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RESUMEN

Turbinicarpus valdezianus es una cactacea amenazada que requiere protocolos
eficientes de micropropagacion para su conservacion. La optimizacion de las fases
de germinacion y multiplicacion es crucial para su propagacion a escala.

El objetivo fue evaluar el efecto de diferentes medios de cultivo y reguladores del
crecimiento en la germinacion y multiplicacion in vitro de Turbinicarpus valdezianus
para establecer un protocolo optimizado.

Se realizaron experimentos factoriales para evaluar: 1) Germinacion en diferentes
medios (Agar/Sacarosa vs. MS al 50 %) con y sin AG3z, analizada con regresion de
Cox y métricas de velocidad (T50, TMG, AUG); 2) Analizar las variables
morfolégicas post-germinacion (altura y longitud de raiz) mediante un ANOVA
factorial 2x2 para determinar los efectos de la concentracion y el tipo de regulador
3) Evaluar la multiplicacion de brotes bajo un disefio factorial 2x2 evaluando el
namero de brotes y altura de brotes por explante con ANOVA y pruebas post-hoc.

La germinacién fue alta (>95 %) y rapida (T50=14 dias) en todos los tratamientos
sin diferencias significativas (p > 0.05), indicando una alta viabilidad intrinseca de
las semillas en contrates, en la fase de post-germinacion, la combinacion medio MS
50% + AG; (T4) promovié el mayor desarrollo de plantulas (altura y longitud
radicular). Para la multiplicacién, se identificé una interaccion significativa (p > 0.01),
donde el tratamiento KIN + AIB a 2.5+0.25 mg-L™! (T3) produjo el mayor nimero de
brotes (8.36 + 2.45), siendo significativamente superior a las demas combinaciones.
La elongacién de brotes fue favorecida principalmente por el uso de bajas
concentraciones de reguladores.

En el cultivo in vitro la respuesta la respuesta morfogénica de Turbinicarpus
valdezianus depende de la fase especifica. Se establece un protocolo secuencial
optimizado: germinacion in vitro y crecimiento de vitroplantulas en medio MS 50% +
AGs3;, y para la etapa de multiplicacion un medio MS al 50 % adicionado con KIN+AIB
(2.5 + 0.25 mg-L™*) en baja concentracion. Este protocolo representa una
herramienta eficaz para la conservacion y propagacion masiva de esta especie.

Palabras clave: Propagacion, reguladores del crecimiento, organogénesis,
conservacion ex situ.
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.  INTRODUCCION

Las cactaceas son un género diverso de plantas que posee adaptaciones a
ambientes é&ridos y semiaridos de los desiertos presentes en el continente
americano, las cuales desempefian un papel fundamental en este tipo de
ecosistemas. La hostilidad ambiental propicia que algunas especies se desarrollen
confinadas en pequefias poblaciones con tasas bajas de regeneracion natural, tal
es el caso de Turbinicarpus valdezianus, especie de cactacea nativa y endémica,
de México, en otras palabras, no existe naturalmente en ningun otro sitio del mundo,
de importancia ecolégica y ornamental, que en las ultimas décadas ha enfrentado
serios problemas de origen antropogénico, sumado a esto, su lento crecimiento y la

baja germinacién en condiciones naturales ponen en riesgo su supervivencia.

El cultivo in vitro se ha convertido en una herramienta indispensable parar la
propagacion masiva de plantas, permitiendo asi el aprovechamiento sostenible y la
conservacion de especies como T. valdezianus. En este contexto el uso de
reguladores del crecimiento vegetal es indispensables para la induccién de cambios
bioquimicos y morfologicos, que influyen en el desarrollo de vitroplantas, induccion
de brotes y raices nuevas; sin embargo, las combinaciones y concentraciones
adecuadas de estos reguladores siguen siendo una incOgnita o estan poco
estudiados. Ante la necesidad de optimizar el medio de cultivo y seleccionar la
correcta aplicacion de fitoreguladores el objetivo de la presente investigacion fue
evaluar su efecto en la germinacién y multiplicacion para mejorar y eficientar el
proceso de propagacion in vitro de T. valdezianus y brindar informacion para futuros

trabajos de investigacion enfocados en la propagaciéon de cactaceas in vitro.



1.1 OBJETIVO GENERAL

e Evaluar el efecto de diferentes reguladores del crecimiento vegetal en la
germinacion y multiplicacion in vitro de Turbinicarpus valdezianus, con la
finalidad de generar un protocolo de micropropagacion optimizado, para la

conservacion y aprovechamiento de la especie.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Cuantificar el porcentaje de germinacion, asi como su cinética en diferentes
medios de cultivo y tratamientos con fitoreguladores en cultivo in vitro.

e Determinar la influencia del medio de cultivo y fitorreguldores en el tamafio
de las vitroplantas germinadas.

e Determinar el efecto de distintas concentraciones y combinaciones de
fitoreguladores en la induccion y tamafio de los brotes en la multiplicacion in

vitro.

1.3 HIPOTESIS

Se plantea que la respuesta de Turbinicarpus valdezianus al cultivo in vitro depende
de la combinacién y concentracion de fitoreguladores empleada, siendo posible
optimizar las fases de germinacion y multiplicacion mediante la seleccion adecuada

del medio de cultivo y reguladores del crecimiento vegetal.



ll.  REVISION DE LITERATURA

2.1 Biologiay Ecologia de Turbinicarpus valdezianus

2.1.1 Distribucion y habitat

Turbinicarpus valdezianus es una especie endémica del noreste de México que
habita en el desierto chihuahuense, una ecorregion arida y semiarida con regiones
montafiosas de gran extension en México (Morafka, 2012; Davila-Figueroa et al.,
2005; Villavicencio Gutiérrez, 2010; Villarreal-Quintanilla et al., 2017).

Esta especie se distribuye principalmente en los estados de Coahuila, Nuevo Ledn
y San Luis Potosi, donde sus poblaciones se desarrollan en altitudes que van desde
los 1,000 a 2,500 msnm, con una altitud promedio de 1491 msnm (Villavicencio
Gutiérrez, 2010; Cruz-Reyes, 2015; Maurice y Maurice, 2017) (Figura 1). Por otro
lado, es comun encontrar a T. valdezianus en terrenos planos y en laderas con una
rocosidad moderada y una pedregosidad que puede llegar a ser regular e incluso
elevada (Cruz-Reyes, 2015).

v

Figura 1. Distribucion de Turbinicarpus valdezianus (Fuente: elaboracion
propiacon QGIS v.3.34, a partir de datos de Natural Earth).



2.1.2 Taxonomia
Reino: Plantae

Filo: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Caryophyllales
Familia: Cactaceae
Género: Turbinicarpus (Backeb.) Buxb. & Backeb.

Especie: Turbinicarpus valdezianus (H. Moeller)
Glass & R. A. Foster

2.1.3 Caracteristicas morfologicas

Su tamafio es pequefio, de forma globosa a cilindrica, densamente cubierta por
espinas blancas, plumosas suaves y flexibles poco punzantes y entrecruzadas, las
cuales forman pequefias sombrillas en las puntas de los tubérculos, este tipo de
espinas, ademas de servir como defensa contra herbivoros, juega un papel crucial
en la regulacion de la temperatura de la planta y en la retencion de humedad, al
crear una microcapa de aire que reduce la perdida de agua por evapotranspiracion.
La disposicion pectinada también facilita el desvié de la luz solar intensa, aunado a
eso, su forma y tamafio pequefio le permite la evitar la deshidratacion excesiva al
reducir el area de exposicién directa al sol, estas adaptaciones son importantes para
sobrevivir en su habitat arido (Bravo et al., 1991; Anderson, 2001; Mauseth, 2006)
(Figura 2).

2.1.4 Raices

Fibrosas a partir de la base subterranea elongada del tallo (Figura 2).



2.1.5 Tallo

Simple, globoso-depreso a cilindrico, rara vez emerge mas alla del nivel del suelo,
con base del tallo elongada y subterranea, 1.5 a 5 cm de altura, y de 1.5 a 4 cm de
diametro, color verde glauco, verde-azulado, completamente cubierto por espinas
(Figura 2).

1.5-5cm

Figura 2. Lamina botanica de Turbinicarpus valdezianus (H. Moeller) Glass &
R. A. Foster. (modificada). (Fuente: Manual de Identificacién CITES,
http://checklist.cites.org/#/es)

2.1.6 Tubérculos, areolas y espinas
Los tubérculos de esta cactacea presentan una disposicion en espirales con series
de 8 y 13. Son de color verde glauco, verde-azulado, de forma coénica con cuatro

angulos y miden aproximadamente entre 2 y 3 mm de largo (Bravo et al., 1991).

Las areolas, ubicadas en la parte superior de cada tubérculo, son pequefas y
pueden variar de forma entre circular y eliptica de 1.5 a 2 mm de diametro. Estas

estructuras tienen una textura ligeramente lefilosa lo que lo que ayuda a proteger el
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punto de crecimiento de la planta y la zona de formacion de espinas (Bravo et al.,
1991; Guzman et al., 2003; Mauseth, 2006).

Las espinas suelen ser de entre 20 y 30 por areola, con una longitud de 1.5 a 2 mm.
Son notablemente lefiosas finas, como pelos, plumosas y presentan una textura
cetosa, de un color blanco que contrasta con el color de los tubérculos. Estas
espinas estan dispuestas horizontalmente y presentan un patrén pectiniforme, lo
gue ayuda a maximizar la proteccion de la planta sin bloquear completamente la luz
solar (Bravo et al., 1991) (Figura 3).

Areola

Espinas —/ Lt :
= A \Tubérculo

Figura 3. LAmina botanica de Turbinicarpus valdezianus (H. Moeller) Glass &
R. A. Foster (modificada). (Fuente: Manual de ldentificacion CITES,
http://checklist.cites.org/#/es)

2.1.7 Flores
Las flores emergen de las areolas de los tubérculos jovenes situados cerca del apice
de la planta. Tienen una forma infundibuliforme, es decir en forma de embudo, y

mide entre 20 y 30 mmm de largo.

El pericaropelo, la parte de la flor que rodea el ovario, es liso y mide unos 5 mm de
diametro. Los tépalos externos del perianto son de forma triangular, de color verde



oscuro con bordes blancos; mientras que los tépalos internos son de forma linear-
lanceolados y de tonos violeta-rojizo, con la linea central mas oscura y los bordes

mas claros (Figura 4).

Los estambres son numerosos y de un color rosa, lo que contrasta con las anteras
de un amarillo oscuro. El estilo central es de color rojo y termina en un estigma con
seis I6bulos de un tono verde amarillento. Al inicio el boton floral es de color café,
notablemente ancho y con una punta truncada, pero conforme se desarrolla,
adquiere una forma esférica que se vuelve ligeramente puntiagudas o
subacuminada (Bravo et al., 1991)

R. A. Foster.

2.1.8 Frutos y semillas

El fruto es de forma globosa, alcanzando aproximadamente 7 mm de didmetro al
madurar. Su coloracion varia desde tono rojo castafio hasta casi negro cuando esta
completamente desarrollado (Figura 5). Este fruto mantiene adheridos los restos
del perianto, y se abre de manera longitudinal para liberar las semillas. Las semillas
son pequeiias, de aproximadamente 1 mm de largo y tienen una forma piriforme, es
decir, similar a una pera, presentan un hilo basal y una superficie tuberculada de
color negro, lo que les otorga una textura rugosa (Bravo et al., 1991; Guzman et al.,
2003; Mauseth, 2006).

Figura 5. Fruto Turbinicarpus valdezianus (H. Moeller) Glass & R. A. Foster.



2.1.9 Ciclodeviday rproducién
En las zonas aridas al presentarse periodos irregulares de lluvias y alta aridez,
hacen que esta especie presente mecanismos de supervivencia como una
germinacion rapida en respuesta a las lluvias, una adaptacién clave para sobrevivir
en este tipo de héabitat (Mascot, 2020). Su crecimiento es de tipo indeterminado
aprovecha las temperaturas mas altas y la mayor disponibilidad de luz para
desarrollarse, su floracion se realiza a finales de la primavera o inicio del verano
donde aparecen los botones florales, siguiendo un patrén influenciado por las
condiciones ambientales como luz, temperatura y disponibilidad de agua (Bravo-
Hollis et al., 1991)

2.1.10 Amenazas

Desde hace décadas se tiene conocimiento de problemas complejos que ponen en
grave riesgo la supervivencia de T. valdezianus. Conocida comunmente como cono
invertido de Valdez, principalmente por la fragmentacion, transformacion y pérdida
del habitat, asi como la extraccion ilegal, el cambio climatico y la limitada area de
distribucién y baja densidad poblacional (Hernandez-Oria et al., 2007; Ballesteros-

Barrera et al., 2017; Huamani-Sulca et al., 2020)

Actividades antropogénicas como la agricultura, el crecimiento demografico y la
industria son los factores principales de la disminucion en las areas de distribucion
natural, esto ha llevado al declive de la especie en cuestién. Flores en 2001 reporto
una densidad aproximada de diez plantas por metro cuadrado, mientras que en el
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trabajo de Cruz-Reyes, 2006 hace mencion de una reduccion drastica a un individuo
por cada 1.3 metros cuadrados, este ultimo autor menciona que el estado de salud
de las poblaciones es buena a pesar de la disminucion, pero recalca que en un
futuro no muy lejano poblaciones en Coahuila podrian desaparecer por su cercania

a areas conurbanas.

Su rareza biolégica también otro factor por el cual es amenazada y las fronteras
mexicanas son dos de las regiones mas importantes para la extraccion ilegal y el
trafico de especies. Este es el caso de T. valdezianus, a pesar de que se encuentra
registrada bajo proteccion en la NOM-059 y también fue incluida en el (CITES) en
el apéndice | principalmente por su limitada distribucion geografica. (CITES, n.d.;
WWF, n.d.)

2.1.11 Importanciay usos de Turbinicarpus valdezianus

Esta cactacea genera un gran interés en los coleccionistas nacionales y extranjeros
y en los viveristas dedicados a la produccion de plantas de ornato, debido a las
caracteristicas morfolégicas que presenta la planta, asi como su color y lo llamativo
de sus flores (Garcia-Osuna et al., 2011). Desde el punto de vista fitoquimico el
género Turbinicarpus es uno de los de mayor interés, debido a que es una planta
gue produce diversos alcaloides con posibles aplicaciones médicas (Morales,
2014).



2.2 Micropropagacion in vitro

2.2.1 Concepto y aplicaciones del cultivo in vitro

El conjunto de técnicas de cultivo in vitro pertenece a un grupo de herramientas
biotecnolégicas indispensable para la produccion masiva de plantas de interés
econOmico, ya que permite la propagacién de un genotipo en especifico o el
desarrollo de clones mejorados (Park, 2021). Se basa en la regeneracion vegetal,
este proceso permite la regeneracion de una planta entera a partir de un érgano o
tejido adulto (Ikeuchi et al., 2019).

Este fendmeno se da gracias a la capacidad totipotente de las células vegetales, es
decir la obtencién de células indiferenciadas a partir de tejido diferenciado (hojas,
raiz, tallo), que posteriormente se induce la rediferenciacion a través de
organogénesis directa o embriogénesis somatica para la obtencion de plantas
adultas (Sarma et al., 2023). Sin embargo, no todas las células vegetales tienen
esta capacidad de manera natural, pero en condiciones adecuadas, algunas células
pueden volverse totiponciales (Fehér, 2019). La funcién principal de este proceso
es el remplazo de tejido, la renovacion fisiolégica o la reparacion (Ikeuchi et al.,
2019).

2.2.2 Embriogénesis

La obtencién de una célula madre embrionaria totipotente a partir de una célula
somatica vegetal se le conoce como embriogénesis somatica, las células pasan por
una serie de cambios bioquimicos y morfolégicos como son la desdiferenciacion
celular, activacion de la division celular, reprogramacion fisiolégica. Esto lugar a un
embrién no cigético que es capaz de producir plantas nuevas, este proceso es de
suma importancia en la propagacion asexual y también es una herramienta
indispensable para la produccién de semillas sintéticas, la conservacion del
germoplasma y la criopreservacion (Yang y Zhang, 2010; Guan et al., 2016;
Gladfelter et al., 2021; Saadat et al., 2023).

El desarrollo de embriones partiendo de células soméaticas se puede generar por lo

menos de tres formas diferentes (Fehér, 2019).
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2.2.2.1 Embriogénesis somética directa

Se origina a partir de células aisladas con capacidad totipotente como las presentes
en el tejido meristematico, esta es una forma de generar gran cantidad de embriones
somaticos que pueden regenerar clones de plantas, se caracteriza por no pasar por
la fase de callo (Pareek y Kothari, 2003; Fehér, 2019).

2.2.2.2 Embriogénesis indirecta

Proceso de regeneracion vegetal en el cual los embriones somaticos no se originan
directamente a partir de células meristeméaticas o totipotentes, sino que requieren
una fase intermedia de formacion de callo. Este callo esta compuesto por células
indiferenciadas que, bajo condiciones especificas, pueden ser inducidas a formar
embriones somaticos (Fehér, 2019). Es un mecanismo frecuentemente utilizado en
protocolos de cultivo in vitro debido a su alta plasticidad y capacidad de
amplificacion de material vegetal. A nivel molecular, la embriogénesis somatica
indirecta depende fuertemente de la expresion y regulacion de factores de
transcripcion clave LEC1, LEC2, FUS3, BBM, AGL15 Estos genes forman parte de
la red LAFL que regula el establecimiento de la identidad embrionaria y la transicion
desde células indiferenciadas hacia embriones somaticos, modificaciones en estos
factores pueden alterar el desarrollo de directo a indirecto (Horstman et al., 2017,
Fehér, 2019).

2.2.2.3 Embriogénesis regulada por fitohormonas

Implica la formacién de embriones de grupos de células dependientes de gradientes
de auxina y citoquinina, estas fithormonas desempefian roles fundamentales en la
organizacion embrionaria y en el establecimiento de los centros organizadores de
los meristemos a traves de la regulacion de genes como WOX11 que junto auxinas
activan genes WUS y WOXS5 (Fehér, 2019).

