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RESUMEN

Todos los taxa del género Ariocarpus son endémicos del Desierto Chihuahuense,
estan sujetos a proteccion especial, amenazados o en peligro de extincion debido a
que son especies de lento crecimiento, sumado a la colecta ilegal excesiva de
plantas y semillas silvestres, y la destruccion de su habitat. En el presente trabajo
se utilizaron las técnicas de cultivo de tejidos vegetales para explorar la germinacién
de las semillas y la respuesta de los tejidos de plantulas cultivadas in vitro como una
aportacion para el establecimiento de metodologias de propagacion que repercutan
en la conservacion de esta especie. A partir de ejemplares silvestres de A. fissuratus
mantenidos en invernadero se obtuvieron frutos producto de polinizaciones
manuales. Semillas cosechadas en los afos 2008, 2009, 2011, 2012 y 2013 fueron
germinadas in vitro, con un tiempo de almacenamiento de un mes a seis afios. Se
evaluo el porcentaje de germinacion en dos medios de cultivo en funcion del tiempo
de almacenamiento; se obtuvo el maximo de germinacion (86.7%) en semillas con
dos afos de almacenamiento seguido de 83.3% en semillas con cuatro anos. Las
plantulas en medio Murashige y Skoog (MS) se transfirieron a medio liquido MS
para promover su elongacién, al alcanzar la talla adecuada se disecaron en
explantes longitudinales, laterales, centrales y tubérculos y se sembraron en medio
MS adicionado con N6-benciladenina (0, 1, 2, 3 y 5 mgL™") combinado con &cido a-
naftalenacético (0, 0.5 y 1 mgL™"), y kinetina (0, 0.5, 1 y 2 mgL-') en combinacion
con acido 2,4-diclorofenoxiacético (0, 0.5, 1 y 2 mgL-') como medio de induccién.
En todos los explantes se obtuvo callo, se oxidaron en la zona del corte y el 3% se
oxidé completamente en ausencia de la auxina. Los unicos brotes obtenidos fueron
por organogénesis indirecta a partir del callo de tubérculos cultivados con NG6-
benciladenina 3 mgL"' combinada con &acido a-naftalenacético 0.5 mgL"'. Se
formaron embriones somaticos a partir del callo producido en tubérculos con N6-
benciladenina 3 y 5 mgL-' y en combinacion con acido a-naftalenacético 1 mgL-".
Estos proliferaron en medio MS enriquecido con sacarosa 75 gL' y maduraron en
medio MS, sacarosa 75 gL' adicionado con acido abscisico (1 mgL™"), combinado
con acido giberélico (1 mgL™") y carbén activado (2 gL"). Los embriones somaticos
no lograron germinar en medios solidificados con agar 8.5 gL'y 10 gL' o Phytagel®
5 gL' y enriquecidos con sacarosa 75 gL' debido a que entraron en ciclos
repetitivos de formacion de callo. Se realizaron cortes histolégicos de las estructuras
obtenidas para corroborar su identidad como embriones somaticos.



INTRODUCCION

México es un pais megadiverso y recibe tal clasificacion porque junto con otras
naciones contienen la mayor diversidad de especies en el mundo. Esta
biodiversidad se debe a su ubicacidn geografica, que propicia una gran variedad de
climas y tipos de vegetacion unicos, como los humedales de Cuatrociénegas,
Coahuila (Valverde et al.,2005; CONABIO, 2012). EIl matorral xerofilo es el tipo de
vegetacion que cubre la mayor parte del territorio mexicano, desde la Peninsula de
Baja California, el altiplano desde Chihuahua y Coahuila hasta Jalisco, Guanajuato,
Hidalgo y el Estado de México, prolongandose al sur en forma de faja en Puebla
hacia Oaxaca. Su clima es extremoso, la temperatura media anual oscila entre 12-
26°C y la precipitacion media anual en general es inferior a 700 mm (Rzedowski,
2006). Las cactaceas son uno de los grupos de plantas mas representativos de las
regiones aridas y semiaridas, con amplia distribucion en el continente americano,
siendo México el principal centro de diversidad, ademas del suroeste de los Estados
Unidos, Peru, Bolivia y Brasil (Hernandez y Godinez, 1994; Arakaki et al., 2011).
México tiene un alto indice de endemismo de cactaceas a nivel genérico (73%) y de
especies (78%). Muchas de ellas se encuentran bajo una fuerte presion de colecta
y a la destruccion de su habitat, ademas cuentan con una habilidad limitada para
restablecerse demograficamente después de un evento de perturbacion. Lo anterior
deriva en que un numero significativo de cactaceas mexicanas se hayan incluido en
listados de plantas amenazadas a nivel nacional por la NOM-059-SEMARNAT-2010
y a nivel internacional por la Lista Roja de la UICN (SEMARNAT, 2010; Fitz et al.,

2013).



Ariocarpus fissuratus es una cactacea de lento crecimiento y endémica del Desierto
Chihuahuense, no esta enlistada en la NOM-059-SEMARNAT-2010 y en la lista roja
de la UICN se considera en la categoria de “preocupacion menor”. Aun asi, algunas
poblaciones tienen un numero reducido de individuos debido a la colecta ilegal de
ejemplares silvestres y a diversas actividades antropogénicas (Villavicencio et al.,
2006; SEMARNAT, 2010, Fitz et al., 2013).

El cultivo de tejidos vegetales (CTV) aplicado a especies de cactaceas amenazadas
y a algunas del género Ariocarpus ha sido reportado con buenos resultados
obteniendo brotes adventicios y embriones somaticos (Stuppy y Nagl, 1992; Olguin,
1994; Moebius, 2003; Gémez, 2008; Jofre-Garfias et al., 2010). Pocos son los
trabajos con A. fissuratus por lo que se emplearon las técnicas de CTV para evaluar
la viabilidad, tiempo de almacenamiento y germinacion de las semillas de esta
especie, asi como llevar a cabo ensayos con reguladores de crecimiento para

promover respuestas morfogenéticas.

ANTECEDENTES

En el mundo se calculan aproximadamente 1400 especies de cactaceas
(Mabberley, 1997 citado por CONABIO, 2012), de las cuales se distribuyen en
México 693 especies y 386 subespecies comprendidas en 68 géneros (Guzman et
al., 2007). Nuestro pais alberga 37% de éstos (25 géneros) clasificados como
endémicos, cuenta con 518 especies y 206 subespecies que estan distribuidas solo
en nuestro territorio nacional por lo que es un grupo bien representado en México

(Guzman et al., 2003; Villavicencio et al., 2006).



Las cactaceas son componentes muy importantes y numerosos de la flora xerofila
mexicana, solo superados en cantidad por miembros de las familias Asteraceae,
Fabaceae, Orchidaceae, Poaceae, Euphorbiaceae y Rubiaceae. Se les pueden
hallar representadas en los distintos tipos de vegetacion, y con el transcurso del
tiempo adquirieron formas y habitats diversos como adaptaciones a los diferentes
ambientes (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991).

e Caracteristicas generales de las cactaceas

Son plantas suculentas que se caracterizan por almacenar agua en sus 6rganos.
Poseen un sistema radicular ramificado que les permite aprovechar rapidamente la
precipitacion de agua, la gruesa cuticula de cera evita la transpiracion excesiva
(Mauseth, 2006). El metabolismo CAM (metabolismo del acido crasulaceo) es una
alternativa a la ruta fotosintética que permite a la planta fijar CO2 atmosférico durante
la noche cuando la pérdida de agua se minimiza y la fotorrespiracion se reduce,
presentan tallos fotosintéticos y hojas modificadas en espinas (Cushman y Bohnert,
1997; Mauseth, 2006; Arakaki et al., 2011). La estructura que caracteriza a las
cactaceas es la aréola, ésta es una region meristematica o una yema axilar
altamente especializada (Mauseth, 1983; Gibson y Nobel, 1986 citados por
Anderson, 2001) presente en todas las etapas del desarrollo (Mauseth, 2006), tiene
origen en la reduccion de los entrenudos cortos resultando una masa de nudos
compactados y las yemas axilares asociadas; una aréola se origina en el apice de
los tubérculos (protuberancia cénica o cilindrica del tallo, también llamada podario)
de donde surgen espinas, brotes, tallos florales y lana, entre otras estructuras
(Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991; Anderson, 2001; Mauseth, 2006).

Presentan diferentes formas de vida que incluyen arbérea, trepadora, rastrera,
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epifitas o gedfitas; algunas son dimorficas ya que producen diferentes tipos de
anatomia y/o morfologia en las diferentes etapas de sus vidas (Mauseth, 2006;
Arakaki et al., 2011).
Cactoideae y Opuntioideae ocupan casi todos los habitats terrestres desde
desiertos, praderas, bosques, selvas y zonas alpinas; las hojas en la subfamilia
Cactoideae son microscopicas por lo que el cortex del tallo realiza la actividad
fotosintética (Mauseth, 2006).

o Semillas
Las semillas son la unidad mévil y de reproduccion sexual de las plantas, tienen la
funcién de multiplicar y perpetuar la especie a la que pertenecen, siendo uno de los
elementos mas eficaces para que ésta se disperse en tiempo y espacio, de modo
que las plantas encuentran nuevos sitios y microambientes (Doria, 2010).
Las semillas de las cactaceas tienen su origen en los 6vulos campil6tropos rara vez
anatropos, con el funiculo frecuentemente curvado alrededor, crasinucelados vy
bitegumentados. Se desarrollan en el interior de frutos parecidos a bayas. Presentan
variaciones en forma, tamafo, estructura, caracteristicas del embrién y color de la
testa (Niembro, 1989).
El numero de semillas producidas por fruto puede variar entre frutos de la misma
especie e incluso frutos de una misma planta, depende de la edad de la planta, el
numero de flores por planta y el tamafo de la planta (Del Castillo, 1988 citado por
Rojas-Aréchiga y Vazquez-Yanes, 2000).
El tipo de dispersiéon de las semillas de cactaceas puede ser por animales

(zoocoria), viento (anemocoria) o agua (hidrocoria), segun sean las caracteristicas



estructurales del fruto y de las semillas (Bregman, 1988 citado por Rojas-Aréchiga
y Vazquez-Yanes, 2000).

Las semillas de cactaceas tienen gran potencial para formar bancos de semillas,
pues entre sus caracteristicas algunas especies requieren de luz para germinar, son
de tamano pequefo, pueden requerir de un periodo de postmaduracion para
germinar y longevidad ecoldgica (Rojas-Aréchiga y Batis, 2001). La serotinia se
presenta cuando una planta retiene al menos una porcion de sus semillas en alguna
estructura vegetativa y/o reproductiva, retrasando la dispersion. En cactaceas, los
frutos pueden quedarse inmersos en el tallo de la planta, o bien las espinas y lana
que se encuentran en el apice pueden impedir la dispersion inmediata de las
semillas (Santini, 2011). Tanto la formacién de bancos de semillas en el suelo como
bancos aéreos (serotinia) generados por cactaceas han sido poco estudiados.

e Latencia

La latencia de las semillas es el proceso donde las actividades fisiologicas se
detienen de manera reversible, incluso cuando las condiciones como la humedad,
aireacion y temperatura, son adecuadas para la germinaciéon (Bewley, 1997; Baskin
y Baskin, 2014). Harper (1957) y Roberts (1972) citados por Murray (1984)
reconocieron tres tipos de latencia o dormancia:

1. Latencia innata o primaria. Impide la germinacién en la planta madre y
durante un tiempo después de su dispersion. Producida por la presencia de
compuestos inhibitorios enddégenos en la testa, es necesario lavar las semillas o
imbibirlas durante un tiempo después de la siembra por medio de riegos frecuentes

para obtener altas tasas de germinacion, es decir, en condiciones naturales las



semillas necesitan largos periodos de humedad para lavar los inhibidores solubles
de su testa.

2. Latencia forzada o quiescencia. Regulada por las condiciones ambientales
como la luz, la temperatura y la humedad.

3. Latencia inducida o secundaria. Las semillas se mantienen dormantes aun
cuando estan bajo condiciones favorables para la germinacion. No se habia
reportado este tipo de latencia en cactaceas hasta el trabajo de Flores et al., 2006
donde se menciona que la skotolatencia (se refiere al tipo de latencia secundaria
inducida por la oscuridad, se rompe con el estimulo de la giberelina y/o luz) esta
presente en ocho especies de cactaceas del Desierto Chihuahuense.

El papel de las sustancias inhibitorias en la germinacién de las semillas de
cactaceas parece tener implicaciones ecoldgicas, aporta informacion de las
condiciones ambientales en las que habitan. Los inhibidores solubles presentes en
la testa o en la pulpa de los frutos controlan la germinacién, manteniendo el estado
latente hasta que las condiciones ambientales sean adecuadas para el crecimiento
(Rojas-Aréchiga y Vazquez-Yanes, 2000).

e Germinacion

La germinacion es el reinicio del crecimiento del embrion, paralizado durante las
fases finales de la maduracion. Los procesos fisioldgicos de crecimiento exigen
actividades metabdlicas aceleradas y la fase inicial de la germinacion consiste
principalmente en la activacién de los procesos por aumento en la humedad y la
actividad respiratoria de la semilla. La absorcion de agua por la semilla
desencadena una secuencia de cambios metabdlicos que incluye la respiracion,

sintesis proteica y movilizacion de reservas, la divisién y el alargamiento celular en
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el embridn provocan la ruptura de las cubiertas seminales por la emergencia de la
radicula (Chong et al., 2001; Baskin y Baskin, 2005). La germinacién ocurre en tres
fases sucesivas que se superponen parcialmente (Chong et al., 2001; Koornneef et
al., 2002; Baskin y Baskin, 2014).

FASE |. Debido a la imbibicion, hay intensa absorcion de agua de los distintos tejidos
que forman la semilla, causando su hinchamiento y ablandamiento de la testa (sélo
este fendomeno se produce tanto en semillas vivas como muertas porque es
independiente de la actividad metabdlica de la semilla). Ocurre un aumento
proporcional en la actividad respiratoria.

FASE Il. Intensificacion de la actividad enzimatica y del metabolismo respiratorio,
translocacién y asimilacion de las reservas alimentarias para el crecimiento del
embrién. La absorcion de agua se reduce o se detiene por completo.

FASE lll. Crecimiento y division celular que provoca la emergencia de la radicula y
posteriormente del epicétilo. Se reanuda la absorcién de agua y la actividad

respiratoria aumenta (Fig. 1).

Germinacion sensu stricto Post-germinacion
FASE| FASE Il FASE Il

Crecimiento de la plantula

Movilizacitn de reservas en
tejidos de almacenamiento

Emergencia de laradicula debidaala S
elongacion celular

Mayor movilizacidn
de/ reservas

Maovilizacidn de las reservas almacenadas (oligosacaridos)

Sintesis de proteinas y movilizacion de nuevos h
mARNs

Movilizacion o degradacion de Divisién celular _’
mARN almacenado
Sintesis de ADN aE———

Reparacion del ADN

Respiracidn, reparacion y multiplicacidn de mitocondrias —’

{_ Imbibicidn

™\

Contenido de agua en semillas y plantulas

Tiempo
Figura 1. Fases de la germinacién de semillas, se llevan a cabo cambios bioquimicos,
moleculares y celulares que inician con el proceso de imbibiciéon (Tomado y traducido de
Bewley et al., 2013). 7



En las primeras dos fases los procesos de germinacidn son reversibles, pero a partir
de la fase de crecimiento se entra en una situacion fisiologica irreversible. Si la
semilla supera esta fase tendra que originar una plantula o por el contrario morir.
Para que la germinacion ocurra la semilla debe ser viable, sana, no debe estar en
latencia o aplicar algun método para romperla y con favorables condiciones
ambientales (agua, temperatura, oxigeno y luz), (Sadhu, 1989; Baskin y Baskin,
2005, 2014). La semilla se encontrara en estado latente durante un tiempo variable,
dependiendo de la especie, hasta que adquiera su capacidad de germinar (Chong
et al., 2001). Las pruebas de germinacion se conducen bajo condiciones optimas y
como resultado, el valor de germinacién establece el nivel 6ptimo de eficiencia
esperado del lote de semillas (McDonald, 2005). La capacidad de germinacién de
una semilla se basa en una respuesta binaria (germinada/no germinada), un atributo
cualitativo del proceso de germinacion, generalmente convertido en un atributo
cuantitativo como el porcentaje. Segun Labouriau, 1983 (citado por Ranal y
Santana, 2006), la germinabilidad o capacidad germinativa de una muestra de
semillas es el porcentaje de semillas en el cual el proceso de germinacién alcanza
el maximo, bajo determinadas condiciones.

Hay pocos trabajos que evaluen la pérdida de viabilidad a través del tiempo, aunque
los datos sugieren que la mayoria de las semillas de cactaceas tienen un
comportamiento de almacenamiento ortodoxo (Roberts, 1972 citado por Murray,
1984). Las condiciones 6ptimas para el almacenamiento de semillas a largo plazo
no son conocidas para la mayoria de las especies de cactaceas (Alcorn y Martin,

1974 citados por Rojas-Aréchiga y Vazquez-Yanes, 2000).



e Importanciay usos de las cactaceas

Tienen una notable importancia ecolégica como alimento y refugio para animales,
evitan la erosion edlica y pluvial gracias a sus raices; también han sido importantes
en la vida del hombre como fuente de alimento, bebida, forraje y medicina, siendo
ademas muy apreciadas como especies ornamentales en México y el extranjero
(Diagre, 2004), lo que ha provocado su colecta indiscriminada de forma ilegal,
colocando a varias especies en riesgo de extincion (Alanis y Velazco, 2008),
principalmente porque son plantas suculentas de lento crecimiento y porque
muchas de sus especies se reproducen exclusivamente por semillas o producen un
numero escaso de ellas.

En México, las especies del género Ariocarpus tienen importancia ritual y son
valoradas por diversos grupos étnicos como los tarahumaras. Ellos le atribuyen a
Ariocarpus fissuratus propiedades similares a las del peyote (Lophophora williamsii)
como son rituales y medicinales pues es un narcético natural que alivia fiebres y
dolores reumaticos. Los huicholes lo consideran como un “cacto malo” que ocasiona
locura permanente al igual que A. retusus (Furst, 1971). La tintura de A.
kotschoubeyanus con etanol se usa como analgésico sobre moretones o golpes
leves. El mucilago de los Ariocarpus es empleado para preparar pegamentos o
adhesivos que usan para reparar la alfareria rota (Batis y Rojas, 2002). Rodriguez
et al. (2010) determinaron la presencia de metabolitos y grupos funcionales en
extractos metandlicos de A. retusus y A. kotschoubeyanus demostrando su
actividad antibacteriana y antifungica, y abre la posibilidad para el desarrollo y

formulacién de nuevos farmacos antimicrobianos.



e Geénero Ariocarpus, distribucion geografica y estado de conservacion

Comunmente a las plantas del género Ariocarpus se les conoce como: hikuli
sunami, tsumiri, sunami, living rock, star rock, peyote cimarron, falso peyote,
wanameé, biznaga peyotillo, chautle o cactus chaute (Anderson, 2001).

