas radiales delgadas, centrales en menor
numero y mas gruesas. Flores blancas, amarillas, rosadas o purpura, solitarias, emergen
alrededor de un circulo apical, campanuladas a infundibuliformes, diurnas; pericarpelo y tubo
receptacular regularmente desnudos, tubo receptacular menor o de igual tamafo que el
perianto, perianto actinomorfo, con tépalos escasos, angostos, extendidos, blancos, amarillos,
rojos, rosados o purpura, anillo nectarial pequefio, no limitado por la base de la primera serie
de estambres; estambres escasos, cortos, insertos en a mitad o tercio superior del tubo, estilo
delgado, estigma con l6bulos lineares. Frutos claviformes a globosos, rojos o verdes,
carnosos a semisecos, desnudos, generalmente indehiscentes; semillas orbiculares, ovadas o

ampliamente ovadas, testa negra a parda, microrrelieve presente o ausente.
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ANEXO 2. Descripcion botanica y clasificacion taxonémica de Mammillaria humboldtii
(Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991; Guzman et al., 2007)

Planta de tallo simple o cespitoso en la base, globoso-aplanado hasta algo columnar, de color
verde claro, alcanzan 7 cm de altura y diametro. Tubérculos dispuestos en 13 y 21 series
espiraladas, cilindricos, con el apice redondeado, de 12 mm de longitud y 2 a 3 mm de
anchura en la base, de color verde claro, con jugo acuoso. Axilas con lana blancay con 7 u 8
cerdas blancas, de diferentes tamanos. Aréolas circulares o ligeramente ovales, al principio
con lana. Espinas radiales 80 o mas, dispuestas en varias series de diferentes longitudes, de
unos 2 a 8 mm, muy delgadamente aciculares, rectas, horizontales, semiflexibles, niveas, con
la extremidad basal ligeramente amarillenta. Espinas centrales ausentes. Flores de 25 mm de
largo y 15 mm de diametro; segmentos interiores del perianto lineares, obtusos, de color rojo
brillante, con el margen de color rosa claro; filamentos rojos, anteras anaranjadas; estilo
amarillo, l6bulos del estigma 3, verdes. Fruto claviforme, rojizo; perianto seco no persiste.

Semillas obovadas, con hilo basal; testa foveolada, negra y brillante.

Clase Equisetopsida C. Agardh
Subclase Magnoliidae Novak ex Takht.
Super orden Caryophyllanae Takht.
Orden Caryophyllales Juss. ex Bercht. & J. Presl|
Familia Cactaceae Juss
Género Mammillaria Haw.
Especie Mammillaria humboldtii Ehrenb., 1842
Sinénimos Cactus humboldtii (C. Ehrenb.) Kuntze, 1891;
Ebnerella humbodtii (Ehr.) Buxbaum, 1951;
Chilita humboldtii (Ehr.) Buxb., 1959 y
Escobariopsis humboldtii (C. Ehrenb.) Doweld, 2000
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