La adicion equilibrada de hormonas vegetales como auxinas y citoquninas dan paso
a la formacion de una masa de tejido celular desordenado e indiferenciado
denominado callo embriogénico, del cual se obtienen embriones somaticos capaces

de regenerar plantas nuevas (Chandimali et al., 2024; Woo et al., 2021).
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2.2.3 Organogeénesis

La organogénesis como su hombre lo indica es la capacidad de generar 6rganos
nuevos a partir de tejido somatico, este mecanismo proporciona valiosas
herramientas para la propagacion asexual de las plantas (Schwarz y Beaty, 2018).
Se conocen dos vias de propagacion por organogénesis una directa y otra indirecta
en la regeneracion directa se estimula el desarrollo de 6rganos nuevos a partir
de explantes, esta via ofrece una estabilidad genética en las plantas regeneradas,
a diferencia de la via indirecta la cual es propensa a generar variaciones
somaclonales (Bansal et al., 2024). En la via indirecta se induce a la formacién de
una masa celular indiferenciada denominada “callo” que finalmente es estimulado
para generar brotes nuevos (Valvekens et al., 1988; George et a.l, 2008; Woo et al.,
2021; Chandimali et al., 2024).

A nivel molecular, este proceso esta estrictamente regulado por factores de
transcripcion y gradientes hormonales, especialmente de auxinas y citoquininas,
que influyen en la identidad celular y el patron de desarrollo (Moubayidin et al.,
20009).

2.2.3.1 Establecimiento de la competencia celular

Las células somaticas deben adquirir capacidad para responder a sefales
morfogenéticas. Esto ocurre por la expresion de genes como WUSCHEL (WUS):
esencial para establecer y mantener células madre en el meristemo apical de brote.
WOX5 (WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX 5): regula la identidad de las células
madre radiculares. PLT1/2 (PLETHORA): determinan la identidad de raices. La
expresion de WUS es activada por la citoquinina y reprimida por auxinas, lo que
genera un eje hormonal crucial para definir el destino de las células regenerantes
(Zhai & Xu, 2021).

2.2.3.2 Induccion y diferenciacion de brotes o raices

Una vez que las células adquieren competencia, el equilibrio entre citoquinina y
auxina determina el tipo de 6rgano que se formara. Alta citoquinina y baja auxina da
paso a formacion de brotes por el contrario alta auxina y baja citoquinina da paso a
formacion de raices. Genes como CUP-SHAPED COTYLEDON (CUC1, CUC2)
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regulan la separacion de primordios y la formacion de brotes laterales, mientras que
STM (SHOOT MERISTEMLESS) colabora con WUS en la iniciacion del meristemo
del brote, el desarrollo de raices en ambos tipos de regeneracion pasa por cuatro
fases; 1) Activacion las células reciben un estimulo en presencia de auxina que
activa el gen WOX11. 2) Iniciacibn WOX11 junto con auxina activan otros genes
como WOX5 y LBD16, transformando las células en primordios de raiz. 3)
Organizacion las células comienzan a organizarse para formar la punta de la raiz
con su meristemo (centro de crecimiento). WOX5 se concentra en las células madre
del meristemo. 4) Emergencia la raiz se desarrolla completamente y emerge del
explante (Zhao et al., 2008; Zhai y Xu, 2021).

2.2.3.3 Reprogramacion Epigenética

Genes como AGAMOUS-LIKE 15 (AGL15) y BBM (BABY BOOM) estan
involucrados en la reprogramacion y determinacion celular. Ademas, enzimas como
histona desacetilasas (HDACs) o metilasas regulan la accesibilidad de genes clave

al transcripto (Nowak et al., 2020).

2.2.3.4 Interaccién hormonal y red de transcripcién

La organogénesis esta integrada por una red compleja en la que genes reguladores
del desarrollo interactian con rutas hormonales. Por ejemplo, ARRs (Arabidopsis
Response Regulators) regulan la sefializacién de citoquinina, por su parte ARFs
(Auxin Response Factors) junto a (Aux/IAA) regula la transduccién de auxina,
afectando directamente los genes de destino. Estos elementos permiten una precisa

coordinacion espacial y temporal del desarrollo organogénico (Su et al., 2011).

2.2.4 Fases de la micropropagacion

El cultivo de tejidos vegetales o cultivo de in vitro se trata del cultivo de células,
organos, protoplastos o semillas, en un medio nutritivo, en condiciones asépticas y
con las condiciones ambientales controladas ideales para su desarrollo (Bridgen et
al., 2018). El proceso cultivo in vitro consta de al menos 5 etapas como son: (I)
Preparacion y seleccion del material vegetal; (lI) Establecimiento del material
vegetal al medio de cultivo; (11l) Multiplicacion; (V) Establecimiento de plantulas,

elongacion y enraizamiento; (V) Aclimatacion.
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Bésicamente, el paso (l) consiste en la seleccion del material vegetal ya sea tejido
vegetal o semilla.

En el paso (I) el material vegetal se coloca en un medio nutritivo para promover el

crecimiento inicial, siendo fundamental el uso de condiciones asépticas.

Para el paso (lll) la multiplicacion se basa en el uso de reguladores de crecimiento
para inducir la formacion de brotes o callos, logrando un aumento en la cantidad de
material vegetal disponible.

En el paso (V) los brotes generados durante la multiplicacién se subcultivan en
medios donde desarrollan raices y se fortalecen como plantulas completas listas

para el siguiente paso.

Es la etapa final (V) en la que las plantas son gradualmente adaptadas a las
condiciones ambientales externas para asegurar su supervivencia fuera del entorno

in vitro.

Estos pasos son descritos ampliamente en la literatura cientifica y son
fundamentales al momento de asegurar una alta tasa de éxito en la regeneracion y

adaptacion de las plantulas (Thorpe, 2007; George et al., 2008; Bridgen et al., 2018).

2.2.5 Medios de cultivo en la micropropagacioén

Los medios de cultivo son una mezcla de nutrientes que, en concentraciones
adecuadas y en condiciones fisicas 6ptimas, permite el desarrollo de nuevas plantas
a partir de células aisladas o fragmentos de tejido vegetal (Saad y Elshahed, 2012;
Mondino, 2009). La composicion del medio de cultivo es fundamental para el cultivo
in vitro, ya que permite que los explantes obtengan los nutrientes esenciales que
impulsan el crecimiento, la diferenciacion y la regeneracion de planta (Mohamed et
al., 2022). Por esta misma cuestion es que la nutricion 6ptima es una de las claves

para el éxito del cultivo de tejidos (Bevan et al., 2021).

Uno de los medios de cultivo pioneros en el cultivo de tejidos vegetales fue el medio
de White (White, 1943). En la actualidad existen diferentes tipos de medios de
cultivo como son el “B5” o Medio de Gamborg (Gamborg et al., 1968). El Medio de
Schenk y Hildebrandt o SH (Schenk & Hildebrandt, 1972). Y el “Wood Plant Medium”
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o WPM (Lloyd & McCown, 1981). Sin embargo, el “MS” (Murashige y Skoog, 1962)
cuya férmula es N-K-ClI-Ca-S-Mg-P-Fe-Mn-B-Zn-Mo-Cu-Co y con una relacién N:P
40:1. Es uno de los medios mas utilizados debido a que posee gran versatilidad y
eficacia al momento de propagar diferentes especies vegetales (Hameg et al., 2020;
Mohamed et al., 2022).

Para que un medio de cultivo permita el desarrollo de nuevas plantulas debe
contener nutrientes minerales. Estos minerales en el medio de cultivo se pueden
dividir en cuatro grupos principales los cuales son macronutrientes principales (N,
P, K), macros menores (Ca, Mg, S), Macros mediadas (Fe), y micros (Mn, B, Mo,
Zn, I, Cu, Co), estos elementos son fundamentales para procesos metabdlicos clave
como son la sintesis de proteinas, fotosintesis y la respiracion (Kumar et al., 2011;
Fan etal.,, 2021).

2.2.5.1 Fuente de carbon

El carbono actia como una fuente de energia y carbono estructural, es un
componente principal de casi todas las macromoléculas de organismo vegetal
(Mohamed et al., 2022; Pasternak et al., 2023). En la naturaleza la glucosa es la
fuente de carbono que mas utilizan las plantas, pero en el cultivo in vitro supone
ciertos retos, como es su conversion en acido lactico debido a su inestabilidad a pH

5,6 y este proceso se cataliza a alta presion y temperatura (Leitzen et al., 2021).

La sacarosa es ampliamente utilizada como fuente de carbono en el cultivo in vitro
debido a su facilidad de asimilacion y la presencia natural en la savia flematica de
las plantas, también juega un papel crucial en el metabolismo y la diferenciacion
celular. Por el contrario de la glucosa, la sacarosa es relativamente resistente al
proceso de esterilizacion por autoclave, pero puede cristalizar después de un tiempo
prolongado. Ademas, su adicién en concentraciones que van de entre el 2-3% ha
demostrado aumentar la acumulacion de metabolitos secundarios y promover el
desarrollo celular en diversos sistemas de cultivo vegetal como raices y brotes
adventicios (Gago et al., 2014; Park et al., 2023).
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2.2.5.2 Macronutrientes

Después del carbono, el elemento mineral cuantitativamente mas importante es el
nitrdgeno ya que juega un papel clave en la sintesis de aminoacidos y proteinas,
también forma parte de la de molécula de clorofila, cuya presencia es indispensable

en el proceso de fotosintesis (Shrivastav et al., 2020).

El fosforo es esencial para el crecimiento y desarrollo de las plantas siendo
indispensable en diversos procesos fisioldgicos y bioquimicos. Es un
macronutriente que forma parte integral de moléculas clave como son los acidos
Nucleicos, proteinas, fosfolipidos y el ATP, es elemental para el almacenamiento y
la transferencia de energia (ATP) en las células vegetales y la formacion de
estructuras celulares. Su presencia es importante para la fotosintesis, la respiracion,
la sintesis de azucares, la division celular y el crecimiento de raices (Chen et al.,
2023).

El potasio no es un elemento estructural, pero desempefia un papel crucial en el
desarrollo de las plantas ya que facilita la sintesis y transporte de azucares en la
planta, promoviendo un desarrollo equilibrado y el almacenamiento de energia
también es cofactor en la activacion de enzimas esenciales para procesos
metabdlicos clave, contribuye a la regulacién osmética y al equilibrio i6nico, ademas
de reforzar las defensas antioxidantes de la planta frente al dafio por especies

reactivas de oxigeno (ROS) (Hasanuzzaman et al., 2018)

El calcio es importante desempefia multiples funciones, actia como un componente
estructural, mensajero secundario y transductor de sefales involucradas en la
regulacion de muchas quinasas para la estabilidad de las paredes celulares y la
sefalizacion intracelular (Loneregan et al., 1968; Askari y Ghahremani, 2023). El
calcio es necesario en la estabilidad de las paredes celulares y las membranas ya
que participa en la formacion de pectato de calcio, este ultimo es el que brinda
rigidez e integridad a las paredes y membranas celulares (Thor, 2019; Negi et al.,
2023). También regula procesos como la germinacion de las semillas y la respuesta
a estimulas bidticos y abidticos, frente al estrés produce las “sefiales de calcio” que

consta de los incrementos transitorios en la concentracion de calcio citosoélico, esto
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activa proteinas como las calmodulinas y las quinasas que dependen del calcio
(Thor, 2019; Negi et al., 2023).

El magnesio es otro macroelemento secunadrio que participa en el metabolismo
vegetal, desempefiando funciones clave en procesos fotosintéticos incluyendo la
sintesis de clorofila, el transporte de fotoasimilados y la fijacion de carbono.
Ademas, interviene en procesos respiratorios y en la sintesis de ADN y ARN
(Cakmak y Kirkby, 2008; Farhat et al., 2016; Yamagami et al., 2021; Ishfaq et al.,
2022). Una de sus principales funciones es su papel estructural en la molécula de
clorofila, donde actia como el a4tomo central, permitiendo la absorcion de luz
durante la fotosintesis. Este elemento es responsable del caracteristico color verde
de las hojas y de la captacibn de energia luminica para la produccion de
fotoasimilados (Michael, 1941; Dorenstouter, 1985; Cowan, 2002). Ademas de su
papel estructural, el Mg actia como un cofactor enzimético indispensable en méas
de 300 reacciones bioquimicas, muchas de ellas relacionadas con la fijacién de
carbono en la fotosintesis. Por ejemplo, regula la actividad de enzimas clave como
la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa (RuBisCO) y el fosfoenolpiruvato (PEP)
carboxilasa, ambas fundamentales en la asimilacion de carbono en plantas C3y Ca
(Schneider, 1992).

El magnecio (Mg) también desempefia un papel esencial en la regulacién ionica
dentro de la célula vegetal. Las concentraciones de Mg?* influyen en el transporte
de iones a través de las membranas de cloroplastos y vacuolas, lo que afecta
directamente el equilibrio osmotico y el metabolismo celular (Shaul, 2002; Inoue et
al., 2022). Ademas, este ion participa en la apertura y cierre de las estomas en
respuesta a la luz, regulando la transpiracion y la eficiencia en el uso del agua
(Shaul, 2002).

A nivel estructural, el Mg?* se caracteriza por su disposicion octaédrica y su alta
afinidad por ligandos donadores de oxigeno o agua. Su carga divalente le permite
interactuar con grupos fosfato con carga negativa, lo que facilita su participacion en
reacciones enzimaticas clave como la fosforilacion de ATP y la actividad de la

isocitrato liasa (Sreedhara y Cowan, 2002). Asimismo, este ion es esencial para el
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correcto plegamiento del ARNr al neutralizar las cargas negativas de los grupos
fosfato, lo que garantiza la estabilidad estructural de los ribosomas y la sintesis
eficiente de proteinas (Yamagami et al., 2021).

El azufre es un elemento estructural de los enlaces disulfuro de proteinas, vitaminas
y cofactores (Narayan et al., 2022). Tiene un rol imprescindible en el crecimiento y
desarrollo de las células vegetales; abarca diversos procesos que van desde la
fotosintesis (transporte, estructura y regulacion de electrones) como hasta el
metabolismo del carbono y nitrogeno (Capaldi et al., 2015). Las plantas sintetizan
diversos compuestos azufrados como mecanismo esencial en respuesta al estrés,
ya sean provocadas por agentes bioticos o abidticos. Entre estos destacan el azufre
elemental, el sulfuro de hidrégeno (H,S), el glutation (antioxidante clave), las
fitocelatinas (quelantes de metales toxicos), proteinas ricas en azufre y metabolitos
secundarios especificos (Kopriva y Takahashi, 2019). La carencia de azufre,
deteriora procesos vitales en las plantas: desde su desarrollo y crecimiento hasta la
capacidad de enfrentar patdogenos (estrés bibtico) y condiciones ambientales
adversas (estrés abidtico), lo que se traduce en una disminucion significativa de su
productividad (Capaldi et al., 2015; Kopriva y Takahashi, 2019).

2.2.5.3 Micronutrientes

Estos son requeridos por las plantas en cantidades muy pequefias tanto que
algunos de ellos son denominados elementos traza, el Boro (B), Cobre (Cu), Hierro
(Fe), Zinc (Zn) aunque son requeridos en bajas cantidades, son imprescindibles
para el metabolismo de las plantas, el desarrollo reproductivo, la regulacién de
nutrientes, la sintesis de clorofila, la produccion de azucares y desarrollo de frutos
y semillas. Los micronutrientes en proporciones adecuadas promueven buena salud
en las plantas, pero su deficiencia genera plantas anormales, por otra parte, también

pueden ser toxicos en elevadas cantidades (Sharma, 2006; Tripathi et al., 2015).

2.2.5.4 Vitaminas
Son requeridas por las plantas para su desarrollo normal, catalizan procesos
metabdlicos, algunas pueden ser mas necesarias que otras y pueden actuar como

factores que limitan la diferenciacion y desarrollo de las células en la técnica de
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cultivo de in vitro (Torres, 2012). El medio MS emplea vitaminas del grupo B como
la Tiamina (B1), Niacina (B3), Piridoxina (B6) y Mio-inositol. En casos especificos
también se utiliza acido pantoténico y vitaminas C, D Y E (Chimdessa, 2020). En
algunas especies vegetales como la soja y el tabaco la falta de Tiamina en el medio
de cultivo provoca la completa y rapida detencion del crecimiento celular, sin
embargo, especies como el cacahuate los niveles de Tiamina en las celulas se

mantenian sin perturbaciones (Ohira y Ojima, 1976).

2.2.5.5 Agente gelificante

El cultivo de tejido en medio liquido y estatico es inviable, la principal razén de esto
se debe a que el tejido muere por la falta de oxigeno, por lo que es necesario
solidificar el medio usando agentes gelificantes, por lo tanto, este debe ser inerte,
soportar la esterilizacién y ser liquidos en caliente para su uso mas practico. Los
MAs comunes son agar, agarosa y goma gellan (Chimdessa, 2020).

2.2.5.6 Fitoreguladores en el cultivo in vitro

Los reguladores del crecimiento vegetal o fitoreguladores son usados ampliamente
en la agricultura y la biotecnologia vegetal debido su funcionalidad en la generacion
de cambios fisiolégicos que van desde la germinacion de las semillas hasta el
desarrollo del organismo o incluso la inhibiciébn del mismo (Ventura y Huaman,
2020).

Estas sustancias se sintetizan en laboratorios o bien son obtenidos de la naturaleza,
difieren de las hormonas vegetales o fitohormonas, debido a que estas ultimas las
produce la planta internamente, cabe recalcar que los fitoreguladores son mucho

mas potentes que su homaologo en la naturaleza (Alcantara-Cortes et al., 2019).

Es por esa razdn que se usan minimas dosis para generar cambios observables a
simple vista (Santner et al., 2009). En los ultimos afios se han fabricado o
descubierto compuestos quimicos que controlan funciones especificas, por lo que
se decide agruparlos en cuanto a las funciones que cumplen dentro de los
organismos vegetales (Rinaldi et al., 2012).
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Hoy en dia se conocen diez agrupaciones, las cuales son las auxinas, giberelinas,
citoquininas, &cido abscisico, acido salicilico, poliamidas, brasinoesteroides,
jasmonatos, etileno y estrigolactonas (Alcantara et al., 2019).