Son plantas pequeias, tuberosas, geofitas, tuberculadas, de color verde glauco
cenizo a verde olivo, a veces rojo purpureo; las raices son fusiformes; los tubérculos
son lisos o fisurados, producen lana y presentan espinas en los estadios tempranos
de desarrollo, en estado adulto las espinas estan ausentes. El periodo de floracion
es en otofo, las flores emergen del apice, son radiales, blancas, amarillas o
purpureas y con antesis diurna y son polinizadas por abejas. El fruto es una baya
de color blanquecino, verde claro, rosa o rojo; al madurar se seca (Fig. 2 a),

permitiendo la liberacion y dispersién de las semillas (pequefias, piriformes vy

negras; Fig. 2 b) por agua, viento u hormigas (Aguilar-Morales et al., 2011).

Figura 2. Fruto maduro y semillas de Ariocarpus fissuratus (a) y ornamentacién de la testa (b).

El género Ariocarpus es monofilético y se distribuye en el Desierto Chihuahuense,
crecen preferentemente sobre suelos calizos o ligeramente alcalinos formando
parte de matorrales xerdfilos y rosetéfilos (Aguilar-Morales et al., 2011).

El género Ariocarpus de acuerdo a la publicacion “Catalogo de autoridades
taxondmicas de las cactaceas (Cactaceae: Magnoliopsida) de México” (Guzman et

al., 2007), consta de cinco especies y dos de ellas incluyen subespecies:
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A. agavoides (Castaneda) E.F. Anderson, 1962
A. fissuratus
ssp. bravoanus (H.M. Hern. & E.F. Anderson) Lithy, 1999
ssp. fissuratus (Engelm.) K. Schum., 1894
ssp. hintonii (Stuppy & N.P. Taylor) E.F. Anderson & Fitz Maurice, 1998
ssp. lloydii (Rose) U. Guzman, 2003
A. kotschoubeyanus (Lem.) K. Schum., 1897
A. retusus
ssp. retusus Scheidw., 1838
ssp. scapharostroides Halda & Horacek, 1997
ssp. trigonus (F.A.C. Weber) E.F. Anderson & Fitz Maurice, 1997
A. scaphirostris Boed., 1930
Debido a que el género aun se encuentra en valoracion taxonémica, en el presente
trabajo se designara que la especie empleada fue A. fissuratus.
Las especies de mas amplia distribucion son A. fissuratus y A. retusus; A.
kotschoubeyanus cuenta con varias poblaciones en seis estados de la republica,
pero su habitat es altamente especializado. Los taxa A. agavoides, A. fissuratus ssp.
bravoanusy A. scaphirostris se consideran de distribucidn restringida por presentar
una o pocas localidades conocidas (Aguilar-Morales et al., 2011).
No obstante, A. fissuratus no se encuentra enlistada en la NOM-059-SEMARNAT-
2010 (SEMARNAT, 2010), algunas de sus areas de distribucion o tamano de sus
poblaciones han disminuido, por ejemplo, en la Sierra de San Marcos, Coahuila, el
grado de deterioro de las poblaciones es alto debido al disturbio del habitat y la
fuerte incidencia de actividades humanas como pastoreo de bovinos y caprinos, la
extraccion de materiales para la construccion, mineria, extraccion de fibra de
lechuguilla (Agave lechuguilla) y cera de candelilla (Euphorbia antisyphilitica)
(Villavicencio et al., 2006).

La Lista Roja de la UICN (Union Internacional para la Conservacion de la

Naturaleza), tiene por objetivo proveer informacién y analisis sobre la situacion,
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tendencias y amenazas de las especies con el fin de informar y tomar medidas para
la conservacion de la biodiversidad; y considera a A. fissuratus en la categoria de
Preocupaciéon menor (Oldfield, 1997; Arias et al., 2005; Fitz et al., 2013).

En la tabla 1 se proporciona la distribucion por estados de los taxa y sus estatus de

amenaza de acuerdo a los listados mencionados.

Tabla 1. Estatus de amenaza de especies y subespecies del género Ariocarpus de acuerdo a la NOM-059-SEMARNAT-2010:
Pr-Sujetas a proteccion especial, A-Amenazada, P-En peligro de extincién; y la UICN: LC-preocupaciéon menor, NT-casi
amenazada, EN —en peligro de extincién. (-) Datos no evaluados. El género completo se encuentra en el Apéndice | de la
CITES (Basada en la clasificacién de Guzman et al., 2003, 2007)

Especie Subespecies Distribucion ~ NOM-059  UICN

A. agavoides i SLPy Pr EN
Tamaulipas.

A. fissuratus A. fissuratus ssp. bravoanus S.LP, P EN
Tamaulipas,
A. fissuratus ssp. fissuratus N.L., - LC
Coahuila,

A. fissuratus ssp. hintonii Chihuahua, P -
Zacatecas y
Durango.

A. kotschoubeyanus S.L.P.,
Tamaulipas,
N.L.,
Coahuila,
Zacatecas y
Querétaro.
A. retusus S.L.P,
Tamaulipas,
N.L.,
Coahuila,
Zacatecas y
Durango.

A. fissuratus ssp. lloydii

A. retusus ssp. retusus Pr LC

A. retusus ssp. scapharostroides Tamaulipas

A. retusus ssp. trigonus yN.L. A LC

A. scaphirostris - N.L. P EN

Ademas, las especies de Ariocarpus se enlistan en la CITES (Convencion sobre el
Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres) en
su Apéndice |, éste establece que el comercio s6lo se permite en casos

excepcionales tales como el intercambio cientifico o cuando los ejemplares fueron
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propagados artificialmente en viveros registrados ante la Secretaria de la CITES
como ocurre con Republica Checa, Italia, Alemania y Suiza pues muchas especies
de cactaceas entre ellas los Ariocarpus se reproducen en éstos lugares (Benitez y
Davila, 2002; CITES, 2013).

e Ariocarpus fissuratus
A. fissuratus (ANEXO ) es una ] l

. Estados unidos [
especie endémica del Desierto \\\ —L\ ‘

Chihuahuense se extiende al sur de

Texas, Estados Unidos (localidad
tipo) y en México se distribuye en:
Coahuila, Chihuahua, Durango,

Nuevo Ledén, San Luis Potosi,

Tamaulipas, Zacatecas (Aguilar-

Figura 3. Regién del Desierto Chihuahuense, se sefialan las
Morales et al., 2011; Flg 3) En el  Areas Naturales Protegidas en las que se distribuye Ariocarpus
fissuratus: Area de Proteccién de Flora y Fauna de
Cuatrociénegas (*) y en la Reserva de la Biésfera de Mapimi (@)
Tomado y modificado de Granados-Sanchez, 2011.

estado de Coahuila esta distribuida
junto con A. kotschoubeyanus y A. retusus. Las poblaciones de A. fissuratus se
encuentran en los municipios de Cuatrociénegas, Ocampo, General Cepeda, Parras
de la Fuente y Viesca. Es la unica especie de Ariocarpus que se encuentra dentro
de Areas Naturales Protegidas: el Area de Proteccién de Flora y Fauna de
Cuatrociénegas y en la Reserva de la Bidsfera de Mapimi (Aguilar-Morales et al.,
2011). Se distribuye preferentemente en el matorral xeréfilo y en menor frecuencia

en pastizal (Nobel, 2002; Villavicencio et al., 2006).
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Son plantas gedfitas, casi
planas, de color verde grisaceo
a pardo que llega a camuflarse
con las rocas vecinas. Los
tubérculos se acomodan en
espiral, tienen aspecto rugoso y
al centro un surco longitudinal

con abundante lana blanca-

grisacea (Fig. 4). Tiene una 8 )
Figura 4. Ejemplar silvestre de Ariocarpus fissuratus en floracion

. (Tomado de Villavicencio et al., 2006).
cuticula rugosa muy gruesa

comparable a la que poseen algunas especies del género Pachycereus; la
epidermis esta conformada por células rectangulares con paredes periclinales mas
largas, ademas es altamente convexa (no plana como en muchas especies de
cactaceas) por ello en ésta especie y en A. retusus se denomina como papilosas
(Loza-Cornejo y Terrazas, 2003). En la época de floracion es mas facil localizarlas
por sus flores grandes y de color palido a rosa encendido (diametro de 3.78 £ 0.11
cm) que salen de la region apical de la planta, viven hasta dos dias (permanecen
en antesis) y producen néctar. Las plantas florecen a mediados de octubre de
manera sincronica (sin embargo, algunas comienzan a florecer desde agosto), el
pico de floracion dura una semana en las poblaciones del Valle de Cuatrociénegas,
Coahuila; siendo el mayor numero de flores abiertas en los dias tres y cuatro
(Martinez, 2007).

Presenta hercogamia, es decir, cuando los pistilos tienen una mayor longitud que

los estambres, (es un tipo de separacion espacial de los sexos en flores
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hermafroditas) y homogamia, donde la maduracién de las anteras y la receptividad
del estigma es simultanea. Es una especie xenégama pues demanda de
polinizadores para la entrecruza y produccion de semillas (Jiménez-Sierra et al.,
2009). La florivoria es alta y la sincronia reproductiva podria ser una estrategia
adaptativa para evitar a los florivoros y asegurar la entrecruza.

En ambientes aridos, es comun que las plantas presenten bajo reclutamiento por
reproduccion sexual y la forma principal de propagacion es vegetativa, sin embargo,
A. fissuratus tiene como unico medio de perpetuacion y dispersion la produccion de
progenie de tipo sexual. Las plantas de A. fissuratus comienzan a ser reproductivas
cuando alcanzan un diametro de cuatro centimetros y la mayoria de ellas presentan
de una a tres flores por cada evento reproductivo (Martinez, 2007; Martinez-Peralta
y Mandujano, 2011). En A. fissuratus se da el sindrome de melitofilia (polinizacién
por abejas). :
El fruto es una baya carnosa de color verde
claro, al madurar se seca (Fig. 5 a)
permitiendo la liberacion y la dispersion de
las semillas por agua, viento u hormigas
(Aguilar-Morales et al., 2011). La maduracion
de los frutos comienza desde enero, aunque
la mayoria madura entre febrero y marzo.
Martinez, (2007) reportdé que para el mes de

mayo las paredes del fruto ya se han roto y

las semillas quedan en el surco lanoso (Flg Figura 5. Extraccion de un fruto maduro de A.
fissuratus (a) y retencion de las semillas mas basales

5 b) o entre los tubérculos de las plantas y  (b)enelapicelanoso (flecha).
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que al llegar las lluvias arrastran con ellas para favorecer la germinacion en el suelo.
Ademas, reporta que no logré la germinacion de las semillas de A. fissuratus, y
sugiere que dichos resultados pudieron darse porque las semillas presentaron: 1)
algun tipo de latencia, 2) fueron colectadas cuando el fruto aun estaba inmaduro, o
3) existe serotinia entre los tubérculos de la
planta, es decir, la lana de los tubérculos
joévenes, retienen las semillas evitando su
dispersion. La retencion de las semillas se
ha reportado para especies del género
Mammillaria y la retencién de los frutos en
géneros como Ariocarpus (Fig. 6),

Aztekium, Coryphantha, Echinocactus,

Lophophora, Obregonia y Pelecyphora

Figura 6. Ejemplar silvestre de Ariocarpus fissuratus en
fructificacion, mantenido en invernadero durante 12

(Santini, 2011). afios.

Los estudios de propagacion constituyen una alternativa para la conservacion de
las cactaceas, posibilita obtener plantas a través de métodos artificiales y podria
disminuir la demanda de ejemplares silvestres. La propagacién de cactus puede
hacerse de tres maneras: 1) germinacion de semillas que permite la diversidad
genética de las poblaciones, 2) propagacién vegetativa por métodos tradicionales
(brotes, esquejes, division de ejemplares cespitosos o por injertos), y 3) por cultivo
in vitro de tejidos vegetales (Doria, 2010).

e El Cultivo de Tejidos Vegetales

El cultivo de tejidos vegetales (CTV) es una propuesta en favor de la conservacion

de los recursos vegetales (Fay, 1994). Se basa en el principio de que una planta
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consta de varios organos los cuales estan compuestos por diferentes tejidos
especializados constituidos a su vez por células individuales, que pueden ser
cultivados in vitro bajo condiciones asépticas utilizando un medio nutritivo. El medio
estda constituido de sales inorganicas (macronutrientes y micronutrientes),
compuestos organicos (vitaminas y aminoacidos) ademas de una fuente de carbono
(Loyola-Vargas, 2006). Un componente adicional es el carbon activado (CA) cuyo
efecto es diverso, desde estimular el crecimiento y diferenciacién en orquideas,
zanahoria, hiedra y tomate, hasta inhibirlo en tabaco y soya; tiene propiedad
adsorbente y oscurece el medio, ayuda a reducir la toxicidad pues remueve
compuestos como los fenoles producidos durante el cultivo (Razdan, 2003); en
cactaceas previene la oxidacion del callo, induce la elongacion y crecimiento
vigoroso de plantulas y brotes, estimula y reduce el tiempo para el enraizamiento
(Pérez-Molphe et al., 1998; Papafotiou et al., 2001; Castro-Gallo et al., 2002;
Bautista, 2016). Se adicionan reguladores de crecimiento y los mas empleados en
CTV son: auxinas, citocininas, giberelinas y acido abscisico.

Las auxinas inducen la division celular, la elongacion de las células y por lo tanto de
los tallos y entrenudos, estan involucradas en el tropismo, la dominancia apical, la
abscisidn y el enraizamiento; frecuentemente se usan el acido idol-3-acético (AlA),
el acido a-naftalenacético (ANA), el acido indol-3-butirico (AIB), el 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), el acido naftoxiacético (ANO), el picloram y dicamba
(Razdan, 2003).

Las citocininas son derivados de la adenina con funcion en la division celular, la
modificacion de la dominancia apical y la diferenciacion de brotes en el cultivo de

tejidos vegetales, entre las mas usadas estan la 6-benzilaminopurina (BAP) o N°¢-
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benziladenina (BA), la 6-y,y-dimetilalilaminopurina (2iP), la 6-furfurilaminopurina
(kinetina), el thidiazuron (TDZ), y las citocininas naturales (i® ade y zeatina) (Razdan,
2003).

Las giberelinas actuan en sinergia con las auxinas y citocininas o por el contrario en
algunos casos inhiben el crecimiento. El acido giberélico (GAs) es el mas utilizado
in vitro para promover la elongacion de las plantulas enanas. Debe prepararse un
stock fresco y filtrarse al medio esterilizado. El acido abscisico puede promover o
inhibir el crecimiento de callo dependiendo la especie y junto con las giberelinas,
modulan la germinacién de los embriones somaticos y cigoticos (Razdan, 2003).

El medio de cultivo puede ser liquido o soélido que emplea un agente gelificante que
es una matriz que soporta los explantes y evita que los tejidos mueran por falta de
oxigeno (Razdan, 2003). La porcion de tejido u organo diferenciado se llama
explante, que iniciara su crecimiento y divisiones celulares en cultivo bajo
condiciones controladas de luz, temperatura y pH para asi obtener diferentes
respuestas morfogenéticas (Sanchez et al., 2002; Pedroza-Manrique et al., 2007;
Chawla, 2009).

Las técnicas del cultivo de tejidos vegetales se han aplicado a especies de interés
agroalimentario y ornamental principalmente permitiendo su propagacién masiva,
asi mismo para la conservacion de especies amenazadas, aquellas plantas que
presentan problemas de propagacién por métodos convencionales como las
forestales y/o con poblaciones extremadamente reducidas (Chavez, 1993; Fay,
1994; Alegria, 2001).

Las semillas representan un explante ideal para establecerlo en condiciones in vitro

ya que la principal ventaja de utilizar plantulas provenientes de la germinacion in
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vitro es que las células, los tejidos y los 6rganos jovenes son mas competentes para
responder a la induccion de la ruta organogénica o embriogénica, ya que entre mas
se diferencian los tejidos, éstos pierden esa capacidad y se tornan recalcitrantes
para responder. Ademas, permite realizar técnicas de desinfeccion mas severas en
las semillas debido a que la cubierta seminal protege al embrién, en cambio los
agentes desinfectantes podrian causar oxidacion y estrés a los tejidos que entren
en contacto con ellos (Bhojwani y Razdan, 1996; Benson, 2000).

ElI CTV tiene su mayor expresion en la micropropagacion, ésta consiste en la
multiplicacion masiva de brotes a partir de un explante con potencial de
diferenciarse cuando es cultivado en condiciones favorables bajo un balance de
reguladores de crecimiento apropiado y un ambiente fisicoquimico controlado,
regenerando individuos similares al explante donante (Rojas et al., 2004; Royero et
al., 2007; Ramos-Parra et al., 2010).

En la micropropagacion es posible obtener diferentes rutas morfogenéticas
dependiendo del explante usado, asi como las concentraciones hormonales bajo
las cuales se incube el explante. Basicamente se tienen dos rutas: 1)
Organogénesis directa e indirecta consiste en la regeneracion de brotes (plantas
sin raices), si se forman a partir del explante es directa; cuando se forma primero
una masa desorganizada de células denominada callo y a partir de esta se
desarrollan los brotes entonces se habla de organogénesis indirecta y 2)
Embriogénesis somatica directa e indirecta que es el desarrollo de estructuras
similares en forma y funciéon a los embriones cigéticos, pero difieren en que los

somaticos no pasaron por una recombinacion genética previa y por lo tanto son
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genéticamente iguales al explante (directa) o callo (indirecta) que le dio origen (Lee
et al., 2010; Gutiérrez-Mora et al., 2012).

