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Resumen

México por sus caracteristicas fisiograficas topograficas y climaticas es uno de los
paises megadiversos, pero como todos los paises presenta uno de los mas graves
problemas, que es la extincion de especies. Cerca del 70% de las especies de la familia
cactaceae se localizan en nuestro pais, muchas de ellas son endémicas. El tipo de
metabolismo que presentan, conocido como CAM es su caracteristica primordial, pues
se adaptan muy bien a las condiciones de aridez, es aqui donde radica su importancia
pues el ecosistema desértico y semidesierto es el de mayor extension en nuestro pais.
La fascinacion que existe por los cactus como plantas de ornato aunado a la destruccion
de sus habitats, sobrepastoreo, sobreexplotacion y el saqueo ilegal, son las razones por
las que en la actualidad se les considera uno de los grupos mas amenazados de la flora
mexicana. Hoy en dia existen una gran cantidad de especies de esta familia en la lista de
la NOM-059-ECOL-2001(SEMARNAT, 2001) como amenazadas o en peligro de
extincion. Una alternativa para eficientar la micropropagacion in vitro de esta familia, es
la germinacion in vitro de sus semillas, pues ofrece un mejor manejo de los explates y
mayor asepsia en este proceso y por consecuencia el rescate de estas especies. Los
medios nutritivos (Tratamientos) utilizados en la germinacion in vitro en esta
investigacion, favorecieron para Mammillaria backebergiana con 79% de germinacion
con el T1 (MS) siendo este el mejor, pues produjo mejores caracteristicas en altura de
plantula y longitud de raiz. Para Mammillaria pringlei con 85% de germinacién fue el
mejor el T2 (MS + AG3), pues presento las mejores caracteristicas en las pplantulas.
Para Turbinicarpus alonsoi los tratamientos no parecen haber mejorado la respuesta de
germinacion, pues los resultados no fueron significativos. Para Turbinicarpus polaskii el
T2 (MS + AG3) con 96% de germinacion presento las mejores caracteristicas de altura
de plantula y longitud de raiz. Siendo este tratamiento y especie los mejores resultados
obtenidos en esta investigacion.

Palabras clave: cactaceae, extincion, germinacion in vitro, Mammillaria backebergiana,
Mammillaria. Pringlei, Turbinicarpus alonsoi, Turbinicarpus polaskii, tratamientos.



1. INTRODUCCION
México como todos los paises del mundo enfrenta el grave problema de la
extincion de especies vegetales y animales. La Republica Mexicana cuenta con una gran
diversidad de condiciones fisiograficas, topograficas y climaticas, por lo que es
considerada como una de las zonas floristicamente mas ricas del mundo (Rzedowski,
1978), ademas de su riqueza en especies, cuenta con un gran numero de organismos
endémicos (Bravo, 1978). Segun Glass (1998), son cerca del 70% de las especies de

esta familia las que se localizan en nuestro pais.

La mayor concentracion de especies nativas de cactus se encuentra en el tercio
meridional de América del Norte, que incluye a América Central, las islas del Caribe y en
la mitad septentrional de América del Sur. Su abundancia disminuye hacia el norte y
hacia el sur; sin embargo, la distribucién de algunos cactus se extiende al norte de

Canada y hasta las porciones meridionales de Argentina y Chile del Sur (Nobel, 1998).

Hoy en dia siguen siendo las plantas mas representativas del paisaje mexicano,
especialmente de las zonas aridas y semiaridas. Ademas de la extraordinaria diversidad,
la gran variedad de formas, asi como las diversas estrategias que en su proceso
evolutivo han desarrollado para hacer frente a la escasez de agua y altas temperaturas,
hacen de las cactaceas un grupo biologico y ecolégicamente muy interesante.

Las raices, tallos, flores, frutos y semillas presentan una gran variedad de
estructuras, uno de los rasgos fisiologicos mas sobresalientes radica en que las hojas se
han convertido en espinas, por lo cual, ademas de prevenir la evaporacion del agua por
transpiraciéon mejor que las hojas normales, le sirven de defensa a la planta contra el

ataque de sus depredadores (Heinemann, 1980).

El uso y aprovechamiento de las cactaceas ha sido amplio. Desde la época
prehispanica hasta nuestros dias, numerosas especies han sido fuente medicinal,
alimenticia, como elemento constructivo, en rituales magicos y con fines ornamentales
(Trinidad, 2005). Es importante considerar el rol ecolégico que desempeia esta familia,

en lugares aridos y ventosos, las cactaceas sirven como fijadores del suelo y previenen



la erosidon que normalmente se produce con las lluvias torrenciales que ocurren en

algunas épocas del afo.

Precisamente la fascinacidén que existe por las cactaceas como plantas de ornato,
es una de las razones por las que en la actualidad se les considera uno de los grupos
mas amenazados de la flora mexicana. Desde el siglo pasado, millones de especimenes

de cactaceas han sido extraidos de su habitat (Christopher, 2003).

El contrabando de cactus es provocado por la demanda de suculentas, por
requerir poco mantenimiento y poca agua, para usarlos en paisajismo y por los
coleccionistas, conocidos como cactofilos. Lo anterior, mas la colecta legal e ilegal en
toda la regién, provocan una marcada disminucién de las poblaciones naturales

(Tierramérica, 2002).

Estas poblaciones también se encuentran deterioradas por las actividades
humanas, sobrepastoreo, depredacion por la fauna silvestre y doméstica, mineria,
industrias, la contaminacion por basureros, incendios, extraccion de acuiferos, colecta de
especies de uso agroindustrial y actividades de recreacibn no reglamentadas
(Villavicencio et. al. 2005).

La desaparicion o amenaza de especies vegetales, entre ellas las cactaceas,
también se debe a su reducida capacidad de recuperacion en condiciones naturales, su
lento crecimiento, la dificultad para su reproduccién y la alta mortandad de las plantulas
causada por factores ambientales o depredacion. En la NOM-059-ECOL-
2001(SEMARNAT, 2001), se encuentran muchas especies de cactaceas clasificadas
como amenazadas o en peligro de extincion, un gran numero de ellas endémicas, 1o que
atrae mas la atencion de los coleccionistas propiciando el saqueo ilegal haciéndolas aun

mas vulnerables (Tierramérica, 2002).

Los programas que se han implementado por parte de los gobiernos e
instituciones federales y estatales han contribuido a la proteccion de las cactaceas; sin

embargo, es necesario desarrollar nuevas tecnologias con el fin de alcanzar su pronta



recuperacion. Una nueva alternativa es la micropropagacion con la cual se podria
obtener un mayor numero de plantulas partiendo de fragmentos minimos de tejido
vegetal, cultivados en medios artificiales, bajo condiciones controladas y estériles. Esta
herramienta biotecnolégica ademas de ser mas productiva en cuanto a numero, genera
plantulas mas grandes en menor tiempo y espacio. Estas vitroplantas se pueden
producir a partir fragmentos obtenidos de plantas germinadas in vitro. Con los medios
de cultivo adecuados se puede para promover la germinacion regular la latencia y evitar

el aborto embrionario.

