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RESUMEN

Los cactos requieren métodos alternativos de propagacidn
puesto que en condiciones naturales son de crecimiento lento.
En los Gltimos afios el cultivo im vitro se ha reconocido como

una herramienta muy Gtil para la propagacién de cacticeas.

El objetivo del presente trabajo fue determinar la técnica
de desinfestacion mias adecuada para el establecimiento
aséptico de semillas de Asfrophytum capricorne, asi como 1la
determinacién del medio de cultivo mi&s adecuado para la

proliferaci6én de brotes in viftro de esta especie.

Los tratamientos de desinfestacién a los que fueron
sometidas 1las semillas fueron: NaOCl al 20% v/v, por 10
minutos, HgClz al 0.1% por 5 minutos, Hz20z al 20% v/v par 5
minutos y Hz0 (bidestilada) por 10 minutos. Estos agentes

desinfestantes fueron comparados con y sin vacio.

El andlisis de varianza mostr6 que el mejor tratamiento de
desinfestaci6n para las semillas de Astrophytum capricorne fue

el NaOCl (@.2%) con y sin vacio.

Con respecto a la micropropagacién, se utilizaron varios

medios de cultivo para las diversas fases de esta técnica, para

III



la etapa de induccién se untilizdé el medio MS adicionado con
NaHzPO, 170 mgl—*, BAP 3.0 mgl—*, NAA 1.0 mgi—-*, 30 gl—*
sacarosa y agar—-gel al 5% 5gl-*. Este medio se considerd
efectivo para esta etapa ya que se presentaron brotes apicales

en éste medio a las dos semanas de la siembra del inédculo,

En la etapa de proliferaci6én de brotes se procedié a
utilizar dos medios de cultivo : con 1 citocinina (BAP) y con
2 citocininas (BAP Yy cinetina). Obteniéndose diferencia
significativa para la variable nimero de brotes. EI medio con
las dos citocininas después de 12 semanas de sembrado el

in6culo resulté con un mayor nimero de brotes.

Los brotes obtenidos a partir del medio de proliferacién
2 citocininas fueron sometidos a diversos tratamientos para la
etapa de enraizamiento; los tratamientos consistieron en
utilizar el medio basico MS sin reguladores de crecimiento en
su concentracién original asi como al 50% de su concentracién
y por Gltimo el medio MS adicionado con 1.0 mgl—* IBA, 30 gl—*

sacarosa y 5.0 gl—* de agar—-gel.

Los tratamientos no mostraron ser efectivos para la etapa

de enraizamiento a las 12 semanas de la siembra.

Iv



INTRODUCCION

La familia cactdceae es una de las mids saqueadas Yy
destruidas en México, debido a las colectas exhaustivas de que

han sido objeto.

Los cactos tradicionalmente son propagados a partir de
semillas o cortes, en estos casos las pldntulas tienden a ser
de 1lento crecimiento y susceptibles a pudriciones. En
contraste, el desarrollo de brotes, in vitro puede ser muy
rapido, comparados con las plidntulas obtenidas por métodos

tradicionales.

Aunque la conservacién del habitat serd siempre 1o mAas
critico en el mantenimiento del maximo nivel de diversidad
vegetal, las técnicas ia vitro pueden proveer métodos
aiternativos para propagar y conservar tejidos de plantas
amenazadas o0 en peligro de extincién (Pence 1991). A esta
categoria pertenece Asirophytum capricorne la cual es una
especie que se encuentra incluida en la lista de especies
raras, amenazadas o en peligro de extinciémn (Vovides, 1981).

Por lo anterior los objetivos del presente trabajo fueron
determinar la técnica de desinfestacién mas adecuada para el
establecimiento aséptico de Astrophytum capricorne. Asi como
el medio de cultivo mis adecuado para la micropropagacién de

Astrophytum capricorne.



REVISION DE LITERATURA
2.1 Generalidades de las CactAceas

Las cactdceas, son autéctonas del continente Americano en
donde se encuentran distribuidas la mayor cantidad de especies.
Para conocerlas es necesario recorrer los escenarios en que
crecen; asi se podrian apreciar, por ejemplo, las fantidsticas
asociaciones de los gigantescos drganos, candelabros, tataches
y saguaros, la gran variedad de nopales y pitayos, las grandes
biznagas de magnificas flores y los legendarios peyotes que,

por sus extrafias formas maAs parecen piedras que vegetales.

Si estas plantas sorprenden por las formas extraordinarias
de sus tallos y hermosura de sus flores, interesan también por
la anatomia de sus estructuras y las modalidades de =su
fisiologia, indicadora ambas de su admirable adaptacidén a Ila

sequia.

Estas han jugado un papel muy importante en 1la formacién
y culturizacién de grupos étnicos. En la actualidad siguen
estando presentes en las actividades de comunidades aisladas,
rurales y suburbanas; se encuentran en parte de su alimentacién
{nopales, tunas, biznagas,etc.), ademds de ntilizarse como
forraje, remedios caseros, combustibles y elementos de

construcciédn, por ejemplo el cercado de sus viviendas. Por otra
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parte, se han caracterizado diversos compuestos quimicos entre
los cuales estan algunos muy importantes como 1os
carbohidratos, almidén, celulosa, ceras, aceites, resinas,
latex, vitaminas y alcaloides . Siendo estos Gltimos de gran

beneficio en los tratamientos de ciertas dolencias cardiacas.

México, por sus condiciones de 1latitud, topografia ¥y
clima, es el pais que alberga posiblemente, la mayor cantidad

de especies de cactdceas (Bravo — Hollis 1989).

Indudablemente, México es un punto de maximo interés para
la adquisicion de ejemplares silvestres. Nuestro pais contiene
una flora cactolégica muy rica: 66 géneros y alrededor de 734
especies; de éstas, 687 son endémicas, es decir tGnicas del

territorio nacional.

La anterior condicién ha provocado el continno sagqueo ¥y
contrabando de este recurso natural, a pesar del decreto
presidencial de 1940, que prohibe 1la colecta de especies

silvestres con fines comerciales.