El grupo de las auxinas esta conformado por acidos como el indolacetico (AIA),
acido indolbutirico (AIB), &cido neftalenacetico (ANA), y el &cido 24
diclorofenoxiacetico (2,4 D). Las auxinas regulan procesos biolégicos internos como
la division y diferenciacion celular; asi como su expansion y elongacion, al activar
bombas de protones que acidifican la pared celular (Brummer et al., 1984). Inhiben
el crecimiento de yemas laterales favoreciendo el crecimiento del meristemo apical
esto se traduce en un crecimiento vertical dominante, también estan involucradas
en las respuestas ante la luz (fototropismo) y gravedad (gravitropismo), la formacién
de raices, la floracion y formacion de frutos (Berleth et al., 2007). Es normal que las
auxinas se encuentren en toda la planta, pero su sintesis es mayor en regiones que
estan activamente en desarrollo como son raices, meristemos apicales, frutos y
hojas jovenes (Band, 2021). La auxina predominante en las plantas es el (AlA) su

movimiento es direccional dentro de la célula (Ludwig-Mdller, 2014).

La bencilaminopurina (BAP), tidiazuron (TDZ), zeatina y la kinetina, pertenece a otro
grupo denominado citoquininas; son esenciales porque estas regulan procesos
fisiologicos como el crecimiento y desarrollo de los organismos vegetales, su
sintesis comienza desde la zona basal hasta los brotes nuevos, se mueve a traves
del sistema vascular, especificamente por el xilema (Glanz-Idan et al., 2020;
Carnelos et al., 2022). La presencia en la planta de esta fitohormona esta
relacionada con cambios en muchos factores que influyen en el crecimiento y
desarrollo de las plantas como son, la division celular, la generacion y desarrollo de
brotes, desarrollo vascular y embrionario, mayor capacidad fotosintética,
dominancia apical, aumento en la asimilacion de carbono, asi como el retraso de la
senescencia 'y como respuesta a estrés (Kieber y Schaller, 2014; Honig et al., 2018;
Glanz-ldan et al., 2020).

En el cultivo in vitro se ha demostrado que su aplicacion a bajas concentraciones

induce a un mayor numero de brotes por explante (Valle, 2021). A altas
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concentraciones se genera una Rediferenciacion inversa o Desespecializacion
celular, provocando la generacion de callos, esto se traduce en una menor tasa de

multiplicacion (Chamorro et al., 2007).

Otro grupo de importancia son las Giberelinas generalmente se encuentra como
acido giberelico AG;, AG2, AG1 (Salazar-Cerezo et al., 2018). Estas interactian con
las auxinas y citoquininas para desencadenar cambios fisioldgicos relacionados con
la germinacién o ruptura de latencia de la semilla y cambios transicionales como es
el de meristemo a desarrollo de brotes, o de la fase vegetativa a floracion, las
giberelinas también tienen un rol importante en la expresion sexual (Gupta y
Chakrabarty, 2013). Su uso en el cultivo in vitro radica precisamente en la capacidad
gue tiene esta fitohormona para iniciar morfogénesis, como es la germinacién o
rompimiento de la latencia o dormancia de la semilla y la generacién de brotes, en
otras palabras, es una fitohormona necesaria, que combinada con otras es
imprescindible para la regeneracion de nuevas plantas a partir de tejido (Saldivar-
Iglesias et al., 2010).

El acido abcisico (ABA) es la hormona responsable del bloqueo interno de la
germinacion, en otras palabras, la dormancia de la semilla (Beltran-Pefia et al.,
2016). Durante la maduracion tardia o embriogénesis tardia, cuando la presencia
del acido absicico es elevada se produce la sintesis de proteinas que se encargan
de proteger el embrién del proceso de deshidratacion, denominadas proteinas
abundantes en embriogénesis tardia (LEA’s), estas proteinas son expresadas por
alrededor de ocho familias de genes presentes en su mayoria en especies con
semillas tolerantes a la desecacion (Tunnacliffe y Wise, 2007, Artur et al., 2019). Se
acumulan en grandes cantidades y son altamente solubles en agua debido a la
naturaleza hidrofilica de los aminoacidos que componen dicha proteina, otra de las
cualidades a resaltar es su resistencia a la desnaturalizacion por accién de altas
temperaturas (Shih et al., 2008).
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2.2.6 Factores que afectan el cultivo in vitro

Como se ha descrito anteriormente el cultivo in vitro es una técnica que permite la
propagacion de plantas bajo condiciones controladas. Sin embargo, existen
diferentes factores fisicos, quimicos y biolégicos que estan interrelacionados e influir

el éxito (George et al., 2008).

2.2.6.1 Factores fisicos (luz, temperatura, humedad relativa)

La intensidad luminica, fotoperiodo y calidad espectral influyen en la morfogénesis
y el crecimiento. Por ejemplo, la luz azul (450-500 nm) promueve la formacion de
brotes, mientras que la roja (600—700 nm) favorece el enraizamiento. Generalmente
se usan 16 horas de luz con intensidades de 30-50 pmol m™2s™ (Folta y Carvalho,
2015; Vela-Gutiérrez et al., 2019). El rango 6ptimo de temperatura oscila entre 22—
26°C para la mayoria de las especies. Temperaturas fuera de este rango pueden
inhibir la division celular o inducir estrés oxidativo (Doctrinal et al., 1989; Orozco et
al., 2000). Una humedad relativa alta (>70%) previene la deshidratacion de los
explantes, pero puede aumentar el riesgo de contaminacion por hongos (George et
al., 2008).

2.2.6.2 Factores quimicos (composicion del medio de cultivo, pH, gelificante).
La concentracion de nutrientes y la relacién entre los diferentes reguladores de
crecimiento (auxinas/citoquininas) deben ajustarse segun la especie (Murashige &
Skoog, 1962). Un pH 6ptimo oscila entre 5.2—5.8 favorece la absorcion de nutrientes
(Skirvin et al., 1986). La sacarosa es comunmente usada como fuente de energia
para los explantes (Park et al., 2023). El agar influye significativamente en la
micropropagacion al afectar el balance hidrico del medio y las hojas, probablemente
debido al equilibrio entre la disponibilidad de agua y la accién de los reguladores del
crecimiento. A bajas concentraciones la proliferacion de brotes es afectada por la
hiperhidricidad de los tejidos, sin embargo, a concentraciones altas el medio se
vuelve mas solido, esto se traduce en una mayor retencion de agua afectando asi
su disponibilidad para los explantes, por el contrario, una concentracion moderada

de agar (7,5 g/L) permite obtener brotes utilizables (Ghashghaie et al., 1991).
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2.2.6.1 Factores bioldgicos

La edad fisiolégica, tamafio y posicidon en la planta madre asi también el genotipo,
ortodoxo o recalcitrante son determinantes del éxito en el cultivo (Thorpe, 2007;
Bhojwani y Dantu, 2013). Contaminacion microbiana por hongos y bacterias pueden

afectar el crecimiento del explante y comprometer el cultivo (Reed et al., 2013).

2.3 Bases biologicas de la germinacion y multiplicacién

2.3.1 Lagerminacion de las semillas

Después de la morfogénesis la semilla pasa por un proceso de maduracién en el
cual se genera una reorganizacion del metabolismo y la sintesis de azucares,
proteinas y lipidos; se le conoce a este proceso como “periodo de acumulacion de
reservas” (Angelovici et al., 2010). Durante este proceso se reduce el contenido de
agua en la semilla, principalmente porque es sustituida por los compuestos de
reserva, posteriormente se va adquiriendo gradualmente tolerancia a la desecacion
(Blasiak et al., 2006; Buitink y Leprince, 2008; Verdier et al., 2013|).

La germinacién de la semilla es un proceso biolégico que consta de mudltiples
sucesos (sintesis de moléculas, elongaciéon celular, cambios estructurales
subcelulares, hidratacion de proteinas y respiracion), que da como resultado un
organismo nuevo (Bewley et al., 1994). La germinacion también es un proceso
biolégico complejo ya que la semilla tiene que recuperarse rapidamente de la
deshidratacion y reanudar su metabolismo de manera constante, para completar

cambios celulares necesarios para la emersion del embrién (Nonogaki et al., 2010).

Comienza por la absorcién de agua por parte de la semilla, a este proceso se le
denomina “Imbibicidn” y termina cuando se produce la elongacion del eje
embrionario, que por lo general es la radicula (Bewley et al., 1994; Pefia et al.,
2016). La Imbibicion activa procesos metabolicos que conducen a la expansion del
embrién, posterior a eso se activa rapidamente la respiracion para suministrar

energia requerida para el metabolismo (Bewley et al., 2013).

2.3.2 Diferencias entre germinacion in vivo e in vitro.
Ambos métodos de germinacién difieren principalmente en las condiciones

ambientales; la germinacion in vivo ocurre de forma natural donde los factores
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ambientales (humedad, luz, temperatura, etc.) son fluctuantes influyendo en la tasa
de éxito en la germinacion, por otra parte, el cultivo in vitro ofrece condiciones
ambientales controladas y la utilizacion de medios de cultivo con los nutrientes

necesarios optimiza este proceso (Nufiez y del Moral, 2016).

2.3.3 Factores que afectan la germinacion de las semillas

2.3.3.1 Factores internos

Entre los factores internos que afectan la germinacion, esta la longevidad de la
semilla, la viabilidad del embridn, la calidad y cantidad del tejido de reserva y los
diferentes tipos de dormancia (Russo y Sams, 2010; Sano et al.,, 2016). La
longevidad de la semilla es el periodo de tiempo en el que la semilla posee viabilidad
y la perdida de dicha viabilidad estéa mediada por la oxidacion de acidos nucleicos,
proteinas y lipidos (Sano et al., 2016). La longevidad de las semillas es variada y
depende sila semilla es ortodoxa o recalcitrante (Berjak y Pammenter, 2010). Desde
los afios setentas ya se tenia conocimientos sobre las caracteristicas de las semillas
con forme a su comportamiento, ortodoxas “tolerantes a la desecacion” o

recalcitrantes “no tolerantes” (Roberts, 1973).

2.3.3.2 Factores externos

Durante el almacenamiento de las semillas esta puede estar expuesta a estrés por
factores ambientales como la luz, la temperatura, el agua y la asociacion con
diversos microorganismos, que desencadena la produccion de especies reactivas
de oxigeno (superoxido, peroxido de Hidrogeno, radicales Hidroxilo) que producen
dafio celular por lo tanto, las semillas poseen mecanismos para evitar el dafio
oxidativo, principalmente se basan en la proteccion y reparacién del ADN, cabe
recalcar que estos mecanismos estan presentes Unicamente en semillas consideras
ortodoxas (Sano et al., 2016; Leprince et al., 2017; Gémez, 2020; Matilla, 2021).

Como mecanismo de proteccion esta la vitrificacion del citoplasma, dicha
vitrificacion es una matriz compuesta de diferentes azucares de reserva (trehalosa,
sacarosa y rafinosa). Esté estado vitreo reduce el metabolismo y la motilidad de las
moléculas, lo que se traduce en una limitada movilidad de agua y oxigeno

reduciendo asi el estrés oxidativo, que es dafino para las macromoléculas,
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membranas y proteinas celulares (Buitink y Leprince, 2004; Sano et al., 2016;
Matilla, 2021).

Al estado de vitrificacion se le suma la actividad antioxidante como mecanismo de
defensa y en conjunto con las (Leprince et al., 2017). Los mecanismos
antioxidantes se dividen en dos categorias, enzimaticos y no enzimaticas dentro de
las enzimaticos esta la produccion de catalasa, superoxido dismutasa y ascorbato
peroxidasa; los mecanismos no enzimaticos involucran sustancias de bajo peso
molecular como carotenoides, glutation y ascorbato (Gill y Tuteja, 2010;
Serkedjieva, 2011).

2.4 Micropropagacion in vitro de cactaceas

2.4.1 Caracteristicas especificas de las cactaceas

La familia cactacea reune una amplia diversidad de plantas con formas y
adaptaciones unicas que van desde los cactus columnares, como el “viejito”
(Cephalocereus senilis) y el “cardéon gigante” (Pachycereus pringlei), hasta los
cactus de forma candelabriforme como son el “pitayo de octubre” o “érgano”
(Stenocereus thurberi) y popular “saguaro” (Carnegiea gigantea). También incluye
las biznagas y biznaguitas (genero Mammillaria), ademas de especies trepadoras
como Heliocereus spp. y una extensa variedad de nopales (Opuntia ssp.), los cuales
son valorados por su importancia ecolégica como economica (Goldstein y nobel,
1994; Anderson, 2001).

Originaria del continente americano, esta familia de tiene una historia evolutiva de
cerca de 80 millones de afios, lo que coincide con la expansién de las regiones
aridas en américa, favoreciendo la diversificacién y adaptacion de las cactaceas a

condiciones extremas de sequia y alta radiacién solar (Guerrero et al., 2019).

2.4.2 Tallo suculento

Las cactaceas han desarrollado adaptaciones anatdmicas y fisiol6gicas especificas
gue les permiten prosperar en ambientes aridos, como la suculencia en los tejidos,
que facilita la acumulacion de agua, esta caracteristica estd bien documentada
como una estrategia clave de supervivencia en condiciones de escasez hidrica, ya

gue los tallos suculentos pueden almacenar grandes cantidades de agua
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permitiéndoles resistir periodos prolongado de sequia (Goldstein y Nobel, 1994;
Bobich y North, 2009).

2.4.3 Espinas

Otra adaptacion crucial es la reduccidon o ausencia de hojas, lo que minimiza la
perdida de agua través de la evapotranspiracion. En lugar de realizar la fotosintesis
en hojas, las cactaceas emplean sus tallos, donde el proceso fotosintético ocurre
mediante el metabolismo acido de las crasulaceas (CAM), una via metabdlica que
permite una eficiente absorcion de CO2 durante la noche, reduciendo la perdida de
agua en comparacion con la fotosintesis en el dia (Gilman y Edwards, 2020; Sage
et al., 2023). Estas caracteristicas han sido confirmadas en diversos estudios sobre
la morfologia y fisiologia de las cactaceas, los cuales destacan la relacion entre
estas adaptaciones y el éxito ecoldgico de las especies en zonas aridas (Mauseth,
2006).

2.4.4 Obtencién de material vegetal y preparacion de explantes

Para tener éxito en la micropropagacioén depende principalmente de la calidad del
material vegetal (Alvarez, 2012). Es fundamental elegir una planta libre de
patdbgenos para evitar contaminaciones en el cultivo. Comprometen el éxito del

proceso (Pasternak y Steinmacher, 2024).

La seleccion de una planta madre con vigor genético es importante para maximizar
la tasa de éxito de propagacion y asegurara la estabilidad genética de las plantas
resultantes. Este vigor también contribuye a una mayor resistencia al estrés en los

procesos de propagacion (Pasternak y Steinmacher, 2024).

El tipo de tejido seleccionado para el cultivo también es relevante, algunas plantas
pueden regenerarse efectivamente a partir de segmentos de tallos o brotes,
mientras que otras responden mejor al uso de otros O0rganos como raices. La
capacidad de, tejido para desdiferenciarse y reanudar la divisién celular también
determina su idoneidad como explante, por ejemplo, los explantes juveniles, como
los segmentos de tallos jovenes, son mas propensos a inducir la regeneracion
debido a su capacidad totipotencial en comparacion a tejidos adultos (Lardon y
Geelen, 2020; Long et al., 2022).
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Para el caso de las cactaceas se prioriza el uso de las semillas sobre el uso de tejido
debido a varias razones técnicas y bioldgicas. Las semillas de cactaceas tienen un
gran potencial en términos de variabilidad genética y facil manipulacion. Ademas, el
uso de semillas suele ser mas facil de esterilizar y son menos propensas a sufrir
contaminaciones durante el proceso inicial (Gomes et al., 2006; Bouzroud et al.,
2022).

Desde el punto de vista biolégico, las semillas permiten una regeneracion mas
rapida y eficiente en algunas especies de cactus, asi como lo demostraron los
trabajos de investigacion de Papafotiou et al. (2001) y Lema-Ruminska (2014), estos
autores mencionan que al obtener vitroplantulas directas de semilla esta desarrolla
estructuras mas homogéneas, lo que facilita el establecimiento de cultivos

Vigorosos.

El uso de tejidos como explantes, aunque es Uutil, puede enfrentar desafios
adicionales como la formacion de callos no deseados o la vitrificacion de las plantas,
gue afecta negativamente, la calidad del material vegetal generado. Por esto ultimo
es que el uso de semillas es preferible en la micropropagacion de cactaceas, ya que
conlleva menos complicaciones durante las primeras fases del cultivo y el potencial
para obtener plantas genéticamente diversas (Lema-Ruminska y Kulus, 2014,
Bouzroud et al., 2022).

2.4.5 Métodos de esterilizacion

Para la esterilizacion de tejido vegetal y semillas, se utilizan diversos métodos con
el fin de minimizar la contaminacion microbiana y proteger la viabilidad de los
explantes en condiciones in vitro. Estos métodos incluyen pretratamientos como
enjuagues con detergente seguido de enjuagues con agua destilada estéril.
Posteriormente, es comun el uso de alcohol etilico al 70% durante periodos cortos
de 1 a 3 minutos, seguidos de enjugues con agua destilada estéril y se completa el
proceso con hipoclorito de sodio al 50% para asegurar la desinfeccion, al final se
eliminan los residuos de NaOCI con agua destilada estéril (Murashige & Skoog,
1962).
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2.4.6 Induccién y mantenimiento de brotes

Los brotes se inducen mediante la adicion de citocininas en el medio de cultivo,
generalmente en combinacion con auxinas y su relacién determina si se forman
brotes multiples o raices (Villavicencio-Gutiérrez et al., 2012; Kurepa y Smalle,
2022). Por ejemplo, se pueden obtener multiples brotes, hasta 15 aproximadamente
con una concentracién en relacién 10:1 de KIN y AIB para la micropropagacion de
Epithelantha micromeris, cactacea en estatus de riesgo (Villavicencio-Gutiérrez et
al., 2012). La frecuencia de subcultivo cada 4-6 semanas es un protocolo estandar
en cultivo in vitro para mantener la viabilidad de los tejidos, las razones principales
por las que se realiza el subcultivo son debido al agotamiento de los nutrientes, la
acumulacion de metabolitos toxicos y la deshidratacion del medio (George et al.,
2008).