La embriogénesis somatica es similar a la embriogénesis cigdtica y se observan las
mismas etapas. Posterior a la formacién del cigoto éste se divide en la célula
micropilar y la célula basal, ésta a su vez se divide para formar el suspensor del
embrién y se forman las células que van a formar al embrién. Las células del
embridn se dividen hasta que llega a la etapa globular, en el cual las células que
lo forman tienen un arreglo esférico, aqui se diferencia la protodermis a partir de las
células superficiales y el procambium a partir de las células que estan en el centro
del embrion. Después en las células del embridn se dan divisiones laterales que
forman a los cotiledones, los cuales se diferencian morfolégicamente del resto del
embrion, y para la etapa de corazon, las células del cértex se forman del meristemo
primordial y el meristemo radicular, en este estado el procambium comienza a
formar al tejido vascular. Cuando los cotiledones se alargan comienza la etapa de
torpedo, en éste el meristemo apical estda mas diferenciado y el procambium
comienza a formar el eje central del hipocotilo-raiz, también se diferencia el
meristemo radicular. Para cuando se alcanza la etapa cotiledonar ya se
encuentran diferenciados los meristemos, tanto el apical como el radicular, estan
divididos por el hipocotilo y los cotiledones se encuentran también formados (Gilbert,
2003; Gutiérrez-Mora et al., 2012).

El proceso de embriogénesis somatica consta de dos etapas: la induccion y la
expresion. La competencia de las células que son mas capacitadas para la
embriogénesis puede ocurrir espontaneamente con la simple manipulacion de los

cultivos bajo condiciones in vitro por las concentraciones enddgenas de
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fitohormonas o inducida cuando se agregan los reguladores del crecimiento al
medio de cultivo, las auxinas son muy importantes para la polarizacion de la célula
inicial y ocurra la division asimétrica (Gutiérrez-Mora et al., 2012).

En condiciones in vitro en muchas especies no se observa el desarrollo de un
suspensor porque no se divide y se pierde en el desarrollo del embrion, el suspensor
es una estructura importante en el desarrollo de la radicula y la simetria final de la
planta completa (Gutiérrez-Mora et al., 2012). Las diferentes estructuras
embrionarias son compactas, nodulares, de color blanco o amarillo cremoso
(Schumann et al., 1995; Gémez, 1998).

Por medio de estas técnicas es posible propagar una gran cantidad de plantas a
partir de pequefias muestras de material vegetal y manipular las plantas o
variedades masivamente con caracteristicas sobresalientes; tratando de solucionar
la baja disponibilidad y alta demanda de plantas. También mediante el CTV es
posible producir sustancias utiles en la medicina y alimentos a través del cultivo de
células en suspension en biorreactores, o bien empleando el mejoramiento genético
(fusién de protoplastos o ingenieria genética) (Fay, 1994; Rojas et al., 2004;
Gonzalez-Caballero et al., 2012).

e Problemas frecuentes en el cultivo in vitro

En el cultivo de tejidos vegetales se presentan frecuentemente tres problemas:
contaminacion, oxidacion e hiperhidratacién (Kevers et al., 2004; Sathyanarayana,
2007).

La contaminacidn puede ocurrir por bacterias, levaduras, hongos o acaros en
cualquier etapa de la técnica, por la transferencia de esporas que germinen y

proliferen rapidamente en el medio o por contacto directo con medio
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incompletamente esterilizado, soluciones o superficies. Se controla con antibiéticos
y se previene con la técnica aséptica, la esterilizacion de herramientas y los medios
de cultivo, y la desinfeccion del material vegetal (Sathyanarayana, 2007).

La oxidacion es debida a radicales libres de diferentes componentes celulares, asi
como la oxidacion de compuestos fendlicos caracterizados por la enzima polifenol
oxidasa (PPO) para producir quinonas, las cuales son especies quimicas muy
reactivas y propensas a reaccionar, generando dafio e incluso la muerte celular. Se
controla con el uso de adsorbentes como el carbén activado, antioxidantes vy
subcultivos frecuentes sin el tejido necrosado (Razdan, 2003; Kevers et al., 2004;
Azofeifa, 2009).

La hiperhidratacion, también llamada vitrificacion, caracterizada por el crecimiento
traslucido, vitreo o hiperhidrico, es un desarrollo anormal de los tejidos cultivados in
vitro, donde los érganos adquieren un aspecto cristalino, atrofiado, engrosado y
turgente al grado de romperse y desorganizarse en callo (Debergh et al., 1981;
Kevers et al., 1984; Phan y Hegedus, 1986; Ziv, 1991; Kevers et al., 2004), altera la
morfologia y anatomia de hojas, tallos y raices, inicialmente se creia que sdlo
afectaba a plantas lefiosas, pero se ha reportado también en herbaceas (Phan y
Hegedus, 1986). Los 6rganos hiperhidratados incrementan su volumen, adquieren
una apariencia traslucida, quebradiza y fragil. Las hojas son anchas, gruesas con
malformaciones (ondulaciones o arrugas), tienen bajos niveles de clorofila y
deficiente actividad enzimatica que resulta en una pobre asimilaciéon de carbono
(Ziv, 1991), hay gran desarrollo del parénquima esponjoso en el mesofilo pero las
células estan hiperhidricas (el control hidrico de las células es regulado por las

propiedades de elasticidad y plasticidad que aportan la celulosa y lignina
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principalmente) y el parénquima en empalizada es reducido o ausente, hay grandes
espacios intercelulares que pueden estar ocupados por agua, las células tienen
paredes delgadas con grandes vacuolas en el citoplasma, existe déficit de ceras
epicuticulares tanto en cantidad como en calidad, disfuncion de las células guarda
de los estomas debido a que el arreglo de las microfibrillas de cutina, pectina y
celulosa tienen alto contenido en calcio y no tienen la orientacion tipica por tanto
estan abiertos permanentemente (Kevers et al., 1984). La raiz tiene conexion
vascular incompleta con el tallo y las bandas vasculares no tienen la organizacion
normal (Ziv, 1991). La hiperhidratacion se controla con la modificacion de las
concentraciones de sacarosa, otros carbohidratos, sales como el CaCl2 y NH4 del
medio e incrementando la concentracién de los agentes gelificantes (Debergh et al.,
1981; Al-Atabee y Power, 1990; Singha et al., 1990; Ziv, 1991).

e Cultivo de Tejidos Vegetales en cactaceas

La micropropagacion de cactaceas generalmente se inicia con la germinacion in
vitro de semillas, las plantulas resultantes son utilizadas como fuente de explantes.
Por lo que es importante identificar si las semillas tienen que pasar un periodo de
latencia, por ejemplo, Coryphantha retusa no necesita de un periodo de latencia y
pueden germinar las semillas de un fruto fresco (Ruvalcaba-Ruiz et al., 2010).
Cuando se trabaja con semillas es importante llevar un control de las condiciones
de almacenamiento (tiempo, temperatura y humedad), de otro modo no podran
generarse datos sobre su tasa de germinaciéon (Rosa-Carrillo et al., 2012). En
cactaceas son escasos los trabajos que aislan el area meristematica o aréola debido
a que es riesgoso, puede danarse al intentar remover las espinas lanosas que la

cubren o bien que quede contaminada (Chorefio-Tapia et al., 2002; Azcona, 2009);
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por eso se usan plantulas obtenidas in vitro. Las respuestas obtenidas en tejidos
cultivados in vitro son la organogénesis o la embriogénesis somatica directas, que
comprenden respectivamente el desarrollo de nuevos 6rganos o brotes (tallos) a
partir de la activacion de meristemos preexistentes (aréolas) y embriones somaticos
a partir del explante y, la organogénesis y embriogénesis somatica indirectas se
refieren al desarrollo de brotes, érganos o embriones somaticos precedidos por la
formacion de callo (Mauseth, 1977; Starling y Dodds, 1983; Gratton y Fay, 1990;
Fay y Gratton, 1992). La propagacion de cactaceas via organogénesis ya ha sido
reportada para especies de los géneros Ariocarpus, Astrophytum, Aztekium,
Browningia, = Cephalocereus, Coryphantha, Ferocactus, Thelocactus 'y
Neobuxbaumia, siendo las especies del género Mammillaria las mas trabajadas in
vitro, sin embargo, la embriogénesis somatica ha sido un evento mas bien
esporadico en este grupo de plantas y del que existen escasos reportes, como en
los géneros Ariocarpus, Aztekium, Leuchtenbergia, Mammillaria, Opuntia vy
Turbinicarpus (Lopez-Escamilla et al., 2008).

e Cultivo in vitro del género Ariocarpus

Como se ha senalado dentro de la familia de las cactaceas, uno de los grupos que
presenta escasos trabajos de micropropagaciéon son los miembros del género
Ariocarpus, una de las limitantes es obtener un numero suficiente de semillas para
realizar los ensayos in vitro y los escasos puntos meristematicos que presenta per
se la planta. Ademas, su respuesta in vitro refleja su lento crecimiento in vivo.

Uno de los principales obstaculos para su micropropagacion es la dificultad para
utilizar tejidos vegetales maduros por la presencia de cuticulas rugosas y gruesas

que dificultan el proceso de desinfeccion superficial previo a la siembra, aunado a
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que las aréolas espiniferas, meristemos ubicados en el apice de los tubérculos,
dejan de ser funcionales en estado adulto impidiendo la reproduccion vegetativa,
como en el caso de A. retusus (Olguin, 1994). Por esta razén, el establecimiento de
los cultivos asépticos preferentemente se inicia con la germinacién de semillas para
la obtencion de plantulas que seran la fuente de explantes. Se han realizado
trabajos utilizando diferentes tipos de explantes a partir de plantulas germinadas in
vitro, como son: raices, explantes laterales, centrales y tubérculos, éstos ultimos
han resultado ser eficientes ya que tienen en el extremo la aréola.
El medio que mas se ha empleado es el Murashige y Skoog (MS; ANEXO |I) al
100% (Stuppy y Nagl, 1992; Olguin, 1994; Moebius, 2003) o al 50% de sus sales
inorganicas (Gomez, 2008), complementandolo con sacarosa (entre 15 gL'y 30 gL-
) como fuente de carbono y agua de coco (Stuppy y Nagl, 1992). Los reguladores
de crecimiento mas utilizados han sido las combinaciones de BA/ANA (0-5/0-5 mgL-
)y K/2,4-D (0-5/0-5 mgL"), pero también se ha empleado thidiazuron en
concentraciones de 0.11-11 mgL".
Las especies hasta ahora cultivadas, han mostrado su potencial regenerativo
principalmente por dos rutas morfogenéticas: organogénesis y embriogénesis
somatica, ambas de forma directa e indirecta (Stuppy y Nagl, 1992; Olguin, 1994;
Moebius, 2003; Gomez 2008; Jofre-Garfias et al., 2010).

o Organogénesis
Entre las especies en las que se ha reportado la organogénesis, principalmente la
formacion de tallos (brotes), esta A. retusus (Olguin, 1994). La formacién de brotes
ocurrié después de 12 meses. El mayor numero de brotes (48) por tratamiento se

obtuvo en BA 2 mgL" previa formacién de callo en los explantes laterales (21
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brotes), centrales (17 brotes) y tubérculos (10 brotes), pero también se formaron por
organogenesis directa a partir de la activacion de las aréolas espiniferas en el apice
de los tubérculos. La respuesta en tratamientos con 2iP fue menor que con BA/ANA,
siendo el mejor tratamiento 2iP 1 mgL-" (25 brotes) en explantes laterales. El resto
de los tratamientos, sobre todo aquellos en presencia de la auxina, desarrollaron
gran cantidad de callo.

Para evitar el dafio y la muerte de las plantulas obtenidas de la germinacioén in vitro
de A. kotschoubeyanus, se utilizaron como explantes Unicamente los tubérculos
(Moebius, 2003). En la quinta semana ocurrié la organogénesis directa en los
tubérculos cultivados con BA 5 mgL-', BA/ANA 1/0.5 y 3/1 mgL-'. Después de 15
semanas, 100% de los explantes cultivados con 3 mgL' de la citocinina, en
ausencia o presencia de la auxina, respondieron formando un numero similar de
brotes por tratamiento: BA 3 mgL-" (12 brotes) y BA/ANA 3/0.5 mgL-! (11 brotes). La
formacion de brotes por organogénesis indirecta a partir de callo, se observé a la
sexta semana en un amplio rango de combinaciones BA/ANA (1-5/0.1-1 mgL™").
Moebius (2003) distinguio dos tipos de brotes de acuerdo a su morfologia y el tiempo
en que se desarrollaron. Los primeros obtenidos con BA 1 mgL-"y BA/ANA 3/1 mgL-
', de lento desarrollo a partir de callo compacto, tuvieron una morfologia normal; los
segundos, a partir de callo friable y rapido desarrollo, fueron brotes asimétricos de
aspecto hiperhidratado obtenidos en las mas altas concentraciones de la citocinina
(BA 5 mgL"y BA/ANA 5/1 mgL™").

La respuesta de los explantes de A. fissuratus ssp. bravoanus fue escasa en
general, lo que refleja la dificultad de propagar vegetativamente a las especies de

este género. El mejor tratamiento para la formacion de brotes fue K/2,4-D 0.1/1mgL-
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"en el que obtuvo seis brotes, seguido de 0.1/5 y 0.5/1 mgL-"! (dos brotes en cada
uno) y un brote con 2,4-D 5 mgL"' y uno mas con ANA 3 mgL-' (Gémez, 2008).
Jofre-Garfias et al. (2010) obtuvieron con TDZ 4 mgL-",12 brotes de A. agavoides
por frasco de cultivo a partir de la semana 20.

o Embriogénesis somatica
Stuppy y Nagl (1992) reportaron la formaciéon de embriones somaticos (ES) a partir
del callo obtenido de plantulas germinadas in vitro de A. retusus en medio MS
complementado con sacarosa 20 gL', agar 10 gL' y agua de coco al 20%. Los ES
(5 mm) presentaron color verde, sus dos cotiledones, éstos nuevamente se
desorganizaron en callo embriogénico. Después de 14 meses se desarrollaron
numerosos y diminutos ES (3 a 4 mm) en agregados de color amarillo palido,
algunos con pequefas aréolas y espinas, pocos de ellos siguieron las etapas de
desarrollo de los embriones cigoticos. También se observaron embriones con dos,
cuatro y hasta cinco cotiledones. Los ES se aislaron en medio basal SH, donde, a
los dos dias, produjeron pelos radiculares y se desarrollaron como una plantula
normal, de color verde oscuro, después de cuatro semanas; sin embargo, éstos
entraron en ciclos repetitivos de formacién de callo. Los autores también lograron
injertar plantulas originadas por embriogénesis somatica de A. retusus sobre
Pereskiopsis velutina con sobrevivencia exitosa.
También en A. retusus, Olguin (1994) obtuvo la embriogénesis somatica de forma
eventual. Los ES se formaron en el callo verde claro, friable, humedo con éareas
cristalinas, formado de un explante lateral en medio MS bajo inducciéon de BA/ANA
0.5/0.1 mgL™"; también proliferaron en la base de los tejidos cultivados que estaban

en contacto con la superficie del medio de cultivo, donde el callo presenté color
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rojizo de aspecto oxidado. Pocos ES germinaron en el callo embriogénico donde
se formaron, las plantulas fueron transferidas a medio basal donde adquirieron su
aspecto normal, pero so6lo una sobrevivio.

Moebius (2003) obtuvo ES en A. kotschoubeyanus a partir del callo de tubérculos
después de cuatro meses con BA/ANA 2/0.5, 2/1 y 3/0.1 mgL-'y, a partir del quinto
mes via directa, en los tubérculos cultivados con K 5mgL-' y K/2,4-D 5/0.1 mgL-".
Observo estructuras nodulares con un tamafio menor a un milimetro de aspecto
humedo, blanco o amarillo opaco hasta verde. Logro la germinacion de 10 ES y 25
maduraron con suncaps® (Sigma) y medio MS50 CA 1 gL' sin embargo, proliferaron
poco. En cambio, con el uso del mismo medio, pero con tapas de plastico

germinaron cinco, maduraron 12 y proliferaron medianamente.
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En la siguiente tabla se resumen los trabajos realizados con las especies del género Ariocarpus y las mejores respuestas

morfogenéticas que se han obtenido al cultivarlas in vitro.

Tabla 2. Trabajos de propagacion in vitro de miembros del género Ariocarpus con las mejores respuestas obtenidas en su cultivo

. Medio de  Reguladores de crecimiento Respuesta
Especie Explante cultivo (mgL™) morfogenética Autor

A retusus Callo de plantulas MS y SH - ES Stuppy y Nagl, 1992

’ Laterales MS BA (2) / BA/ANA (0.5/0.1) Brotes / ES Olguin, 1994
BA/ANA (3/1) / (2/0.5)
A. kotschoubeyanus Tubérculos MS (2/1) Brotes / ES Moebius, 2003
(3/0.1)

’2‘ ESUTEHS E572) Tubérculos MS50% K/2,4-D (0.1/1) Brotes Gémez, 2008
ravoanus

A. agavoides Apices de plantulas  Eriksson TDZ (4) Brotes Jofre-Garfias et al.,

2010

MS = medio Murashige y Skoog (1962), SH = medio Schenk y Hildebrant (1971), BA = N8-benziladenina, ANA = &cido a-naftalenacético, K = kinetina,
2,4-D = acido 2,4-diclorofenoxiacético, TDZ = thidiazuron, ES = embriones somaticos.
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En el presente trabajo se utilizaron las técnicas de cultivo de tejidos vegetales para
explorar la germinacién in vitro de las semillas de A. fissuratus cosechadas en
diferentes afos, asi como la respuesta al medio de induccidon de los explantes
obtenidos de las plantulas cultivadas in vitro, lo anterior como una aportacion para
el establecimiento de metodologias de propagacién que repercutan en la

conservacion de las especies de este género.

JUSTIFICACION

Ariocarpus fissuratus es una cactacea de lento crecimiento sin reclutamiento de
individuos por propagacion vegetativa. Ejemplares silvestres han sido extraidos
ilegalmente y algunas de sus poblaciones se han reducido por la destruccion
progresiva de su habitat. Debido a que en la propagacion in vitro y el establecimiento
aséptico de los cultivos preferentemente se inicia a partir de semillas, resulta
importante estudiar los aspectos relacionados con la germinacion, la viabilidad y el
tiempo de almacenamiento, ademas de explorar el potencial regenerativo de los
tejidos y conocer la ruta para su propagacion in vitro. Por lo anterior, el cultivo de
tejidos vegetales se propone como una alternativa para la propagacion y

conservacion de esta cactacea.
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OBJETIVOS

General

Establecer las condiciones experimentales para el cultivo in vitro de
Ariocarpus fissuratus.

Particulares

~ Evaluar el porcentaje de germinacion in vitro de semillas con respecto a
su tiempo de almacenamiento.
~ Evaluar las respuestas morfogenéticas de los explantes en diferentes

concentraciones de citocininas/auxinas.