Hoy en dia se realizan diferentes pruebas en semillas con problemas de
germinacion, pues algunas especies requieren factores muy especificos para tener éxito
en su reproduccion, el presente trabajo contribuye a aportar nuevos conocimientos en
esta ardua tarea. En el presente trabajo se probaron diferentes medios nutritivos
artificiales para determinar el efecto que tienen en la germinacién in vitro de algunas
especies de cactaceas. De la evaluacion se pretende seleccionar el que mayor
porcentaje de germinacidén se obtenga y el que genere vitroplantas completas, sanas y

fuertes que tendran la tarea de continuar con el proceso de micropropagacion.



1.1. Objetivo general
Determinar el medio nutritivo adecuado para la germinacion in vitro de

Mammillaria backebergiana, M. Pringlei, Turbinicarpus alonsoi y T. Polaskii.

1.2. Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto que tienen diferentes medios nutritivos en la germinacion in vitro.

2. Determinar el medio nutritivo que promueve el porcentaje y velocidad de

germinacion asi como calidad de vitroplantas.

1.3Hipotesis
En la etapa de establecimiento se requieren medios de cultivo especificos para

promover la germinacion in vitro de los géneros de Mammillaria y Turbinicarpus.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Etimologia de la palabra cactus
La palabra cactus deriva del griego KakTtog kaktos, este termino fue utilizado por
primera vez por el filésofo Teofrasto para nombrar una especie de cardo espinoso que

crecia en la isla de Sicilia, posiblemente el cardo Cynara cardunculus.

En la Historia Plantarum de Teofrasto la palabra griega KakTtoug, tiene también
dos referencias poéticas, asi el poeta Tedcrito de Siracusa escribid en sus Idilios: 'A ti te
dejen como una oveja del rebafio, cuya pata se haya picado por un cactus'. Asimismo,
Filetas, poeta proveniente de la isla de Cos, escribié sobre ella: 'Debe lamentarse quien
haya perdido el afecto de una mula, por el temor a las heridas del cactus espinoso', la
palabra pasé al latin como cactus a través de Plinio el Viejo, quien en su Naturalis
Historia retomo aquello que Teofrasto escribié sobre esta planta que crecia en Sicilia. De

cactus derivo la palabra latina carduus, que finalmente dio lugar a la espafola cardo.

En la Edad Media la palabra cactus se usaba comunmente para nombrar a la
alcachofa comestible. Mas tarde, fue usada como nombre genérico por Carlos Linneo en
1753 como Cactus, dentro del cual agrupaba 22 plantas que hoy se consideran dentro
de géneros diversos de la familia Cactaceae (Heinemann, 1980).

2.1.2. Distribucién y habitat

Las cactaceas son originarias del continente americano, en donde se encuentran
distribuidas especialmente en las regiones aridas y semiaridas, esta familia incluye de
entre 120 a 150 géneros, con unas 2000 especies nativas de este continente (Villarreal,
1993).

En México, es donde se encuentra el mayor numero de especies debido a las
condiciones de ubicacion geografica, climatica y topografica (Nessman, 1994). Segun
Glass (1998), son cerca del 70% de las especies de esta familia las que se localizan en

nuestro pais.



Con base en el tiempo y en el sitio de origen evolutivo, podria esperarse que los
cactus y los agaves se encontraran, de manera natural, Unicamente en el nuevo mundo,
lo cual es esencialmente el caso. La mayor concentracién de especies nativas de agaves
y cactus se encuentran en el tercio meridional de América del Norte, que incluye de
manera arbitraria a América Central y a las islas del Caribe; y en la mitad septentrional
de América del Sur. La abundancia disminuye hacia el norte y hacia el sur, sin embargo
la distribucion de algunos cactus se extiende al norte de Canada y hasta las porciones

meridionales de Argentina y Chile del Sur (Nobel, 1998).

2.1.3. Descripcion botanica de la familia Cactaceae

Las cactaceas son un grupo que se pueden definir como plantas herbaceas,
lefiosas, suculentas, espinosas, o pueden poseer pelos, carecen de hojas por lo menos
en las formas adultas y estas son simples y alternas. Sus formas son caracteristicas,
siendo las mas comunes las cilindrica, columnar, esférica y candelabriforme. Los tallos
generalmente son globosos, cilindricos o aplanados simples o ramificados. Sus flores
actinomorfas, hermafroditas, con el caliz y la corola formados de multiples piezas
dispuestas en espiral, coherentes en la base formando un tubo pequefio corto o largo, no
hay una clara diferencia entre los sépalos y los pétalos, la transicion de unas a otras es
paulatina o son iguales unas y otras, con estambres numerosos, multiseriados libres o
unidos en la base de los pétalos, de dehisencia longitudinal, el gineseo infero, formado
por varios carpelos, unilocular con numerosos ovulos sobre varias placentas parientales,
estilo grueso, columnar, con el estigma coloreado y lobulado. El fruto es una baya,
generalmente ovoidea esférica o claviforme (Sanchez, 1987). Son plantas de lento
crecimiento, con ciclos de vida larga (Hernandez y Godinez, 1994).

2.1.4. Caracteristicas fisioldgicas
El tipo de metabolismo que presentan, conocido como CAM es la caracteristica
primordial de las cactaceas. Asimismo, la presencia de areolas, es determinante a la

hora de diagnosticar si una planta pertenece o no a la familia de las Cactaceas.



Los miembros de la familia Cactaceae al igual que con el resto de las plantas
suculentas, estan bien adaptados a vivir en condiciones de aridez. Las hojas se han
convertido en espinas, por lo cual, ademas de prevenir la evaporacion del agua por
transpiracion mejor que las hojas normales, sirven de defensa a la planta contra el

ataque de sus depredadores.

La fotosintesis se realiza en los tallos engrosados que almacenan agua. A
diferencia de otras muchas suculentas, el tallo es la Unica parte de un cactus donde este
proceso tiene lugar realmente pues muy pocos miembros de la familia poseen hojas, y
en los que las tienen, éstas son normalmente rudimentarias y de corta vida; tipicamente
tienen forma de lezna, de 1 a 3 mm de largo. Muchas de las especies de esta familia
tienen floracion nocturna, ya que son polinizadas por animales nocturnos como las

polillas y los murciélagos (Heinemann, 1980).

2.1.5. Importancia econdémicay ecoldgica

Hasta hoy en dia las cactaceas son, las plantas mas representativas del paisaje
mexicano, especialmente de las zonas aridas y semiaridas. Ademas de la extraordinaria
diversidad, la gran variedad de formas de vida, asi como las diversas estrategias que en
tiempos evolutivos han desarrollado para hacer frente a la escasez de agua, hacen de
las cactaceas un grupo bioldgico y ecoldgicamente muy interesante (Sandoval, et al
2005).

El uso y aprovechamiento de las cactaceas ha sido amplio. Desde la época
prehispanica hasta nuestros dias, numerosas especies han sido fuente medicinal y
alimenticia, ademas de que se han utilizado como elemento constructivo, en rituales

magicos y con fines ornamentales (Trinidad, 2005).



Aparte de la importancia comercial que puedan tener, tanto para el desarrollo
econdmico de las regiones donde abundan, es importante considerar el rol ecologico que
desempefan. Pues esta familia en lugares aridos y ventosos sirven como fijadores del
suelo y previenen la erosion que normalmente se producen con las lluvias torrenciales

que ocurren en algunas épocas del afio (Martinez, et al. 1992).