2.5 Beneficios de la propagacion in vitro de Turbinicarpus valdezianus

2.5.1 Conservacion y aprovechamiento sostenible

La propagacion in vitro ofrece herramientas clave para la conservacion de cactus
endémicos de México y en peligro de extincion; Permite multiplicar ejemplares a
partir de tejidos de plantas silvestres sin afectar sus poblaciones naturales.
Proporciona material genético para reintroducciones en habitats degradados,
asegurando diversidad genética; Facilita el almacenamiento a largo plazo en bancos
de germoplasma bajo condiciones controladas y reduce la presion por colecta ilegal;
La propagacion in vitro permite un aprovechamiento sostenible al producir
masivamente plantas para comercio legal (evitando la extraccién ilegal), generar
ingresos mediante viveros comunitarios y conservar la especie mediante
reintroducciones. Esta técnica satisface la demanda ornamental y farmacéutica,
reduce costos de produccion y puede integrarse con ecoturismo y educacion
ambiental, equilibrando uso econdémico y proteccion de poblaciones silvestres
(Giusti et al., 2002; Lema- Ruminska y Kulus 2014; Palacios et al., 2016; Boeri,
2017; Villavicencio-Gutiérrez et al., 2022, Mora-Cruz et al., 2023).
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2.5.2 Investigaciéon y desarrollo tecnoldgico

La propagacion in vitro ha generado importantes avances tecnolégicos, incluyendo
protocolos optimizados con reguladores de crecimiento (BAP+ANA), control de
hiperhidricidad mediante paclobutrazol, y desarrollo de técnicas como biorreactores
y criopreservacion. Se ha podido estudiar sus respuestas al estrés oxidativo, y
explorar aplicaciones farmacéuticas mediante cultivos celulares. Los hallazgos,
aunque prometedores, requieren alin mayor estandarizacion para su escalamiento

comercial y aplicacion en otras especies de cactaceas (Garcia-Osuna et al., 2011).
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. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion geogréafica del sitio experimental

La investigacion se realizd en verano del 2024, en el Laboratorio de Cultivo de
Tejidos Vegetales (LCTV) del Campo Experimental Saltillo del Instituto de Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (CIRNE-INIFAP), ubicado en
Carretera Saltillo-Zacatecas, Km. 342+119, N° 9515 Col. Hacienda Buenavista
25315, Saltillo, Coahuila. Coordenadas 25°20'37.9” N 101°01°59.9” W vy altitud de
1,520 msnm. Clima BSoh (x"), calido y semiarido (clasificacion de Koeppen
modificado por Garcia, 2004). Temperatura media anual de 16.4 °C y precipitacion
de 610 mm.

3.2 Material vegetativo
Se utiliz6 semilla de la accesion CESAL-Turval-2 de la biznaga cono invertido de

Valdez (Turbinicarpus valdezianus) obtenidas del Banco de Germoplasma de
Cactaceas del CESAL (CIRNE-INIFAP).

3.3 Desinfeccion de semillas

En este estudio se utilizé6 semilla pura obtenida de un analisis de pureza previo,
realizado con un soplador South Dakota® modelo CFY-Il, con una abertura de 3 cm
por 1 mint, como lo establece el International Seed Testing Association (ISTA,
2021), misma que se realiz0 en el Centro de Capacitacion y Desarrollo en
Tecnologia de Semillas (CCDTS) de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio

Narro.

En el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del Campo Experimental Saltillo
CIRNE-INIFAP, se realizé la desinfeccion de las semillas para eliminar o inactivar
microrganismos (bacterias y hongos) que se encuentran en la superficie de la

semilla.
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Este proceso se hizo en la Campana de Flujo Laminar (VECO, Modelo

JCGHFLA12/24) mediante el siguiente procedimiento

3.3.1 Limpiezainicial de la semilla
Las semillas se lavaron con agua destilada estéril para eliminar cualquier otro
residuo. Posteriormente, se procedid con una desinfeccion con sulfato de cobre,

seguido de un enjuague exhaustivo con agua destilada.

Tratamiento con alcohol: Las semillas se lavaron en una solucién de etanol (alcohol
etilico) al 70% durante 3 minutos. Este paso ayuda a eliminar las capas de cera y

lipidos de la superficie de la semilla, facilitando la accion del desinfectante principal.

3.3.2 Desinfeccién quimica
Se hizo con hipoclorito de sodio (cloro) al 30% durante 3 minutos. Durante este
paso, es importante agitar suavemente las semillas de forma intermitente para

asegurar que el desinfectante cubra toda la superficie.

3.3.3 Enjuague estéril

Una vez finalizado el tiempo de desinfeccién, se realizaron 3 enjuagues con agua
destilada estéril. Este es un paso crucial para eliminar por completo los residuos del
desinfectante, ya que cualquier traza podria ser fitotéxica y dafiar el embrion de la
semilla, impidiendo su germinacién. Durante cada paso de desinfeccién se utilizé
un equipo de agitacion (SEA STAR, HSA 00315) a 250 rpm durante el tiempo

establecido

3.3.4 Siembra

Una vez enjuagadas, las semillas se siembran en tubos de ensayo con un volumen
de 10 mL de medio de cultivo estéril dentro de la Campana de flujo laminar (Figura
6).
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Figura 6. Establecimiento de semillas de T. valdezianus en tubos de ensayo,
con 10 mL de medio.

3.4 Ensayo de germinacién in vitro

3.4.1 Disefio experimental

La prueba de germinacion estandar se hizo con base a las reglas del International

Seed Testing Association (ISTA, 2021), con modificacién en el nUmero de semillas

por unidad experimental, debido a la reducida cantidad de semilla pura obtenida.

Mediante un disefio completamente al azar con arreglo factorial 2x2 de efectos fijos

se establecieron cuatro tratamientos, Bajo la hip6tesis Ho: 71=0 72=0 73=0 72=0vs

Hzi: el tipo de medio de cultivo y la adicion de fitorregulador influye en las variables

repuesta (Cuadro 1).

Cuadro 1. Composicion de los tratamientos utilizados en la germinacién in
vitro de T. valdezianus.

ID Factores Descripcion

T1 Ao Bo 0.6% agar + 87.64 mM C12H22011

T2 Ao B1 0.6% agar + 87.64 mM Ci2H22011 + 8.65 uM de (AG3)
T3 A1 Bo MS (Murashige-Skoog, 1962) al 50 %)

T4 A1 B1 MS 50% + 8.65 uM de AG;
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Descripcién de los tratamientos evaluados; A, = Medio base con 0.6 % de agar y 87.64 mM de
sacarosa (C;,H,,0;1); Ay = Medio Murashige y Skoog (MS, 1962) al 50 % de su concentracién idnica;
B, = Sin adicion de acido giberélico (AG3;); B, = Con adicién de 8.65 uM de acido giberélico (AG3).

En este ensayo se establecieron 40 semillas como unidad experimental con 3
repeticiones, para evaluar 120 unidades experimentales por tratamiento. En total se
evaluaron en este ensayo 480 semillas. Este tamafio de muestra es valido de
acuerdo con Rao et al. (2007) y Di Sacco et al. (2020) quienes sugieren que, para
especies con problemas de regeneracion, como es el caso de taxones silvestres
como Turbinicarpus valdezianus, un buen tamafio de muestra oscila entre 100 y 300

semillas para un analisis con validez estadistica.

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el entorno de programacién R
(version 4.3.2; R Core Team, 2025). Para la visualizacion de datos y gréaficos se
empled la libreria ‘tidyverse’ (Wickham et al., 2019). Los andlisis estadisticos se
llevaron a cabo con las siguientes librerias: ‘agricolae’ (Mendiburu, 2021), ‘ARTool’,
‘emmeans’, ‘dplyr’, ‘car’, ‘MASS’ (Venables & Ripley, 2002).

3.4.2 Modelo estadistico general

Yijk=ptai+pj+(ap)ij+eijk
Donde:

Yijk: valor observado de la variable dependiente para el i-ésimo nivel de A, j-ésimo
nivel de B, k-ésima repeticion.

M. Media general.
ai. Efecto del i-ésimo nivel del factor A (medio de cultivo).
pj: Efecto del j-ésimo nivel del factor B (AG3).

(ap)ij: Efecto de la interaccion entre los factores Ay B.
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eijk: Error experimental, que se asume distribuido ~N (0, 0?)

3.4.3 Variables dependientes

Cada siete dias se analiz0 la cinética de la germinacion, que se refiere al estudio
del ritmo y patron temporal con el que germinan las semillas de una poblacion bajo
condiciones ambientales o tratamientos especificos. En lugar de solo indicar
cuantas semillas germinaron, la cinética analiza el momento en que lo hicieron, lo
gue ofrece una vision mas completa del proceso de germinacion (Ranal y Santana,
2006). Basado en las normas de la ISTA (2021), la germinacion se considera
completa cuando la radicula y la pliumula han emergido por completo. A los 35 dias
después de la siembra (dds), se evaluaron las siguientes variables: Altura de la

vitroplanta (Al, mm); Longitud de la radicula (Lr, mm).

3.4.4 Analisis estadistico

Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre la cinética de germinacion, se
emplearon modelos de supervivencia. Los datos consistieron en observaciones
repetidas de germinacién a lo largo del tiempo en unidades experimentales definidas
por tubos individuales, con tratamientos combinados del tipo A (medio de cultivo) y

B (presencia o ausencia de acido giberélico, AG5).

Para el andlisis de la cinética de germinacion se us6 un modelo no parametrico de
riesgos proporcionales de Cox donde se analiza la velocidad de germinacion entre
tratamientos y las diferencias significativas en el tiempo hasta la germinacion (Cox,
1972). Mediante los siguientes parametros: coef, coeficiente estimado del modelo;
HR exp(coef), hazard ratio o riesgo relativo de germinacion respecto a la categoria
de referencia; se(coef), error estandar del coeficiente; z, estadistico de prueba
asociado; p-valor, significancia estadistica del efecto del tratamiento; e IC limite
inferior del intervalo de confianza del 95 % del hazard ratio; IC 95% limite superior,

proporcionando un rango plausible del efecto estimado. La significancia global del
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modelo se evalué mediante las tres pruebas estandar: likelihood ratio, Wald y score
(log-rank), considerando un nivel de significancia de a = 0.05.

Se verificaron los supuestos del modelo a una confiabilidad del 95%, mediante la
prueba de riesgos proporcionales de Schoenfeld (Schoenfeld, 1982). Ademas, se
realizaron comparaciones post hoc (a = 0.05) entre combinaciones de tratamientos
(A:B) usando estimadores marginales ajustados (EMMeans) y letras significativas

generadas con el paquete “multcompView” para facilitar la interpretacion.

Se complementd con métricas descriptivas referentes al tiempo medio de
germinacion (TMG), expresado en dias, la mediana de germinacion (T50),
porcentaje de germinacion final (G, %) y el &rea bajo la curva de supervivencia
(AUC), brindando una caracterizacion completa del proceso de germinacion
(Agacka-Motdoch et al., 2021).

Con los datos de las variables morfoldgicas; Altura de vitroplanta (Al, mm) y Longitud
de radicula (Lr, mm) se verificaron los supuestos del modelo a una confiabilidad del
95%; se realizd la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk (Shapiro y Wilk, 1965);
homogeneidad de varianzas de Levene (Levene, 1960) y verificd la aditividad del
modelo (Tukey, a = 0.05). Después de verificar la normalidad (p > 0.05) y
homogeneidad de varianzas (p > 0.05) se realizé un ANOVA, para estimar los
efectos de los factores A (medio de cultivo), B (concentracion acido giberélico), asi
como sus interacciones de primer orden (AxB); cuando no se cumplieron los
supuestos de normalidad se aplico la trasformacion Box Cox y/o la transformacion
logaritmica. Posteriormente, se aplico la prueba de comparacion multiple de medias

de Tukey (Tukey, 1949) para detectar diferencias significativas.

Para la interpretacion de los resultados de germinacion se realizaron diferentes
graficos; comparaciones post-hoc del modelo de Cox, grafica de residuos de

Schoenfeld, curvas entre tratamientos con log-rank test, residuos vs. valores
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ajustados para cada variable. Para las variables morfologicas de realizaron graficos
de los residuos vs. valores ajustados para cada variable, de la comparacion de
medias de Tukey de los factores y sus interacciones. El analisis se hizo con el
entorno estadistico R (versién 4.3.2; R Core Team, 2025) utilizando las librerias:
‘tidyverse’, ‘agricolae’, ‘ARTool’, ‘emmeans’, ‘dplyr’, ‘MASS’ y ‘car’.

3.5 Ensayo de multiplicacion (Induccién de brotes)

En esta etapa de usaron segmentos basales como explantes que se subcultivaron
en medio MS (Murashige y Skoog, 1962) al 50% de sus macrosales, suplementado
con 100 mg-+* de mio—inositol, 0.4 mg---* de tiamina—HCI, 3% de sacarosay 0.65%
de agar; adicionado con las diferentes concentraciones y combinaciones de
Citoquinas y Auxinas correspondientes a los diferentes tratamientos. El pH de medio
de cultivo de los ensayos de germinacién y multiplicacion se ajusté a 5.7 £ 0.1 antes
de la esterilizacion en autoclave (SU-MI modelo SM-360-A) a 120°C y 15 PSI
durante 20 minutos. Condiciones de Incubacién. Temperatura de 25 * 2°C,

fotoperiodo de 16 h luz/8 h oscurida.

3.5.1 Disefo Experimental

En este ensayo se considero un disefio completamente al azar (DCA) con un arreglo
factorial 2x2; Factor A (Concentracion 2 niveles): Baja (2.5 mg/L de citoquinina +
0.25 mg/L de auxina) y Alta (5.0 mg/L de citoquinina + 0.50 mg/L de auxina). Factor
B (Tipo de regulador de crecimiento 2 niveles): BA + ANA (6-bencilaminopurina +
acido a-naftalenacético) y KIN + AIB (kinetina + &cido indolbutirico). Esto genero
cuatro tratamientos (Cuadro 2). En este ensayo se establecié como UE=5 explantes
por frasco, cada frasco se consider6 como una repeticion estableciendo 12
repeticiones por tratamiento, evaluando 60 explantes por tratamiento. En total en
este ensayo se evaluaron 240 unidades experimentales. En este ensayo se planted
la hipotesis nula Ho=pT; = uT, = uT3 = uT, que postula que ninguno de los factores

tiene efectos sobre la variable respuesta, vs Hi que indica que al menos una de las
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medias de tratamiento difiere de las demas, donde existe un efecto significativo de

alguno de los factores.

3.5.2 Modelo estadistico

Yijk=u+ai+j+(ap)ij+eijk
Donde:

Yijk: Valor observado de la variable dependiente para el i-ésimo nivel de A, j-ésimo
nivel de B, k-ésima repeticion.

M. Media general.

ai. Efecto del i-ésimo nivel del factor A Tipo de Fitoregulador.
pij: Efecto del j-ésimo nivel del factor B (Concentracion).
(ap)ij: Efecto de la interaccién entre los factores Ay B.

&ijk: Error aleatorio asociado al k-ésimo dato en el tratamiento aifj asumido ~

N(0,02).

Cuadro 2. Composicion de los tratamientos utilizados en la multiplicacién de
brotes.

ID Factores Descripcion

2.5 mg/L de 6-Bencilaminopurina (BA) + 0.25 mg/L de Acido a
T1 AoBo  Naftalenacético (ANA)

5.0 mg/L de 6-Bencilaminopurina (BA) + 0.50 mg/L de Acido a-
T2 AiBo  Naftalenacético (ANA)
T3 AoB: 2.5 mg/L de Kinetina (KIN) + 0.25 mg/L de Acido Indolbutirico (AIB)
T4 AiB: 5.0 mg/L de Kinetina (KIN) + 0.50 mg/L de Acido Indolbutirico (AIB)
Descripciéon de los tratamientos evaluados; A, = Concentracion baja de fitoreguladores; Ay =
Concentracion alta de fitoreguladores; B, = Combinacién de citocinina 6-bencilaminopurina (BA) con
auxina acido a-naftalenacético (ANA); B; = Combinacién de citocinina kinetina (KIN) con auxina
acido indolbutirico (AIB).
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3.5.3 Variables dependientes
Los explantes se incubaron por ocho semanas evaluando como variables de
respuesta; numero de brotes por explante (Nb) y altura de brote (Al, mm), para

determinar la tasa de multiplicacion por tratamiento.

3.5.4 Analisis estadistico

Con los datos de las variables morfolégicas; nimero de brotes por explante (Nb) y
altura de brote (Al, mm), se verificaron los supuestos del modelo a una confiabilidad
del 95%; se realiz6 la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk (Shapiro y Wilk, 1965);
homogeneidad de varianzas de Levene (Levene, 1960). Después de verificar la
normalidad (p > 0.05) y homogeneidad de varianzas (p > 0.05) se realizé un ANOVA,
para estimar el efecto del Factor A (Concentracién 2 niveles), Factor B (Tipo de
regulador de crecimiento 2 niveles), asi como sus interacciones de primer orden
(AxB); cuando no se cumplieron los supuestos de normalidad se aplicé la
trasformaciéon Box Cox. Posteriormente, se aplicé la prueba de comparacion

multiple de medias de Tukey (Tukey, 1949). Para detectar diferencias significativas.

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el entorno de programaciéon R
(version 4.3.2; R Core Team, 2025). Para la visualizacion de datos y graficos se
empled la libreria ‘tidyverse’ (Wickham et al., 2019). Los analisis estadisticos se
llevaron a cabo con las siguientes librerias: ‘agricolae’ (Mendiburu, 2021), ‘ARTool’,
‘emmeans’, ‘dplyr’, ‘car’, ‘MASS’ (Venables & Ripley, 2002).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Cinética de la germinacion in vitro
4.1.1 Modelo de Cox
El modelo de regresion de Cox se realizd utilizando el tratamiento T1 como
referencia, por lo que los coeficientes y los hazard ratios de los demas tratamientos
reflejan su efecto relativo en comparacion con dicho tratamiento. El T1 corresponde
a un medio “basico” utilizado como control, ya que contiene unicamente agar al 0.6%
y sacarosa 87.64 mM, sin fitoreguladores (AGs) ni medio MS. Al tratarse de un
medio simple, sin modificaciones que puedan alterar la germinacion, permite
evaluar el efecto relativo de la adicibn de AG; y/o la utilizacion de medio MS
(tratamientos T2, T3 y T4) sobre los tiempos de germinacién, comparandolos con
una media base no modificada. El analisis del modelo de regresion de Cox (p <
0.05) indicé que los tratamientos T2 (p = 0.908), T3 (p = 0.978) y T4 (p = 0.411) no
mostraron diferencias significativas en los tiempos de germinacién respecto al
tratamiento de referencia (Cuadro 3).
Cuadro 3. Modelo de Cox para la germinacion in vitro de Turbinicarpus
valdezianus. HR < 1 indica menor probabilidad relativa de germinar

respecto al tratamiento 1, y HR > 1 indica mayor probabilidad.
Ninguna diferencia fue significativa (p > 0.05).