HIPOTESIS

Ho. El tiempo de almacenamiento de las semillas de A. fissuratus tendra
influencia en el porcentaje de germinacion in vitro y la adicién de reguladores del
crecimiento inducira respuestas morfogenéticas en los diferentes tipos de explantes.

Ha. El tiempo de almacenamiento de las semillas de A. fissuratus no tendra
influencia en el porcentaje de germinacion in vitro y los reguladores de crecimiento

no induciran respuestas morfogenéticas en los diferentes tipos de explantes.

MATERIALES Y METODOS

e Material biolégico

Como material biolégico se utilizaron semillas procedentes de frutos obtenidos por
la polinizacion manual cruzada de cinco ejemplares silvestres colectados en 2004
en el Cerro “El Anteojo” (26° 50’ 57.4” Ny 102° 6’ 0.1”W, 770 m.s.n.m), Municipio
de Cuatrociénegas, Coahuila que se mantuvieron en condiciones de invernadero en

la Facultad de Ciencias, UNAM.
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Para las siembras in vitro se emplearon semillas cosechadas entre los meses de
marzo y julio de 2008, 2009, 2011, 2012 y 2013. En el 2010 no se realizo la
polinizacién manual por que la floracion fue asincrénica y no hubo fructificacion.
Las semillas se contaron y se almacenaron en bolsas enceradas a temperatura
ambiente hasta su siembra (junio del 2012, abril del 2013 y agosto del 2014).

e Desinfeccion superficial y siembra de semillas

Las semillas se lavaron con agua destilada y detergente liquido comercial Salvo® (3
gotas/50 mL de agua) durante 15 minutos, después se enjuagaron con agua
destilada utilizando una pequena coladera de plastico, posteriormente se colocaron
en un crisol de porcelana (Gooch) y se escarificaron sumergiéndolas en H2SO4
concentrado durante 30 segundos y se enjuagaron con agua destilada. Se
desinfectaron en etanol al 70% (v/v) durante dos minutos y finalmente con
hipoclorito de sodio concentrado (NaOCI, 6% de cloro activo) adicionado con Tween
80 (3 gotas/50 mL) durante 20 minutos. En la campana de flujo laminar se realizaron
tres enjuagues con agua destilada esterilizada. Todo el proceso se llevé a cabo en
agitacion continua (Olguin, 1994).

Las semillas se germinaron en dos medios de cultivo: 1) Murashige y Skoog (1962)
al 50% de todos sus componentes, sacarosa 15 gL', carbén activado (CA) 1.5 gL
y agar bacteriologico Bioxon® 8 gL' (MS 50%sac+CA) y 2) MS al 50% de
macronutrientes y micronutrientes, adicionado con sacarosa 30 gL', carbdn
activado (CA) 1.5 gL' y agar bacterioldgico Bioxon® 8 gL' (MS 50%+CA).
Semillas de las cosechas (2008, 2009, 2011, 2012, 2013) se sembraron en el 2012,

2013 y 2014 que corresponden a la siembra 1, 2 y 3 respectivamente.
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Por cada ano de cosecha se sembré un total de 270 semillas, 90 semillas por cada
siembra realizada, cada una comprendida de tres lotes de 30 semillas cada uno. En
total se sembraron 1170 semillas. Se sembraron 5 semillas por frasco Gerber®
(capacidad 120 mL) con 30 mL de medio. Las semillas de la siembra 1 (2012) de
las cinco cosechas se sembraron en medio MS 50%sac+CA, las semillas de la
siembra 2 y siembra 3 (2013 y 2014 respectivamente) de las mismas cosechas se
sembraron en medio MS 50%+CA. El tiempo de almacenamiento de las diferentes

cosechas, se describe en la Tabla 3 segun la fecha en que se sembraron.

Tabla 3. Tiempo de almacenamiento de las semillas de A. fissuratus, sembradas en medio MS 50%sac+CA
(siembra 1) y MS 50%+CA (siembra 2 y siembra 3)

Afios de cosecha Siembra 1 (2012) Siembra 2 (2013) Siembra 3 (2014) Tota_I”de
de semillas de A. ) _ ) semillas
fissuratus Tiempo de almacenamiento (afios) por

cosecha

2008 4 5 6 270

2009 3 4 5 270

2010 - R _ )

2011 1 2 3 270

2012 1 mes 1 2 270

2013 - - 1 90
Total de_ semillas 360 360 450 1170

por siembra

El disefio se realizd en bloques (afios de cosecha) con tres repeticiones de 30
semillas cada una. La germinacion se evalué diariamente durante 30 dias, se
consideré como criterio de germinacion la emergencia de la radicula y que tuviera
1 mm de longitud. Se realiz6 una prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov
para los datos de germinacion y posteriormente un ANOVA de una via con
comparacion multiple de Tukey para determinar diferencias estadisticamente
significativas en las cosechas de semillas de A. fissuratus. Las pruebas se realizaron

con el paquete estadistico SPSS 15.0 y las graficas respectivas en Excel.
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Asi mismo se evaluo el porcentaje de hiperhidratacion al finalizar el tiempo asignado
para la evaluacion de la germinacion (dia 30).

e Elongacion de las plantulas en medio liquido

Para promover la elongacién de los tallos (epicétilos) e incrementar el numero de
tubérculos en menor tiempo, las plantulas de 0.5 cm de longitud se transfirieron del
medio de germinacion a medio liquido MS+CA (1.5 gL™") adicionado con sacarosa
30 gL' sobre puentes de papel filtro Whatman No. 1. Se emplearon 25 plantulas de
las siembras 1 y 2 de cada cosecha, permanecieron 25 dias en este medio hasta
que presentaron de tres a cinco tubérculos, posteriormente se subcultivaron al
mismo medio pero solido MS+CA (1.5 gL™") adicionado con sacarosa 30 gL' y agar
bacteriologico Bioxon® 8.5 gL-".

A todos los medios de cultivo empleados en las diferentes etapas experimentales
del trabajo: germinacion de semillas, elongacion de las plantulas, medio de
induccion, proliferacion, maduracion y germinacion de los ES se les ajusté el pH a
5.7-5.8 y se esterilizaron en autoclave a 121°C y 1.5 Kg/cm? durante 18 minutos.

e Obtencién de explantes

Una vez que las plantulas midieron al menos 1 cm de longitud (8 meses de edad) y
tenian entre tres y cinco tubérculos, se seccionaron para obtener explantes. Se les
elimind la raiz con un corte transversal; para la induccién en BA/ANA se disecaron
longitudinalmente para obtener por cada plantula dos explantes laterales y uno
central, cada uno con un tubérculo, y de uno a tres tubérculos individualizados. Para
la induccién con K/2,4-D, y debido a que el grosor de las plantulas (4 meses de
edad) no fue suficiente para obtener de ellas explantes centrales, se obtuvieron por

cada una, dos explantes longitudinales y dos o tres tubérculos (Fig. 7). En las
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plantulas hiperhidratadas pero que conservaron sus tubérculos organizados, éstos

se utilizaron también como fuente de explante.

Epicitilo
0.5 cm

Hipocétilo
0.5cm

Lateral Central Lateral
INDUCCION CON BASANA

Figura 7. Tipos de explantes obtenidos de plantulas desarrolladas in vitro de A. fissuratus de aproximadamente 8
meses de edad para induccién con BA/ANA y 4 meses de edad para K/2,4-D.

e Induccion de organogénesis

Los explantes se cultivaron en medio MS adicionado con N8-Benciladenina (BA) (0,
1, 2, 3y 5 mgL") combinado con &cido a-Naftalenacético (ANA) (0, 0.5y 1 mgL™"),
sacarosa 30 gL' y agar bacteriologico Bioxon® 8.5 gL-'. El medio se distribuyo en
frascos Gerber® (capacidad 120 mL) con 25 mL.

Para cada tratamiento se emplearon cinco plantulas (cinco explantes centrales, diez
laterales y por lo menos seis tubérculos).

Después de tres meses en el medio de induccion, los explantes con algun tipo de
respuesta morfogenética se subcultivaron dos veces cada dos meses y medio en
medio sdlido MS+CA (2 gL-"), sacarosa 30 gL' y agar bacteriologico Bioxon® 8.5
gL

Para las etapas de germinacion, elongacién de las plantulas e induccién de la
organogeénesis los cultivos se incubaron a 25 + 2°C, 16 h luz/8 h oscuridad y luz fria

blanca fluorescente 35-40 ymol m=2 s,
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e Induccion de embriogénesis somaética

Para la induccién de la embriogénesis somatica se emplearon y Kinetina (K) (0, 0.5,
1y 2 mgL-") en combinacién con acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) (0, 0.5, 1y
2 mgL"), sacarosa 30 gL' y agar bacteriologico Bioxon® 8.5 gL-'. Por cada
tratamiento se utilizaron seis plantulas, sembrando doce explantes longitudinales y
por lo menos nueve tubérculos. Los cultivos se mantuvieron en 25 + 2°C y en
condiciones de obscuridad durante dos semanas y posteriormente se cambiaron
a16 h luz/8 h oscuridad y luz fria blanca fluorescente 35-40 ymol m2 s,

Los explantes permanecieron cuatro meses en el medio de induccion; del callo que
se formo se subcultivé aproximadamente 1 cm® en medio sdlido MS+CA (2 gL)
adicionado con sacarosa 30 gL' y agar bacteriolégico Bioxon® 8.5 gL-'. Se
realizaron dos subcultivos cada tres meses y medio.

o Proliferacion de los embriones soméaticos

El callo que presentaba caracteristicas embriogénicas se subcultivé 1 cm?® en cajas
Petri con 40 mL de medio MS y tres diferentes concentraciones de sacarosa (30, 60
y 75 gL") +CA (2 gL™"), agar bacterioldgico Bioxon® 8.5 gL', para cada tratamiento
se emplearon tres cajas. La primera semana permanecieron en oscuridad total
cubiertas con papel aluminio a 25 £ 2°C, y posteriormente se les proporcion6
fotoperiodo 16 h luz/8 h oscuridad y luz fria blanca fluorescente 35-40 pmol m= s

Se realizaron dos subcultivos en medio fresco cada cuatro meses.

0 Maduracion de los embriones somaticos (ABA/GA3)
Para promover la maduracién del callo embriogénico se realizaron diferentes

estrategias. Se subcultivo callo en los siguientes medios de cultivo: 1) MS50%+CA,

2) MS+CA, 3) MS+ABA, 4) MS+GAs3 y 5) MS+CA+GAs donde permanecieron en
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incubacion cuatro meses realizando un subcultivo cada dos meses en el mismo
medio fresco.

El callo proveniente del tratamiento MS + ABA después de su primer subcultivo (dos
meses) fue trasferido a medio MS+GA3 o a MS+CA+GA3 (tratamientos 6 y 7) en
ambos medios el callo permanecié dos meses mas de incubacién (Tabla 4).

A los medios de cultivo se les adicion6d sacarosa 75 gL' y agar bacterioldgico
Bioxon® 10 gL'; Acido abscisico (ABA), Acido Giberélico (GAs) 1 mgL™", carbén
activado (CA) 2 gL'. La unidad experimental consisti6 en 1 cm?® de callo
embriogénico en cada caja de Petri con 40 mL de medio, se realizaron tres
repeticiones por tratamiento.

Tabla 4. Tratamientos usados para la maduracion de los embriones somaticos, los cuales se incubaron durante cuatro
meses. Se adiciono6 al medio MS 75 gL' de sacarosa, CA (2 gL™), los reguladores de crecimiento ABA o GA; (1 mgL™) y
10 gL™" de agar bacteriologico.

Subcultivo cada dos meses en el mismo Subcultivo cada dos meses en un medio de

5) MS + CA + GAs

medio de cultivo cultivo diferente
g 1) MS 50%+CA 6) MS + ABA > MS + GA3
; 2) MS + CA 7) MS + ABA > MS + CA + GAs3
(O]
; 3) MS + ABA
© 4) MS + GA3
«
l_

o0 Germinacién de los embriones somaticos (Phytagel)

Los embriones somaticos se subcultivaron al medio MS adicionado con sacarosa
75 gL', Phytagel® 5 gL', con y sin carbén activado (CA) 2 gL"'. La unidad
experimental consistio en frascos Gerber® (capacidad 120 mL) con 25 mL de medio

y embriones somaticos seleccionando aquellos que estaban en etapa de corazén.
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o Cortes histologicos de embriones somaticos

Técnica de inclusion en LR White (LRW). Embriones en etapas globular, corazén, y
torpedo se fijaron en FAA (Formol, Acido acético, Alcohol etilico) durante 48 horas
con un cambio en FAA nuevo a las 24 horas. Posteriormente, se deshidrataron en
alcoholes graduales (30%, 50%, 70%, 85%, 96% y dos cambios en alcohol absoluto,
permaneciendo una hora en cada uno de ellos). Al finalizar la deshidratacién se
colocaron las estructuras embrionarias en tubos Eppendorf de 2 mL para infiltrarse
en LRW al 25%, 50%, 75% y 100%, por 24 horas cada concentracion a 4°C. Cada
una de las estructuras embrionarias se coloco y orientd en capsulas de gelatina que
contenian LRW puro, se polimerizaron a 60°C por 12 horas (Lépez-Curto et al.,
2005). Se realizaron cortes longitudinales semifinos de 1.5 pm con un
ultramicrétomo de rotacion MT 990 y cuchillas de vidrio con barquilla.
Posteriormente se tifieron con Azul de Toluidina al 1% y se enjuagaron con agua
destilada. Se observo al microscopio fotonico.

El registro macrofotografico de los cultivos de semillas, plantulas, callo y brotes se
realizd con una camara Canon PowerShot A620, el registro microfotografico de
estructuras embrionarias se realizé con el microscopio estereoscopico Leica EZ4
HD y de cortes histolégicos con el microscopio Leica DM500 analizadas con el
software Leica LAS EZ.

En las figuras 8 y 9 se muestran los diagramas de flujo de la metodologia empleada.
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RESULTADOS Y DISCUSION

e Colecta del material bioldgico
Se contabilizé el numero de semillas de cada uno de los frutos que se cosecharon

cada ano (Tabla 5).

Tabla 5. Numero de semillas (media + error estandar) de A. fissuratus desde el primer evento de fructificacion (2007)
hasta 2013 de plantas silvestres mantenidas en invernadero.

Cosecha de frutos de A. fissuratus NUumero de frutos Numero de semillas por

(afio) obtenidos fruto

2007 1 9

2008 9 51.1£0.98

2009 10 51.4+0.59

2010 -

2011 5 59.2+1.09

2012 5 58.6+0.38

2013 2 86.5+1.45

Se puede observar que el numero de frutos obtenidos varié cada afio desde uno
hasta 10 y por lo tanto el numero de semillas obtenidas, salvo la primera cosecha
(2007) con el menor numero de semillas y la ultima (2013) donde se obtuvo el mayor
numero de semillas. La cantidad de semillas obtenidas oscila entre 51 y 59, ésta
cantidad es similar a lo que Martinez (2007) reporté cuando examiné frutos de
plantas silvestres de A. fissuratus y obtuvo 69.79+9.88 semillas por fruto, ella estimé
que séblo el 59.38% de los 6vulos (117.57+3.75) se transforman en semillas,
probablemente por restricciones en los recursos de la planta. En condiciones de
invernadero es muy probable que las condiciones sean mas estables y por ello el
numero de semillas sea muy similar en los diferentes anos, aunado a que la
polinizacion fue manual mientras que en campo dependen de las abejas que visitan

las flores.

e Germinacion in vitro de semillas de A. fissuratus
La técnica de desinfeccion propuesta por Olguin (1994) para Ariocarpus retusus fue

exitosa también para A. fissuratus.
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Baskin y Baskin (2014), muestran un listado con el tipo de latencia y germinacion
de algunas especies de suculentas perennes entre ellas Cactaceae, el tipo de
latencia reportada es la fisiolégica o latencia primaria segun la clasificacion de
Harper (1957) citado por Murray (1984) principalmente, pero también se ha
reportado la skotolatencia (presentan latencia secundaria inducida por la oscuridad
y se rompe con el estimulo de luz) como en algunas especies de Turbinicarpus,
Mammillaria, Ariocarpus, Pelecyphora, Thelocactus y Echinomastus (Flores et al.,
2006; Flores y Jurado, 2011; Ruiz-Gonzalez et al., 2011).

Ensayos previos sobre la siembra in vitro de semillas de A. fissuratus, realizados
por Olguin (com. pers.), mostraron la ausencia de germinacién, posiblemente a
causa de la latencia que reporta Martinez (2007) para la misma especie, o bien, por
efecto de su cubierta seminal gruesa que impidi6é la imbibiciéon. Por tal motivo, en
este trabajo, se aplicé un tratamiento de escarificacion con acido sulfurico, previo a
la desinfeccion superficial de las semillas, que facilité el rompimiento de la testa.
Durante el proceso de germinacion de A. fissuratus se observo a simple vista que
la protrusion de la radicula parece ocurrir a través del opérculo, la germinacién de
este tipo es muy comun en Cactaceae (Bregman y Bouman, 1983).

La germinacion inicié entre los cuatro y siete dias, excepto en aquellas semillas con
un afo de almacenamiento (9 dias, cosecha 2012/siembra 1) y 6 anos (30 dias,
cosecha 2008/siembra 3). El maximo germinativo se alcanzé entre los 20 y 30 dias,
sélo la cosecha 2012/siembra 3 (2 afos de almacenamiento) finalizé precozmente
a los 15 dias (Tabla 6). Esto concuerda con lo reportado por Arredondo et al. (2007)
quienes obtuvieron 70% de germinacion de las semillas A. retusus de menos de un

afo de ser cosechadas, escarificadas con H2SO4 concentrado durante 15 segundos
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y sembradas en agua con agar al 1% e iniciaron la germinacion entre los dos y seis
dias, finalizando entre los siete y doce dias.

Las semillas con mas tiempo de almacenamiento (5 y 6 afos) registraron
porcentajes de 18.9% y 3.3% respectivamente. Al realizar las siembras con
diferentes tiempos de almacenamiento se observo un decremento de 65% a 3.3%
en las semillas almacenadas por mas de seis afios y de 83% a 18% en las
almacenadas cinco afios. Lo que nos demuestra que las semillas de A. fissuratus
con mas de 5 afios de almacenamiento son poco viables (Tabla 6).