2.1.6. Principales amenazas

Precisamente la fascinacion que existe por las cactaceas como plantas de ornato
es una de las razones por las que en la actualidad se les considera uno de los grupos
mas amenazados de la flora mexicana. Desde el siglo pasado, millones de especimenes
de cactaceas han sido extraidos de su habitat. Este saqueo ha sido la causa principal,
por lo que su comercio internacional esta controlado y monitoreado bajo licencia
(Christopher, 2003).

El contrabando de cactus es un comercio a gran escala en el suroeste de los
Estados Unidos, este es provocado por la demanda de suculentas, que al requerir poco
mantenimiento y poca agua son usadas en paisajismo, y por los coleccionistas de
cactus, conocidos como cactdfilos, estos dos grupos estimulan el robo de especies raras
y dificiles de hallar. Lo anterior es aparte de la cosecha perfectamente legal pero mal
reglamentado de plantas silvestres en propiedades publicas y privadas en toda la region.
Pero esto conduce al agotamiento de algunas especies de cactus en el Desierto
Chihuahuense, lo cual amenaza a ciertas poblaciones (Tierramérica, 2002). Debido a
esto en la NOM-059-ECOL-2001(SEMARNAT, 2001), se encuentran muchas especies
de cactaceas clasificadas como amenazadas o en peligro de extincion.

De acuerdo a muchas investigaciones realizadas en la distribucion y evaluacién
de las poblaciones naturales en diversos géneros de cactaceas para el estado de
Coahuila, concluyen que las poblaciones naturales se encuentran deterioradas
principalmente por las actividades humanas, sobrepastoreo, depredacion por la fauna
silvestre y doméstica, mineria, industrias, la contaminaciéon por basureros, incendios,

extraccion de acuiferos, colecta de especies de uso agroindustrial y actividades de



recreacion no reglamentadas (Lopez, 2003; Villavicencio et al. 2006b; Lépez y Garcia
2004).

2.2. Caracteristicas del género Mammillaria Haworth

El nombre del género, fue propuesto por Haworth en 1812, proviene del latin
mammilla, (mama), debido a que las aréolas se disponen en tubérculos conicos en vez
de estar organizadas en costillas como en muchos otros cactus. Otra diferencia
significativa es que las flores no provienen de la aréola, sino de la axila de los tubérculos.
Sus requerimientos de cultivo son muy variados, como sucede en todas las especies.
Algunas especies son de rapido crecimiento y facil cultivo, llegando a florecer mientras la
planta es joven. Algunas son muy resistentes, mientras otras son propensas a la
putrefaccion de raiz si se encuentra en lugares muy frios, o con suelo demasiado
humedo. Todas las especies requieren suelos bien drenados. Por lo general, las plantas

de este género florecen facilmente, especialmente si son sometidas al reposo invernal.

Existen unas 300 especies de Mammiillaria, la mayoria se encuentra en México
aunque algunas son nativas del sudeste de Estados Unidos, el Caribe, América Central y
de la parte norte de América del Sur. Se encuentran Mammillarias desde el nivel del mar
hasta grandes elevaciones. También varian en tamarfio, desde miniaturas de 2.5 cm de

diametro, hasta especimenes tipo columnares de hasta 30 cm (Planetacactus, 2005).



2.2. 1. Clasificacion Taxondmica

REINO......ccccceee. Vegetal
DIVISION............... Magnoliophyta
CLASE.................. Magnoliopside
SUBCLASE........... Caryophyllidae
ORDEN.................. Caryophyllales
FAMILIA................ Cactaceae
GENERO............... Mammillaria
ESPECIE............... backebergiana
ESPECIE............... pringlei

2.2.2. Mammillaria backebergiana, Buchenau

Especie de tallo normalmente simple,
cilindrico, hasta de 30 cm de alturay 5 a 6 cm
de diametro; apice algo hundido oculto por las
espinas. Tubérculos dispuestos en 8 y 7
series, pero frecuentemente en series
anomalas tales como 9y 15 0 10 y 16, conico-
piramidales con la base romboide, cortos de
alrededor de 5 mm de altura y de 11 a 12 mm

de espesor en la base, de color verde

amarillento, finalmente punteados de blanco con jugo lechoso. Axilas normalmente
desnudas ocasionalmente con lana blanca y raras veces cetosas; cerdas 0 a3 de 4 a 8
mm de longitud, flexurosas, traslucidas. Areolas ovales de 2 mm de diametro mayor y
como diametro menor 1 mm, las del apice provistas de lana rizada, blanca que con el
tiempo se torna grisacea. Espinas radiales 8 a 12; generalmente 10, aciculadas, de 8 a
10 mm de longitud divaricadas, con base dilatada, lisas y rigidas, agudas de color
amarillo castafio hasta castafas, con la base mas oscura. Flores campanudas, de 18 a
20 mm de longitud, de color verde claro: tubo receptacular de 6 a 8 mm de longitud,
ligeramente angostado hacia la mitad del nectario, de color verde, segmentos exteriores
del perianto lanceolados, de 2 mm de anchura, con el margen ciliado y el apice agudo,
de color rojo purpureo castafio en el envés, con el borde rosado en el haz; segmentos
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del perianto lineas lanceolados, de 8 a 9 mm de longitud y de unos 2.5 mm de ancho,
enteros; con el apice redondeado y obtuso, rojo abajo, purpureo arriba; filamentos
purpureos; anteras amarillas; estilo de 13 mm de longitud, de color rosa; l6bulos del
estigma 4 a 6 de 2 mm de longitud de color castafio; floreciendo desde octubre hasta
febrero. Fruto claviforme de 20 mm de longitud y de 6 mm de didmetro blanquecino
abajo, verdoso arriba persistiendo adheridos los restos secos del perianto; fructificando
desde mayo hasta agosto. Semillas piriformes, a veces algo recurvadas, de 1.2 mm de
longitud y 0.7 a 0.8 mm de ancho; hasta finalmente fovelada, de color canelo; hilo

subbasal un poco alargado, delgado amarillento (Bravo y Sanchez, 1991b).

2.2.2.1. Distribucion
Se encuentran distribuidos principalmente en Guerrero, Michoacan y en el Estado
de México, en altitudes de 1.400 - 1.600 msnm (Michel et al. 2003a).