Este sagqueo, aunado a la drastica destruccién del habitat,
son las dos principales razones por los cuales 30 especies de
cactiaceas mexicanas se encuentran en inminente peligro de

extincién; y muchas otras estdn amenazadas. Por 1o tanto es
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necesario encontrar métodos alternativos para su propagacién y

mantenimiento (Sanchez 1990).

2.2 Clasificacién de la Especie.

Familia: Cactécea

Tribu: Cereeae

Subtribu: Echinocactanae
Genero: Astrophytum

Especie: capricorne

2.3 Descripcién de l1a Especie.

Astrophytum capricorne (Dietrich). Plantas simples
subglobosas 0 algo cilindricas hasta mds de 25 cm de altura;
provistas de escamas, filosas, blancas; costillas de 7T a 8,
altas y agudas; aréolas separadas entre si de 2 a 3 cm;
circulares y lanosas. Espinas de § a 10 cm aplanadas,
flexibles, papiriceas, pungentes, de 3 a 7 cm de longitud de
color café, 1las cercanas al A4pice se doblan sobre el
cubriéndolo, las viejas caen., Las flores son de 1 a 7 cm de
longitud ampliamente dispersas cuando estidn en floracifn; los
segmentos del pigmento exterior son rojizos, pasando
gradualmente hacia un ceolor amarillo 1imén, los segmentos del

perianto interior de color naranja en la base espatulados,



S
agudos en el 4pice, enteros o mids o0 menos dentados numerosos
estambres unidos en toda la superficie interna del tubo floral
estilo delgado de color crema; los I16culos del estigma
lineales, algo espaciados de § a 9 de color crema. Fruto
indehiscente semillas que miden de 2 a S mm de longitud y son

brillantes (Britton y Rose 1963; Saucedo, 1985).

2.4 Importancia del Cultivo de Tejidos Vegetales.

Desde hace aproximadamente 120 afios en las
investigaciones de fisiologia vegetal se ha utilizado 1la
técnica de cultivao de tejidos, 6rganos y células vegetales, que
consiste en cultivar en medios nutritivos adecuados y en forma
aséptica, 4dpices de raiz y tallo, primordios de hoja, segmentos
de 6rganos de tallo y hoja y algunas veces ovarios, 6vulos,

anteras y polen (Street, citado por Navarro y Vera, 1988).

Actualmente el cultivo In vitro es reconocido como una
herramienta en Jlas préicticas horticolas y es un método
importante para 1a propagacién de un amplio rango de plantas
ornamentales de las cuales las orquideas, plantas de interior
y rododendros son ejemplos notables. (Evans 1989; Fay y Gratton
1991). Aunque la propagacién vegetativa de plantas ha sido
practicada por siglos, han sido introducidas muchas mejoras a

los métodos convencionales, la aplicacién de las técnicas de
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cultivo de tejidos se ha expandido considerablemente tanto por

su utilidad y potencialidad.

El uso ventajoso de la micropropagacién radica en 1la
rapida produccién de grandes cantidades de plantas con un

minimo de material vegetal (Hussey 1986).

LLas principales etapas de 1la micropagacién son la
desinfestaci6n superficial del explante, 1a iniciacién del

cultivo, la proliferacif6n, enraizamiento y aclimataciébn.

La desinfestaci6én normalmente se 1logra sumergiendo el
explante en soluciones de hipoclorito de sodio con un agente
humectante o detergente para mejorar el contacto entre el
explante ¥y el desinfestante. El perodxido de hidrégeno y el
cloruro mercurico son otros agentes desinfestantes que han sido

usados.

Después de 1la desinfestacién, el tejido vegetal es
colocado sobre un medio nutritivo, normalmente solidificado con
agar; por lo general todos los medios contienen sales minerales
(Macronutrimentos y Micronutrimentos) y algunos compuestos

orgidnicos incluyendo vitaminas y azidcares.
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La respuesta del tejido a un medio depende
predominantemente de los reguladores de crecimiento vegetales
incluidos en el medio. Por 1lo regular son utilizadas las
citocininas y auxinas. Las citocininas se utilizan para romper
el reposo de las yemas laterales. Las mads utilizadas son BAP,
Zeatina, Cinetina y 2iP en 1la micropropagacion.
Las auxinas son utilizadas para la induccién ya sea de

callo o raiz.

Con el rompimiento del reposo las citocininas dan lugar a
que los cultivos puedan producir potencialmente muchos brotes

de un solo explante original.

Cuando el nfimero de brotes requerido se ha alcanzado a
través de 1l1a proliferacién, 1los brotes individuales son
cortados y transferidos a un medio que contenga ya Sea una
auxina o bien sin reguladores de crecimiento (Fay y Gratton

1991).

2.5 Importancia del Cultivo de Teiidos vegetales en Cacticeas.

Las cactidceas requieren de métodos de propagacion
alternativos ya que su desarrollo es extremadamente lento en
condiciones naturales (Harrington, citado por Corona y Yafiez,

1983).
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El mantenimiento de colecciones de plantas suculentas
puede ser problemdtico, puesto que muchas de estas especies son
muy susceptibles a pudriciones causadas por bacterias y hongos.
Puesto que los cactos normalmente son propagados por semillas
o cortes, la aplicacién de las técnicas de cultivo de tejidos
a los miembros de las cactéiceas podria eliminar el
mantenimiento de grandes nilmeros de plantas madre. Asi como el
lento crecimiento de este tipo de plantas (Johnson y Emino,

1979; Ault y Blackmon 1987).

Los métodos de propagacidén In vitro para cactidceas han
sido desarrollados en los jardines reales de Kew en los filtimos
10 afios y se ha demostrado la utilidad de estas técnicas en
contrarrestar esos problemas (Gratton y Fay, 19990; Fay ¥

Gratton 1992).

El desarrollo de tales métodos de propagacidén ademis
podria ayudar grandemente en la conservacién y diseminacidn de
especies amenazadas o en peligro de extincién. Puesto que miles
de plantas pueden ser producidas a partir de pequefios
fragmentos de tejidos obtenidos de plantas donadoras. (Mauseth

1977).

A pesar del valor ecolf6gico y ornamental de las cacticeas

(Narayanaswamy 1977) comenta que esos grupos han recibido poca



atencidén con respecto al cultivo de tejidos vegetales.