. HR 1C 95% IC 95%
Tratamiento coef se(coef) z p-valor . . .
exp(coef) inferior  superior
T2 -0.0336 0.9669 0.2921 -0.115 0.908 0.5455 1.714
T3 -0.0081 0.9919 0.2918 -0.028 0.978 0.5599 1.757
T4 0.2385 1.2694 0.2898 0.823 0.411 0.7192 2.24

coef: Coeficiente del modelo; HR exp(coef): Riesgo relativo de germinacion; se(coef): Error
estandar; z: estadistico de prueba; p-valor: significancia; IC 95% inferior y superior: rango del
intervalo de confianza del 95% del riesgo relativo.
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El andlisis de los hazard ratios (HR = exp(coef)) indican el riesgo de germinacion
relativo al tratamiento de referencia. Los tratamientos T2 (HR = 0.9669) y T3 (HR
=0.9919) mostraron una ligeramente menor probabilidad de germinar mas rapido
que el tratamiento de referencia (HR < 1), mientras que T4 (HR = 1.2694) present6
una mayor probabilidad de germinar mas rapido (HR > 1), efecto atribuible a los

componentes del medio de cultivo.

El valor de HR del T4 se respalda con su coeficiente (coef > 0), ya que T4 (coef =
0.2385) aumenta el riesgo de germinacion respecto al tratamiento de referencia, es
decir, promueve una germinacion mas rapida. Por el contrario, los tratamientos T2
(coef = -0.0336) y T3 (coef = -0.0081) presentan coeficientes negativos, indicando

una germinacion mas lenta en comparacion con el tratamiento de referencia.

El indice de concordancia del modelo (C-index = 0.53) indica que el modelo explica
el 53 % de la variable evaluada (germinacion) aunque con una muy baja capacidad
predictiva; mientras que las pruebas globales de significancia Likelihood ratio test,
Wald test y score (log-rank) test, (a =0.05) (p = 0.8) corroboran que los tratamientos
no presentan efectos globales significativos sobre los tiempos de germinacion, por
lo que la hipdtesis nula (Ho) no se rechaza (Cuadro 4).

Cuadro 4. indice de concordancia (C-index) y las pruebas de significancia
global (Likelihood ratio, Wald y log-rank).

Prueba Valor gl p
indice de concordancia (C-index) 0.53 — —
Likelihood ratio test 1.09 3 0.80
Wald test 1.14 3 0.80
Score (log-rank) test 1.14 3 0.80

gl = grados de libertad; p = nivel de significancia.

La prueba de riesgos proporcionales de Schoenfeld confirm6 que se cumplié el
supuesto de riesgos proporcionales del modelo (p = 0.87), validando la adecuacion
del modelo de Cox. En los residuos de Schoenfeld para tratamiento, se observa que
la funcion suavizada del coeficiente fluctlia en torno a cero sin un patron sistematico

evidente. Ademas, los intervalos de confianza contienen el valor cero en casi todo
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el rango de tiempo, lo cual respalda visualmente la validez del supuesto (Figura 7).
Aunqgue el analisis no evidencid efectos significativos de los tratamientos sobre la
cinética de germinacién, se considera estadisticamente valido. Si bien los
resultados no permiten establecer inferencias concluyentes, proporcionan
informacion relevante que contribuye a la comprension del comportamiento
germinativo de las semillas en el contexto de este estudio y dado que el C-index
indica una capacidad predictiva limitada, se recurrié a métricas descriptivas como la
mediana de germinacion (T50), el Tiempo Medio de Germinacién (TMG), el
porcentaje de germinacion final (G, %) y el Area Bajo la Curva de Supervivencia
(AUC) asi como una prueba post hoc para determinar la velocidad, uniformidad y
capacidad germinativa de los tratamientos evaluados.

Global Schoenfeld Test p: 0.8745

Schoenfeld Individual Test p: 0.8745
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Figura 7. Cinetica de germinacién. Residuos de la prueba Schoenfeld del
modelo Cox (p > 0.05) (indica que no hay evidencia de violacién del
supuesto de proporcionalidad).
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4.1.2 Mediana germinacion (T50)

La mediana del tiempo hasta la germinacion (T50) fue de 14 dias de un total de 35
dias evaluados para todos los tratamientos, mientras que la germinacion final
superd6 el 95% en todos los casos, siendo del 100% en los tratamientos T1 y T4
(Cuadro 5).

4.1.3 Tiempo medio de germinacion (TMG)

En cuanto al tiempo medio de germinacion (MTG), se observé una ligera reduccion
en los tratamientos T3y T4 (12.5y 12.2 dias, respectivamente) en comparacion con
el tratamiento T1 (13.7 dias) (Cuadro 5).

Cuadro 5. Métricas descriptivas de la germinacion in vitro de Turbinicarpus
valdezianus por tratamiento.

Tratamiento T50 Germinacion final MTG AUC
1 14 100% 13.7 2392
2 14 95.8% 12.8 2363
3 14 95.8% 12.5 2392
4 14 100% 12.2 2508

T50 = tiempo medio hasta el 50 % de germinacién; MTG = tiempo medio de germinacion (Mean Time
to Germination); AUC = &rea bajo la curva de germinacion.

4.1.4 Areabajo la curva (AUC)

El area bajo la curva (AUC), que integra el porcentaje acumulado de germinacion a
lo largo del tiempo, es un indicador de la rapidez y uniformidad del proceso (Scott
et al., 1984). Valores mas altos reflejan una germinaciébn mas temprana y
consistente, mientras que valores bajos indican procesos mas lentos o escalonados.
En este estudio, las diferencias en AUC entre tratamientos fueron minimas, las
curvas de germinacion acumulada mostraron un patron similar entre tratamientos,
alcanzando porcentajes cercanos al 100 % hacia el dia 30 de evaluacion. El
tratamiento T4 presentd una pendiente inicial mas pronunciada, logrando valores
maximos alrededor del dia 15, mientras que los tratamientos T1, T2 y T3 mostraron
un incremento mas gradual. Sin embargo, al final del periodo, todos los tratamientos
alcanzaron porcentajes de germinacion comparables. El andlisis del area bajo la

curva (AUC) indicé que T4 presento valores ligeramente superiores, 1o que refleja
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una germinacion mas temprana, aunque las diferencias no fueron estadisticamente
significativas; sin embargo, bioldégicamente los resultados sugieren la importancia
del medio T4 en la germinacion de Turbinicarpus valdezianus, a pesar de que la
cinética de germinacion fue practicamente equivalente, en concordancia con los
resultados del modelo de Cox y las métricas TMG, AUG y T50 (Figura 10).

Curvas de germinacion acumulada con AUC
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Figura 8. Area bajo la curva del porcentaje acumulado de germinacion (AUC)
de T. valdezianus.

4.1.5 Prueba post-hoc

Los resultados de los analisis Post hoc para el modelo de Cox muestran que
Tratamiento 4 tuvo el tiempo medio de germinacion mas bajo, con aproximadamente
12.2 dias. Este resultado indica que las semillas en este tratamiento germinaron
mas rapido en promedio en comparacion a las de los otros tratamientos. Los
tratamientos T1y T2 mostraron los tiempos medios mas altos, alrededor de 14 dias,

mientras que el T3 se situd en un punto intermedio.

Las letras "a" sobre las barras de error indican que, a pesar de que T4 fue el mas
rapido, las diferencias en los tiempos medios de germinacidbn no son
estadisticamente significativas entre los cuatro tratamientos; sin embargo, el
tratamiento T4 parece ser el mas eficiente y para especies en estatus de riesgo

como T. valdezianus este tratamiento puede considerarse como el mas
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recomendable en términos practicos, debido a que en especies vulnerables como
es este, caso la disponibilidad de semilla es extremadamente limitada y cada
plantula obtenida representa un recurso genético valioso para los programas de
conservacion; en este contexto la eleccion de un tratamiento debe trascender la
significancia estadistica, priorizar la viabilidad de las plantulas y maximizar la

eficiencia del uso del germoplasma (Figura 9).

Tiempo medio hasta germinacion
Comparaciones post-hoc modelo de Cox
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Figura 9. Comparacién post-hoc del modelo de Cox (p > 0.05) de los
tratamientos evaluados en la germinacion in vitro de T.
valdezianus. (Tratamientos que comparten la misma letra no
presentan diferencias estadisticamente significativas entre si).

El andlisis de supervivencia mediante el modelo de Cox no mostrd diferencias
significativas en la cinética de germinacién entre los tratamientos evaluados. Sin
embargo, se observé una tendencia consistente donde el tratamiento T4 (medio MS
+ AG;) presento los valores mas bajos en tiempo medio de germinacion (TMG) y el
mayor hazard ratio (HR = 1.27), sugiriendo un efecto promotor en la velocidad de

germinacion (Waadt et al., 2022).
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El andlisis de residuos de Schoenfeld respalda este resultado y sugiere que las
semillas utilizadas poseian alta viabilidad y vigor, lo que podria haber enmascarado
posibles efectos de los tratamientos. La alta germinabilidad (>95%) en todos los
tratamientos, incluido el control T1 (medio basico), indica que las semillas de T.
valdezianus se encuentran en estado de quiescencia mas que en dormancia
profunda o verdadera, respondiendo favorablemente a las condiciones ambientales
optimas. Sin embargo, se observa una tendencia aceleradora del T4 sugiriendo la
presencia de una ligera dormancia fisiologica que puede ser superada por la accién
sinérgica entre los nutrientes del medio MS y la actividad del AG; (Dresch et al.,
2014; Waadt et al., 2022; Magnani y Cardoso, 2023).

Se tienen estudios del mecanismo de germinacion y la ruptura de la latencia en
especies modelo como Arabidopsis thaliana, dicho mecanismo esté controlado por
la interaccidon antagonica entre el acido giberelinas (AG;) y acido abscisico (ABA).
Mientras ABA mantiene la latencia a través del complejo DELLA-ABI3/ABI5,
promoviendo sus propios genes de biosintesis e inhibiendo los de AG3, la accién de
AG; inactiva a DELLA y disocia el complejo DELLA-ABI5, reduciendo la sefial de
dormancia; factores como ICE1 también contribuyen a debilitar esta represion, de
modo que las AG; favorecen la transicidn hacia la germinacién en condiciones
Optimas (Waadt et al., 2022).

Posteriormente AG; estimula la sintesis de enzimas hidroliticas como a-amilasas y
proteasas, cruciales para la degradacion de almidon y proteinas de reserva,
liberando azucares y aminoacidos que nutren al embrién (Liao et al., 2025). También
junto a otras 2 fitohormonas (etileno y auxinas) modulan la expansion de las células
del hipocétilo y radicula, lo que facilita la emergencia de la radicula a través de la
testa y el endospermo (Saibo et al., 2003; Martinez-Andujar et al., 2012). Mientras
gue el medio MS provee los cofactores minerales necesarios para la actividad
enzimatica y el desarrollo embrionario (Murashige y Skoog, 1962; Bewley y Black
1994).
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En semillas fotoblasticas positivas (que requieren luz para germinar, como muchas
cactaceas), la luz roja (RED) y luz roja lejana (FR) activan fitocromos como PHYB y
Pfr (Rojas-Aréchiga et al., 2013; Yang y Pritchard, 2022). Estos fitocromos inducen
la sintesis o activacion de giberelinas enddégenas (Reid y Carr, 1968; Hisamatsu et
al., 2005). Con la aplicacion de GA; exdgena, se puede “saltar” el paso de activacion
por luz y desencadenar la germinacion aun en ausencia de sefial luminica (Sawada
et al., 2008).

Los resultados de este trabajo concuerdan con el patrén reportado por Rojas-
Aréchiga et al. (2013) para cactaceas adaptadas a ambientes aridos, donde la
germinacion rapida y sincrénica representa una ventaja adaptativa. La limitada
respuesta a los tratamientos externos coincide con Flores y Jiménez-Bremont
(2008), quienes demostraron que en Turbinicarpus spp. La calidad fisiolégica de las
semillas y su estado de maduracion son determinantes primarios de la velocidad
germinativa. Los valores de T50 obtenidos (12-14 dias) se sitlan dentro del rango
documentado para cactaceas globosas de crecimiento lento, siendo consistentes
con los reportados por Manzo et al. (2022) para Echinocactus grusonii (13 dias) y

Ramirez-Gonzalez et al. (2019) para especies del género Mammiillaria.

Para programas de propagacion a gran escala con limitaciones de recursos, el uso
del medio béasico (T1l) resulta adecuado dada la alta viabilidad germinativa
intrinseca. Sin embargo, en programas de conservacion de germoplasma donde se
priorice la maximizacion del éxito germinativo y la uniformidad, especialmente con
lotes de semillas de baja calidad o procedentes de poblaciones reducidas, se
recomienda el tratamiento T4 (MS + AG;). Este tratamiento no solo mostré una
tendencia a acelerar la germinacién, sino que también provee las condiciones

nutricionales ideales para el desarrollo post-germinativo.

Se concluye que T. valdezianus posee semillas con alta capacidad germinativa
basal y quiescencia superficial, cuya expresion completa requiere principalmente de
condiciones ambientales adecuadas. La influencia de los tratamientos es marginal,

pero bioldgamente relevante, particularmente la combinacidén sinérgica entre el
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medio MS y el AG; en el tratamiento T4, es la opcién mas eficiente para optimizar
la germinacion en programas de conservacion que requieran maximizar el

rendimiento por semilla.

4.2 Analisis de varianza de las variables morfolégicas de las vitroplantas
Altura (Al, mm). - El analisis de varianza factorial (ANOVA) 2x2 revel6 efectos
altamente significativos para el tipo de medio (Factor A, p < 3.22e-13), la presencia
de acido giberélico AG; (Factor B, p < 7.74e-10), asi como para la interaccion entre
ambos factores (AxB), p < 2.74e-05) (Cuadro 6).

Longitud de raiz (Lr, mm). - El ANOVA indico diferencias significativas para el tipo
de medio (Factor A, p < 5.11e-06), mientras que la presencia de acido giberélico
(Factor B, p = 0.3462) y la interaccion (AxB, p = 0.0347) no mostraron diferencias
significativas (Cuadro 6).

Cuadro 6. Resultados del analisis de varianza factorial (ANOVA 2x2) para las
variables altura (Al) y longitud de raiz (Lr).

Variables Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Al A (medio) 529.0 529.0 71.32 3.22e-13 ***
B (AG;) 346.0 346.0 46.64 7.74e-10%**
AxB 144.0 144.0 1941 2.74e-05 ***
Lr A (medio) 94.1 94.09  23.352 5.11e-06 ***
B (AG;) 3.6 3.61 0.896 0.3462
AxB 18.5 18.49 4.589 0.0347 *

Signif. codes: 0 “*** 0.001 ** 0.01 ** 0.05‘" 0.1 °" 1

4.2.1 Pruebas de normalidad para altura vitroplanta y longitud de raiz

El analisis de residuos para la variable Altura de vitroplantula (Al) revel6 violaciones
a los supuestos de normalidad (Shapiro-Wilk, p = 4.85e-03) y homogeneidad de
varianzas (Levene, p < 5.701e-08).

En contraste, para la variable Longitud de raiz (Lr), las pruebas de supuestos
mostraron que los residuos siguieron una distribucion normal (Shapiro-Wilk, p =
0.2236), aunque no se cumplié la homogeneidad de varianzas (Levene, p < 1.75e-
03) (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Resultados de las pruebas de normalidad (Shapiro-Wilk) y
homogeneidad de varianzas (Levene) para las variables
morfoldgicas altura (Al) y longitud de raiz (Lr).

Variable Shapiro-Wilk normality test Levene's Test for Homogeneity of Variance
Al W =0.96113 p-value = 0.004845 F value = 14.743 Pr(>F) = 5.701e-08 ***
Lr W =0.98294 p-value = 0.2236 Fvalue =5.415  Pr(>F) =0.001745 **

Signif. codes: 0 *** 0.001 *** 0.01 * 0.05°" 0.1 "1

Debido a violaciones de los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas,
en ambas variables Al y Lr se aplico una transformacion Logaritmica con los datos
transformados se observd una mejora en el cumplimiento de los supuestos, para Al
normalidad (Shapiro-Wilk, p = 0.2999) y homogeneidad de varianzas (Levene, p =
0.06198). Para la variable Lr, normalidad (Shapiro-Wilkk, p = 0.1709) vy
homogeneidad de varianzas (Levene, p = 0.0856) (Cuadro 8).

Cuadro 8. Resultados de las pruebas de normalidad y homogeneidad para las
variables transformadas.

Variable  Shapiro-Wilk normality test Levene's Test for Homogeneity of Variance
Al trans W =0.98466 p-value =0.2999 F value =2.5269 Pr (>F) =0.06198.
Lrtrans W =0.98141 p-value =0.1709 F value = 2.672 Pr (>F) = 0.0856.

Signif. codes: 0 “*** 0.001 ** 0.01 **0.05°" 0.1 “" 1

Para la variable Al, el nuevo modelo con transformacién Logaritmica mantuvo la
significancia de los efectos principales de los factores A (tipo de medio, p < 2.52e-
14) y B (AG3, p < 3.86e-10), asi como de su interaccion AxB (p = 7.84e-04), lo que

valida la estructura factorial del disefio experimental.

Por otro lado, el modelo con transformacion Logaritmica para la variable Lr indico
diferencias significativas unicamente para el factor A (p < 1.12e-05), mientras que
ni el factor B (p = 0.4486) ni la interaccibn AxB mostraron efectos significativos,
aunqgue esta Ultima presentd una tendencia cercana a la significancia (p = 0.0694)
(Cuadro 9).
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Cuadro 9. Resultados del ANOVA factorial 2x2 para las variables morfolégicas

transformadas.
Variables Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Al trans A (medio) 4.030 4.030 80.33  2.52e-14 ***
B (AG;) 2.443 2.443 47 3.86e-10 ***
AxB 0.604 0.604 12.04  0.000783 ***
Lr trans A (medio) 1.938 1.938 21.487 1.12e-05 ***
B (AG3) 0.052 0.0522 0.579 0.4486
AxB 0.304 0.3042 3.373 0.0694.