Las semillas almacenadas 1 afio presentaron un porcentaje de germinacion similar
a aquellas almacenadas por 3 afos (48 y 57%), lo que probablemente indique por
un lado que las semillas requieren de un periodo de postmaduracion y por otro con

3 afos de almacenamiento empiece una pérdida de la viabilidad (Tabla 6).

Tabla 6. Tiempo en dias de inicio y término de la germinacién in vitro de A. fissuratus y porcentaje maximo alcanzado.

Tiempo de almacenamiento Inicio de Término de Méaximo germinativo
de semillas de A. fissuratus germinacién germinacion alos 30 dias
(afios) (dias) (dias) (%)
<1 5-9 21-28 31.1-43.3
1-2 4-6 15-26 48.9-56.7
2-5 4-6 20-28 57.8-86.7
>5 30 30 3.3-18.9

Esto concuerda con Rojas-Aréchiga y Batis (2001), quienes mencionan que la
germinacion por debajo de 50% podria deberse a la falta de maduracion del embrién
o requerimiento de un mayor tiempo de almacenamiento y a lo reportado por Flores
et al. (2008) en Turbinicarpus lophophoroides y T. pseudopectinatus quienes
evaluaron el porcentaje de germinacion en semillas almacenadas en bolsas de
papel a temperatura ambiente por uno y cuatro afios, corroborando que a mayor

tiempo de almacenamiento éste se incremento.
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En otro trabajo de Flores et al. (2006) germinaron semillas de 28 taxa de cactaceas
entre ellas el género Ariocarpus que almacenaron desde un mes hasta tres afios en
bolsas de papel, a temperatura ambiente hasta su siembra. Reportaron para A.
retusus ssp. trigonus (94%), A. fissuratus ssp. bravoanus (66%), A.
kotschoubeyanus (56%), A. retusus ssp. retusus (53%), A. fissuratus ssp. hintonii
(36%) senalan los autores que los bajos porcentajes se debieron a que presentan
latencia fisiologica, pues al finalizar el experimento disecaron las semillas y
observaron embriones sanos, asi mismo los autores sefialan que la germinacion
mayor o igual a 70% se presenta en especies que carecen de latencia.

Los porcentajes obtenidos en A. fissuratus estuvieron en funcién al tiempo de
almacenamiento, ya que se alcanzaron porcentajes por arriba de 70%, lo que
indicaria que las semillas carecen de latencia y aquellas que presentaron
porcentajes menores puede ser que entren en latencia fisiologica (si tienen poco
tiempo de almacenamiento) o que ya no son viables (si se han almacenado mas de
cinco anos).

En la grafica 1 se muestran las curvas del porcentaje de la germinacién acumulada
in vitro de las cuatro cosechas y sus tres diferentes siembras: El porcentaje de
germinacion de A. fissuratus evaluado a los 30 dias muestra que la cosecha 2008
de la siembra 1 (4 anos de almacenamiento) tuvo 65.5% de germinacion que
contrasta con la siembra 3 (6 afios) al tener solo 3.3% de germinacion (Graf. 1A).
Esto indica que las semillas de A. fissuratus perdieron su viabilidad, casi en su
totalidad, después de seis afios de almacenamiento. Caso similar ocurre con la

cosecha 2009 que con cuatro afos de almacenamiento se obtuvo el mayor
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Las semillas de la cosecha 2011, almacenadas un afio tuvieron 48.9%, y a los dos
afos el maximo porcentaje de germinacion (86.7%), pero cuando se almacenaron
por mas de tres afos, el porcentaje disminuyd a 57.8% (Graf. 1C). De igual manera
en la cosecha 2012, el mayor porcentaje se alcanz6 a los dos afos (56.7%), sin
embargo, aquellas semillas almacenadas en un intervalo de uno a doce meses,
presentaron un porcentaje similar relativamente bajo (43.3% y 31.1%,
respectivamente) lo que indica que las semillas requieren un tiempo de maduracién
postcosecha (Graf. 1D; Flores et al., 2006; Flores et al., 2008).

Existen diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes tiempos de
almacenamiento de las semillas cosechadas en los diferentes afos (F= 54.881; P=
0.00). La prueba de Tukey separd ocho grupos a, ab, bc, cd, de, ef, fgy g. Al analizar
los datos y relacionarlos con los tiempos de almacenamiento podemos englobarlos
en tres grandes grupos: con una media de 0.03 a 1.8 de semillas germinadas y que
tienen mas de 5 afios de almacenamiento, el segundo grupo con una media de 4 a
6 semillas germinadas y corresponden a las semillas almacenadas menos de un
afo y el tercer grupo con una media de 9 a 16 semillas germinadas que abarca
aquellas que fueron almacenadas de uno a cinco afos (Graf. 2).

Estos datos muestran que el proceso de maduracién se fue dando posteriormente
a su cosecha en los diferentes afos, de tal forma que cada fecha de cosecha
presenta su maximo porcentaje de germinacién dentro del rango de uno a cinco
afios. Las semillas cosechadas en 2008 y 2009, con cuatro afios de
almacenamiento tuvieron como maximo porcentaje de germinacion 65% y 83%
respectivamente. Mientras que las cosechadas en 2011 y 2012 con dos afos de

almacenamiento obtuvieron 86% y 56%.
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Grafica 2. Numero de semillas germinadas de A. fissuratus a diferentes tiempos de almacenamiento (0 = 1 mes).
Media + error estandar.

Estos porcentajes no son directamente proporcionales al tiempo de
almacenamiento, estan involucradas también las condiciones ambientales que
prevalecieron durante la formacién del fruto, las semillas y su almacenamiento.

Se han realizado diversos trabajos que evaluan el porcentaje de germinacion en
relacion al tiempo que han sido cosechadas como Rojas-Aréchiga et al. (2008) que
obtuvieron el 60% de la germinacién de semillas de cinco meses de Obregonia
denegrii y semillas de dos meses de Tubinicarpus valdezianus ambas sembradas
en agua-agar 1% o Rosas-Lopez y Collazo-Ortega (2004) con semillas de Polaskia
chichipe y Echinocactus platyacanthus almacenadas tres y cuatro meses
respectivamente que fueron germinaron en agua-agar 1% a los 13 y 14 dias, con
20% y 100% maximo de germinacion.

El medio de cultivo es un factor que influye en la geminacién in vitro, la ausencia de
solutos en él crea mayor potencial hidrico y por lo tanto las semillas tienen mayor

disponibilidad de agua, sin embargo, el agua con agar sélo acelera la germinacion,
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pero no mantiene el crecimiento de las plantulas pues no hay nutrientes en este
medio. Las sales del medio MS 50% reducen el potencial hidrico del agua con agar
al 1%, la disponibilidad del agua es mas restringida y los nutrientes del medio
mantienen el crecimiento y el desarrollo de las plantulas; las semillas de Polaskia
chichipe y Echinocactus platyacanthus en medio MS 50% alcanzaron 80% de
germinacién en 50 dias y 100% en 28 dias respectivamente (Rosas-Lopez y
Collazo-Ortega, 2004). En A. fissuratus se empledé como medio de germinacion MS
50% con agar al 0.8%, medio en el que las plantulas pueden seguir su desarrollo
para ser fuente de explante en la induccién morfogenética, el tiempo en que inicio
la germinacion concuerda con lo reportado por Rosas-Lépez y Collazo-Ortega
(2004).

Semillas de cactaceas han sido germinadas en medio MS con porcentajes similares
alos que se presentaron en A. fissuratus. Las semillas de un fruto maduro de Cereus
jamacaru germinaron en medio MS en 60% (Monteiro et al., 2009), Mammillaria
densispina en MS 50%, el 75% en 102 dias, M. coahuilensis y M. candida en MS
25% alcanzaron mas de 90% en 26 dias (Comparan y Carranza, 2009). Salas-Cruz
et al. (2011) usaron zeolita como material soporte con medio MS, el medio le aporta
los nutrientes que mantienen el crecimiento de las plantas, mientras que la zeolita
retiene la humedad, permite el intercambio catidnico y brinda el soporte adecuado
para las raices; tanto en medio MS 50% con zeolita como en MS 50% con agar los
porcentajes de germinacion fueron similares a los presentados en éste trabajo con
semillas almacenadas de A. fissuratus por menos de un afo (bajo porcentaje por
falta de maduracién) o por mas de cinco afos (bajo porcentaje debido a la pérdida

de la viabilidad): Astrophytum capricorne (47.4%), A. myriostigma (54%),
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Echinocereus reichenbachii (31.8%), M. prolifera (22.9%) y Sclerocactus scheeri
(27.4%) (Salas-Cruz et al., 2011).

Olguin (1994), empled para A. retusus la misma formulacion y concentracion de
sales de medio MS que la utilizada para A. fissuratus, pero sin carbon activado, a
los 50 dias posteriores a la siembra obtuvo 63.8% germinacién, probablemente
porque solo tenian tres meses de almacenamiento. Moebius (2003), en semillas de
A. kotschoubeyanus logré germinar 90% en un periodo de 8 a 30 dias en medio MS
50% mas 30 gL' de sacarosa, no reporté con exactitud la edad o tiempo de
almacenamiento de las semillas, pero sugiere que con el paso del tiempo la
viabilidad podria decrecer. Gomez (2008) reportd 86.6% en la germinacién de las
semillas de A. bravoanus (actualmente A. fissuratus ssp. bravoanus segun
clasificacion de Guzman et al., 2003) a los 25 dias después de la siembra en medio
MS 50% mas 30 gL' de sacarosa y empled semillas con menos de un afio de
almacenamiento. Medel-Narvaez et al. (2001) extrajeron embriones de semillas de
A. fissuratus ssp. fissuratus y los sembraron en medio MS, los cuales germinaron al
segundo dia y alcanzaron 94% mientras que las semillas con testa y sin tratamiento
pregerminativo sembradas en el mismo medio de cultivo tuvieron un menor
porcentaje de germinacion (9.8%) después de 21 dias e iniciando la germinacién en
el dia 11.

En la presente tesis las semillas de A. fissuratus almacenadas entre un mes y un
afio se obtuvo un porcentaje entre 31.1% y 43.3%, notablemente menor en
comparacion con los datos obtenidos por Olguin (1994) y Gémez (2008) en semillas
almacenadas por periodos de tiempo similares de A. retusus (63.8%) y A. fissuratus

ssp. bravoanus (86.6%). Por lo que las semillas de A. fissuratus se encontraran en
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estado latente durante un tiempo variable, hasta que en un momento dado
adquieran su capacidad para germinar o por el contrario pierdan su viabilidad.

En general, en los estudios sobre la germinacion de semillas de cactaceas, incluidas
las del género Ariocarpus, son escasos los reportes sobre la influencia del tiempo
(longevidad o edad de las semillas) que podrian afectar su viabilidad. En la mayoria
de los trabajos se evaluan variables como los tratamientos pregerminativos
(Arredondo et al., 2007; Arredondo, 2008), los medios o sustratos de germinacion
(Olguin, 1994; Medel-Narvaez et al., 2001; Moebius, 2003; Rosas-Lépez y Collazo-
Ortega, 2004; Flores et al., 2006; Arredondo et al., 2007; Lone et al., 2007; Gomez,
2008; Flores et al., 2008; Rojas-Aréchiga et al., 2008; Comparan y Carranza, 2009;
Monteiro et al., 2009; Flores y Jurado, 2011;Ruiz-Gonzalez et al., 2011;Salas-Cruz
et al., 2011), el fotoperiodo y pocas veces el termoperiodo (Flores y Jurado, 2006;
Lone et al., 2007; Flores et al., 2011; Ruiz-Gonzalez et al., 2011), factores que
también son muy importantes en la respuesta germinativa. Aun es insuficiente lo
que se conoce respecto a los requerimientos de germinacién en semillas de
cactaceas, su viabilidad, longevidad y las condiciones O&ptimas para su
almacenamiento (Alcorn y Martin, 1974 citados por Rojas-Aréchiga y Vazquez-
Yanes, 2000). Hay pocos trabajos que evaluen la pérdida de viabilidad a través del
tiempo, aunque los datos sugieren que la mayoria de las semillas de cactaceas
tienen un comportamiento de almacenamiento ortodoxo (Roberts, 1972 citado por
Murray, 1984). En las semillas de cactaceas que pasan por un periodo de latencia,
debe llevarse un control sobre las condiciones de almacenamiento (tiempo,
temperatura y humedad), de otro modo no podran generarse conclusiones sobre su

tasa de germinacion al no ser comparables (Rosa-Carrillo et al., 2012). Los estudios
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sobre germinacion y establecimiento de las plantulas también son importantes para
entender las estrategias reproductivas de la especie, la propagacion artificial y su
conservacion.

Los resultados obtenidos en el presente estudio sobre la respuesta germinativa de
A. fissuratus representan datos importantes para entender el comportamiento de
estas semillas in vitro y el tiempo 6ptimo de almacenamiento, en el que las semillas
alcanzaron su maduracién, y asi obtener el mayor porcentaje de germinacion para
dar un mayor aprovechamiento al material bioldégico con el que se iniciaran los
cultivos in vitro.

e Desarrollo in vitro de las plantulas de A. fissuratus

El desarrollo de plantulas obtenidas in vitro se evalué durante un afo, tiempo en el
que alcanzaron 1 cm de longitud (Fig. 10). Previo a la siembra, las semillas
recibieron un método de escarificacion quimico con H2SO4 concentrado que
permitié el adelgazamiento de la testa para facilitar su imbibicién (Fig. 10 a). Al
germinar las semillas (dia uno) la radicula de 1 mm, de color blanco protruyé la
cubierta seminal desde el extremo micropilar a través del opérculo y penetro
posteriormente en el medio de cultivo y, en aquellos casos en que quedo expuesta
sobre el medio, se observaron pelos radiculares (Fig. 10 b-d). Las plantulas de dos
a tres dias de edad (Fig. 10 e-g) tuvieron un hipocoétilo globular de 2 mm, de color
blanco-amarillento y en algunos casos rojizo; el hipocétilo continué con su forma
globular, hasta los seis dias, adquirié color verde y alcanzé 2.5 mm de longitud (Fig.
10 h). Entre los siete y ocho dias, los cotiledones (menores a 1 mm de diametro) se
observaron carnosos y pequefos con mas claridad, (Fig. 10 i). Entre los nueve y

quince dias, el hipocodtilo (3 mm de longitud) fue de color verde brillante, los
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cotiledones estaban bien definidos y conicos (<1 mm) (Fig. 10 j), y del apice de la
plantula entre los cotiledones emergié una aréola con tres a cinco espinas setosas
(Fig. 10 k); a los 30 dias la emergencia de los tubérculos (<1 mm) fue secuencial de
uno en uno e inicialmente tuvieron una coloracion verde claro y textura lisa (Fig. 10
I, m) y se fueron oscureciendo conforme alcanzaban los 45 dias (Fig. 10 n). A los
60 dias las raices midieron 15 mm de largo y 2 mm de diametro (Fig. 10 i) y
desarrollaron raices secundarias (Fig. 10 0), la forma de la plantula era eliptica como
lo reportd Olguin (1994) para A. retusus. Cuando tuvieron entre 70 y 90 dias de
edad, la raiz principal fue mas gruesa (6 mm) y se alargé hasta 25 mm, poco
ramificada y blanca, con este sistema radicular las plantulas incrementan el area de
contacto con el medio de cultivo; el apice de las plantulas desarrollé por lo menos
dos tubérculos (2-3 mm), de color verde oscuro (Fig. 10 p). A los seis meses, el
hipocotilo midié 4 mm de alto por 6 mm de ancho y ya se habian desarrollado tres
tubérculos (2 mm de largo), tenian un aspecto café verdoso, de textura ligeramente
rugosa y ensanchados de la base (3 mm) (Fig. 10 q). Finalmente, cuando las plantas
cumplieron doce meses de edad, los cotiledones ya no fueron evidentes, el
hipocdtilo se redujo en volumen (3 mm de alto por 4mm de ancho) y presentd
rugosidades; para entonces se habian desarrollado cuatro y hasta seis tubérculos
con dos o tres espinas setosas de 4 mm y en la base de éstas apenas fueron
perceptibles unos cuantos tricomas o lana, ademas de pequefas rugosidades
transversales. En los tubérculos mas viejos ya se observo la fisura central
longitudinal (3 a 5 mm) que los recorre de la base a la punta caracteristica de la

especie (Fig. 10 r).
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Figura 10. Germinacién y etapas del desarrollo in vitro de las plantulas de Ariocarpus
fissuratus. Se observa la ruptura de la testa y el crecimiento del embrién, asi como la
emergencia de la radicula a través del opérculo (a-c), la radicula se inserta en el medio de
cultivo (d) desarrollo del hipocétilo de color blanco-amarillento (e-f) hipocétilo verde (g-i),
desarrollo de los cotiledones de forma conica, pequefios y carnosos (j); desarrollo de la
aréola con el primer tubérculo (k) y sucesivo desarrollo de los tubérculos con arreglo
espiralado (I-n). Radicula tuberosa con ramificaciones secundarias y terciarias (fi-0). Los
tubérculos maduros desarrollan una fisura central longitudinal y varias fisuras
transversales (p-r).

Barra=5 mm
Sm-semilla, rp-ruptura de la testa, op-opérculo, R-radicula, pr- pelos radiculares, H-

hipocétilo, C-cotiledones, ts-testa, A-aréola, S-espinas setosas, T-tubérculos, E-epicétilo,
rs-raices secundarias, fiss-fisura central del tubérculo y tr-tricomas.



Loza-Cornejo y Terrazas (2011) mencionan que en la tribu Pachycereeae
(Cactoideae) los cambios morfo-anatomicos como la desaparicién de cotiledones,
la presencia de costillas, el establecimiento del cambium vascular, la mayor
acumulaciéon de xilema secundario y la diferenciacion de los haces vasculares
medulares permiten establecer el limite entre la etapa de plantula y planta joven.
En A. fissuratus (Tribu Cacteae, Cactoideae) los cotiledones fueron reduciéndose
en tamano desde los tres meses de edad y ya no se distinguen del hipocétilo a los
doce meses similar a lo observado en Stenocereus queretaroensis; Barthlott y Voit
(1979) citados por Loza-Cornejo et al. (2003), indicaron que a medida que se
reducen los cotiledones es mayor el desarrollo del hipocdtilo, posiblemente porque
es en el hipocdtilo y no en los cotiledones donde se almacenan las reservas durante
el desarrollo postgerminativo. La secuencia del desarrollo de las plantulas de A.
fissuratus corrobora el lento crecimiento de las especies de este género.