Aunque las técnicas de cultivo de tejidos en cacticeas se
han uvutilizado para fines mas tefricos como por ejemplo procesos
de diferenciacio6n y morfogénesis; tambiém han sido utilizados
en la practica de la micropropagacién a pesar gque es una
técnica no utilizada ampliamente debido a la dificultad que
representa el aislamiento y esterilizacidén superficial del
material vegetal. Esto es debido probablemente a la estructura
de Ia planta, el drea meristemidtica estd incluida en el tejido
de las aredlas y la remocién de las espinas puede daflar este

tejido o dejarlo expuesto y dafiarlo con el desinfestante.

La esterilizacién del explante es un prerequisito para el
éxito en cultivo de tejidos pero la estructura de la mayoria
de las especie. hace dificil lograr explantes asépticos ya que
las infecciones andégenas pueden estar presentes en algunos
cactos, 1lo cual podria explicar la pérdida completa de los
explantes. Sin embargo, una vez resueltos estos problemas es
indudable que el cultivo in vitro puede tener gran aplicacién
en la micropropagacidéotn asi como la biosintesis de productos
secundarios de cactidceas (Gratton y Fay 1998, Havel y Kolar

1983).

Con lo anterior se podria lograr producir clones de

plantas y distraer 1la atencién del colector encaminado a no
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hacer viajes a las zonas afectadas y de esta forma ayudar a
evitar la sobrecolecta indiscriminada de éstas plantas en su
lugar de origen. Los cuales podrdn seguir cumpliendo de esta
manera con sus funciones de retencion de suelo y agua y evitar
la desertificacidon. (Harrington; citado por Corona y Yanez,

1983).

2.6 Cultivo In vitro en Cacticeas.

Entre las familias de plantas suculentas las cacticeas se
han estudiado para la induccién de callo, micropropagacién o
para el estudio de biosintesis de alcaloides. (Fay y Gratton

1991) .

Uno de los primeros estudios sobre cultivo de tejidos de
cactos es el consignado por (King 1957), gquien evaludé 1la
formacién de callo a partir de raiz, tallo, hojas, estambres,
pistilos y 6vulos. Asi mismo (Mauseth y Halperin 1976) llevaron
a cabo investigaciones gque consistieron en el estudio de la
morfogénesis de cactos a partir de callos; por otra parte
Steinhart citado por (Clayton 1987) evaludé biosintesis de
alcaloides en cultivos de callo de Trichocereus spachianus.

Sin embargo el primer investigador en sugerir la utilidad
del cultivo de tejidos como una herramienta de micropropagacidn

para cactos fue (Mauseth 1977) quien menciona que tales métodos
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de propagacién podrian ser de gran ayuda en la conservacién y
diseminaci6én de especies raras y amenazadas. A las cuales
pertenecen las cactiAceas 1l1las cuales han sido saqueadas ¥y
destruidas en México debido a las colectas exhaustivas ques han

sido objeto (Sanchez y Galindo 1989).

.Los requerimientos para el establecimiento y
micropropagaciGn varian entre las cacticeas desde la iniciacién

del cultivo hasta el mantenimiento (Havel y Kolar 1983).

Lo anterior se hizo evidente en las investigaciones de
(Johnson y Emino 1979) quienes trabajando con diversas especies
de cacticeas, obtuvieron resultados wvariables, en general
mencionan que se obtuvo buena proliferacién de callo e
iniciacién de raices en la mayoria de los culftivos. Sin embargo
algunas especies solamente respondieron formando callos
pequefios e incluso ofras no respondieron. Esos resultados
sugieren que cada especie puede requerir una relacién
especifica y Gnica de auxinas y citocininas para ciertas
respuestas; de igual manera, {(Mauseth 1977) observd gque con
varias combinaciones de BAP y NAA se estimulaba el crecimiento
de callo en cactidceas, produciéndose ocasionalmente raices pero
sin diferenciacién de brotes o embrioides.

La diferencia en 1la respuesta puede ser debida también al

tipo de explante utilizado.
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Johnson y Emino 1979 mencionan que a pesar que brotaron
muchos explantes, 1los gque respondieron mads al cultivo fueron
los tubérculos los cuales son andlogos a la base de las hojas
de la mayoria de 1las angiospermas. Por lo tanto para 1la
micropropagacién los explantes mids comunes son los brotes y

yemas laterales seglin (Fay y Gratton 1991).

Desde el punto de vista de 1a estabilidad genética, un
método relevante es la propagacién de plantas por medio de la
estimulacién del desarrollo in vitro de las yemas laterales.
Esta positbpilidad ha sido sefialado por Mauseth y Halperin 1976
gquienes obtuvieron crecimiento de Opuntia polyacantha a partir

de las yemas axilares (areolas) en un medio con BAP.

Asi mismo Vyskot y Jara 1984 utilizando brotes
desinfestados que contenian areolas o mamilas obtuvieron
después de 1 6 2 semanas la proliferacién de callo el cual se
inicié sobre 1las superficies cortadas; observaron que 1la
intensidad de 1la induc¢cién de callo fue proporcional a 1la
concentraci6én de reguladores de crecimiento en el medio de
cultivo. Ademds en el caso de las porciones que presentaban
areolas, observaron la produccién de brotes en Mammillaria
carmenae Yy M. prolifera después de 5 semanas en cultivo. Lo
cual consideran que ocurrié a partir de los meristemos en

reposo; observaron también resultados positivos a partir de
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fragmentos de costillas con areolas de Trichocereus spachianus
y Astrophytum myriostigma. Después de 4 semanas (sin
subcultivar) nuevos brotes empezaron a crecer directamente a
partir de las areclas. Estos resultados muestran la posibilidad
de l1a multiplicacidén clonal de cactos en gran escala por medio

de las yemas axilares in vitro.

Asi mismo Starling 1985, consigné la micropropagacidén de
Leuchtenbergia principis en donde encontré que l1a produccién de
brotes axilares se favorecid mas que la produccién de brotes
adventicios a partir de callo. El1 explante que utilizé fueron
epicotilos de pléntulas de 6 semanas de edad germinadas
asépticamente y la mejor proliferacién de brotes se observé en
un medio con 10 mgl—* de BAP y 0.1 mgl—* NAA. En este estudio
se obtuvo un promedio de 25 brotes que fueron producidos de un
brote apical en 6 meses; Asi que tedéricamente es posible

producir 300,000 brotes a partir de una plantula en 2 afios.