Signif. codes: 0 *** 0.001 ** 0.01 * 0.05°" 0.1 *" 1

Luego de verificar los supuestos del modelo transformado, se procedié a realizar
comparaciones multiples mediante la prueba de Tukey HSD (a = 0.05) para los

efectos principales (A y B) y su interaccion AxB.

4.2.2 Efecto del tipo de medio (Factor A)

4.2.2.1 Altura de brotes (Al)

El Factor A1 (medio MS al 50%) promovié un mayor crecimiento en altura de las
plantulas en comparacion con el Factor Ao (medio con agar al 0.6% y 87.64 mM de
sacarosa). La diferencia fue estadisticamente significativa segun la prueba de Tukey
(p < 0.05), ya que A1 alcanz6 una media ajustada de 11.77 mm, mientras que Ao

registré6 7.38 mm, ubicandose en grupos distintos (“a” y “b”) de acuerdo con la

prueba de comparaciones multiples. (Figura 10).

Esta diferencia estadisticamente significativa confirma que la composicion
nutricional del medio de cultivo es un factor determinante en las etapas iniciales del

desarrollo in vitro de T. valdezianus (Buyukdemirci, 2005).

Desde una perspectiva fisiolégica, este resultado puede atribuirse a que el medio
MS al 50% proporciona un balance 6ptimo de macro y micronutrientes esenciales
gue actuan como cofactores enzimaticos y precursores metabadlicos para procesos
clave de crecimiento como la division y elongacion celular (Buyukdemirci, 2005).

Especificamente, el balance de nitrogeno en formas de nitrato (NO3~) y amonio
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(NH,*) es crucial para la sintesis de aminoacidos, proteinas y clorofila, mientras que
el potasio regula la presion de turgencia mediante la activacion de bombas de H*-
ATPasa en la membrana plasmaética, facilitando la expansion celular (Murashige y
Skoog, 1962; George et al., 2008).

Por el contrario, el medio Ao, aunque suficiente para la germinacion, carece de estos
nutrientes, limitando el crecimiento una vez agotadas las reservas enddgenas de la
semilla. Este hallazgo concuerda consistentemente con estudios previos en
cactaceas donde medios nutritivos como MS favorecen el desarrollo de plantulas.
En Aztekium hintonii y Leuchtenbergia principis, el medio MS al 50% mostro
superioridad significativa sobre medios basicos en el desarrollo morfolégico
temprano (Gonzalez y Valdés, 2015).

Similarmente, estudios en Melocactus conoidus han documentado que la
disponibilidad y el balance de nutrientes son criticos para un crecimiento vigoroso
post-germinacion. Se observo que el desarrollo in vitro de las plantulas fue superior
cuando se emple6 el medio MS a 50%, evidenciando, correlaciones positivas entre
la concentracién de estos ultimos con la tasa de crecimiento en plantulas (Chaves
et al., 2021).

La implicacién practica es fundamental para el protocolo de micropropagacion: la
fase de crecimiento post-germinacion de T. valdezianus debe realizarse
obligatoriamente en medio MS al 50% para obtener plantulas robustas y bien
desarrolladas. Esta eleccién asegura no solo un crecimiento vertical adecuado, sino
también un desarrollo metabdlico completo que prepara a las plantulas para las
etapas subsecuentes de multiplicacién y aclimatacion, maximizando asi las tasas

de supervivencia.

4.2.2.2 Longitud de raiz (Lr)
La prueba de Tukey para la variable longitud de raiz (Lr) revelé que el Factor A1
(medio MS al 50%) promovio una mayor longitud radicular en comparacién con el

Factor Ao (medio con agar al 0.6% y 87.64 mM de sacarosa). El tratamiento Az
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alcanz6 una media ajustada de 6.40 mm, significativamente superior a la de Ao (4.53
mm), lo que indica que las concentraciones de sales del medio MS al 50%

proporcionaron condiciones mas favorables para el desarrollo radicular (Figura 10).

Este resultado se respalda por la funcién esencial que cumple un medio mineral
completo como el MS al proveer los nutrientes y cofactores necesarios para la
division y elongacion celular (Murashige y Skoog, 1962). La ventaja del medio MS
al 50% radica en la capacidad de proporcionar un equilibrio mas adecuado de sales
minerales (particularmente nitrégeno, fésforo y potasio) que son esenciales para la
divisién y diferenciacion celular en la raiz (Bloom et al., 2002). Bajo esta logica el
desarrollo positivo de las raices podria deberse a la adecuada cantidad de amonio
y nitrato, proporcionando asi el nitrdgeno necesario para la biosintesis, la
sefalizacion y el transporte de auxinas en las plantas (Perveen et al., 2011). Por
otra parte, la relacidén nitrato/amonio optimizada en el MS al 50% promueve un pH
rizosférico y el potencial redox que regula la proliferacion de las células radiculares
y las propiedades mecénicas. El resultado neto es que las raices proliferan en zonas

del suelo ricas en nitrdgeno (Bloom et al., 2002).

Este hallazgo concuerda consistentemente con investigaciones previas en
cactaceas. Por ejemplo, en Opuntia ficus-indica y Peniosereus greggii, el medio MS
al 50% incremento6 significativamente tanto la longitud como la densidad radicular
comparado con medios basicos o medios con mayores concentraciones (El finti et
al.,, 2013; Vega et al., 2008). La importancia del balance en la concentracion del
medio de cultivo coincide con lo reportado por George et al. (2008) que a mayor
nivel de nutrientes se incrementa el potencial osmatico y por ende se suprime la

induccioén de raices.

Por lo tanto, el uso de medio MS al 50% durante la fase post-germinacion es
indispensable para desarrollar un sistema radicular robusto y funcional. Esta
eleccion asegura no solo una mayor longitud radical, sino también una arquitectura

radicular mas eficiente en la absorcion de agua y nutrientes, mejorando
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sustancialmente las tasas de supervivencia durante el critico proceso de

aclimatacion ex vitro.
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Figura 10. Resultados de la prueba de Tukey (p < 0.05) para el Factor A
composicion del medio de cultivo en la germinacion in vitro de
T.valdezianus; (A) comparacion de la altura de las vitroplantulas;
(B) longitud de la raiz.

4.2.3 Efecto de la presencia o ausencia de acido giberélico (Factor B)

4.2.3.1 Altura de vitroplanta (Al)

El tratamiento con AG; (B1) registré una altura de vitroplantas significativamente
mayor en comparacion con el tratamiento sin AG3 (Bo). Segun la prueba de Tukey
(p < 0.05), el tratamiento B1 alcanz6 una media ajustada de 11.37 mm, mientras que
BO presentdé 7.78 mm, ubicandose en grupos distintos (“a” y “b”). Este resultado
confirma que la aplicacion de acido giberélico favorece el alargamiento de las

plantulas durante la germinacion in vitro (Figura 11).

La marcada superioridad del tratamiento con AG; puede atribuirse a su accion como

regulador clave en los procesos de elongacion celular. EI AG; estimula la expresion
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de genes que codifican para enzimas hidroliticas como a-amilasas y proteasas,
facilitando la movilizacion de reservas endospérmicas (Liao et al., 2025).
Simultdneamente, AG; estimula la biosintesis de expansinas y xyloglucano
endotransglucosilasas (XET/XTH), enzimas que remodelan los enlaces de la pared
celular, facilitando su expansién y contribuyendo al crecimiento y expansion celular
(Luo et al.,, 2024). Ademas, el AG; regula inhibiendo a las proteinas DELLA,
represoras del crecimiento, liberando asi el potencial de elongacion celular en los

meristemos apicales (Waadt et al., 2022).

Este hallazgo concuerda con numerosos reportes sobre la accion de las giberelinas
en sistemas in vitro. En especies de Cactaceas, la suplementaciéon con &cido
giberélico (AG;3) ha demostrado efectos positivos en el crecimiento de plantulas. Por
ejemplo, en Opuntia spp., la adicibn de AG; al medio MS al 25% la ruptura de la
latencia de la semilla y el aumento de la actividad amilolitica durante la germinacién
(Ochoa et al., 2015). De manera similar, estudios en Stenocereus queretaroensis y
Cephalocereus senilis demostraron AG; promovié significativamente la elongacion
del hipocotilo. Estos resultados respaldan el papel de las giberelinas como
promotores del crecimiento en cactaceas durante las etapas tempranas de
desarrollo e incluso puede reactivar crecimiento en individuos longevos de 100 afios
0 mas de Stenocereus queretaroensis que ya habian cesado el crecimiento del tallo
(Pimienta et al., 1998; Soriano, 2006).

La adicion de AG; al medio de cultivo para T. valdezianus durante la fase de
germinacion es esencial para obtener plantulas bien desarrolladas. Esta estrategia
no solo acelera el crecimiento vertical, sino que también genera plantulas mas
vigorosas y mejor preparadas para las etapas subsecuentes de multiplicaciéon y

aclimatacion.

4.2.3.2 Longitud de raiz (Lr)
No se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos con AG; (B1) y sin
AG; (Bo) en la longitud de raiz (Lr), ya que ambos se ubicaron dentro del mismo

grupo estadistico (“a@”) segun la prueba de Tukey (p > 0.05). El tratamiento B1
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alcanz6 una media ajustada de 5.63 mm, mientras que Boregistré 5.30 mm, lo que
indica que la adicion de giberelina no ejercié un efecto significativo sobre el
crecimiento radicular de las vitroplantulas. Esto sugiere que, a diferencia de la altura
de plantula, la aplicacion de &cido giberélico no tuvo un efecto claro sobre el

desarrollo radicular durante la germinacion in vitro (Figura 11).

La ausencia de respuesta radicular al AG; puede atribuirse a factores fisiol6gicos
como una alta sensibilidad de las raices al acido giberelico a concentraciones
extremadamente bajas (Tanimoto, 2012). Los resultados para Turbinicarpus
valdezianus sugiere que el acido giberelico no tiene efecto en la elongacion de la
raiz o que esta es muy sensible al &cido giberelico y con concentraciones
endodgenas de giberelinas cercanas al nivel de saturacion, lo que limitaria la
respuesta a aplicaciones exdgenas (Tanimoto 2012). Concentraciones muy bajas
de &cido giberelico son suficientes para saturar la elongacion de las raices, pero no
la del tallo (Ramon y lllouz-Eliaz, 2021). Ademas, el acido giberelico redirecciona
como se usa el carbono y el nitrégeno, pero su funcién clave es acoplar el
metabolismo energético con la expansién celular, en otras palabras, acido giberelico
actua como un “interruptor metabdlico” que asegura que los recursos disponibles se
inviertan en crecer, en lugar de quedarse almacenados (Ribeiro et al., 2012). El
desarrollo radicular esta predominantemente regulado por auxinas y citoquininas,
gue controlan la divisién y elongacion celular en los meristemos radicales (Street et
al., 2016; Rivas et al., 2022).

Este resultado coincide con lo reportado en otras cactaceas como Echinocactus
grusonii y Turbinicarpus alonsoi, donde la aplicacion de AGz; no mostré efectos
significativos en el desarrollo radicular, mientras que en Selenicereus grandiflorus,
y Astrophytum asterias se observo incluso una ligera inhibicion (Esteves y Esquibel,
2010; Ritthidechrat y Anuwong, 2023). Estudios en modelos como Arabidopsis han
demostrado que las giberelinas tienen un papel secundario en la organogénesis
radical, donde las auxinas ejercen el control primario. La especificidad tisular de la
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respuesta a giberelinas parece ser un patron conservado en diversas especies (Fu
y Harberd, 2003; Makila et al., 2023).

Desde la perspectiva del protocolo de micropropagacion, este hallazgo sugiere que
la adicion de AG; no es necesaria para promover el desarrollo radicular durante las
fases de germinacion. Los recursos pueden optimizarse enfocandose en otros
reguladores o condiciones que si afecten positivamente el sistema radical. Sin
embargo, considerando su beneficio en el crecimiento aéreo, su uso podria

justificarse cuando se busque un equilibrio entre desarrollo foliar y radical.
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Figura 11. Resultados de una prueba de Tukey (p < 0.05) para el Factor B
presencia o ausencia de AGs en la germinacién in vitro de T.
valdezianus; (A) comparacion de la altura de las plantulas; (B)
longitud de la raiz.

4.2.4 Efecto combinado (interaccion AxB)

4.2.4.1 Alturade brotes (Al)
El andlisis post hoc de Tukey mostro que el tratamiento T4 (A1:B1), que combind el
medio MS al 50% con la aplicacion de AGs, presentd la mayor altura de

vitroplantulas (emmean = 14.65 mm), ubicandose en un grupo estadisticamente
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distinto (“a”) respecto a los demas tratamientos. En contraste, T3 (A1:Bo) alcanzo
una media de 8.88 mm (grupo “ab”), T2 (Ao:B1) obtuvo 8.08 mm (grupo “b”), y T1
(Ao:Bo) registrd la menor altura (6.68 mm, grupo “c”). Este resultado demuestra que
ambos factores actian sinérgicamente para promover el desarrollo de Turbinicarpus

valdezianus (Figura 12).

El andlisis clave de la interaccion AxB para Al revel6 que estos factores no actdan
de manera independiente: tanto el medio de cultivo como el acido giberélico (AG3)
influyen significativamente en el crecimiento de plantulas de Turbinicarpus
valdezianus. En el caso de la altura (Al), el medio MS al 50% (A1) promovié un
crecimiento superior en comparacion con agar-sacarosa (Ao), reflejando la
importancia de un suministro adecuado de nutrientes (Murashige & Skoog, 1962).
En particular, el medio MS aporta fuentes inorganicas de nitrégeno (NOs~ y NH,*),
magnesio, calcio y microelementos esenciales para la biosintesis de aminoacidos,
acidos nucleicos y fitohormonas enddégenas, los cuales son fundamentales para
sostener la actividad meristematica y el alargamiento celular en tejidos jévenes
(Zhang et al., 2024).

La sinergia observada puede explicarse por la complementariedad de los
mecanismos de accion: el medio MS al 50% proporciona los sustratos metabélicos
(carbono, nitrégeno, cofactores) necesarios para la biosintesis de proteinas y la
expansion celular (Murashige & Skoog, 1962). Mientras que el AG; actia a nivel
molecular activando las vias de sefalizacion que promueven la elongacion. Esta
hormona estimula la degradacion de los represores DELLA mediante la via del
receptor GID1, permitiendo la transcripcidon de genes asociados a la expansion
celular (Ueguchi-Tanaka et al., 2005). Entre los genes inducidos se encuentran
aguellos que codifican expansinas y enzimas de remodelacion de la pared celular
como las xyloglucano endotransglicosilasas/hidrolasas (XTH), que facilitan la
extensibilidad de las paredes primarias y, por tanto, la elongacion del eje hipocotilar

y de los tejidos meristematicos (Luo et al., 2024).
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Diversos estudios en cacticeas han reportado efectos similares, donde la aplicacion
de &cido giberélico (AG;) estimuld significativamente la elongacion del tallo y la
actividad del clorénquima, evidenciando una mayor sensibilidad de los tejidos
fotosintéticos a la hormona. Asimismo, AG; modula el metabolismo del carbono,
incrementando la asimilacidon y utilizacion de azlcares en tejidos en desarrollo,
como se observé en Stenocereus queretaroensis, donde la elongacion del tallo se
acompafio de una disminucién de azucares almacenados durante el crecimiento
activo (Arteca y Dong, 1981; Pimienta y Nobel, 1995; Murcia et al., 2016).

La concentracién del medio MS al 50% puede haber favorecido el crecimiento al
disminuir la fuerza idnica y evitar efectos osmoticos negativos, creando un ambiente
mas equilibrado para la absorcidén de nutrientes y la accion del fitoregulador. Esta
condicion ha sido reportada como éptima para la elongacién y regeneracion de
brotes en varias cactaceas micropropagadas, donde un exceso de sales minerales
puede generar estrés osmotico o inhibir la expansion celular (Sanchez-Olate et al.,
2004; George et al., 2008).

4.2.4.2 Longitud de raiz (Lr)

De manera similar, la elongacion radicular (Lr) mostré una dependencia significativa
del medio de cultivo. Las plantulas cultivadas en MS al 50% (A1) desarrollaron raices
mas largas (emmean = 6.40 mm) que aquellas en agar-sacarosa (Ao = 4.53 mm).
Por si sola, la aplicacion de AG; no generd un efecto significativo sobre la longitud
de raiz (B1=5.63 mm vs. BO = 5.30 mm). Sin embargo, la combinacion MS al 50%
+ AG; (A1:B1, T4) produjo la mayor elongacion radicular (6.96 mm), ubicandose en
el grupo estadistico “a”, y superando tanto a MS sin AG; (A1:Bo, T3 = 5.84 mm)
como a los tratamientos en agar-sacarosa con o0 sin AG; (T2 = Ao:B1 =4.29 mm; T1
= Ao:Bo = 4.76 mm). Estos resultados indican un efecto sinérgico entre el medio MS

diluido y la giberelina en la promocion del crecimiento radicular (Figura 12).

Esto confirma nuevamente la relacion sinérgica donde el aporte nutricional del
medio MS provee los precursores metabdlicos y la energia necesaria para que la

sefal hormonal del AG, se traduzca eficientemente en elongacién celular (Cosgrove
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y Sovonick-Dunford, 1989; Davies, 2010; Taiz et al., 2021). Fisiolégicamente, las
giberelinas (GA) no solo estimulan el crecimiento vegetativo, sino que también
modulan la eficiencia metabdlica de las plantas (Zhang et al., 2024). Este
fitoregulador induce la expresion de transportadores de nutrientes en la rizodermis,
facilitando la asimilacion de nitrégeno y fosforo del medio MS. En particular, las GA
promueven la absorcién de nitrégeno al inducir la expresion de transportadores de
nitrato (NRT) y de enzimas clave en su asimilacion, como el nitrato reductasa (NR),
la glutamina sintetasa (GS) y el glutamato sintasa (GOGAT). Diversos estudios han
demostrado que el déficit de giberelinas reduce la captacion de nitrato, lo que
desencadena respuestas de estrés caracterizadas por la acumulacién de
antocianinas y la aparicion de clorosis (Wang et al., 2020; Sun et al., 2021; Zhu et
al., 2025; Liu et al., 2025).