2.2.2.2. Estatus

Especie endémica de México, catalogada como Pr. (Sujeta a proteccioén especial)
segun la NOM-059-ECOL-2001.
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2.2.3. Mammillaria pringlei J. Coulter
Cactacea de tallo simple, globoso
hasta cortamente cilindrico, de 16 cm
de alturay 7 cm de espesor. Tubérculos
dispuestos en 13 y 21 series
espiraladas, de consistencia firme,
cdnicos, con el apice obtuso, de 6 a 10
mm de longitud y 8 mm de diametro en
la base, de color verde grisaceo, con

jugo acuoso. Axilas con lana blanca vy

en ocasiones con cerdas blancas. Areolas ovales, de 2 mm de diametro, con lana
amarillenta cuando jévenes. Las espinas son radiales 15 a 20, de 5 a 8 mm de longitud,
aciculares, delgadas, rectas o ligeramente, amarillas, casi horizontales. Espinas
centrales 6, a veces 5 o 7, de 18 a 20 mm de longitud gruesamente aciculares,
encorvadas, amarillas, extendidas hasta porrectas, cubriendo el apice. Flores
infundibuliformes, de 8 a 10 mm de longitud; segmentos exteriores del perianto lineares,
agudos, con el margen aserrado, de color café rojizo u el borde mas claro; segmentos
interiores del perianto linear- lanceolados, agudos con el margen casi entero, rojos;
filamentos de un intenso color rosado; anteras amarillas; estilo blanco abajo y rosado
hacia arriba; I6bulos del estigma 3 de 1 mm de longitud de color castaino amarillento;
fruto claviforme, alargado, de 12 a 15 mm de longitud, rojizo persistiendo los restos
secos del perianto; semillas encorvado-piriformes de 1 mm de longitud por 0.7 mm de
espesor, con hilo lateral cercano a la base, con testa de color castafio. La especie
Mammillaria pringlei fue colectada en el estado de San Luis Potosi por Pringle, pero no
se sabe la localidad exacta. (Bravo y Sanchez, 1991b).
2.2.3.1. Distribucion

Se encuentran distribuidos principalmente en San Luis Potosi, México, Jalisco,
Guanajuato, Querétaro, Hidalgo, México. En altitudes de 1.200 - 2.300 msnm (Michel et
al. 2003b).

2.2.3.2. Estatus
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Especie endémica de México, catalogada como Pr. (Sujeta a proteccidn especial)
segun la NOM-059-ECOL-2001.

2.3. Caracteristicas del género Turbinicarpus Buxbaum et Backeberg

Estas plantas suculentas crecen principalmente en suelos de piedra caliza, en
altitudes entre 300 y 3300 msnm. Este género suele limitarse a habitats especificos,
generalmente hostiles para la mayoria de las plantas, en su mayoria suelos bien
drenados de zonas rocosas, (neutro o alcalino). Turbinicarpus se adaptan a nichos
extremos: mas del 80% de estas especies crecen en las grietas de rocas o entre los
guijarros debajo de ellos, donde el polvo acumulado es suficiente para permitir el
desarrollo de la raiz, estas son muy gruesas, cumpliendo el papel de ancla para
adherirse a las laderas, y como almacenamiento de agua para los periodos de sequia,
las espinas se tornan a menudo en estructura parecidas al papel, capaces de absorber
una buena cantidad de agua. Su aspecto general es muy mimético, gracias a la
epidermis de color grisaceo y sus espinas entrelazadas, esto les permiten pasar
desapercibidas a sus eventuales depredadores.

La historia taxondmica del género Turbinicarpus es bastante compleja y a menudo
mezclada con la de otros géneros como Echinocactus, Echinomastus, Gymnocactus,
Mammillaria, Neolloydia, Normanbokea, Pediocactus, Pelecyphora, Strombocactus,
Thelocactus y Toumeya, los resultados de casi dos siglos de constante evolucién en la
comprension de la relacion de afinidades y dentro de la familia Cactaceae. Muchos
puntos de vista acerca de la clasificacion de Turbinicarpus estan disponibles
actualmente, pero la mas convincente parece el género de revision por Davide Donati,

2003 y 2004, con Carlo Zanovello, gracias a su minuciosidad (Anderson, 2001).
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Este taxdon se encuentra unicamente en México, se distribuyen a lo largo de la
vertiente oeste de la sierra madre oriental y sus planicies adyacentes en los estados de
Coahuila, Nuevo Leon, Tamaulipas, San Luis Potosi, Guanajuato, Zacatecas, Querétaro
e Hidalgo entre los 1700-3500 msnm (Nelo, 2005a).

2.3.1. Clasificacion Taxondmica

REINO......ccccceeen. Vegetal
DIVISION............... Magnoliophyta
CLASE.................. Magnoliopside
SUBCLASE........... Caryophyllidae
ORDEN.................. Caryophyllales
FAMILIA................ Cactaceae

GENERO............... Turbinicarpus

ESPECIE............... alonsoi

ESPECIE............... polaskii

2.3.2. Turbinicarpus alonsoi Glass & S. Arias

Cactacea en forma de roseta,
grisacea, con tubérculos elongados con
angulo 'y quilla caracteristicos, de
consistencia rigida, espinas no pungentes,
mas bien blandas, curveadas y torcidas,
deciduas. Las plantulas son bastante
diferentes, verde oscuro, con tubérculos
redondeados y con espinas radiales
pequenas, blancas, recurvadas. Su tallo es

simple, aplanado, 6-9 cm de diametro,

dividido en tubérculos. Las raices
comienzan en la base del tallo, aunadas a las raices forman una unidad nabiforme;
tubérculos son angulares, 15 mm de largo, 13 mm de ancho en la base, con una quilla
tenue en ambas superficies, glaucos a color verde grisaceo, tornandose suberosos de
las puntas hacia la base cuando envejecen. Aréolas apicales, grandes, con lana pardo

rojiza, tornandose grisacea con la edad, después desnudas (sin espinas). Las espinas
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de 3-5, hasta 20 mm de largo, aplanadas, parecidas al cartén, grises con la punta mas
obscura, no pungentes, irregularmente curvadas hacia adentro, caducas; flores, de 25-
38 mm de largo, 20-30 mm de diametro, de color cereza ha rosado magenta, a partir del
centro del apice del tallo; frutos de hasta 10 mm de largo, 5 mm de diametro, lisos,
purpura rojizos, abriéndose en 1 6 2 hendiduras longitudinales; semillas de 1 mm de
largo, 0.75 mm de ancho, testa negra, tuberculada. Los especimenes juveniles son
globosos, verde obscuros, brillosos, tubérculos redondeados, no elongados, espinas

cortas, blancas, adpresas y recurvadas.

Esta especie fue accidentalmente descubierta en 1994 por Alonso Garcia Luna,
un joven horticultor mexicano (por el cual fue nombrada asi), durante un viaje de campo

a la region de Xichu en el noreste de Guanajuato (Kaktalina, 2006).

2.3.2.1. Distribucion

Es endémica del estado de Guanajuato, México (Fitz & Maurice, 2002).

2.3.2.1. Estatus
Especie endémica del estado de Guanajuato México, catalogada como A.
(Amenazada) segun la NOM-059-ECOL-2001.

2.3.3. Turbinicarpus polaskii (Backeberg) Glass y Foster

Cactacea simple, de tallo pequefio
semigloboso, globoso aplanado o hasta turbinado,
de 1 a 3 cm de alturay 25 a 40 mm de diametro, de
color verde azulado, verde grisaceo claro o verde

con tonos castafios; tubérculos dispuestos en 5y 8

series espiraladas, anchos subaplanados, desde
casi cuadrangulares hasta redondeados. Aréolas g™ 3
desde circulares hasta ovales 1 0 2, rara vez 3, caducas con la edad, de 12 a 45 mm de
longitud, siendo la inferior la mas larga, gruesas amarillentas, castano amarillentas o de
color cuerno; flores de 1 a 4 cm de longitud y diametro, rotado-campanuladas,
segmentos exteriores del perianto lanceolados, con el margen entero o dentado,
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apiculados, de color rojizo verdoso, con el borde mas o menos blanquecino; segmentos
interiores linear-lanceolados, cerca de 3 cm de longitud y 3 a 7 mm de anchura, con el
apice mas o menos agudo o redondeado y aun hendido, a veces ligeramente
mucronado, desde blancos hasta color violeta con la linea media verdosa, rojiza o
purpurea ; filamentos blanquecinos o rosados hacia a la base y mas o menos purpureos
hacia el apice, anteras ovadas hasta lineares, amarillentas o con tinte purpureo, a lo
menos parcialmente; I6bulos del estigma 5 o 6, blanquecinos hasta rosados; semillas de
0.75 mm de longitud; testa negra tuberculada. Algunos autores consideran a
Turbinicarpus polaskii Backeberg (nombre ilegitimo por no haberse designado un tipo)
para la autora de acuerdo con la revisién del género hecha por Glass y Foster en 1997,
considera a T. polaskii dentro de la sinonimia de T. schwarzii (Shurly) (Bravo y Sanchez,
1991a).