Por otra parte Ault y Blackmon 1985 trabajando con S
especies de cactos y utilizando brotes obtenidos a partir de
plantulas desarrolladas inm vitro, encontraron que la adicién de
1 mgl—* de NAA y 10 mgl—?* de citocinina al medio MS resulté una
proliferacién axilar de brotes en Echinocereus pectinatus var.
neamexicanus, Ferocactus covillei, vy F. wislizenli. sin embargo

no obtuvieron proliferacién de brotes en Echinocactus uncinatus
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y mammillaria gummifera.

Estos mismos investigadores 1987 consignan un sistema para
la induccién, proliferacifn y enraizamiento in vitro de
Ferocactus acanthides en donde obtuvieron 1os explantes
primarios , cortando la porcién de cada pldntula por arriba de
los 16bulos cotiledonares después de 2 a 5 semanas de
crecimiento . Sembraron los explantes en el medio MS adicionado
con 46.5 MM de cinetina y 5.4 MM de NAA en donde se exhibié
primeramente crecimiento de callo en la superficie del corte y
crecimiento de las yemas axilares en la mayoria de las areolas

después de 4 a 6 semanas.

Posteriormente los explantes con brotes axilares mayores
4 5 mm de altura fueron subcultivados después de 6 a 15 semanas
y comprobaron la habilidad para 1la proliferaci6n de brotes
puesto que no hubo disminuciédn de los mismos a lo largo de los

subcultivos.

Los resultados anteriores muestran claramente 1la gran
capacidad de proliferacién de brotes in vitro, sin embargo 1la
concentracién 6ptima para su crecimiento debe ser determinado
puesto que en trabajos realizados por Lazarte y coloboradores
1982. se observ6é que diversas combinaciones de NAA y BAP tienen

efecto sobre el rompimiento ¥y crecimiento de las yemas; esto es
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los brotes que se desarrollaron en el medio de cultivo
conteniendo 10 mgl~—* de BAP y 1 mgl—* NAA presentaron menos
yemas y entrenudos mds cortos; sin embargo, el desarrollo

midximo de brotes se obtuvo con 1 mgl~® BAP y 9.1 mgl—* NAA.

Lo anterior es importante ya que los cultivos obtenidos de
brotes axilares es uno de los mejores sistemas in vitro para
propésitos de conservacién debido a la disminucién de riesgos
de variacién somaclonal (Larkin y Scowcroft 1981; y Krosgstrup

y Norgaard 1991).

011392



MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacibn

El presente trabajo se realizé en el 1laboratorio de
Biotecnologia Vegetal y el laboratorio de Anatomia y Fisiologia
Vepgetal de la Facultad de Agronomia de la Universidad Autédnoma
de Nuevo Ledén (FAUANL) durante el periodo comprendido de junio
de 1991 a abril de 1992. Este trabajo fue financiado por 1la
Facultad de Agronomia {(Centro de Investigacién Agropecuaria) y

el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT).

Los objetivos del trabajo consistieron en determinar el
tratamiento de desinfestaciobn mas adecuado para el
establecimiento aséptico de Astrophytum capricorne, asi como la
combinacién de reguladores de crecimiento O6ptima para 1la

proliferacién de brotes.

El material y equipo utilizado en el presente estudio se

enlistan en el cuadro 1.



17

‘1w 0007 £ 00§
9D UQIORJOJE 9D S3ovIIelN

‘Tw QET 9p Irjuvyul ojulWITE
9p OIJDPIA 9P sajuaidroay
[enuew Jopel1dy

‘TW 9001
£ 009 ‘00F ‘00f ‘00T ‘0S
:3p opejrdioaad ap sosep

“IW g0l 4 00S ‘0ST
19p JOASWUITJY SIVEJIJRN

"TW 0001 £ ‘005 ‘00Tl
‘05 9p sejlaq0ug

TJ39d sere)

VIJIIRISTID

eojIleW evi39Yy

ousJsrjsarjod ap sedel
ousjrjarrod ap sesiog
oruiwnie £ oJ)[1J ‘9juUedds [aded
sejogey)d

sejanbrjy

uopodiy

sesen

sel9z1id

seinjedsyg

safJnisig

UQIOJDaSIP ap Sezuld

uasung ap SOJIYIIN
0o2133udew Jopej:rdy

(forsux) oporsadojoj [9p Jopeinday
0J}9WOWID ],

0J33WQIoUI}0g

uorsaad ap ®IJO n dAe[d0INY
BOIJRPWIIDOTIq eJRWR)

JeUTIWR OfNIJ op euedue)
vInysy

SePUOOJII IW~OUJIOY
JopeJadiagay

vIJRjRURIE evZURIeg
vOIjIleuw RZUR]YY

Jejuswnaisur @ odinby

"2uI0012dvs wnyfydoa)sy 9p uoroededoadoaoiw £ ugIOEBISIJUISAD

8P S®OTUOP] ‘OjUBWIISAXd 9 UD OPERII[IIN [ejusunJjsur o odinba ‘sajerdajel :i oJpen)




18

RUIUSPR 9P O3eJINS

BUIISULD
0273)9O0RIX0UJOJOIII(~P‘Z OPIIY
(VYN) 001330%ueB[®}JeN OPIOY
(dvd) eurand ourtwy J[Iousg
0JUQIWIDSJID P soJopeInday

(9

0OIUL)ODIU" Y
RUTWRIL T,
SBUTWRITA (P

€og©H
O®HT " “OON=®eN
OTH9 ° ®IDO)
O%HS * *OSnD
OFHL * ¥OSuZ
O%Hr ° *OSUN
O%HL * "OS3K

SOJUSWIJJNUOSOIN (2

OFHL * *0S9d

O®HT * *10%D

YOd=HA

“ONA

€ON"HN
SOJUSWIIINNOIOCH (g

@Z-U3omM]
(S0%H) eprusdixo endy
(Z1D2H) O1JNDJS9W IP OJNJIOIOIY
(oIpos @p o3j1JoId0diH) XdIevJOID
93uadgajlaq
%0L 1% OOI[I39 JOYOITY
(0OINJOSQY) OOI[F33 JOYOIIY
S9JUBISIJUISIP SIJULByY (e

soo1wInb sojssndwo)

*1 OoJpend (9P UQIDBRAUTIIUO)D



19

3.2 Técnicas de Desinfestacion.

Se procedié a seleccionar dGnicamente semillas que
presentaban membrana, una vez seleccionadas se colocaromn en

gasas separando 40 semillas para cada tratamiento.