Uno de los problemas frecuentes en el cultivo de tejidos es la hiperhidratacion de
las plantulas, la cual se puede presentar en diferentes etapas de su desarrollo,
provocando la desorganizacién de los tejidos y la formacidn de callo desmenuzable;
esto tuvo como consecuencia la pérdida de fuente de explantes laterales, centrales
y de tubérculos para los posteriores experimentos de la induccion morfogenética.
El porcentaje de hiperhidratacion de A. fissuratus se evalu6 al finalizar los 30 dias
en el medio de germinacién para detectar el numero de plantulas disponibles para
explantes, se contabilizé el numero de las plantas hiperhidratadas entre el numero
de semillas germinadas en cualquier etapa del desarrollo, las plantas restantes se
utilizaron como fuente de explantes para inducir las respuestas morfogenéticas

(Tabla 7).
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Tabla 7. Porcentaje de plantulas sembradas in vitro de A. fissuratus hiperhidratadas de los diferentes afios de cosecha.
Se estimo el nimero real de plantulas potencialmente utiles como fuente de explantes.

Afos de cosecha de semillas de

A fissuratus Siembra 1 (2012) Siembra 2 (2013) Siembra 3 (2014)

2008 21/59=35.5% 13/54=24% 3/3=100%

2009 20/75=26.6% 17/75=22.6% 4/17=23.5%

2010 - - -

2011 12/44=27.2% 6/78=7.6% 9/17=17.3%

2012 13/39=33.3% 4/28=14.2% 17/51=33.3%

2013 - - 7/51=13.7%
Total de plantulas vigorosas 151 195 89

La hiperhidratacién ocurrio en plantulas de cuatro a nueve dias; a esta edad tienen
aproximadamente 5 mm de alto, presentaron forma globular, color verde y el doble
de tamano que en el desarrollo normal (Fig. 11 a), ademas presentan los cotiledones
redondeados y voluminosos en lugar de conicos (Fig. 11 b). En plantulas de 15, 30
y 45 dias el hipocatilo retuvo demasiada agua provocando la ruptura de los tejidos
(Fig. 11 c-e), en algunas plantulas (3 a 12 meses) llegd a formarse callo en la regidon
entre la raiz y la base del hipocétilo por lo que las raices de esas plantulas no
crecieron mas alla de 10 mm de largo y finalmente se oxidaron (Fig. 11 d-h). La
hiperhidratacién fue un evento irreversible, e independientemente de la etapa en
donde inicid, todas las plantulas se desorganizaron en callo desmenuzable (Fig. 11
i, j)

En la germinacion de las semillas de A. fissuratus se emplearon dos
concentraciones de sacarosa en el medio MS 50%. En la siembra 1 (2012), con 15
gL' de sacarosa, se obtuvieron 30.4% de plantulas hiperhidratadas, mientras que
en la siembra 2 y 3 (2013 y 2014) con 30 gL' de sacarosa el resultado fue menor

(17% y 28.7% de plantulas vitrificadas respectivamente).
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Figura 11. Aspecto de plantulas hiperhidratadas en diferentes etapas del desarrollo in vitro de A. fissuratus. La
hiperhidratacién es un desarrollo anormal de los tejidos, los 6rganos adquieren un aspecto traslicido y se transforman en
turgentes al grado de romperse. Las fotografias no representan una secuencia del avance de la hiperhidratacion sino los
sintomas de este fenédmeno en determinada etapa del desarrollo in vitro, desde los cuatro dias de edad hasta un afio (a-
h); finalmente se desorganizaron en callo (i-j).
H-hipocétilo, C-cotiledones, T-tubérculos, E-epicétilo, ox-oxidacion.
Es posible que el incremento en la concentracion de la sacarosa haya influido en la
disminucién de la vitrificacion de las plantulas. Se ha relacionado la vitrificacion de
los brotes de clavel, calabaza, sauce, ciruela, alcachofa y cactaceas a tres causas
principalmente: un medio rico en nutrientes minerales como el MS (Ziv, 1991), el

potencial hidrico del medio regulado por carbohidratos como la sacarosa y el

manitol; y la concentraciéon del agar (Debergh et al., 1981).
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Aunque se redujo el porcentaje de plantulas dafadas al incrementar la
concentracion de sacarosa en el medio de cultivo a 30 gL-', ésta no influyo en el
tiempo de inicio de germinacion.

El estado fisico del medio de cultivo (disponibilidad de agua por medio del gelificante
y de la concentracion de sales) y la atmosfera del contenedor son los principales
factores que inducen la vitrificacidon y pueden ser controlados (Debergh et al., 1981;
Al-Atabee y Power, 1990; Singha et al., 1990; Ziv, 1991) cuando los cultivos
vitrificados son transferidos a condiciones no vitrificantes, los tejidos aqui
desarrollados tendran una morfologia y anatomia normales; sin embargo, los tejidos
vitreos no se recuperan de este estado (Kevers et al., 2004).

Por lo tanto, la hiperhidratacion puede ser controlada al modificar las
concentraciones en el medio de: sales (CaCl2 y NH4), agentes gelificantes y
carbohidratos; pero también incorporando al medio compuestos como la floridzina
que interviene en la sintesis de lignina y la GAs en la sintesis de celulosa, pectina'y
hemicelulosa involucradas en la construccion de la pared celular (Higgins y
Jacobsen, 1978, citados por Al-Atabee y Power,1990; Phan y Hegedus, 1986);
ademas de tratamientos en los cultivos con bajas temperaturas (4 °C) y en oscuridad
(Phan y Hegedus, 1986).

La hiperhidratacion se ha reportado en el cultivo in vitro de cactaceas tanto en brotes
de Mammillaria candida, M. craigii, M. formosa, M. oscura, M. sphacelata y M.
uncinata (Pérez-Molphe et al., 1998), Pediocactus sp. (Ziv, 1991), asi como en las
plantulas de Mammillaria carmenae, M. herrerae, M. theresae donde 20% de las
plantulas obtenidas in vitro mostraron una morfologia anormal y callo (Retes-

Pruneda et al., 2007); en M. haageana ssp. elegans algunas plantulas se
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desarrollaron anormalmente con callo en el hipocétilo y las aréolas (Azcona, 2009).
Para reducir la formacion de callo inducido por BA en Pelecyphora aselliformis,
Santos-Diaz et al. (2003) emplearon CA al 1%, obtuvieron ademas el enraizamiento
de los brotes.

En A. fissuratus 24.7% de las plantulas obtenidas in vitro se hiperhidrataron aun

utilizando el MS al 50% con CA.

e Elongacion de las plantulas
Para promover la elongacién de las plantulas obtenidas de la germinacion in vitro 'y

el desarrollo de los tubérculos, las plantulas de 20 dias de edad con una longitud
minima de 5 mm (Fig. 12 a), fueron transferidas a medio liquido MS+CA con puentes
de papel filtro. Se emplearon 25 plantulas de cada cosecha de la siembra 1y de la
siembra 2. Transcurridos 25 dias se realizé un segundo subcultivo en el mismo tipo
de medio, pero solido (con agar 8.5 gL™") para continuar con su desarrollo hasta que
los tubérculos alcanzaran 0.5 cm de longitud y ser usados como explantes en la
induccion morfogenética.

Después de permanecer una semana en medio liquido se desarrolld el primer
tubérculo de las plantulas (de 1 mm a 1.5 mm) y ya comenzaba a emerger el
segundo, ambos de color verde oscuro (Fig. 12 b); durante la segunda semana
emergi6 el tercer tubérculo (Fig. 12 c), a la tercera se elongaron los primeros tres
tubérculos (3 mm), y fue visible la aréola del cuarto, el hipocétilo incrementd su
longitud de 4 a 6 mm (Fig. 12 d). Finalmente, entre la tercera y la cuarta semana,
los primeros cuatro tubérculos se alargaron y ensancharon (5 mm por 3 mm) y
emergi6 el quinto. EI medio liquido estimuld en 25 dias el crecimiento y desarrollo

de las plantulas, logrando que a los 45 dias de cultivo alcanzaran la talla de 1 cm
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(Fig. 12 e), mientras que en el medio sdlido la misma longitud se obtuvo transcurrido

un afo (Fig. 10 ).

b 'Izi'gc“": o :‘,’”ﬁ «.'1 f‘d J\_—.

—

Pléntula de 20 dias

s 3
A :
1semana g < 2 semanas 3 Sen@r@‘s‘:’ 4 semanas

Figura 12. Las plantulas de A. fissuratus de 20 dias de edad (a) se transfirieron a medio liquido MS+CA durante 25 dias.
(b) En una semana en medio liquido se elongd el tubérculo inicial y emergio el segundo, (c) emergié el tercer tubérculo en
la segunda semana, (d) se elongaron los primeros tres tubérculos, emergié la aréola del cuarto tubérculo y aumenté el
volumen del hipocétilo en la tercera semana; y (e) en la cuarta semana se ensancharon los primeros cuatro tubérculos y
emergio el quinto.  H-hipocétilo, E-epicotilo

El tiempo de permanencia en medio liquido (25 dias) y la posterior transferencia al
medio solido se determind de acuerdo a la respuesta de los tejidos, evitando los
primeros sintomas de hiperhidratacidén en el hipocdtilo. Las plantulas de la siembra
1 permanecieron seis meses en el medio sdlido y las plantulas de la siembra 2
permanecieron dos meses para continuar con su desarrollo (Fig. 10) hasta la
obtencién de los explantes.

e Respuestas morfogenéticas en el medio de induccién

o Formacién de callo (BA/ANA)

La primera respuesta en el medio de induccion fue la formacién de callo en todos
los tipos de explantes (centrales, laterales y tubérculos); éstos adquirieron una
coloracion café rojiza en la zona del corte que pudo haber derivado o no en la
oxidacion completa del explante, o en la formacién de callo desmenuzable verde
intenso y de aspecto humedo que posteriormente desarrollé estructuras celulares

alargadas y hialinas. A las dos semanas en el medio de induccion el 4% de los
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explantes centrales (3/75) desarrollé raices adventicias por organogénesis indirecta
en los tratamientos con ANA 0.5 mgL™' (cuatro raices), BA 2 mgL-"! (una raiz) y BA
3 mgL-" (una raiz); sin embargo, al primer mes las raices que se habian formado se
desorganizaron en callo. El volumen de callo aumenté manteniendo su aspecto
desmenuzable, humedo y verde. A partir de los dos meses, en todos los tipos de
explantes se observd un cambio en la coloracién de la superficie del callo que se
torné verde mas intenso solo en las concentraciones BA 1 a 5 mgL-' combinadas
con ANA 0.5y 1 mgL™". A los tres meses de induccion los tres tipos de explantes
presentaban callo desmenuzable, verde olivo, de aspecto humedo, el mayor
volumen de callo formado en la etapa de induccién lo obtuvieron los explantes
centrales, luego los laterales y finalmente los tubérculos. Los explantes centrales
formaron un mayor volumen de callo debido a que éstos tenian dos superficies de
corte donde proliferaron las células del parénquima del hipocdtilo por el efecto de
los reguladores del crecimiento; los laterales, s6lo tenian una superficie de corte y
en el caso de los tubérculos fue la menor, aunado a que en sus apices presentan
yemas meristematicas, las cuales por efecto de las auxinas endogenas y la
dominancia apical mantuvieron por mas tiempo la integridad de los tejidos (Fig. 13).
Para evitar la inhibicion de las respuestas morfogenéticas debido a la prolongada
exposicidon de los reguladores de crecimiento en los tejidos, el callo se subcultivo en
MS+CA, medio en el que permanecio durante cinco meses, realizando, a los dos
meses y medio, solo un subcultivo a medio fresco.

El efecto de la alta concentracién de BA en ausencia de ANA en Pelecyphora
aselliformis se reporté que la alta concentracién de BA desencadend el desarrollo

de callo (Santos-Diaz et al., 2003) y corresponde a lo obtenido para A. fissuratus.

59



Centrales Laterales Tubérculos

Figura 13. Formacién de callo desmenuzable de color café rojizo a partir de explantes centrales, laterales y tubérculos de
A. fissuratus en diferentes concentraciones y combinaciones de BA/ANA a los tres meses todos los explantes mostraron
callo desmenuzable de color verde olivo y de aspecto hiumedo. Barra: 1 cm

o Formacién de callo (K/2,4-D).

A partir de explantes longitudinales y tubérculos, se promovié la formacion de callo
con K/2,4-D para inducir la embriogénesis somatica.

En ausencia de 2,4-D, los explantes longitudinales y tubérculos no desarrollaron
callo. A mayor concentracién de la auxina fue mayor el volumen de callo que se
produjo; el tipo de callo que se formdé después de cuatro meses en el medio de
induccion fue humedo y de color verde olivo, pero a diferencia del que se produjo
en BA/ANA éste formd cumulos de callo de aspecto granular, de color verde con

areas rojizas (Fig. 14).
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Tubérculos

Longitudinales

© K/2,4-D0.5/0.5,1/0.5y 2/0.5 mgLL
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Figura 14. Formacién de callo desmenuzable de color verde olivo a partir de
explantes longitudinales y tubérculos de A. fissuratus en diferentes
concentraciones y combinaciones de K/2,4-D, excepto en ausencia de la
auxina. Se observd oxidacion en la base de los explantes. Tiempo de
incubacion cuatro meses. A mayor concentracion de la auxina se incremento el
volumen de callo. Barra: 2 cm

Después de dos
subcultivos en medio
MS+CA, los cultivos

incubados durante siete
meses solo formaron callo
hialino con algunas
tonalidades verdes.

Se han reportado tres

tipos de callo

embriogénico segun
variaciones en  color,
estructura, textura vy
respuesta (Schumann et
al., 1995). El primero es un
callo compacto globular,

nodular de color amarillo

claro y muy denso, constituido por células pequefias isodiamétricas; el segundo es

un callo irregular, desmenuzable, de apariencia mas o menos traslucida con

regiones densas y color café claro; el ultimo tipo de callo es extremadamente

desmenuzable, de células gigantes traslucidas y no es morfogenético. En A.

fissuratus, con BA/ANA, se obtuvo el primer y segundo tipo de callo, los cuales

desarrollaron a los embriones somaticos. Con K/2,4-D se formaron grandes

volumenes de callo no regenerativo. No obstante, el 2,4-D es la auxina que se ha

reportado como promotora de la embriogénesis.
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Oxidacion. La muerte celular se presentd en algunos explantes debido a la necrosis
por oxidacion de tejidos cultivados in vitro. Todos los explantes en ambos barridos
hormonales adquirieron una tonalidad rojiza de aspecto oxidado en la superficie del
tejido que estaba en contacto con el medio desde el primer dia de cultivo. El
porcentaje de oxidacion de los explantes cultivados con BA (2-5 mgL") en ausencia
de la auxina fue bajo (1 a 3%) después de permanecer tres meses en el medio de
induccion (Fig. 15). Con K/2,4-D, no se presento la oxidacion de los explantes.

Centrales Laterales Tubérculos

&

Figura 15. Oxidacion completa de los explantes centrales, laterales y de tubérculos en las concentraciones de BA (2, 3y
5 mgL™) en ausencia de la auxina, después de tres meses en cultivo. Barra: 0.5 cm

La oxidacion es debida a los radicales libres de diferentes componentes celulares,
asi como a la oxidacion de los compuestos fendlicos caracterizados por la enzima
polifenol oxidasa (PPO) para producir quinonas, las cuales son quimicamente muy
reactivas y propensas a reaccionar, generando dafo e incluso la muerte celular
(Azofeifa, 2009).

Durante el cultivo in vitro existe una alta humedad relativa por lo que se genera
hipoxia en los tejidos y a su vez una variedad de especies reactivas de oxigeno
(como el anién superoxido, radicales hidroxilos y el perdoxido de hidrégeno) que al
asociarse con moléculas celulares dafian las membranas y otras estructuras; estas
sustancias reactivas son eliminadas mediante enzimas defensivas y antioxidantes
(Kevers et al., 2004) o controladas con subcultivos frecuentes sin el tejido necrosado

en medio con CA debido a sus propiedades adsorbentes (Razdan, 2003).
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o Organogénesis indirecta

La formacion de brotes en A. fissuratus sélo ocurrié por organogénesis indirecta a
partir del callo obtenido de tubérculos cultivados con BA/ANA 3/0.5 mgL-" después
de 11 meses (tfres meses en medio de induccion y ocho meses en medio basal)
(Fig. 16 a). Los brotes (tres) se desarrollaron inmersos en un callo compacto verde
claro, los que se subcultivaron en medio MS para promover su elongacién, sin
embargo, a los ocho meses se hiperhidrataron y formaron callo (Fig. 16 b) y después

de 16 meses dos, de los tres brotes, murieron (Fig. 16 c).

Figura 16. Brotes desarrollados en callo compacto generado en cultivo de tubérculos con BA/ANA 3/0.5 mgL™" y
subcultivados a medio basal para su elongacién (a). A los ocho meses, los brotes se hiperhidrataron y generaron callo
en la base (b), después de 16 meses so6lo sobrevivid uno de los tres brotes (c). Barra:2 cm

Kevers et al. (2004) mencionaron que bajo un ambiente estresante sélo los
genotipos con las combinaciones de genes apropiadas tienen la capacidad de
sobrevivir y reproducirse, es probable que la sobrevivencia de solo un brote sea
debida al genotipo, a las concentraciones hormonales enddgenas, o a la presencia
de tejidos recalcitrantes, es decir, tejidos cuyas células han perdido la capacidad de
responder a las condiciones inductivas y ya no son competentes desde etapas muy
tempranas del desarrollo (Bhojwani y Razdan, 1996).

Los tejidos pueden ser recalcitrantes durante su cultivo in vitro por diversas causas,
entre las que se destacan, los factores genéticos que los predeterminan, la pérdida
de la competencia morfogenética y la capacidad de totipotencialidad debidas al
envejecimiento y a la presencia de radicales libres por estrés (Benson, 2000).

Algunas especies que se consideraron recalcitrantes se han logrado regenerar in
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vitro, esto ha dependido de los cambios efectuados oportunamente en los medios
de cultivo, la seleccion de los genotipos y los explantes (Bhojwani y Razdan, 1996).
Se ha reportado la regeneracion de brotes por organogénesis directa a partir de las
aréolas de los tubérculos en A. kotschoubeyanus, A. retusus y A. fissuratus ssp.
bravoanus, y en A. agavoides unicamente a partir del callo, al igual que en A.
fissuratus.