2.3.3.1. Distribucion

Se encuentran en cafones profundos, sobre pendientes escarpadas, con grava y
vegetacion escasa. Es endémica de Coahuila de Zaragoza, Tamaulipas y San Luis
Potosi en México. Su habitat natural son los aridos desiertos. Es una especie comun en

areas localizadas (Nelo, 2005b).

2.3.3.2. Estatus
Especie endémica de México, catalogada como A. (Amenazada) segun la NOM-
059-ECOL-2001.

2.4, Caracteristicas generales de la Biotecnologia

La palabra biotecnologia proviene de tres vocablos griegos: Bio (vida), tecno
(arte), logo (tratado). Esta ciencia moderna es una ciencia aplicada, orientada al
aprovechamiento de las capacidades biolégicas de microbios, plantas, células animales,
enfocadas al beneficio del hombre.

Actualmente conjuga los fundamentos cientificos de la microbiologia, la biologia
molecular, la biologia celular, la bioquimica, la quimica y la ingenieria genética, con los

objetivos académicos y comerciales para desarrollar y mejorar productos y procesos a

16



partir de los sistemas vivos. Se emplea principalmente en los campos de la salud, la

agricultura y en la proteccion al ambiente (Ondarza, 2002).

2.4.1. Cultivo in vitro

Cuando se habla de cultivo de plantas, generalmente se refiere a cultivares en
macetas o cultivares en el campo. En 1904 Hanning desarrollé6 un nuevo método de
cultivo de plantas al que llamo cultivo de embriones. Aislo in vitro embriones inmaduros
de algunos miembros de la familia de las Cruciferas, obteniendo plantas viables. El
nombre de cultivo in vitro lo recibe porque al menos inicialmente se usaron recipientes
de vidrio para llevar acabo este tipo de cultivo. Por lo tanto el cultivo in vitro, puede
definirse como un conjunto de técnicas que permiten el cultivo (en condiciones
totalmente estériles) de érganos tejidos y células empleando medios nutritivos artificiales
ricos en sales minerales, vitaminas y hormonas. De forma general, el cultivo in vitro se
realiza en frascos de cristal y las plantas que se obtienen se llaman vitroplantas, las
cuales pueden multiplicarse de forma acelerada; proceso conocido como
micropropagacion (IMGEMA, 2008).

2.4.2. Aspectos generales de la propagaciéon asexual

La propagacién asexual consiste en la reproduccion de individuos a partir de
porciones vegetativas de las plantas, es posible porque en muchas de estas los érganos
vegetativos tienen la capacidad de regeneracion. Las porciones de tallo tienen la
capacidad de formar nuevas raices y las porciones de raiz pueden regenerar nuevos
tallos (Hudson y Kester, 1982).

2.5. La Micropropagacion
La palabra microprogramacion fue empleada por primera vez en 1968 por
Hartmann y Kester para designar varias de las técnicas utilizadas en la multiplicacién in

vitro (Hartmann y Kester, 1995).

La micropropagacion es todo procedimiento aséptico que comprenda la
manipulacion en plantas, de érganos, tejidos o células que produzcan poblaciones de

plantulas y que permitan el desvio tanto del proceso sexual normal como de la
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propagacion vegetativa no aséptica que se practica convencionalmente. Este
procedimiento implica que cada una de las plantulas nuevas que se produzcan pueda
crecer y ser fenotipicas y genotipicamente idéntica a la planta original de que se deriva.

Con la micropropagaciéon se obtiene un gran numero de plantulas a partir de una
planta, se cultiva primero en tubos de ensayos y luego en frascos o cajas de poliuretano,
los explantes pueden ser fragmentos de capitulos muy jovenes o meristemos. Se
obtienen nuevas plantas a los tres o cuatro meses y su estado sanitario es excelente ya

que estan exentas de microorganismos patdégenos (Vidalic, 1992).

2.5.1. Etapas comerciales de la micropropagacion
Segun la experiencia, para la propagacién comercial pueden identificarse cinco

etapas definidas con su objetivo especifico:

2.5.1.1. Etapa 0: Preparativa. En esta etapa se seleccionan las plantas donadoras y una
serie de pre-tratamiento en condiciones higiénicas controladas, cuyo objetivo es mejorar

la eficiencia en la implantacién y el desarrollo posterior de los cultivos in vitro.

2.5.1.2. Etapa |. Establecimiento o iniciacion del cultivo. El objetivo de esta etapa es
establecer cultivos asépticos y viables con los cuales iniciar el proceso de propagacion.

2.5.1.3. Etapa Il. Multiplicacion. Es considerada la etapa mas importante del proceso de
micropropagacion pues es ahi donde se garantiza una buena propagacion de los brotes
y la estabilidad genética de las vitroplantas producidas.

2.5.1.4. Etapa Illl. Enraizamiento. Su objetivo es preparar las plantulas para su
restablecimiento en condiciones de suelo.

2.5.1.5. Etapa IV. Aclimatizacién. Es la fase final del proceso y por tanto su meta es
lograr plantas listas para su trasplante definitivo a campos de produccion o invernaderos
(Jiménez, 1995).
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2.5.1.1. Etapa 0. Preparativa

Esta etapa fue inicialmente propuesta para tratar de reducir los problemas de
contaminacion que se presentaban comunmente en la etapa |, sin embargo en la
actualidad existe un consenso de que esta etapa es importante e indispensable para el
desarrollo de un esquema de microprogramacion eficiente y repetible, por lo que cada
vez se le va prestando mayor importancia. Tiene una marcada influencia sobre la calidad
posterior de las plantas resultantes del proceso tanto desde el punto de vista sanitario,
fisiologico como genético (Guifiazu et al. 2005).

2.5.1.2. Etapa |. Establecimiento o Iniciacion de los cultivos

El objetivo de esta etapa es lograr el establecimiento de cultivo asépticos vy
fisiologicamente vigoroso con los cuales iniciar el proceso de multiplicacion. El estado de
desarrollo de la planta madre y la edad fisiologica del explante, asi como su tamarfio, son
de gran influencia en el éxito del cultivo in vitro (Hernandez, 1997). Los explantes
tomados de plantas jovenes o zonas de crecimiento activas tienen un mejor desarrollo
que aquellos que se toman de plantas adultas o yemas en reposo. A medida de que es
mas joven y menos diferenciado el tejido que se va a implantar, mejor sera la respuesta
in vitro. A medida que el explante es mas facil la regeneracién, pues el tamafo del
explante es un factor importante que influye en la regeneracion de las plantas (Villalobos,
1982).