Con el propésito de obtener explantes en condiciones
asépticas, las semillas se sometieron primeramente a un
tratamiento de predesinfestacién, el cual consistidé en eliminar
el exceso de contaminantes con detergente y agua de la llave
por un tiempo de 5 minutos; ademas de 6 enjuagues consecutivos
con agua bidestilada. Asi mismo, se utilizdé alcohel etilico
como agente predesinfestante en todos 1los tratamientos,

permaneciendo las semillas en éste por un minuto.

Posteriormente las semillas se colocaron en diversos
agentes desinfestantes: para el NaOCl se utilizé (blanqueador
comercial) cuya presentacidén es del 6% de ingrediente activo y
se prepard una solucién del 20% v/v; HgCl> al 0.1%
procediéndose a pesar 100 mg del reactivo y aforando a 1090 ml
con agua bidestilada; H20z utilizando peréxido de hidrégeno de
11 voldmenes, con el cual se prepardé una solucién al 20% v/v;

se utiliz6 agua bidestilada como testigo.
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Los tratamientos a los que fueron sometidas las semillas

Se enlistan a continuacidén.

Agente Concentracion Tiempo de
desinfestante exposicién
1.- Agua sin vacio 19 min
2.- NaoCl sin vacio 20.0% 10 min
3.- HgCl: sin vacio @.1% S min
4.- Hz0; sin vacio 20.0% S min
§.—~ Agua con vacio 1@ min
6.—~ NaoCl con vacio 20.0% 12 min
7.- HgClz con vacio @.1% 5 min
8.- H=20z con vacio 20.0% 5 min

A cada tratamiento se le agregaron 2 gotas de tween 20 por
cada 100 ml de solucién con el propésito de obtener una mejor

penetracidn del agente desinfestante.

La diferencia de los tratamientos sin y con vacio radicé
en someter las semillas en el segundo de los casos a los
diversos agentes desinfestantes a una bomba de vacio, estos se
colocaron en matraces kitasato conectados a una bomba de agua

POor 3 min.
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Una vez transcurrido el tiempo del tratamiento de 1la
semilla con cada agente desinfestante, en la campana de flujo
laminar se realizaron 3 enjuagues con agua bidestilada
esterilizada con el objeto de eliminar el exceso de
desinfestante. Por Gltimo, se procedid a 1la siembra de 1las
semillas en recipientes de alimentos infantiles de 130 ml gque

contenian como sustrato 25 ml! de agar-gel al 0.5% (5g.1-* ).

Se consideré cada recipiente con 5§ semillas como unidad
experimental. Los tratamientos caonstaron de 8 repeticiones los
cuales fueron distribuidos en un arreglo completamente al azar
en una camara bioclimatica a una temperatura de 25 <C+2 con

fotoperiodo de 16 horas Juz y 8 de obscuridad.

El modelo estadistico utilizado fue el del disefio

completamente al azar con arreglo factorial:

Yisw= M + Ay +B5 + (AB);; +E; 5

en donde: Yisw = 1ix. €sima observacion de 1la variable
dependiente

A; = efecto del ;-ésimo Agente desinfestante
By, = con y sin vacio
(AB)i3; = interaccié6n entre tratamiento i1 ¥ nivel

de vacio



Eisx = error experimental de l1a i5x — €sima
observacidn.

En cada unidad experimental se obtuvo el % de semillas
contaminadas. Para hacer el andlisis de varianza el % se
transformé utilizando la transformacién angular: arcoseno de la

raiz cuadrada del porcentaje (Snedecor y Cochran, 1971).
3.3 Etapa de Induccibn.

3.3.1 Medio de Cultivo.

Con 1las pléantulas asépticas obtenidas se procedid a
efectuar la etapa de induccién, para 1o cual se utilizd el
medio de Murashige - Skoog (1962) el cual consta de los

siguientes macro y micronutrimentos.

MACRONUTRIMENTOS (mgl—2>
NH.NOa 1650
KNO»> 1900
CaClz.2H=0 440
MgSoa . TH=0 370
KH=PO., 170
(NH4) 2S04

NaHzPO4.Hz0O



23

MICRONUTRIMENTOS

KL ©.83
HsBOs 6.2
MnSO4.4H=0 22.3
MnS04,.Hz0

ZnS0, . TH20 8.6
Na>MoO4.2H20 9.25
CuS04.5H=0 ¢.025
CoCl>.6H=z0 @.625
Na=z.EDTA 37.3
FeSO,.TH=0 27.8

3.3.1.1 Preparaciftin de Soluciones Concentradas.
Con el objeto de obtener mayor precisiétn en 1los
nutrimentos enlistados se procedié a 1la elaboracién de las

gsiguientes soluciones concentradas.

SOLUCION A.- CaCl=z.H=0, 22.0g 1000x aforado a 50 ml
B.- KNOs3, 1.9gl1~2 se pesan y sSe agregan
NH4NOa, 1.65g1—* directo al medio
SOLUCION C.- KL, .0415g 1000x aforado a 50 ml

CoCl=.6H.0, .00125g

SOLUCION D.- KH=PO4, 3.4g 400x aforado a 50 ml
H>BOs, 0.124g
Na;MoOa . 2ZH=0 . 9. 005g

SOLUCION E.- MgSO4.7H=20, T.4g 400x aforado a 50 ml
MnSO..4H=0, 0.44g
ZnS04.7TH=0, 0.172g
CuS04.5H=0, 0.050g
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SOLUCION F.- F25S04.7H20, ©.557g 200x aforado a 100 ml
Naz= EDTA, ©.745g

Lo anteriormente sefialado constituye el medio basico
puesto que se enumeran 1los macro ¥ micronutrimentos, =sin
embargo en un medio de cultivo deben incluirse componentes
orgidnicos, para lo cual se elaboraron soluciones concentradas

de vitaminas y reguladores de crecimiento.