Esto concuerda con lo reportado en diferentes especies de Opuntia donde el empleo
de medios nutritivos como Gamborg o MS suplementados con AGz, mostraron
mejores resultados en comparacioén con sustratos inertes lo que confirma que la
accion del AG; depende no solo de la sefal hormonal, sino también de la
disponibilidad de nutrientes (Ochoa et al., 2015).

Este hallazgo posee implicaciones cruciales para el disefio de protocolos: la
efectividad del AG; en el desarrollo radicular depende criticamente de la
composicién del medio de cultivo. Para maximizar el crecimiento radical, se
recomienda implementar la combinacion sinérgica de medio MS al 50% con AG;
(T4), ya que produce un efecto superior al uso de cualquiera de estos factores por
separado. Esta estrategia es particularmente valiosa cuando se busca establecer

plantulas con sistemas radiculares robustos para aclimatacion.

Los resultados evidencian que los Fitoreguladroes requieren de un sustrato
metabolicamente adecuado para expresar su maximo potencial y resalta la
interaccion sinérgica entre nutricion y sefial hormonal (Murashige, 1974; Cosgrove
& Sovonick-Dunford, 1989).
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En conjunto, la combinacion del medio MS al 50% y AG; favorece una respuesta
coordinada en T. valdezianus, donde la disponibilidad nutricional y la sefial hormonal
interactian positivamente para potenciar los procesos de division y elongacion
celular, resultando en plantulas con mayor altura y vigor. Esta interaccion
significativa entre el medio de cultivo y el AG; también se refleja en el desarrollo
radicular, ya que la combinacion MS al 50% + AG; representa el tratamiento 6ptimo
para promover la elongacién de las raices, demostrando que el efecto de las
giberelinas sobre el sistema radical estda modulado por la disponibilidad de

nutrientes en el medio de cultivo.

De acuerdo con los resultados del andlisis estadistico y las observaciones
fisiol6gicas, la hipbtesis H; se cumple. La combinacién del medio MS al 50% con
AG; representa el tratamiento éptimo para promover tanto la altura como la longitud
de raiz, lo que respalda que la manipulacion controlada de factores nutricionales y

hormonales es efectiva para optimizar el desarrollo in vitro de T. valdezianus.
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Figura 12. Resultados de una prueba de Tukey (p < 0.05) para interaccion
Factores (A:B) en la germinacion in vitro de T. valdezianus; (A)
comparacion de la altura de las plantulas; (B) longitud de la raiz.
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Figura 13. Efecto de los cuatro tratamientos en el desarrollo morfolégico
de vitroplantas de T. valdezianus. (A) T1= 0.6% agar + 87.64
mM C12H22011; (B) T2=0.6% agar + 87.64 mM C12H22011 +
8.65 uM de (AG3); (C) T3= MS (Murashige-Skoog, 1962) al 50
%); (D) T4=MS 50% + 8.65 uM de AG;.

4.3 Ensayo de multiplicacion (Induccion de brotes)
4.3.1 Analisis de varianza Induccion de brotes

4.3.1.1 Numero de brotes (Nb)
El andlisis de varianza (ANOVA) factorial 2x2 mostré que el numero de brotes por

explante (Nb) fue ligeramente significativo e influenciado por el tipo de fitoregulador

(p = 3.8727 e?) y altamente significativo en la interaccién entre concentracion y tipo
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de fitoregulador (p = 8.02 e '4). No se encontré un efecto significativo del factor

concentracion por si solo (p = 1.530 e™!) (Cuadro 10).

4.3.1.2 Altura de brotes (Al)

Inicialmente, se realiz6 un ANOVA factorial tradicional para esta variable. Los
resultados indicaron un efecto altamente significativo para el Factor (A) p=5.23e-05)
y ligeramente significativo para el Factor (B) (p=0.044), mientras que la interaccion
A:B no fue significativa (p=0.984) (Cuadro 10).

Cuadro 10. Resultados del analisis de varianza factorial (ANOVA 2x2) para las
variables Numero de brotes (Nb) y Altura de brotes (Al).

Variables Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Nb A (Concentracion) 26.3 13.76 2.052 0.153081
B (Tipo de Fitoregulador) 28.9 28.92 431 0.038727 *
AxB 76.9 76.94 11.469 0.000802 ***
Al A (Concentracion) 26.3 26.276  16.843 5.23e-05 ***
B (Tipo de Fitoregulador) 6.4 6.382 4.091 0.044*
AxB 0 0.001 0 0.984

Signif. codes: 0 “*** 0.001 ** 0.01 " 0.05°."0.1 " 1

4.3.2 Pruebas de normalidad para nUmero de brotes y altura de brotes
Se verificaron los supuestos del modelo mediante la prueba de Shapiro-Wilk para
normalidad y la prueba de Levene para homogeneidad de varianzas.

Numero de brotes (Nb).- Los resultados indicaron que los residuos del modelo se
distribuyeron normalmente (p = 0.2679) y no presentaron heterocedasticidad (p =
0.3052) para la variable (Nb), por lo que se consideré que el modelo ANOVA se

ajusta adecuadamente a los datos (Cuadro 11).

Altura de brotes (Al).- EIl analisis estadistico reveld violaciones al supuesto de
normalidad del modelo ANOVA Shapiro-Wilk (p < 2.2e-16); aunque se cumplio la

homogeneidad de varianzas (Levene, p < 1.75e-03) (Cuadro 11).

61



Cuadro 11. Resultados de las pruebas de normalidad (Shapiro-Wilk) y
homogeneidad de varianzas (Levene) para Numero de brotes
(Nb) y Altura de brotes (Al).

Variable Shapiro-Wilk normality test Levene's Test for Homogeneity of Variance
Nb W =0.99398 p-value =0.2679 F value =1.2127 Pr(>F) = 0.3052
Al W =0.97235 p-value = 2.2e-16 F value = 1.5297 Pr(>F) =0.2118

Signif. codes: 0 *** 0.001 ** 0.01 * 0.05 ‘. 0.1’ 1

Dado que los residuos del modelo no cumplieron con el supuesto de normalidad
para la variable, Altura de brotes (Al), se aplicé una transformacion Box-Cox (A = —
0.30). Sin embargo, a pesar de que la transformacion mejoro marginalmente la
homogeneidad de varianzas (p < 0.09872.), los residuos transformados continuaron
sin ajustarse a una distribucion normal (p < 7.132e-13) (Cuadro 12).

Cuadro 12. Resultados de las pruebas de normalidad (Shapiro-Wilk) y
homogeneidad de varianzas (Levene) para Altura de brotes (Al).

Variable Shapiro-Wilk normality test Levene's Test for Homogeneity of Variance
Al W =0.90575 p-value =7.132e-13 F value =2.1121 Pr(>F) = 0.09872.
Signif. codes: 0 *** 0.001 ** 0.01 ** 0.05 ‘.’ 0.1 ‘" 1

En consecuencia, se utiliz6 un método ANOVA no paramétrico de rangos alineados
(ART) para la variable (Al), este método permite analizar disefios factoriales sin
requerir pruebas de normalidad. Los resultados mostraron efectos significativos del
factor A (concentracion de fitoreguladores; p < 3.7224e-10) y del factor B (tipo de
fitoregulador; p < 1.53e-03), sin interaccion significativa (AxB; p = 2.01e-01)
(Cuadro 13).
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Cuadro 13. Resultados modelo ANOVA no paramétrico de rangos alineados
(ART) para Altura de brotes (Al).

Analysis of Variance of Aligned Rank Transformed Data

Variables F value Pr(>F)

Al A (Concentracion) 42.0013 3.7224e-10 ***
B (Tipo de Fitoregulador) 10.2349 0.0015251 **
AxB 1.6449 0.20064

Signif. codes: 0 *** 0.001 ** 0.01 " 0.05°" 0.1 " 1

4.3.3 Efectos de los niveles de concentracion (Factor A)

4.3.3.1 Numero de brotes (Nb)

La prueba de comparaciones multiples de Tukey no mostré diferencias significativas
entre los tratamientos (2.5 + 0.25 mg/L) y (5.0 + 0.50 mg/L), lo que indica que
incrementar la concentracién del fitoregulador no produjo un aumento significativo
en la brotacién; ya que ambos compartieron la misma letra estadistica ("a") (Valle,
2021) (Figura 14).

En el cultivo in vitro, las fitohormonas actian como moléculas de sefalizacion que
regulan procesos fisioldgicos en las plantas, y su efectividad puede verse limitada
por la capacidad de los receptores para interactuar con ellas (George et al., 2008).
Los resultados sugieren que la concentracion méas baja (2.5 + 0.25 mg/L) fue
suficiente para saturar los receptores hormonales y desencadenar la respuesta
maxima de division celular y proliferacion de brotes (Arias-Zabala et al., 2009; Valle,
2021).

Estos resultados coinciden con los reportados por Avalos (2010), quien reporta que
al duplicar la concentracion de reguladores no incrementé significativamente la tasa
de multiplicacion en Myrciaria dubia y no encontré diferencias significativas para el
efecto de las concentraciones sugiriendo la existencia de un umbral de respuesta

especifico para el género o la especie.
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Alternativamente, es factible que la concentracion mas alta no haya generado una
respuesta superior e incluso en los resultados se observa un pequefio decrecimiento

no significativo de 7.61 a 7.19 con la concentracion alta.

Esto debido en gran medida a que se aproxima o alcanza un nivel de fitotoxicidad,
donde un incremento en la concentracion hormonal comienza a tener efectos
inhibitorios en lugar de promotores (Arias-Zabala et al., 2009). Estos efectos
antagonicos podrian haber resultado en una respuesta final similar a la de la

concentracion mas baja.

Por otra parte, George et al., (2008) afirman que las respuestas de los explantes
dependen tanto de la sensibilidad del tejido, asi como del equilibrio hormonal de
citoquininas y auxinas. La falta de diferencias entre concentraciones dentro de cada

fitoregulador también podria indicar que la sefial hormonal podria ser determinante.

Estos dos grupos de fitohormonas citoquinina - auxina acttan de forma sinérgica o
antagonica en el control de las actividades meristeméticas, modulando la transicién
entre divisidn celular y diferenciacion; de esta manera, un equilibrio adecuado
permite mantener la fase meristeméatica activa (Moubayidin et al., 2009; Su et al.,
2011). Durante la division celular asimétrica la auxina reprime la sefializacion de las
citoquininas en zonas especificas del embrion (Su et al., 2011). Por lo tanto, una
estimulacibn mas marcada de la auxina, desplazar la sefializacion hacia

callogénesis (Skoog y Miller, 1957).

En base a esto, la relacion de concentracion utilizada en los tratamientos de este
estudio (2.5 mg-L™* citoquinina + 0.25 mg-L™* auxina 'y 5.0 mg-L™* citoquinina + 0.50
mg-L™* auxina) podria afectar la proliferacion de brotes al incrementar levemente la
presencia de auxina, contribuyendo a una sefial hormonal mas antagoénica que

sinérgica.

Esto concuerda con los resultados reportados por Palacios et al. (2016) en
Turbinicarpus valdezianus, donde la proliferacion maxima de brotes se observo con

KIN sola, sin auxina. En su estudio, los explantes apicales alcanzaron hasta 11,75
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brotes/explante y los laterales 4,50 brotes/explante, mientras que en ausencia de
PGRs la brotacion fue practicamente nula (~1,95 brotes/explante). Esto sugiere que
la presencia de auxina, aun en bajas concentraciones, puede inhibir parcialmente la
induccion de brotes, aunque simultdneamente podria favorecer otros procesos

como formacion de callo.

4.3.3.2 Altura de brotes (Al)

El andlisis post hoc de Tukey reveld que la concentracion baja de citocinina: auxina
(2.5 + 0.25 mg-L™) promovio6 una altura significativamente mayor de los brotes, con
una media estimada de 6.23 mm (+ 0.10 SE), en comparacion con la concentracién
alta (5.0 + 0.50 mg-L™1), que presentdé una media de 5.64 mm (£ 0.10 SE). Los
tratamientos se ubicaron en grupos estadisticos distintos (“a” y “b”), indicando que
concentraciones mas bajas de fitoreguladores favorecen un mayor alargamiento de
los brotes in vitro. Esta diferencia fue estadisticamente significativa (p < 0.0001). Lo
cual sugiere que concentraciones menores de reguladores del crecimiento pueden
ser mas efectivas al crear un ambiente hormonal menos estresante que permite
para estimular el crecimiento en altura en esta etapa del cultivo in vitro un desarrollo

mas balanceado (Lee et al., 2025) (Figura 14).

Este resultado indica claramente un efecto inhibitorio de las altas concentraciones
de fitoreguladores sobre el crecimiento en longitud (Sanchez-Olate et al., 2004). Las
altas concentraciones de citoquininas (BA o KIN) y auxinas (ANA o AIB)
probablemente superaron el umbral 6ptimo, generando un estrés hormonal que
suprimi6 el proceso de elongacion celular llevando a la formacion de brotes mas

compactos (George et al., 2008; Jana et al., 2013; Mohamad et al., 2022).

Fisiologicamente puede explicarse porque altas concentraciones de citocininas
exogenas inhibe fuertemente la actividad de la citoquinina oxidasa, lo que aumenta
los niveles enddgenos de citoquininas naturales, provocando un desbalance
hormonal (Huetteman y Preece, 1993). Limitando la elongacion celular y la
expansion de la pared celular y favoreciendo el cambio de células meristematicas a

células diferenciadas y por ende la formacion de brotes compactos.
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Por otra parte, aunque las auxinas son esenciales para regular la division y
elongacion celular, pueden ser fitotéxicas en altas concentraciones y, sin control
homeostético, la hormona podria acumularse facilmente hasta alcanzar niveles
toxicos (Taiz et al., 2021). Asi como generar respuestas desbalanceadas como la
proliferacion descontrolada de callo, inhibicion del crecimiento o incluso necrosis.
Por eso, las células vegetales necesitan regular finamente sus niveles internos de

auxina (Chamorro et al., 2007; Garcia-Osuna et al., 2011)

Este fendmeno ha sido corroborado en distintas especies, en Syringa koreensis, la
aplicacion de una baja concentracion de ANA incrementé el nUmero de brotes,
mientras que el uso de AIB promovié la longitud de los mismos; sin embargo,
concentraciones mas altas de AIB tuvieron un efecto negativo sobre la elongacion
(Lee et al., 2025). De manera similar, en cafia de azucar (Saccharum officinarum
var. Isd 18), se observo que la combinacién de 1.0 mg-L™* de BA con 0.5 mg-L™t de
AIA produjo el mayor nimero de brotes por cultivo (2.61) y la mayor longitud de
brotes (2.37 cm), mientras que dosis mas altas (1.0 BAmg-L™ + 0.75mg-L™* AlA)
redujeron significativamente tanto el nimero como la longitud de los brotes
(Rahman et al., 2018).
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Figura 14. Resultados de una prueba de Tukey (p < 0.05) para el Factor A
concentracion del medio de cultivo en la multiplicacion in vitro de
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T. valdezianus; (A) comparacion en Numero de brotes (Nb); (B)
Altura de brotes (Al).

4.3.4 Efectos del tipo de Fitoregulador (Factor B)
4.3.4.1 Numero de brotes (Nb)

La prueba de Tukey para el factor B mostrd diferencias significativas entre los
tratamientos en el nimero de brotes (Nb). El tratamiento que combina (KIN + AIB)
presenté un mayor nimero de brotes por explante (7.67) comparado con BA + ANA
(7.04), indicando que la combinacion de Kinetina con Acido Indolbutirico resulté mas

efectiva en la induccion de brotes (Figura 15).

La kinetina (KIN) es una citoquinina encontrada naturalmente en gran diversidad de
organismos, aunque en la actualidad existe una preferencia por otras citoquininas
como la zeatina o el 6-bencilaminopurina (BA), asi como por uso de miméticos de
tipo CAD (Ptak et al., 2023; Mazinani et al., 2025). No obstante, presenta ventajas
que justifican su empleo en cultivo in vitro. Su amplio historial de uso en diferentes
especies, ademas de la relativa estabilidad en formulaciones estandar y eficacia

probada en la multiplicacién de brotes en diversos sistemas (Hart et al., 2016).

En este estudio el tratamiento con KIN promovié un numero significativamente
mayor de brotes por explante en comparacion con BA. Esto sugiere que, en T.
valdezianus, la kinetina posee una actividad biol6gica mas adecuada o una mejor
relacion sinérgica con la auxina, promoviendo una division celular mas eficiente en

los meristemos.

Esta sinergia ha sido descrita previamente, ya que la kinetina (6-furfurilaminopurina)
es considerada relativamente inmoévil dentro de las plantas; sin embargo,
experimentos con kinetina marcada con "C en plantas de frijol decapitadas
mostraron que la presencia de acido indolacético (AlA) favorece su movimiento en
el tallo, evidenciando que la auxina potencia el transporte y la eficacia de la kinetina
(Seth et al., 1966).
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Desde un punto de vista fisioldgico la citoquinina, KIN, modula la transicién hacia
células diferenciadas, mientras que la auxina, en este caso AlB, estimula la division
celular en el meristemo. La proporcion de estas hormonas parece favorecer la
prolongacion de la fase meristematica sin inducir una diferenciacion prematura, lo
gue permite que cada explante genere un mayor numero de brotes (Moubayidin et
al., 2009).

La kinetina (KIN), aunque considerada menos activa que BA en términos absolutos,
ha mostrado en varias especies una mayor compatibilidad fisiolégica, favoreciendo
un desarrollo mas equilibrado de los brotes (Bozsé y Barna, 2021). BA es una
citocinina sintética ampliamente utilizada en la micropropagacion debido a su alta

eficacia en la induccién de brotes (George et al., 2008).