Rodriguez-Garay y Rubluo (1992), obtuvieron brotes en Aztekium ritteri por la
activacion de las aréolas de otros brotes individualizados en medio MS adicionado
con BA 0.1 mgL' y BA/ANA 1/0.01 mgL'. Después de ocho meses se
individualizaron los nuevos brotes, cuya morfologia fue normal. S6lo dos brotes de
60 desarrollaron raices en el medio MS con AIB 2 mgL" y uno de ellos fue
transferido a sustrato esterilizado compuesto por arena y peat moss en partes
iguales y sobrevivio en condiciones de invernadero.

No obstante, los cultivos in vitro de A. fissuratus se iniciaron con tejidos jovenes,
éstos no respondieron a la induccion con BA/ANA como lo reportado en otras
especies del mismo género, aun asi, las citocininas tuvieron una influencia
importante, por ejemplo, en explantes de A. retusus cultivados con BA 2 mgL-! se
obtuvieron hasta 48 brotes por tratamiento con la mayor cantidad de brotes en los
explantes laterales (21), seguido de los centrales (17) y los tubérculos (10) (Olguin,
1994). Moebius (2003) reportd para A. kotschoubeyanus la obtencion de 38 brotes
en 33% de los explantes de tubérculos cultivados en medio MS con BA/ANA 3/1
mgL-' y 37 brotes en 16% de los tubérculos sembrados con BA 1 mgL™". Jofre-
Garfias et al. (2010) emplearon otro tipo de citocinina para la micropropagacion de

A. agavoides, sembraron los apices de las plantulas en medio Eriksson (1965)
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adicionado con thidiazuron 4 mgL", se formé callo y al transferir los cultivos a medio
basal a partir de la semana 20 se obtuvieron 12 brotes por recipiente, los cuales
enraizaron en el mismo medio.
Por el contrario, en A. fissuratus ssp. bravoanus la generacion de brotes se presenté
bajo influencia principalmente de las auxinas en el medio MS. Se obtuvo un brote
en un explante de tubérculo cultivado con ANA 3 mgL-! y un brote también en 2,4-
D 5 mgL™", al combinar AIB/ANA 2/0.5 mgL"" obtuvo 5 brotes y 7 brotes con 1 /0.1
mgL-" después de 12 semanas en cultivo. También indujo brotes en los tratamientos
K/2,4-D 0.1/5 y 0.5/1 mgL""! (dos brotes en cada uno) y 0.1/1 mgL™" (seis brotes),
regenerados por organogénesis directa del apice de los tubérculos (Gémez, 2008).
Es posible entonces, que en A. fissuratus se requiera explorar el efecto de mayores
concentraciones de una o varias auxinas para la obtencion de mas brotes, como lo
reporté Gomez (2008) para A. fissuratus ssp. bravoanus.

0 Embriogénesis somatica
Debido a la falta de respuesta organogénica en los explantes cultivados con
BA/ANA, se exploro¢ la respuesta de los explantes en medio adicionado con 2,4-D,
con la finalidad de obtener regenerantes via embriogénesis somatica. Esta auxina
sintética se ha reportado como inductora de la ES en otras especies vegetales
(Vacca et al., 2014).
Considerando que el callo embriogénico es producido principalmente por tejidos
jévenes e inmaduros (Schumann et al., 1995), en este caso se utilizaron tejidos de
plantulas germinadas in vitro, se esperaba la respuesta embriogénica de los
explantes cultivados con K/2,4-D, sin embargo, ésta fue nula en todos los

tratamientos, siendo la formacion de callo la unica respuesta.
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En A. fissuratus, los embriones somaticos proliferaron a partir de las células de un
primer embrion de dos maneras: formandose embriones somaticos secundarios
directamente de la superficie del embrién y, mediante el callo obtenido de la
desdiferenciacién continua de los ES primarios. La literatura menciona estas dos
vias en que se lleva a cabo la embriogénesis somatica secundaria o repetitiva
(también llamada ciclica, recurrente, accesoria o adventicia): a) directamente sobre
el cuerpo de un ES previamente formado se originan nuevos embriones somaticos
y, b) cuando los tejidos de los ES se desorganizan y prolifera callo verde hialino
seguido de la diferenciacion de nuevos ES, éste es mas comun en presencia de una
auxina, pero ambas vias pueden encontrarse en las mismas condiciones de cultivo
(Raemakers et al., 1995; Jaiwal y Singh, 2003; Agarwal et al., 2004). La
embriogénesis somatica secundaria tiene potencial para la propagacion a gran
escala y la transformaciéon genética dirigiendo la proliferacién del tejido
embriogénico al subcultivar los ES primarios en un medio suplementado con
auxinas (Jain et al., 1995; Mujiby Samaj, 2005).

Después de siete meses en cultivo, el desarrollo de los embriones somaticos ocurrié
de forma indirecta en el callo formado a partir de explantes de tubérculos cultivados
inicialmente con BA 3y 5 mgL", y las mismas concentraciones de la citocinina mas
1 mgL" de la auxina: BA/ANA 3/1 y 5/1 mgL-' (tres meses) y posteriormente
subcultivados en medio MS basal con CA (cuatro meses), ademas del tratamiento
control (Fig. 17). Inicialmente se observaron ndédulos o masas proembriogénicas
blancas que sobresalian del callo desmenuzable verde intenso y a medida que el
callo, alrededor de estas areas se dividia, proliferaron mas masas de este tipo (Fig.

17 a). Los embriones somaticos (ES) que se desarrollaron en el tratamiento control
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y con BA/ANA 3/1 y 5/1 mgL™" se observaron en etapa globular y algunos alcanzaron
etapas posteriores e incluso germinaron, aunque con sintomas de hiperhidratacion,
(Fig. 17 b, c); los embriones en los tratamientos en ausencia de ANA se

desorganizaron en callo en el transcurso de una semana.

Figura 17. Embriogénesis somatica indirecta inducida a los siete meses. Se formaron masas proembriogénicas (a) sobre
el callo desmenuzable verde intenso, proliferaron embriones somaticos globulares (flechas) en el control y los tratamientos
con BA/ANA 3/1y 5/1 mgL™" (b, ¢). Barra: 2 mm

La embriogénesis somatica se ha reportado en algunas especies de cactaceas,
incluidas las del género Ariocarpus. En A. retusus los ES se formaron de manera
indirecta a partir del callo generado de plantulas germinadas in vitro en medio MS
adicionado con agua de coco 20% (v/v) después de tres a cuatro meses. Los
primeros embriones eran grandes (5 mm) verdes, pero nuevamente se
desorganizaron en callo y posteriormente de éste surgieron numerosos ES mas
pequefios (Stuppy y Nagl, 1992). En la misma especie, Olguin (1994), también
reportd la formacion de ES a partir de callo, friable y humedo con areas cristalinas,
generado de un explante lateral cultivado con BA/ANA 0.5/0.1 mgL-', donde algunos
lograron germinar y establecerse como plantulas.

La respuesta en A. fissuratus coincidié con lo ocurrido en A. retusus, donde también
se formaron estructuras embriogénicas de manera espontanea en el medio sin
reguladores del crecimiento, sin embargo, la incorporacion de un complejo organico,

como el agua de coco, lo hace un medio de cultivo quimicamente no definido y dificil
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de replicar, a diferencia de utilizar un medio basal de formulacion definida. En ambas
especies la respuesta embriogénica también ocurrié con los mismos reguladores
del crecimiento, solo que para promoverla en A. fissuratus se requirieron
concentraciones mas elevadas de BA/ANA (3/1 y 5/1 mgL™") que en A. retusus
(BA/ANA 0.5/0.1 mgL™").

En A. kotschoubeyanus, Moebius (2003) también obtuvo embriogénesis somatica
indirecta con la misma serie de reguladores del crecimiento y en concentraciones
similares (BA/ANA 2/0.5, 2/1 y 3/0.1 mgL"), en este caso a partir del callo de
tubérculos, y ES via directa en los tubérculos inducidos con K 5 mgL-' y K/2,4-D
5/0.1 mgL™". Es posible que la falta de respuesta de A. fissuratus a la K/2,4-D sea
debida a la concentracion utilizada, ya que los tubérculos de A. kotschoubeyanus
respondieron mejor en altas concentraciones de K (5 mgL™") y no a la maxima
utilizada en A. fissuratus (2 mgL-"), por lo que al parecer esta Ultima especie necesita
niveles altos de citocininas para estimular la respuesta embriogénica de sus tejidos,
aunque éstos sean jovenes.

En otras cactaceas, como Aztekium ritteri, también se reportd la formacion de
embriones somaticos obtenidos del callo inducido con K/2,4-D 2/2 mgL™", los cuales
proliferaron al subcultivarlos en medio MS basal; sin embargo, éstos no lograron
germinar por el crecimiento incontrolado de estructuras lanosas (Rodriguez-Garay
y Rubluo, 1992). Santacruz-Ruvalcaba et al. (1998) también reportaron en A. ritteri,
Turbinicarpus pseudomacrochele, Opuntia ficus-indica y Mammillaria san-
angelensis las etapas tempranas de la embriogénesis somatica. Gomes et al. (2006)
realizaron la histologia de los embriones somaticos de Opuntia ficus-indica, donde

encontraron los haces vasculares de los embriones como un sistema independiente
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a los explantes que los originaron, indicaron que la nutricion de los ES es auténoma
a diferencia de los brotes que se nutren del explante o del callo que los origina,
ademas, en los ES el tejido vascular conecta a los meristemos radicular y apical.
Existen dos tipos de embriogénesis somatica indirecta segun la cantidad de ES
desarrollados en el callo: la primera es de baja frecuencia puede ocurrir en diversos
tipos de callo y se forman pocos ES por cada tipo, se expresan entre las 12 y las 14
semanas de induccion; estan aislados o en grupos pequefios y se desarrollan
completamente, pasando por las diferentes etapas (globular, corazén, torpedo y
maduro o cotiledonar). El otro tipo es de alta frecuencia, donde los ES se expresan
entre las 16 y las 20 semanas de cultivo, no se desarrollan completamente y se
mantienen en etapa globular, agrupados en un numero mucho mayor, pero en un
numero menos diverso de callo (Williams y Maheswaran, 1986; Gomez, 1998). En
A. fissuratus se obtuvo embriogénesis somatica de baja frecuencia en las
concentraciones de BA 3 y 5 mgL-' y las caracteristicas del callo embriogénico
obtenido con BA/ANA 3/1 y 5/1 mgL-! correspondieron al tipo de alta frecuencia ya
que se desarrollaron ES en etapa globular, corazén y torpedo simultaneamente y
de manera abundante.

Porciones de aproximadamente 1 cm? del callo embriogénico de A. fissuratus se
subcultivaron en medio MS. Después de un mes, los ES proliferaron y en un mismo
cultivo fue posible observar las diferentes etapas de desarrollo (globular, corazén y
torpedo), de forma asincronica. Los pequefos ES inicialmente fueron hialinos y
posteriormente blancos (Fig. 18 a). Estos aumentaron su volumen y adquirieron
forma esférica o de corazon, al mismo tiempo que cambiaron a color verde (Fig. 18

b). Algunos ES se elongaron y fue evidente el desarrollo de la raiz, sin embargo,
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éstos entraron en ciclos repetitivos de formacion de callo evitando la consolidacion

de los tejidos del embrién (Fig. 18 c-d).

Figura 18. Callo embriogénico de ocho meses cultivado en medio MS (a) y etapas del desarrollo embrionario (b-d) donde
el hipocodtilo de los ES tuvo sintomas de hiperhidratacién. Barra:1 mm
cll- callo, H-hipocétilo, R-radicula

e Proliferacion de los embriones somaéaticos

Para promover la proliferacion y maduracién de los ES se exploraron tres
concentraciones de sacarosa (30, 60 y 75 gL') en el medio de cultivo. Los
carbohidratos pueden tener varias funciones, ademas de ser una fuente de energia,
al elevar su concentracion causan un incremento en el potencial osmoético,
restringiendo asi la disponibilidad de agua en el medio de cultivo y favoreciendo su
maduracién (Carrier et al., 1997 citado por Gonzalez, 2014).

Los ES de A. fissuratus obtenidos tanto en el control como en los tratamientos con
BA/ANA 3/1 y 5/1 mgL™" proliferaron en mayor cantidad y se desarrollaron con
aspecto normal en el medio MS+CA adicionado con sacarosa 75 gL".

Durante la primera semana, en las tres concentraciones de sacarosa, se observaron
embriones en etapas globular, corazén y torpedo (Fig. 19 a-c). Sin embargo,
después de cuatro meses y hasta los ocho, fueron notables las diferencias entre la
cantidad y desarrollo de los embriones en las diferentes concentraciones de
sacarosa; con 30 gL' se formaron pocos embriones que se desarrollaron hasta

etapa torpedo y se desorganizaron en callo verde oxidado en la base (Fig. 19 d),
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con 60 gL' se formaron masas blancas de embriones compactos (Fig. 19 e), resulto
dificil distinguir las etapas embrionarias ademas algunos se desorganizaron en
callo. Finalmente, con 75 gL' se desarrollaron masas proembriogénicas y
embriones globulares en mayor abundancia (Fig. 19 f) por lo que se determin6 que

ésta es la mejor concentracion para la proliferacion de los embriones somaticos.

Figura 19. Desarrollo de las diferentes etapas globular, corazén y torpedo (a,b,c) de los ES a partir de callo embriogénico
sembrado en MS CA con sacarosa 30, 60 y 75 gL' con 12 meses de incubacion. Se observo el efecto de la sacarosa en
el desarrollo y cantidad de ES en etapa globular siendo escasos con 30gL™" (d), medianamente abundantes con 60 gL
(e) y abundantes con 75 gL (f).

mp-masas proembriogénicas, g-globular. Organos: R-radicula, C-cotiledones. Barra: 1 mm

Seguido todos los cultivos fueron transferidos a medio MS+CA con sacarosa 75 gL-
' para que continuaran proliferando los ES. En la primera semana se oxidé el callo
embriogénico pero los ES comenzaron a germinar a partir de los cinco dias (Fig. 20
a), proliferaron entre 15 dias (Fig. 20 b) y 30 dias (Fig. 20 c). Se mantuvieron los
cultivos en frascos (Fig. 20 d), proliferaron ES hasta cubrir la superficie del medio

de cultivo en tres meses (Fig. 20 e).

Figura 20. Callo embriogénico de 17 meses en medio MS+CA y sacarosa 75 gL™". Inicialmente el callo embriogénico se
oxidé y germinaron un par de embriones (a,b), posteriormente se desarroll6 callo verde desmenuzable himedo y dio
origen a estructuras embriogénicas (c). Barra:1mm. Los cultivos en frascos se oxidaron al momento del subcultivo (d),
pero después de tres meses proliferaron los ES (e). Barra: 2 cm
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Thorpe et al. (1972, 1973 y 1974) citados por Debergh et al. (1981) probaron que
los carbohidratos son necesarios para los procesos que requieren alta energia como
la formacién de brotes o los embriones somaticos y enfatizan su papel
osmorregulador en el medio de cultivo. Es por eso que los ES de A. fissuratus se
desarrollaron en mayor abundancia a partir de las masas proembriogénicas en el
medio adicionado con sacarosa 75 gL' y evitaron su oxidacién con CA 2 gL™". En
Carica papaya (Caricaceae) se demostré que con sacarosa al 7% (70 gL™") se
mejoro la embriogénesis somatica y en Gentiana kurroo (Gentianaceae) el medio
suplementado con sacarosa 0.2-0.4% estimulé la eficiencia del aparato fotosintético
de los embriones somaticos (Fitch et al., 1993 y Rybczynski et al., 2007 citados por
Gutiérrez-Mora et al., 2012).

e Maduracién de los embriones somaticos

Para promover la maduracion de los embriones somaticos y obtener plantulas
regeneradas in vitro de A. fissuratus, el medio MS se complementé con acido
giberélico y/o acido abscisico (tratamientos presentados en la Tabla 3). Las
giberelinas promueven la germinacion de las semillas pues regulan la ruptura de la
latencia embrionaria, in vitro la adicién de GA promueve el proceso de regeneraciéon
y la germinacioén de los embriones somaticos. El acido abscisico cuando suplementa
el medio cultivo inhibe la germinacion precoz y coordina la maduracion de los
embriones somaticos (Gomez, 1998; Razdan, 2003; Gutiérrez-Mora et al., 2012).
El callo en el que maduraron los ES de A. fissuratus presentd diferentes

caracteristicas morfoldgicas y de coloracion (Fig. 21), distinguiendo tres tipos:
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Figura 21. Aspecto del callo en los diferentes tratamientos de maduracion de los ES con ABA, GA3 y CA. El callo presento
diferentes caracteristicas morfoldgicas y de coloracion. En los cultivos en los tratamientos T1 y T2 predominé el callo oxidado
y escasos ES globulares. Los cultivos en MS+ABA (T3) se perdieron por contaminacion. Los cultivos de T4 y T6 tuvieron
callo verde y algunas zonas rojizo con ES en diferentes estados de desarrollo, sin embargo, los tejidos de los embriones
estuvieron mas organizados en el tratamiento T4 respecto a todos los demas, logrando desarrollar ES en corazon (flechas).
Y en los cultivos T5 y T7 prevalecié el callo rojo intenso con mayor abundancia de ES globulares que en T1y T2.

500 pm . v i 2 % 200 um

Callo rojo intenso (CRI). Se encontr6 en contacto con el medio de cultivo con
coloracion rojiza muy intensa que pudo haber derivado de la oxidacion. Presentaba
una gran cantidad de estructuras globulares blancas que se definieron como el
primer estado de los ES, fue el tipo de callo mas abundante.

Callo rojo (CR). Presentd una coloracion rojiza, sin contacto con el medio de cultivo
y asociado con callo hialino o callo verde olivo, se observé el desarrollo asincronico
de los ES ya que habia etapas globulares y de corazén.

Callo verde olivo (CVQ). Se desarrollaron ES en estados globular corazén y torpedo,
a partir de esta etapa la mayoria de los embriones se desdiferenciaron formando

nuevamente callo verde intenso.
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La morfologia de los callos embriogénicos en este trabajo coincide con la reportada
por Olguin (1994) para A. retusus, en donde se observo callo desmenuzable, de
color verde claro y con zonas donde el tejido estaba oxidado, en estas zonas se
daba la mayor presencia de los embriones y se encontraban mas desarrollados. De
la misma manera se observaron similitudes con lo reportado por Stuppy y Nagl
(1992) en cuanto a la procedencia por embriogénesis somatica indirecta, el
desarrollo de los ES y los tipos de callo embriogénico.