A la solucién de "vitaminas"™ se le asigndé la letra G y se
prepard afiadiendo 3 vitaminas y un aminoicido en las siguientes

proporciones aforando a 258 ml.

Ac. micotinico 0.0025¢g
Piridoxina - HCI1 90.0025g
Tiamina — HCI1 @.025¢g
Glicina 0.01g

Los reguladores de crecimiento utilizados fueron la
citocinina, BAP (Bencil Amino Purina) y 1la auxina NAA (Acido

Naftalenacético).

Para la preparacién del BAP se utilizdé como solvente HCI1

iIN y para la aunxina se utilizé NaOH 1IN.
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3.3.1.2 Elaboracién del Medio de Cultivo.

La micropropagacién invalucra una serie de fases, para las
cuales es necesaria la elaboracion de diversos medios de
cultivo, a continuwacién se menciona lIa metodologia para 1la

preparacidon del medio de induccién.

3.3.2 Medio de Induccién.

Con 1las soluciones concentradas se procedié a la

preparacion de 1 litro de medio.

Los constituyentes se agregaron en el siguiente orden:

1.- Solucién A 1 ml
2.~ Pesar B KNO> 1.9g
NH,NOa 1.65¢g
3.- Solucidn C 1 ml
4.- Solucidédn D 2.5 ml
5.—- Solucién E 2.5 ml
6.— Solucién F 5.0 ml
T.— Solucién G 10.006 ml
8.- Pesar BAP 3.0 mg
NAA 1.0 mg
9.—- Pesar Mioinositol @.1 g
NaHzPOa 170 mg

10.—- Sacarosa 30 g
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Una vez efectuado lo anterior se aforo a un volumen de 950
ml, ajustando posteriormente el pH con un potencidmetro
utilizédndose NaOH al @.1N 6 HCl al @.1N seglin el caso para
estandarizar el pH deseado a §.5. Una vez calibrado el pH, el
medio se aforo a 1000 ml y posteriormente se le agregd S5g.1—*
de agar-gel colocédndose en un microondas a fundir por un
tiempo de § a 7 minutos. El medio de cultivo fue dosificado en
25 ml x unidad en recipientes de vidrio de 130 ml de capacidad.
Se cubrieron con tapas de polipropileno. Los recipientes con el
medio de cultivo se esterilizaron en una autoclave a una
temperatura de 121 <=C por 15 minutos. En este medio se

colocaron las plantulas que germinaron en el substrato de agar-

gel.

Las plantulas fueron seccionadas utilizadndose dnicamente
el brote para la etapa de induccién. En este medio

permanecieron 6 semanas.

3.4 Etapa de Proliferaci6n de Brotes

3.4.1 Medios de Cultivo para la Proliferacifn de Brotes.

Para la etapa de proliferacidon de brotes se evaluaron dos

medios de cultivo en los que varié principalmente el contenido

y proporcién de los reguladores de crecimiento y vitaminas
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puesto que el medio badsico utilizado fue el de Murashige Yy

Skoog (1962).

En esta fase no se considerd la utilizaci6n de un medio de
cultivo sin reguladores de crecimiento ya que estudios previos
(CArdenas y col, 1991,a,b) han demostrado 1la ausencia de

respuesta bajo estas condiciones.

Los tratamientos consistieron en agregar al medio de
cultivo una citocinima (BAP) o dos citocininas (BAP y cinetina)
a los cuales se 1les denominé medio 1CK y- medio 2CK

respectivamente.

Los medios 1CK, y 2CK incluyen ademas del medio basico. en

mg.l- .
1CK 2CK

Cinetina 0.1
BAP 5.0 0.2
NAA 0.1

NaH=POa 170.0

Tiamina.HC1 0.4 1.0
Piridoxina.HCI @e.5
Ac. Nicotinico 2.5
Sacarosa 30000.0 30000.0

Agar-gel 5000.0 5000.0
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El procedimiento para 1la elaboracidon de los medios de
cultivo fue siguiendo 1la metodologia ya descrita para el medio

de induccién hasta la esterilizacién.

Una vez preparados los mediaos de cultivo, se procedi6 a
realizar el subcultivo del material obtenido en el medio de
inducciéon; esto es, in6culos de 1.5 cm de 1longitud fueron

seccionados en la campana de flujo laminar y caoalocados en ambos

medios.

Cada tratamiento consté de 8 repeticiones las cuales
fueron distribuidas en un arreglo completamente al azar en una
cidmara bioclimatica a 25 =C y 16 h de fotoperiodo; en éstas
condiciones los cultivos permanecieron 12 semanas,

transcurridas éstas se evalud el namero de brotes.

Con el propésito de corroborar 1a capacidad del medio de
cultivo con dos citocininas para la proliferaci6én de brotes,
se efectué un segundo subcultivo a partir del crecimiento

obtenido en ambos medios.

En esta fase los cultivos permanecieron en las mismas
condiciones durante 12 semanas en el medio con 2CK, donde una
vez transcurrido el periodo se realizdé 1la segunda evaluacién

del nidmero de brotes.
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3.5 Etapa de Enraizamiento.

3.5.1 Medios de Enraizamiento

Para esta etapa se procedié a seguir la metodologia citada
por Ault y Blackmon (1987). Los brotes axilares de 5 a 15 mm de
altura fueron cortados y subcultivados para el enraizamiento en
el medio MS (1962) sin adenina, BAP o NAA, utilizando 1 mgl—?
de IBA para promover 1la formacién de raices; asi mismo se
utilizd el medio MS al 50% de su concentracién.

En estos tratamientos los brotes permanecieron 12 semanas.

Cada tratamiento consté de 10 repeticiones.



RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Técnicas de Desinfestacién.

Contaminacidn. De los

cuatro tratamientos que se

utilizaron para evaluar la contaminaci6én de las muestras los

resultados mostraron un 19@ %X de contaminacién con y sin vacia

en los tratamientos H:03 y testigo; por lo anterior, éstos no

sa incluyeron en el andlisis estadistico. El1 porcentaje de

contaminacion se ilustra en el cuadro 2.