2.5.1.3. Etapa Il. Multiplicacién
Esta etapa tiene como objetivo la produccion del mayor nimero de propagulos a

partir de los explantes utilizados, ya establecidos in vitro.

Esta es la etapa mas importante de la micropropagacion ya que en ella se realiza
la verdadera multiplicacién o micropropagacion de una especie o variedad definiéndose
tanto el numero de plantas o propagulos a obtener por su calidad genética (Orellana,
1998).
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Para llevar a cabo la multiplicaciéon se induce la proliferacion de brotes, los cuales
se separan en condiciones estériles y son subcultivados nuevamente en medio fresco
para inducir nuevos brotes, esta operacion se repite hasta lograr la cantidad de plantas
deseadas. El método de propagacién a emplear puede ser por yemas axilares o yemas
adventicias, esto depende de la frecuencia de variantes y de la especie en cuestion
(Wang y Charles, 1991).

La eficiencia tecnolégica de esta etapa es decisiva para alcanzar los resultados
finales de la produccion, pues es la responsable de las cantidades de plantas que se
establezcan. Esta eficiencia esta condicionada por el comportamiento de tres variables
esenciales como lo son el coeficiente de multiplicacion o ahijamiento, mortalidad de los
explantes y las pérdidas del proceso por la presencia de contaminantes, incidiendo en

gran forma el manejo de la asepsia, esto por los operadores o fuerza de trabajo.

Zimmerman et al. (1991) afirma que con un 10% de aumento del coeficiente de
multiplicacion se reducen los costos totales de un 3.0 a 5.0 %. El coeficiente de
multiplicacion por su parte depende de la calidad del medio de cultivo y de la
manipulacion que tengan los operadores en la campana de flujo laminar con el material
in vitro (Machado, 2002).

2.5.1.4. Etapa lll. Enraizamiento

Este proceso se ve afectado por la especie, tipo y tamafo de explante, interviene
el estado fisioldgico del tejido, numero de subcultivos, composicion del medio de cultivo y
condiciones de incubacion (Starling, 1985; Roberts y Matthews, 1995). El enraizamiento
de los brotes propagados in vitro reviste gran importancia pues el objetivo es producir
plantas con buenas caracteristicas fisiolégicas y morfoldgicas para que estas puedan
sobrevivir en las condiciones del trasplante a suelo. La formacion del sistema radicular y
su desarrollo son fundamentales para lograr la transferencia de las vitoplantas a
condiciones de invernadero. (Villavicencio et al. 2006a). Este proceso de enraizamiento
requiere cambiar el balance hormonal, disminuir las citoquininas y aumentar las auxinas
(Villalobos y Torpe, 1993), pues entre los compuestos auxinicos en las plantas, se
encuentra la formacion de raices segun Barba (1991).
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El objetivo es que los brotes crezcan hasta formar plantas completas y desarrollen
un sistema radical que les permite ser trasplantadas a un sustrato en condiciones de
vivero o invernadero. Esta etapa es la mas voluminosa de todo el proceso, en ella cada
brote, esqueje 0 yema se cultiva y manipula in vitro para que ademas de crecer y
desarrollar un seudotallo o tallos con las primeras hojas, forme y desarrolle varias raices
que le permitan comenzar la absorcion de nutrientes, posteriormente se transporta sobre
un sustrato enriquecido y se convierte en una planta in vitro o vitroplanta aclimatizada,

lista para llevarse a campo

Deben manejarse adecuadamente todos los factores como lo son: Medios de
cultivos, uso de componentes del medio con sustancias quimicas de calidad, técnica, luz
solar como fuente de iluminacion, frascos de cultivos con dimension adecuada para la
especie que se produzca, disminucion de los riesgos de contaminacion, entre otros esto
con el fin de lograr la mayor eficiencia biolégica, econémica y productiva, durante todo el
proceso in vitro. Por ser esta la etapa donde se concentra la mayor cantidad de
explantes, tiene una influencia directa en los costos de produccion por lo tanto su
eficiencia se encuentra en la disminucion de las pérdidas del material in vitro del proceso
productivo (Pierik, 1990).

2.5.1.5. Etapa IV. Aclimatacién

Los explantes recién enraizados son muy sensibles a los cambios ambientales, de
manera que el éxito o el fracaso de todo el proceso dependen de la aclimatacion. En
esta fase se garantiza un retorno gradual de las plantas a sus caracteristicas
morfolégicas normales. Las técnicas mas eficaces en la aclimatizacion son las que van
mas encaminadas a lograr gradualmente menos humedad relativa, mas luz, crecimiento

autotrofico y un medio séptico. (Pérez, et al. 1998).

La eficiencia de la aclimatizacion es trascendental para la propagacion comercial,
la eficiencia total del proceso, la calidad y la tecnologia son los responsables de los
resultados de esta. Que significaran en el grado de supervivencia de las plantas durante
este tiempo. Sin embargo, durante la fase de adaptacion estas plantas estan forzadas a

ser completamente autotrofas y sintetizar los compuestos organicos necesarios a partir
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de minerales, agua, COg, y luz. Este cambio para las plantas asi como la morfologia de
las mismas determina la susceptibilidad durante las etapas iniciales de este proceso
(Villavicencio, et. al. 2006b).

Adicionalmente el ambiente in vitro (alta humedad, baja intensidad luminosa,
temperatura constante, bajo o nulo intercambio gaseoso en el frasco), condiciona
cambios en la morfologia de las plantas que influyen en la capacidad de supervivencia y
crecimiento, hojas con anatomia interna mal estructurada, estomas que no cierran
normalmente y desarrollo deficiente de la cuticula. Esto hace que las plantas sean mas
susceptibles al stress por pérdida de agua y por lo tanto pueden desarrollar nuevas hojas
adaptadas a las nuevas condiciones. En el tallo se presenta un menor contenido de
tejido de soporte (colénquima y esclerénquima). La raiz es poco funcional, y presenta
ausencia de raices secundarias. En ocasiones existe una conexion vascular incompleta
entre tallo y raices que impide el trasporte eficiente de agua y nutrientes. Como resultado
de esto practicamente las plantas deben desarrollar todo el sistema radicular nuevo
durante la etapa de aclimatizacién. En un inicio las vitroplantas deben cultivarse en
condiciones que se acerquen al ambiente in vitro, alta humedad relativa y baja intensidad
luminosa, se reduce gradualmente la humedad relativa y se aumenta la intensidad
luminosa para que las plantas se desarrollen en un ambiente parecido al de campo o
invernadero, con hojas, tallos y raices adaptados a estas condiciones y completamente
funcionales (lzasa, 2004).