Tanto Stuppy y Nagl (1992) como Olguin (1994) reportaron que fueron pocos los
ES en etapa globular que lograron desarrollarse normalmente hasta germinar en
plantulas, ya que se desdiferenciaban dando lugar nuevamente a callo, a pesar de
esto la embriogénesis somatica tiene la ventaja de obtener estructuras bipolares
con meristemos apical y radicular, y se obtienen en mayor cantidad que los brotes
(tallos sin raices) generados via organogénesis.

e Germinacion de los embriones sométicos

En Ariocarpus retusus (Stuppy y Nagl, 1992) se reporté la germinacién de los
embriones somaticos en medio MS incrementando la concentracion de agar a 10
gL-"; en estas mismas condiciones los ES obtenidos en A. fissuratus no germinaron
por lo que para promover su germinacion se utilizé Phytagel® como agente
gelificante y la adicion de carboén activado.

La presencia del carbon activado favorecio la proliferacion y posterior desarrollo de
los ES, evitando que se desorganizaran mas rapidamente en callo (Fig. 22 A) como
ocurrio con los ES en ausencia de él (Fig. 22 B). Los beneficios del carbén activado
se deben a sus propiedades de adsorcion, ya que tiene una fina red de poros en la

que se concentran las sustancias toxicas, los inhibidores y los exudados fendlicos
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que liberan los tejidos cultivados; ademas oscurece el medio de cultivo y libera
reguladores del crecimiento y nutrientes de manera paulatina (Razdan, 2003;
Thomas, 2008).

Muchos ES pasaron de la etapa globular a la etapa de corazén, adquirieron
coloracion verde y se elongaron (Fig. 22), pero al hiperhidratarse resulté dificil
identificar si alcanzaban etapas posteriores del desarrollo, e impidiendo determinar

el momento en que éstos germinaban.

Figura 22. Cultivo de ES para promover su germinacion con Phytagel® 5 gL con y sin CA. La presencia del carbén
activado favorecio la proliferacion de los ES y evitd su oxidacién (A), sin carbén activado los tejidos se desorganizaron
mas rapido (B). Los ES globulares se alargaron y adquirieron coloracién verde, sin embargo, la hiperhidratacion limité su
desarrollo hacia etapas embrionarias posteriores, asi como su capacidad para germinar. Barra: 500 ym

El agar es el agente gelificante mas comun en el cultivo in vitro, contribuye con el
potencial matrico y la humedad relativa, regula la disponibilidad de agua, nutrientes
y reguladores de crecimiento disueltos en el medio de cultivo (Debergh et al., 1981).
Las respuestas de las plantas cultivadas con otro agente gelificante como sustituto
del agar depende de las concentraciones usadas y la especie vegetal (Ziv, 1991).

El uso de Phytagel® (5 gL™") en A. fissuratus no favorecio la germinacion de los ES
ya que continuaron con los sintomas de hiperhidratacion desencadenando su

desarrollo en callo que pudo o no ser embriogénico. En Turbinicarpus

75



pseudomacrochele fue posible germinar embriones somaticos después de cuatro
meses usando medio basal y 5 gL' de Phytagel® y desarrollando plantulas con
morfologia normal (Torrez-Mufioz y Rodriguez-Garay, 1996).

La falta de germinaciéon de los ES en A. fissuratus pudo deberse a anormalidades
en los meristemos, no ser funcionales o tener una organizacion parcial. Si alguno
de los meristemos del embrion no esta desarrollado, no puede formar al resto del
cuerpo (Dodeman et al., 1997; Singh y Chaturvedi, 2009). La germinacioén de los
embriones somaticos depende de la disponibilidad de agua en el cultivo,
determinado por el potencial hidrico y el potencial matrico, ambos regulados por los
solutos y los agentes gelificantes (Ziv, 1991).

e Histologia de los embriones somaticos

Los embriones somaticos tienen caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas similares
a los embriones cigoticos, son estructuras bipolares con un sistema vascular. Con
base en estudios histoldégicos su origen puede ser unicelular donde la masa
proembriogénica que forma a los ES procede de la segmentacion de una sola célula;
o multicelular, cuando varias células se segmentan, terminan fusionandose y forman
una sola masa proembriogénica. Las diferentes estructuras embrionarias son
compactas, nodulares y de color blanco o amarillo cremoso (Schumann et al., 1995;
Gbémez, 1998).

La primera etapa de la embriogénesis identificada fue la globular, en los cultivos de
A. fissuratus, ésta estuvo asociada principalmente a la base del callo que estaba en
contacto con el medio y se presentd en los tres tipos de callo (CRI, CRy CVO), se
diferenciaron a partir de las masas proembriogénicas que tenian un aspecto blanco

y hialino hasta formar pequefias estructuras esféricas blancas.
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Histologicamente en la etapa globular se pudo observar la protodermis rodeando a
cada embridn (Fig. 23 a), los embriones solitarios estaban formados por células
pequefias de tamafo uniforme y citoplasma denso, a diferencia de las células del
callo que fueron mucho mas grandes y con enormes espacios intercelulares (Fig.
23 b,c), en la protodermis se observaron zonas con divisiones anticlinales y
periclinales, grandes vacuolas y con nucleos densos (Fig. 23 d). Cuando el cuerpo
del embridn incrementd su tamafio se distinguieron los polos radicular y apical, sin
ser aun evidentes los cotiledones, se observo el procambium formado por células
pequefias alargadas con nucleos densos (Fig. 23 e,f). En el polo apical no hay un
meristemo bien definido, pero se observaron por debajo de la protodermis algunas
células meristematicas que se caracterizan por ser pequefas y con nucleos grandes
(Fig. 23 g); en la region media del embridbn que corresponderia al hipocotilo, se
detectd el procambium constituido por células alargadas de nucleos grandes (Fig.
23 h); el polo radicular present6 un grupo de células mas organizadas, que pudiese

dar lugar al meristemo radicular (Fig. 23 i).
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Figura 23. Cortes longitudinales de embriones somaticos en etapa
globular. Se observa la protodermis rodeando a cada embrién (a)
formada por células pequefias de tamafio uniforme y citoplasma denso
(b), a diferencia de las células del callo que son mucho mas grandes (c);
la protodermis muestra divisiones anticlinales y periclinales con vacuolas
grandes y nucleos densos (d). En la parte media se distingue el
procambium formado por células pequefias alargadas con nucleos
densos, se distingue un polo radicular y un polo apical (e,f). En el polo
apical se observan células meristematicas pequefias con nucleos
densos (g), la region del hipocétilo se observan células del procambium
alargadas, de nucleos grandes (h), y en el polo radicular el meristemo
radicular con células pequefas (i).

pd-protodermis, cll-callo, pc-procambium, mr-meristemo radicular, H-
hipocatilo, (P)-divisiones periclinales, (An)-divisiones anticlinales, cmr-
células meristematicas.
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En embriones en etapa de corazdén se observaron apenas en formacion los
cotiledones, en el centro de éstos se distingue una pequefia regidn con células
isodiamétricas diminutas (Fig. 24 a), el cuerpo del embridn no fue del todo esférico,
se observaron trazas de haces vasculares a lo largo del cuerpo del embrion (Fig. 24
b), no fue posible distinguir un meristemo bien delimitado, pero si una zona con
caracteristicas meristematicas en el apice del embrion. En la zona de la radicula, se
observo una zona meristematica mas tefida con células isodiamétricas, de nucleos
grandes y citoplasma denso (Fig. 24 c). En algunos cortes de embriones se
evidenciaron los sintomas de hiperhidratacion en los que se comenzaba a
desorganizar el apice (Fig. 24 d), mientras que el polo radicular se mantenia

organizado con el meristemo y los haces vasculares (Fig. 24 e).
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Figura 24. Cortes longitudinales de embriones somaticos en
etapa de corazoén. Se observan los polos apical (a) y radicular
(b), en el polo apical se distingue una zona mas densa
conformado de pequefias células isodiamétricas
caracteristico de una zona meristematica asi como los
cotiledones en desarrollo, y en el polo radicular trazas de
haces vasculares y una zona meristematica en la radicula (c).
Los embriones hiperhidratados no mostraron organizacion de
los tejidos en la regién apical y al costado del hipocétilo (d,e).

pd-protodermis, pc-procambium, mr-meristemo radicular, ma-
meristemo apical, C-cotiledén
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Los embriones en etapa de torpedo tienen cotiledones mas diferenciados, el
hipocotilo alargado y tejido vascular desde la raiz hasta los cotiledones, la epidermis
no tuvo continuidad, debido a la hiperhidratacidn de los tejidos de los embriones in
vitro (Fig. 25 a,b); la mayoria de los embriones de esta etapa presentaron sus tejidos
desorganizados por la hiperhidratacion observandose las células con amplios
espacios intercelulares (Fig. 25 c), se observaron lo que posiblemente eran
traqueidas de banda ancha (TBS’s) (Fig. 25 d) cuyas paredes secundarias anulares
fueron como las descritas por Garrett et al. (2010) y Loza-Cornejo y Terrazas (2011),
la radicula mostro células iniciales de la caliptra y lisis de las células mas externas
de la misma (Fig. 25 e).

En la familia Cactaceae se ha reportado la embriogénesis somatica o embrionia
adventicia a partir de la nucela (Mammillaria, Opuntia, Pereskia) o de tejidos
cercanos al cigoto (Cereus jamacaru), muchas veces el embrion cigético degenera
y el embrion de la semilla proviene de algun tejido somatico, incluso a veces a partir
de la fusion de masas embriogénicas se forman embriones con tres y cinco
cotiledones; la embriogénesis sexual y la nucelar es comparable (Johri et al., 1992).
La embriogénesis somatica es la maxima expresién de la totipotencialidad de las
células vegetales, es la habilidad de las células de llevar a cabo una serie de etapas
coordinadas del metabolismo y la morfologia para producir una planta completa o
esporofito normal sin la participacién de los procesos sexuales. Sin embargo,
identificar las condiciones in vitro 6ptimas es muy dificil debido a la amplia variedad
de factores que contribuyen a la induccion, desarrollo y conversién de los embriones
somaticos en plantas (Gutiérrez-Mora et al., 2012), incluidos el genotipo de la planta,

el tipo y estado fisioldgico del explante (Gémez, 1998).
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Figura 25. Cortes longitudinales de embriones somaticos en
etapa de torpedo. Se observaron los cotiledones mas
diferenciados, alargamiento del hipocétilo y haces vasculares
a lo largo del cuerpo del embrién de la radicula hasta los
cotiledones (a,b). Los embriones con desarrollo mas avanzado
tenian grandes espacios intercelulares y células del cortex con
gran contenido de agua (c), se observan traqueidas de banda
ancha (TBA's) con paredes secundarias anulares(d). La
radicula presenté células con capacidad meristematica que
podrian ser las células iniciales de la caliptra y la caliptra se
rompio (e).

pd-protodermis, tv-tejido vascular, mr-meristemo radicular, cic-
células iniciales de la caliptra, rc-restos de la caliptra, ei-
espacios intercelulares, cx-cértex, C-cotiledén.
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Las embriogénesis en cactaceas ha sido una respuesta morfogenética dificil de
dirigir y en la mayoria de los casos ha sido una expresion espontanea por
multifactores, por lo que es necesario llevar a cabo mas investigaciones y desarrollar
estrategias para conocer y lograr su proliferacién y maduracion. En el caso del
geénero Ariocarpus, en los trabajos reportados no se ha logrado establecer una
técnica que sea repetible y son pocas las plantulas que se han obtenido por esta
via. Este trabajo es una aportacién importante para esta especie que aun asi es una
opcion factible que no hay que abandonar y buscar opciones para logrado como
probablemente el establecimiento de cultivos en suspension para obtener la
maduracion y germinacion para llevar las plantulas a un estado adulto.

El futuro de los recursos naturales depende de la capacidad que se tenga para
revertir el proceso de saqueo de especies silvestres, convirtiendo el gusto de la
coleccion de estas plantas por mecanismos que impliquen su proteccion,
conservacion y cultivo ex situ. Los estudios desarrollados sobre aspectos de la
germinacién y técnicas de propagacion masiva, podrian disminuir la demanda de
ejemplares silvestres y por lo tanto favorecer la conservacion de las especies.

El cultivo in vitro de Ariocarpus fissuratus representd dificultades inherentes a la
biologia de la especie principalmente. Debido a que en la propagacién in vitro y el
establecimiento aséptico de los cultivos preferentemente se inicia a partir de
semillas, resulté importante estudiar los aspectos relacionados con la germinacién,
la viabilidad y el tiempo de almacenamiento. En esta especie se corrobord que,
ademas de ser necesario romper la latencia con métodos quimicos, éstas requieren
un periodo de postmaduracion de aproximadamente dos afos para obtener un

mayor porcentaje de semillas germinadas. A esto se suma el lento crecimiento y el
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tiempo que requieren las plantulas para alcanzar la talla minima para la obtencion
de los explantes, ademas de la ubicacion de los puntos meristematicos, restringidos
a la parte superior de la plantula (meristemo apical y apice de los tubérculos) que
es la ultima en desarrollarse, a diferencia de otras cactaceas como el género
Mammillaria que los presentan en todo el tallo. A. fissuratus, a diferencia de otras
especies del mismo género, tuvo una escasa respuesta a la formacion de brotes
(tallos sin raices) via organogénesis, sin embargo, mostré un mayor potencial
regenerativo via embriogénesis somatica, ruta que en cultivo de tejidos se prefiere
por obtener estructuras bipolares que incluyen ambos meristemos (apical y
radicular) y puede ser mas prolifica, siempre y cuando se logre la maduracién y
germinacién de los embriones somaticos en plantulas.

CONCLUSIONES
= Eltiempo de almacenamiento influyd en el porcentaje de germinacion in vitro de
semillas de A. fissuratus. El mayor porcentaje (86.7%) se obtuvo en semillas
almacenadas por 2 anos, lo que corrobora que éstas requieren un periodo de
postmaduracion. Los menores porcentajes se obtuvieron en semillas almacenadas
un ano (31.1%) y con 6 afos de almacenamiento (3.3%).
= Las plantulas cultivadas en medio MS sdlido tardaron 12 meses en alcanzar 1 cm
de longitud para la obtencion de explantes. Una estrategia para acortar el tiempo es
transferir plantulas de 20 dias de edad a medio liquido MS+CA (1.5 gL™") con
puentes de papel filtro para alcanzar la misma talla en menor tiempo (25 dias).
= La hiperhidratacion de las plantulas se control6 incrementando la concentracion

de agar en el medio MS de 8 a 8.5 gL' y empleando CA 1.5 gL-".
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= La formacion de brotes ocurrid por organogeénesis indirecta a partir del callo
obtenido de tubérculos en BA/ANA 3/0.5 mgL™" después de once meses de cultivo.
Solo se obtuvieron tres brotes, de los cuales sobrevividé uno y no enraizo.

= La embriogénesis somatica se indujo en el tratamiento control y los tratamientos
con BA 3y 5 mgL"y BA/ANA 3/1y 5/1 mgL™" después de siete meses de cultivo, y
se expresé en medio MS basal + CA 2 gL™".

= Larespuesta organogénica o embriogénica en los explantes cultivados con K/2,4-
D fue nula.

* Los embriones somaticos proliferaron y mantuvieron sus tejidos mas organizados
en medio MS adicionado con sacarosa 75 gL-'. La oxidacién del callo embriogénico
se evitd adicionando a este medio CA 2 gL

» El desarrollo de los embriones somaticos en los cultivos fue asincrénico
observandose al mismo tiempo diferentes etapas (globular, corazén y torpedo).

= Los cortes histologicos demostraron la bipolaridad de las estructuras
embrionarias, observandose células meristematicas en la region apical y de la raiz,
asi como un sistema vascular en desarrollo e independiente del callo que los origind.
= Los embriones somaticos comenzaron a germinar en el medio de cultivo, sin
embargo, éstos entraron en ciclos repetitivos de formacién de callo y mas embriones
somaticos.

= Ariocarpus fissuratus demostrd su potencial regenerativo in vitro. Si bien éste fue
practicamente nulo via organogénesis, la ruta mas factible para su propagacion in
vitro puede ser la embriogénesis somatica, una vez que se logre su germinacion y

establecimiento ex vitro.
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ANEXO |
Ariocarpus fissuratus (Engelmann) Schumann, 1984 (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada,

1991)

Plantas que se elevan escasamente de la superficie del suelo, subglobosas, con el apice
aplanado o algo convexo, hasta de 15 cm de diametro; de color verde grisaceo o verde
pardusco. Tubérculos imbricados, grandes, triangulares, de 20 a 30 mm de anchura en la
base, con la punta mas o menos redondeada hasta aguda y la superficie aplanada o algo
convexa, con fisuras numerosas, irregulares, con un surco longitudinal, lanoso, de 10 a 15
mm de longitud y 3 a 4 mm de anchura. Aréola florifera en la base del surco areolar. Flores
brotando de la region florifera basal del surco de los tubérculos jovenes del apice, de 3 a 4
cm de didmetro, de color blanco hasta purpureo. Fruto ovoide, de color verde palido, de 10

mm de longitud. Semillas tuberculado-rugosas, negras.

e Clasificacion taxondémica (Guzman et al., 2007)
Reino Plantae Haeckel, 1866

Division Magnoliophyta Cronquist, Takht. & Zimmerm., 1966
Clase Magnoliopsida Cronquist, Takht. & Zimmerm., 1966
Orden Caryophyllales
Familia Cactaceae Juss., 1789
Subfamilia Cactoideae Eaton, 1836
Género Ariocarpus Scheidw., 1838
Especie Ariocarpus fissuratus (Engelmann) K. Schumann, 1894
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ANEXO Il
Medio de Cultivo Murashige y Skoog (MS), 1962.

COMPONENTES mgL™*?

Macronutrientes

NH4NO3 1650
KNO3 1900
MgSO04-7H20 370
KH2PO4 170
CaClz2H20 440

Micronutrientes

KI 0.83
H3BOs 6.2
MnSO4-4H20 22.3
ZnS04-7H20 8.6
NazMo04-2H20 0.25
CuS04-5H:20 0.025
CoCl2-6H20 0.025
FE-EDTA
Na2-EDTA 37.3
FeS04-7H20 27.8

Compuestos organicos

Myo-Inositol 100
Acido nicotinico 0.5
Piridoxina-HCI (Bs) 0.5
Tiamina-HCI (B1) 0.1
Glicina 20

Fuente de carbono
Sacarosa 30 gL

pH 5.7-5.8
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