Cuadro 2.- Porciento de contaminacién de semillas de Astrophy-
tum capricorne sometidas a diversos agentes desin-——

festantes.

Agente desinfestante Porciento de contaminacidn
sin vacio con vacio

H=0 (bidestilada) 190% 100%

NaOCl 58% 43%

HgCl = 78% 65%

Hz0= 100% 100%

Una vez transformados los
sometieron a un andlisis de

continuacién (Cuadro 3).

porcentajes de contaminacién, se

varianza el cual se muestra a



Cuadro 3.~ Andlisis de varianza para la
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variable porciento de

contaminacién, en el experimento Técnicas de desin-
festacién y micropropagacién de Astrophytum capri—-—

corne.

F.V. G.L. S.C. C.M. F. P>F.
Agentes D. 1 2199.5078 2199.5078 5.9946 ¥ 0.020
Vacio 1 838.0546 838.5046 2.2841 N.S. ©0.1338
Interaccién 1 4.1640 4.1640 @.0113 N.S. 6.912
Error 28 10273.6250 366.9151
Total 31 13315.3515

C.V.= 35.2763%

N.S.= No significativo.
x =

Significativo.

El andlisis de varianza mostrdé diferencia significativa

entre los agentes desinfestantes sin embargo para el caso de la

interaccidén de factores asi como el procedimiento con y sin

vacio no se observé efecto significativo.

(Agentes

Cuadro 4 .- Comparacién de medias para el factor A
desinfestantes) en la variable porciento de conta-
minacién,

Niveles Medias
HgCl=> 62.58 A
NaOCl1 46 .00 B

Nivel de significancia= 0.05

DMS = 13.86



32

De acuerdo con los resultados obtenidos de la comparacién

de medias podemos concluir gque el tratamiento mas efectivo fue
el NaOCl, (Cuadro 4). Lo anterior coincide con lo mencionado
por Roca y Mroginski (1991), quienes mencionan que el NaOCl en
concentraciones del 1% a 3%X, es uno de los agentes mas Gtiles
como germicida, por lo que durante muchos aflos se ha utilizado
como esterilizante superficial en los tejidos vegetales porque
tiene la ventaja que se enjuaga mads facilmente y asi se

eliminan los residuos oxidantes indeseables.

Por otro lado, el bticloruro de mercurio (HgCiz) presentoé
un mayor porcentaje de contaminacién, 1o cual se puede atribuir
a l1a baja concentracidn del agente desinfestante, sin embargo
no es recomendable aumentar la concentracidédn, debido a que es
una sustancia altamente téxica y corrosiva ademds gue presenta
una mayor dificultad para removerlo mediante el enjuague (Roca

y Mroginski, 1991).

Las semillas tratadas con agua oxigenada (Hz:0z) mostraron
una contaminacién del 100%, igual que el testigo,
considerdndose por lo tanto que no resulta un agente

desinfestante efectivo para 1las semillas de Astrophytum

. L
capricorae.
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En general, se puede concluir que la técnica de
desinfestacién con NaOCl resultdé ser efectiva si consideramos
que frecuentemente los cactos son hospederos de patégenos
exggenos y enddégenos los cuales muchas veces no pueden ser

controlados por la desinfestacidn superficial (Johnson y Emino,

1979).

4.2 Etapa de Induccidn.

Para esta etapa el indculo que se utilizé6 fue el brote de
las plantulas asépticas, el cual ha sido utilizado con éxito
por varios investigadores (Starling, 1985; Ault y Blackmon,
1987), lo anterior es importante cuando las plantas propagadas

sirven para propé6sitos de conservacié6n (Fay y Gratton, 1991).

La respuesta del inéculo en el medio de induccién se
observd a las 2 semanas de la siembra (Ilustracién 1), donde se
hizo evidente la formacién de un callo incipiente sobre 1la
superficie del corte, lo anterior puede atribuirse a que varias
combinaciones de BAP y NAA estimulan el crecimiento de callo en
cactaceas (Mauseth, 1977). Los brotes apicales obtenidos de las
plantulas germinadas in vitro resultdéd ser un indéculo apropiado
para iniciar 1la micropropagacién en el medio de induccion,
puesto que ademis de observarse el crecimiento de callo, muchas

de las areolas gue presento el brote (13 en promedio) no
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mostraron desdiferenciacién, 1lo cual es favorable para 1la
siguiente etapa de la micropropagacién ya que se ha observado
que en las porciones que presentan areoclas se produce la

formaci6én de brotes (Vyskot y Jara, 1984).
4.3 Etapa de Proliferaci6n de Brotes.

Con el objetivo de determinar si existia diferencia en la
proliferacién de brotes a partir de los medios con citocininas
(BAP y BAP méds Cinetina) se evalud el nimero de brotes formados
a partir de ambos. El1 nimero de brotes obtenidos se presenta en

el cuadro 5.

Cuadro 5.— Nimero de brotes obtenidos a partir de los medio de
proliferaci6én a las 12 semanas de la siembra.

Repeticiones Medio 1 Medio 2
1 13 59
2 12 4
3 2 6
4 5 5
5 8 47
6 8 49
7 11 52
8 11 14




en la figura 1.
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lLas medias de las 8 repeticiones de ambos medios se presentan

El an&lisis de varianza para la variable nGamero de brotes

se muestra en el cuadro 6.

Cunadro 6.— Andlisis de varianza

para la

variable ntmero de

brotes de Astrophytum capricorne a las 12 semanas a

partir de la siembra.

F.V. G.L. S.C. C.M. F P>F
Tratamiento 1 1722.2500 1722.2500 5.7333F% 0.030
Error 14 4205 .5000 300.3928
Total 15 5927.7500

C.V. = 90.6240%
¥ = gignificativo
Cuadro 7.- Comparacién de medias para la variable nimero de

brotes de Astrophytum capricorne,

Tratamientos Medias

BAP y Cinetina 29.50 A

BAP 8.75 B
Nivel de significancia = 0.05

DMS = 18.58
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La comparacién de medias (Cuadro 7), muestra una mayor
eficiencia del medio con 2 citocininas para la diferenciacién
del nGmero de brotes. (Ilustracién 2) Lo anterior demuestra que
l1a respuesta morfogenética depende predominantemente de 1los
reguladores de crecimiento incluidos en el medio (Clayton,

1987; Fay y Gratton, 1991).