2.5.2. Manejo de las vitroplantas

Para el manejo de las nuevas vitroplantas se recomienda que las plantas se laven
cuidadosamente para eliminar restos de agar de los brotes y raices. Si es posible se
clasifican las plantas por tamafno de ser posible individualizar brotes multiples. Se
sumergen en una solucién fungicida (Benomyl) con el fin de proveerlas de defensas
contra los microorganismos patégenos comunes del suelo al que seran plantadas. Se
recomienda mantener la humedad relativa alta (80 - 90 %) durante la primera o segunda
semana, a partir de la segunda semana se incrementa progresivamente la luz y se
espacian los riegos, reduciendo asi la humedad relativa. Se inicia la fertilizacion tan
pronto como se haya establecido el sistema radicular, esto normalmente ocurre a las dos

o tres semanas (Jiménez,1998).
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2.6. Ventajas la Micropropagaciéon

Esta técnica constituye, dentro de las biotecnologias vegetales, una de las
técnicas que mayor aporte ha brindado. (Escobar 1985; Villalobos y Thorpe, 1993 y Hu y
Wang 1983), sefialan algunas ventajas del cultivo de tejidos con respecto a otros
sistemas de propagacion; sin embargo, es importante mencionar que dependen
fuertemente de la infraestructura con que se cuente, del valor agregado que tenga en el
mercado la especie que desea propagarse, el nivel de produccion que pretendan
generarse, y de factores inherentes al método como la condicion fitosanitaria de las
plantas donadoras de in6culos o explantes (presencia de alguna enfermedad), la edad
fisiologica (juvenil, maduro), deficiencias nutricionales, tamafo y tipo de tejido
seleccionado como explante, los constituyentes del medio de cultivo, las condiciones de
incubacion, la interaccion entre factores quimicos y fisicos, y eficiencia en el numero de

brotes generados por explante. Las ventajas son:

1. Se pueden obtener, en tiempo record, gran cantidad de plantas idénticas entre si
con alto vigor y libres de plagas y enfermedades.

2. Solamente con variar el medio de cultivo del frasco se pueden conservar, durante
varios anos, miles de especies vegetales en un espacio de pocos metros sin
perder sus caracteristicas genéticas y regenerarlas cuando se desee.

3. En solo seis meses se pueden obtener nuevas especies o variedades a partir
de un patrén que se desee mejorar.

4. Sé6lo con realizar correctamente un cultivo in vitro se pueden liberar las
vitroplantas de enfermedades producidas por bacterias, virus y hongos vy
rejuvenecer el material de partida.

5. Se puede mantener la produccion durante todo el afo con facilidades de

transportacion y embarque.
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2.7. Desventajas de la Micropropagacion
Sagawa y Kunisaki (1990), encuentran algunas desventajas de Ia
micropropagacion con respecto a meétodos convencionales de propagacion:
1. La micropropagacion requiere técnicas avanzadas e instalaciones y equipos
especializados.
2. Los propagulos son relativamente caros debido a los métodos usados en el
trabajo intensivo.
3. Deben desarrollarse métodos especificos para obtener resultados 6ptimos con
cada especie.
Las plantulas inicialmente son muy pequefias.

La posibilidad de producir variantes somaclonales es muy alta.

2.8. La Semilla

Las semillas de las cactaceas presentan diversas formas, tanto en su tamano,
estructura y color de testa, en las caracteristicas del embrién y en los tejidos
almacenadores de sustancias nutritivas (Bravo, 1978). Las semillas presentan formas
desde esféricas, ovoides, alargadas, arriionadas, acorazonadas, y hasta de gorra o
sombrero. Su testa puede ser desde clara, parda en varios tonos y negra, y ser opaca a
muy brillante. En el interior de las semillas, se encuentran los elementos que posibilitan
su germinacion, como también las reservas nutritivas para los primeros dias de vida de
la nueva planta. Para la dispersion de las semillas, en algunas especies el fruto se seca
y se agrieta, liberando asi sus semillas, en otras, el fruto es humedo y carnoso siendo
atractivos para pajaros y otros animales que se alimentan de ellos para después
dispersarlas mediante sus excretas fecales (Rodriguez y Apezteguia, 1985). Los cactus
pueden propagarse mediante semillas, esquejes de hojas o tallos, por division e injertos.
La division y los esquejes son los sistemas mas sencillos. Pero el cultivo a partir de
semilla es mas lento y dificil, en su forma convencional pero proporciona la oportunidad
de obtener variantes seleccionadas de las especies y cultivar hibridos nuevos por
polinizacion manual (Ledn, 2006).
2.8.1. Estructura de la Semilla

En las semillas de la familia de las cactaceas se distinguen diferentes partes,

como lo son el embridn, el perisperma, la testa, el micropilo, el hilo, asi como la
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caruncula y el estrofiolo. ElI tegumento interno es el que deja una pequefia abertura que
es el micropilo por donde saldra la radicula del embriéon durante la germinacién. El
embrion es el primordio de la planta y en el estan la radicula, los cotiledones, el epicatilo
y el hipocétilo. ElI endospermo es un tejido de almacenamiento formado en el saco
embrionario al ocurrir la fecundacién, este es digerido por el embrion durante su
desarrollo al igual que el perisperma, tejido de almacenamiento formado a expensas de
la nucela también digerida durante el desarrollo del embrion. El hilo es la cicatriz que
deja el funiculo en la semilla al desprenderse, cuando madura, su forma, tamafio y
posicion son variables. En algunas especies el funiculo al desprenderse, deja en la
semilla residuos que constituyen una estructura esponjosa llamada estrofiolo (Bravo,
1978 y Bravo y Scheinvar, 1995).

2.8.2. La germinacién

La germinacién es el crecimiento del embrion, que ha permanecido paralizado
durante las fases finales de la maduracion. Los procesos fisiologicos de este proceso
exigen actividades metabdlicas aceleradas, la fase inicial de la germinacion consiste
primariamente en la activacion de los procesos por aumentos en humedad y actividad
respiratoria de la semilla. El embrion envuelto por la cubierta protectora constituida por
varias capas de tejidos vivos y muertos contiene reservas alimenticias suficientes para
abastecer el aumento en la actividad metabdlica. Desde el punto de vista puramente
fisiolégico la germinacién comprende cuatro fases: la primera de ellas es la Imbibicion de
agua, posteriormente viene la elongacion celular después la division celular y por ultimo
la diferenciacion de células y tejidos. Y desde el punto de vista fisio-bioquimico se
consideran las siguientes fases del proceso germinativo: Rehidratacion, aumento de
respiracion, formacion de enzimas, digestion enzimatica de reservas, movilizacion y
transporte de reservas, asimilacion metabdlica, crecimiento y diferenciacion de tejidos
(Jacobsen, 1984).

La germinacién de una semilla es definida como la emergencia y desarrollo de las
estructuras esenciales que provienen del embriéon y manifestando la habilidad de una
semilla para producir una planta normal bajo condiciones favorables (Moreno et al.

1992). La ISTA (1996), define a la germinacion como la emergencia y desarrollo de la
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plantula a un estado donde sus estructuras esenciales indican si son o no capaces de
desarrollarse en una planta satisfactoria y productiva, proporcionando las condiciones
favorables de suelo y clima.

Lo cierto es que para que la germinacion ocurra, se deben satisfacer
determinadas condiciones como que la semilla debe ser viable, las condiciones
ambientales para la semilla deben ser favorables: (agua, temperatura, oxigeno y luz).

Esta debe estar libre de patégenos (Hartmann y Kester, 1995).