Sin embargo, se ha reportado que su aplicacion puede generar efectos secundarios
indeseables, como hiperhidratacién (vitrificacion), inhibicion del crecimiento y
formacion de tejidos andmalos, especialmente en T. valdezianus (Garcia-Osuna et
al., 2011). Con base en ello, se plantea la hipétesis de que, en el presente estudio,
la alta potencia del BA no resulté la mas adecuada para T. valdezianus, o bien que
la KIN present6 una mejor afinidad con el metabolismo de la especie, promoviendo
un patrén de multiplicacion mas eficiente vy fisiolégicamente estable (Chamorro et
al., 2007).

Con respecto a las auxinas AIB posee algunas ventajas comparada con otras
auxinas como AlA teniendo una accion mas prolongada y estable (Ludwig-Mdller,
2011). Resistente a la degradacion por microrganismos, asi como una toxicidad
relativamente baja y un mayor tiempo de permanencia en el sitio de aplicaciéon
(Mesén, 1998; Gehlot y Arya, 2014; Ramirez, 2019). También se ha reportado que
el AIB sufre una foto degradacion mas lenta en medios solidos, teniendo un 40% de
ingrediente activo estable tras 30 dias bajo luz (Nissen y Sutter, 1988; Qamar y
Muneer, 2005). Ademas, AIB activa genes mitoticos que generalmente estan

regulados por auxinas, que podrian estimular la division celular (Qu et al., 2019).
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Por otra parte, ANA es una auxina sintética muy potente que no se oxida, pero una
vez absorbidas, la tasa de degradacion dentro de los tejidos vegetales suele ser
mas rapida, ya que no solo esta expuesta a factores fisicos, sino que también esta
sujetas a conversion enzimatica (Dunlap et al., 1986). Ademas, aunque se utilice en
concentraciones bajas, el ANA puede resultar fitotoxico o inhibir la brotacion si su

efecto se vuelve demasiado marcado (Paton y Scriven, 1989).

Los resultados de este trabajo son contrastantes con los encontrados por De la
Rosa, (2012). En T. valdezianus subsp. albiflorus el cual observdé que la
concentracion 6ptima de BAP fue de 2.22 uM, generando un promedio de 7,0 brotes
por explante. Sin embargo, al incrementar la concentracion, observdé una
disminucion progresiva en el numero de brotes, alcanzando solo 4.8-5.1 brotes a
concentraciones de 5.55 y 7.38 uM. Por el contrario, en T. valdezianus la
combinacion de Kinetina con AIB resulté mas efectiva, generando un mayor nimero

de brotes sin comprometer su desarrollo

La superioridad de la KIN observada en este estudio también ha sido documentada
en especies como Limonium ornamentalis var. Misty blue donde BA a 2.0 mgL*la
tasa multiplicacion y la calidad es baja con brotes pequefios que no llegan a
diferenciarse completamente. Por el contrario, con KIN a 0.5 mgL?! se la
multiplicacion es moderada y los brotes muestran mejor calidad en su forma y
tamafo, a medida que se aumenta la concentracion de KIN, la tasa de multiplicacion
se incrementa, pero el vigor de los brotes disminuye (Chamorro et al., 2007). De
manera analoga, la combinacion de Kinetina con AIB fue mas eficiente con mayor
namero de brotes asi, como un adecuado desarrollo, destacando la importancia de
seleccionar la citocinina y concentraciones Optimas para equilibrar cantidad y

calidad de los brotes.

4.3.4.2 Altura de brotes (Al)
Para la altura de los brotes (Al), el andlisis post hoc de Tukey indico que las plantulas
tratadas con la combinacion de BA + ANA alcanzaron una altura significativamente

mayor, con una media estimada de 6.08 mm (x 0.11 SE), en comparacion con
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aguellas tratadas con KIN + AIB, que registraron una media de 5.79 mm (= 0.10
SE). Ambos tratamientos se ubicaron en grupos estadisticos distintos (“a” y “b”),
evidenciando que la combinacion de BA y ANA favorecié un mayor crecimiento en

altura de los brotes in vitro (Figura 15).

Desde un punto de vista fisiolégico, este efecto podria atribuirse a que BA posee un
alto grado de efectividad para estimula la divisibn y expansion celular,
especialmente cuando se combina con una auxina altamente mévil como lo es ANA
(George et al.,, 2008). Como se ha descrito anteriormente La auxina induce la
division celular en el meristemo, mientras que la citoquinina controla el cambio de
células meristematicas a células diferenciadas (Moubayidin et al., 2009). En este
contexto para T. valdezianus, esta proporcion hormonal podria favorecer la
elongacion de células individuales en lugar de inducir la formacién de mdltiples
brotes, desplazando el equilibrio hacia crecimiento en altura mas que a proliferacion
de brotes. En contraste la combinacion de KIN+AIB favorece a un patrén de
desarrollo mas compacto posiblemente mas enfocado en la formacién de brotes

multiples que en la elongacioén (Kirkham y Holder, 1981).

Este fendmeno también puede interpretarse como resultado de la alta sinergia entre
fitoreguladores y las concentraciones, en las que interactdan de forma positiva tanto
los niveles enddégenos como exdgenos de citocininas y auxinas, ademas de factores
intrinsecos como el genotipo, la edad y el tipo de explante empleado (Das et al.,
2018). Ya que existen estudios donde la aplicacién de BA por si solo no afecto la
altura de brotes, su funcion fue mas como un incentivador de la multiplicacion
celular, pero, por otra parte, cuando se combina con ANA se observa una marcada

elongacién de brotes (Mazariegos, 2011).

Los resultados para T. valdezianus en la altura de brotes son similares a los
reportados por (Villavicencio et al., 2022) en T. viereckii subsp. major donde la BA
es la fitohormona que influye en esta variable superando en tamafio a los brotes

obtenidos con KIN.
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Figura 15. Resultados de una prueba de Tukey (p < 0.05) para el Factor B
composicion del medio de cultivo en la multiplicacion in vitro de T.
valdezianus; (A) comparacion en Numero de brotes (Nb); (B) Altura
de brotes (Al).

4.3.5 Efectos de lainteraccion de los Factores AxB

El andlisis de la interaccidbn mostré que el tratamiento T3= (2.5 + 0.25) :(KIN + AIB)
produjo el valor medio significativamente mas alto de Nb (8.36 mm + 2.45), el cual
fue estadisticamente superior al de los demas tratamientos T4= (5.0 + 0.50) :(KIN +
AIB) (7.04) y T1= (2.5 + 0.25) :(BA + ANA) (6.67), los cuales se agruparon en la
misma categoria homogénea (Grupo b). El tratamiento T2= (5.0 + 0.50) :(BA + ANA)
(7.38) mostro un valor intermedio que no difirio significativamente del grupo de mejor
desempefo ni de los grupos de menor desempefio (Grupo ab) (Figura 16). Este
hallazgo crucial permite integrar y dar sentido a las conclusiones obtenidas en los
analisis por separado, demostrando que la respuesta morfogenética esta gobernada
por un balance hormonal preciso que depende criticamente de la afinidad molecular
entre el regulador y su concentracion (George et al., 2008) (Figura 17).

La superioridad del T3 explica la aparente contradiccion entre los efectos
principales. Por un lado, se habia establecido que KIN+AIB era superior a BA+ANA

(Factor B), y por otro, que no existian diferencias significativas entre
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concentraciones (Factor A). La interaccidn demuestra que esta falta de diferencia
general fue el resultado de combinar efectos opuestos: mientras que para KIN+AIB,
la concentracion baja (T3) fue claramente superior a la concentracion alta (T4), para
BA+ANA, la concentracion alta (T2) tendié a ser mejor que la baja (T1). Estos
efectos antagdnicos se enmascaran en el analisis del factor A solo, pero la
interaccion los desvela, destacando la especificidad de la respuesta, un fenomeno

también observado en Myrciaria dubia (Avalos, 2010).

Desde una perspectiva fisiologica, el éxito del T3 puede atribuirse a la creacion de
un ambiente hormonal balanceado y de baja intensidad que resulta ideal para T.
valdezianus. La combinacién de KIN, una citoquinina de actividad moderada y con
mejor compatibilidad fisioldgica para esta especie (Bozso6 y Barna, 2021), con AlB,
una auxina estable y de baja fitotoxicidad (Mesén, 1998; Gehlot y Arya, 2014), a una
concentracion que satura los receptores sin inducir estrés (2.5 + 0.25 mg-L™),
parece prolongar la fase meristematica activa de manera 6ptima (Moubayidin et al.,
20009).

Este ambiente favorece la division celular sin forzar una diferenciacién prematura ni
desencadenar los mecanismos de fitotoxicidad que si se observan con
concentraciones mas altas (Arias-Zabala et al., 2009). Esto concuerda con lo
reportado por Palacios et al. (2015) en la misma especie, donde la brotacion maxima
se logré con KIN en ausencia de auxina, sugiriendo que la adicién de AIB en la dosis
baja del T3 pudo modular sutilmente la actividad de la KIN potenciando su transporte
segun Seth et al. (1966) sin ejercer el efecto antagonico que desplaza la

sefalizacion hacia la callogénesis (Skoog y Miller, 1957).

Los resultados de este estudio concuerdan con los reportados en otras cactaceas,
donde la combinacion de Kinetina con una auxina favorecié el desarrollo de brotes.
Por ejemplo, Orozco-Sifuentes et al. (2014) en Epithelantha micromeris encontraron
qgue la interaccién de KIN+AIA a 1 mg L™ producia una media de 8.0 brotes por
explante. De manera similar, Villavicencio et al. (2012) en la misma especie

reportaron que concentraciones de KIN y AIB en una relacion 10:1 generaban la
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mayor tasa de multiplicacion, lo que sugiere que esta interaccién es factible para la
induccion de brotes en cactaceas, hallazgo también observado en Strombocactus
disciformis y Turbinicarpus pseudomacrochele (Soltero y Portillo, 2015). No
obstante, es crucial destacar que los efectos de las fitohormonas dependen
criticamente de la especie y el tipo de tejido (George et al., 2008), lo que subraya la
importancia de la optimizacién especifica para T. valdezianus lograda en este

trabajo.

Por el contrario, el rendimiento inferior del T1 (BA+ANA a baja concentracion)
confirma la menor afinidad intrinseca de esta combinacion mas potente y agresiva
para la brotacion en T. valdezianus (Garcia-Osuna et al., 2011). Mientras que el
desempefio intermedio del T2 (BA+ANA a alta concentracion) sugiere un efecto de
"fuerza bruta” hormonal, donde la alta potencia del BA y el ANA estimula cierta
proliferacion, pero que es contrarrestada por los efectos inhibitorios del exceso
hormonal y su posible fitotoxicidad (Arias-Zabala et al., 2009; Taiz et al., 2021),
resultando en una respuesta subdptima. Finalmente, la caida en el rendimiento del
T4 (KIN+AIB a alta concentracion) confirma el principio de fitotoxicidad, donde
incluso la combinacion mas adecuada se vuelve inhibitoria cuando se excede su
concentracion éptima, un fenobmeno ampliamente documentado en otras especies
como Syringa koreensis y saccharum officinarum (Rahman et al., 2018; Lee et al.,
2025).

La identificacion de esta interaccion permite establecer una recomendacion de
protocolo sélida y basada en evidencia. El tratamiento T3 (KIN + AIB a 2.5 + 0.25
mg-L™1) se establece inequivocamente como el régimen 6ptimo para la fase de
multiplicacion de T. valdezianus, ya que maximiza el numero de brotes
aprovechando la sinergia especifica entre un tipo de regulador adecuado y una
concentracion eficiente. Esto no solo asegura la maxima productividad, sino que
también se alinea con la generacion de brotes de mayor calidad fisiologica, al operar

dentro de los umbrales de estrés hormonal de la planta.

73



Las medias de altura de brotes oscilaron entre 5.50 + 0.13 mm y 6.38 + 0.16 mm,
observandose que los tratamientos con menor concentracion de citocinina (2.5 +
0.25 mg-L™1) tendieron a presentar alturas ligeramente mayores que los
tratamientos con mayor concentracion (5.0 + 0.50 mg-L"1), independientemente del
tipo de fitoregulador aplicado. De manera similar, aunque no significativa, los
tratamientos con la combinacion de auxinas BA + ANA mostraron la mayor altura
promedio (6.38 = 0.16 mm), mientras que los tratamientos con KIN + AIB
presentaron valores algo menores (5.50-6.09 mm).

Sin embargo, segun el andlisis post hoc basado en el modelo no paramétrico ART,
estas diferencias no fueron estadisticamente significativas, sin que ninguna
combinacion destacara significativamente sobre las demas. Esto indica que, a
diferencia de lo observado para la proliferacion de brotes, la respuesta en
elongacién al tipo de fitoregulador y la concentracién fue consistente y dependi6

principalmente de los efectos principales.

La ausencia de interaccion significativa sugiere que los mecanismos que regulan la
elongacion celular en T. valdezianus responden a las sefiales hormonales de
manera mas directa y menos susceptible a interacciones complejas. Una
explicacion plausible es que las concentraciones utilizadas estuvieron dentro de un
rango "saturado" donde las células ya alcanzaron su maximo nivel de respuesta
hormonal, haciendo que los efectos aditivos 0 antagénicos no fueran detectables
(George et al., 2008). Este fendmeno podria estar relacionado con caracteristicas
especificas de las cactaceas, como cuticulas gruesas, tasas lentas de division
celular o reservas hormonales endégenas que modulan la sensibilidad a los

reguladores exdgenos (Avalos, 2010; Davies, 2010).

Este patron concuerda con reportes previos en cactaceas. En Ariocarpus
kotschoubeyanus, Moebius-Goldammer et al. (2003) observaron respuestas
morfogénicas independientes de la concentracién de fitoreguladores. Asimismo, en
Mammillaria elongata, Papafotiou et al. (2001) encontraron que concentraciones

muy bajas de ANA (0.1 mg-L™) o incluso la ausencia de reguladores promovieron
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respuestas organogénicas superiores. De forma consistente, Estrada-Luna, (2002)
y Pérez-Molphe-Balch et al. (2015) reportaron que en varias especies de cactaceas
la elongacion de brotes responde principalmente a efectos principales de la

concentracion mas que a interacciones complejas.

Desde la perspectiva aplicada, la falta de interaccion simplifica la optimizacion del
protocolo para la elongacion, ya que permite priorizar sistematicamente el uso de
bajas concentraciones (2.5 + 0.25 mg-L™1) para maximizar la altura de los brotes.
Esto coincide con lo descrito en Mammiillaria spp. donde la combinacion de KIN con
AlIA favoreci6 un desarrollo equilibrado entre elongacion y proliferacion (Ramirez-
Malagon et al., 2007). Asi, la seleccion del tipo de regulador puede enfocarse en los
objetivos del protocolo: BA+ANA para obtener la mayor elongacion posible, o
KIN+AIB para promover un crecimiento mas integral. Ademas, el uso de dosis bajas
reduce el riesgo de variacion somaclonal y fitotoxicidad, problemas documentados
al emplear concentraciones elevadas de fitoreguladores en cactaceas y otras
especies (Sanchez-Olate et al., 2004).

En consecuencia, se concluye que los mecanismos regulatorios de la elongacién en
T. valdezianus operan de manera distinta a los de la proliferacion de brotes.
Mientras que la proliferacién responde principalmente a interacciones especificas
entre tipo y concentracion de reguladores, como ha sido documentado en cactaceas
donde la combinacion y el balance auxina/citoquinina determinan la induccion de
yemas (Skoog y Miller, 1957; Moebius-Goldammer et al., 2003; Ramirez-Malago6n
et al., 2007), la elongacion muestra una dependencia mas directa de los efectos
principales, particularmente de la concentracién dentro del rango evaluado. Este
patrén ha sido observado tanto en cactaceas (Papafotiou et al., 2001; Civatti et al.,
2017) como en especies lefiosas, donde altas dosis de fitoreguladores tienden a
reducir la elongacion y generan brotes compactos (Sanchez-Olate et al., 2004).

Los resultados del analisis de la interaccion entre tipo y concentracion de
fitoreguladores indican que la hipdtesis alternativa (H,), que plantea que al menos

un tratamiento tiene un efecto significativo sobre la variable respuesta, se cumple
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para la proliferacién de brotes (Nb), dado que el tratamiento T3 (KIN + AIB a 2.5 +

0.25 mg-L™) produjo un numero de brotes significativamente mayor que los demas

tratamientos. Por otro lado, para la elongacién de brotes (Al), no se evidencia

cumplimiento de H; en cuanto a la interaccién, ya que no se detectaron diferencias

significativas entre combinaciones, y la respuesta depende principalmente de los

efectos principales de los factores la combinacion de factores no potencia

adicionalmente la respuesta, por lo tanto, el efecto es aditivo. Esto sugiere que la

proliferacion de brotes es méas sensible a la interaccion entre tipo y concentracion

de fitoreguladores, mientras que la elongacion se regula de manera mas directa por

la presencia y concentracion de cada regulador por separado
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Figura 16. Resultados de una prueba de Tukey (p < 0.05) para la interaccion

AxB

en

la multiplicacion

in vitro de T. valdezianus;

(A)

comparacién en Numero de brotes (Nb); (B) Altura de brotes (Al).
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Figura 17. Efecto de los tratamientos T1=(A), T2=(B), T3=(C) T4=(D) en
la multiplicacion in vitro de T. valdezianus.
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V. CONCLUSIONES

Este estudio permite establecer un protocolo secuencial y optimizado para la

micropropagacion de T. valdezianus:

e Germinacion: Puede realizarse eficientemente en un medio simple (agar-
sacarosa), aprovechando la alta viabilidad natural de las semillas.

e Crecimiento post-germinacion: Debe utilizarse medio MS al 50%
suplementado con AG; (T4) para maximizar el desarrollo de plantulas.

e Multiplicacién: La combinacion KIN + AIB a 2.5 + 0.25 mg-L™ (T3) es la
opcion 6ptima para maximizar el numero de brotes.

e Elongacion: Debe priorizarse el uso de bajas concentraciones de reguladores

(2.5 + 0.25 mg-L™) para obtener brotes bien desarrollados.

En conclusién, la micropropagacion exitosa de T. valdezianus depende del
reconocimiento de la especificidad de cada fase del desarrollo y de la optimizacion
independiente de los factores criticos para cada una de ellas. Los protocolos
estandarizados resultantes de esta investigacion representan una herramienta
valiosa para la conservacion y propagacion masiva de esta especie cactacea

amenazada.
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