La diferencia en la respuesta puede atribuirse a gue el
medio 1 posee una combinacidén de auxina y citocinina , mientras
que el medio 2 incluye 2 c¢itocininas; normalmente en la
micropropagacién las citocininas se utilizan para romper el
reposo de las yemas laterales (Fay y Gratton, 1991); en
cacticeas, particularmente, se considera que el Area
meristemdtica estd incluida en el tejido de 1las areolas
{(Gratton y Fay, 1991), por lo gque es5 posible gne nuevos brotes
empiecen a crecer directamente de las areolas a partir de los
meristemos en reposo ( Vyskot y Jara, 1984). Por 1o anterior,
es evidente que la diferencia en el nGmero de brotes es debido

a la presencia de ambas citocininas.

Con el prop6sito de corroborar la eficiencia de éste
medio de cultivo para la proliferacién de brotes a partir de
las areolas, se realizé posteriormente el subcultivo de los
mismos, en el medio suplementado con las dos citocininas, esto

es, los brotes obtenidos de los medios 1CK y 2CK se sembraron
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en el medio 2CK fresco y a las 12 semanas de la siembra se
realizé la evaluaci6én del namero de brotes. A los tratamientos
se les denomind origen 1 y origen 2 dependiendo si provenian
del medio con 1 6 2 citocininas, respectivamente. Los
resultados se muestran a continuacién (Cuadro 8).

Cuadro 8.— Nimero de brotes de Astrophytum capricorne obteni-
dos a las 12 semanas de la siembra en el medio con

2 citocininas, utilizando brotes provenientes de la
primera evaluacién.

Brotes procedentes del
Repeticiones| Medio 1  Medio 2
1 106 125
2 51 39
3 54 82
4 76 59
s 96 87
6 50 227
7 22 130
8 48 128

El andlisis de varianza para la variable nGmero de brotes
en el medio con 2 citocininas (segunda evaluacifn) se muestra

en el cuadro 9.
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Cuadro 9.- Andlisis de varianza para la variable nhamero de
brotes de 1a segunda evaluacién, en el experimento
Técnicas de desinfestacién y micropropagacién de As
trophytum capricorne.

F.V. g-1. S.C. C.M. F. P>F.
Tratamientos 1 5662.5625 5662.5625 2.0592 N.S. 6.1171
Error 14 38497.8750 2749.8481
Total 15 44160.4375

C.V. = 57.7442%

N.S. = No significativo.

Como puede observarse, el andlisis de varianza no muestra
diferencia significativa para 1los tratamientos esto es, el
nimero de brotes obtenidos resulté estadisticamente igual,

independientemente del origen de los brotes.

Lo anterior puede atribuirse que una vez colocados 1los
brotes del origen 1 en el medio con alto contenido de
citocininas, el nGmero pudo incrementarse debido a que 1los
meristemos que permanecian parcialmente en reposo, fueron
inducidos a la diferenciaci6n. Esto ha sido observado también
en otras especies de cacticeas en donde se ha obtenido una
proliferaci6én de brotes entre las 6 a 15 semanas a partir de
los subcultivos (Ault y Blackmon, 1985, 1987), lo cual puede
explicarse a que con las citocininas se favorecié el

rompimiento del reposo de las yemas laterales.
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Lo sefialado anteriormente es importante debido a que en la
micropropagacién el nGmero de brotes es 1la variable méas
importante (Clayton,1987), puesto gque el uso ventajoso de la
micropropagacién radica en la rapida produccién de grandes
cantidades de plantas con un minimo de material vegetal
{Hussey, 1986), al grado de considerarse que en algunas
éactéceas como Leuchtenbergia principis es posible producir en
2 afios mas de 300,000 brotes a partir de una plantula (Starling

1985).

Los resultados claramente muestran las ventajas de 1la
micropropagacién por lo tanto, el desarrollo de estos métodos
de propagacién para cactos pudiera ayudar grandemente a la

conservacifon de especies amenazadas o en peligro de extincion.
4.4 Etapa de Enraizamiento.

Con respecto a la etapa de enraizamiento no se obtuvieron
respuestas favorables con los medios utilizados ya que con el
medio (MS) adicionado con 1.0 mgl~* IBA se necrosdé el 100% de
los brotes, mientras gque con el (MS) a la mitad de su

concentracion se presentd un 80% de brotes necrosados.

Solo en el medio MS sin reguladores de crecimiento, los

brotes se conservaron sin necrosis pero no hubo diferenciacién
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de raices a las 12 semanas de la siembra. Sin embargo,
posteriormente (después de 6 meses) se observé la formacién de

raices en algunos brotes.



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.
5.1 Conclusiones.

De acuerdo con los resultados obtenidos es posible
concluir:

1).- El mejor agente desinfestante para las semillas de
.Astrophytum capricorne resulto ser el NaOCl al 2X suministrado
con vacio ¥ sin v;cio.

2).- E1 medio de cultivo con dos citocininas (BAP Y
Cinetina) resulté ser mis efiqiente para 1la etapa de

proliferacién de brotes in vitro.
5.2 Recomendaciones

Al obtener resul tados positivos en ia etapa de
proliferaci6n es recomendable continuar con la siguiente etapa
de micropropagacién, esto es, la de enraizamiento, puesto que
un requisito para lograr la aclimatacién total es contar con

plantas donde se hayan diferenciado las rafces.

Por 1o anterior se sugiere continuar con los estudios para
la induccién de raices en los brotes obtenidos in viiro ya que
los mediogs de cultivo mencionados no resultaron ser efectivos
en el periodo donde normalmente se presentd la diferenciacioén.

As{ mismo es recomendable investigar la posibilidad de enraizar
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in vitro en diversos sustratos ( perlita, arena, suelo Yy
perlita) ya que observaciones realizadas con 1los brotes

obtenidos han mostrado que lo anterior es factible.
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