El Proceso de Germinacion requiere de la a absorcion de agua, esta suele
efectuarse en tres fases; la fase inicial de rapida absorcion, una fase intermedia en la
cual el contenido de agua de la semilla permanece casi constante y una fase final de
intensa absorcion que esta relacionada con el alargamiento de las células y la aparicion
de la radicula (Besnier, 1989). El agua del medio entra en la semilla por una diferencia
entre el potencial hidrico del medio y el potencial hidrico de la semilla, las células del
embrion como del endospermo se hidratan y entran en actividad, por lo que la semilla se
hincha. Después, viene la activacion de enzimas formadas durante la maduracion de la
semilla o las sintetizadas recientemente, las cuales son; las que requieren de hidratacion

para activarse y las que requieren de una hormona o enzima para activarse.

El embrién empieza a producir acido giberélico y este juega un papel de suma
importancia después de la hidratacion de la semilla a través de su efecto de
permeabilidad de la membrana y su influencia en la sintesis inicial de ATP (Cardwell,
1984). El catabolismo del almidon a glucosa, sacarosa y rafinosa, se lleva acabo a traves
de hidrdlisis enzimatica, estos azucares son utilizados por el embrion como fuente de
carbono (Copeland, 1985).

Por otra parte, las proteinas son hidrolizadas por peptidasas y degradadas a
aminoacidos, los cuales son transportados al embrién y reincorporados en nuevos
polipéptidos (Carwell, 1984 y Copeland, 1985). Los lipidos son también utilizados para lo
cual son degradados a acidos grasos y glicerol por la actividad de enzimas como la
lipasa. Los acidos grasos, pasan posteriormente por procesos de a 'y 3 oxidaciéon. En la a
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oxidacion, los acidos grasos pierden un atomo de carbono y CO,, mientras que en la B
oxidacion, se forma Acetyl-CoA y energia en forma de ATP. El Acetyl-CoA entra
posteriormente al ciclo de Krebs; Las citocininas junto con el acido giberélico, inducen la
sintesis de otras enzimas que degradan a las proteinas y lipidos en compuestos mas
simples; ElI ABA por otra parte, en semillas con latencia de tipo fisiolégico, es un inhibidor
de la germinacién que bloquea la sintesis de ADN vy la transcripcion de ARNm. Durante
la germinacion, el tejido de almaceén (carbohidratos, lipidos y proteinas) es hidrolizado y
degradado en compuestos mas simples (por las enzimas recién activadas) y de mayor
movilidad que posteriormente seran translocados a los puntos de crecimiento del
embrion. El proceso de germinacion finaliza cuando las células del embrion se dividen
activamente; para que emerja la radicula de la testa de la semilla. Posteriormente, las
células del endospermo y las del embridn, sintetizan auxinas las cuales primero inducen
el alargamiento de los meristemos de la radicula y luego el alargamiento del tallo.
Mediante la accion de las auxinas y las citocininas se induce el proceso de la
diferenciacion de los tejidos, asi como el crecimiento direccional del tallo hacia arriba y el
de la raiz hacia abajo (Copeland, 1985).

En células de almacenamiento de todo tipo de semillas, las proteinas de reserva
se depositan en estructuras delimitadas por membranas, a las que se conoce como
cuerpos proteinicos. Los cuerpos proteinicos no son proteina pura, sino que también
contienen gran parte de reservas de fosfato, magnesio y calcio. El fosfato se esterifica a
cada uno de los seis grupos hidroxilo de una azucar alcohdlico hexacarbonado conocido
como mioinositol. El producto de esta esterificacion se denomina acido fitico, mientras
que la liberacion de iones H* de los grupos fosfato permite a los iones Mg2 +, Ca?+,2Zn?
y probablemente K* formar sales a las que en conjunto se conoce como fitina o, en
ocasiones fitatos. La fitina casi siempre se une a proteinas en los cuerpos proteinicos. La
imbibicion de agua en una semilla seca desencadena una variedad de reacciones
quimicas que conducen a la germinacion (protrusién de la radicula a través del
tegumento seminal) y el subsecuente desarrollo de la plantula. Las proteinas de los
cuerpos proteinicos se hidrolizan mediante proteinazas (proteasas) y peptidasas a
aminoacidos y amidas. Las membranas que rodean a los cuerpos proteinicos en

desintegracion no se destruyen, en cambio, se fusionan para formar el tonoplasto
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alrededor de la vacuola central en crecimiento. Parte de los aminoacidos y amidas que
se liberan durante la hidrolisis de proteinas en semillas se utiliza para formar nuevas
proteinas especiales, acidos nucleicos, etc. En las células en donde se efectua la
hidrdlisis, aunque la mayor parte se transloca a través del floema hacia las células en
crecimiento de raiz y partes aéreas. La liberacion de fosfato y cationes procedentes de la
fitina en cuerpos proteicos también ocurre durante la germinacion (Salisbury y Ross,
1994).

2.8.3. La latencia

Las mayoria de las semillas de casi todas las especies germinan tan pronto las
condiciones son favorables; pero si las semillas no germinan se dice que son dormantes
0 se encuentran en latencia. Aparentemente la latencia evolucioné como un mecanismo
de supervivencia de las especies a las condiciones climaticas, pues en las regiones de
clima templado, el frié invierno amenaza su supervivencia. La latencia tiene algunas
desventajas ya que son necesarios periodos largos para que las semillas de una
determinada especie la supere, la germinacion se distribuye en el tiempo, contribuyendo
a la longevidad de las plantas invasoras, interfiere con programas de siembra, presenta

problemas para evaluar la calidad de las semillas (Gouvéa, 1983).

Algunas causas de la latencia son segun el origen de la latencia las semillas que
pueden deberse a que el embrién inmaduro o rudimentario no estd completamente
desarrollado cuando la semilla se desprende de la planta. Si estas semillas se colocan a
germinar bajo condiciones favorables, la germinacidén se retarda hasta que el embrion
sufre las modificaciones anatomicas y fisiolégicas que le permiten completar su
diferenciacion y crecimiento. Otra circunstancia es dada por la impermeabilidad al agua
donde las semillas pueden poseer un tegumento que impide la absorcion de agua y la
ruptura de la testa, e iniciar la germinacion, otra podria ser la impermeabilidad al oxigeno
que se da cuando las estructuras como el pericarpio o tegumento también impiden el
intercambio gaseoso. Este tipo de latencia es comun en gramineas. Se da también
cuando las restricciones mecanicas el tegumento o cubierta protectora puede presentar
resistencia mecanica capaz de impedir el crecimiento del embridén a este tipo de latencia

se le puede superar removiendo o perforando la cubierta protectora de la semilla. Otro
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caso es cuando el embrién es dormante, o sea que se le caracteriza asi porque la causa
de la latencia esta en el embridn, estas semillas presentan exigencias especiales de luz
o temperatura. Y por ultimo puede existir una combinacién de causas pues la presencia
de una causa de latencia no elimina la posibilidad de que otras causas estén presentes
(Peretti, 1994).

2.9. Medios de cultivo
Los tipos de medios mas usados para diversas especies de tejidos vegetales son
los siguientes:

. Medio de Gamborg et al. (1968).

2. Medio de Phillips y Collins (1979).

3. Medio PC.

4. Medio para plantas lenosas (Woody Plant Medium).

5

6

—_—

. Medio de White (1943).
. Medio de Murashige y Skoog (MS).

El medio de Murashige y Skoog (MS) es el mas usado para diversas especies de
plantas, es la combinacién sdlida o liquida de nutrientes y agua. Incluye sales
inorganicas, carbohidratos, vitaminas y aminoacidos. Se le denomina Medio Basal y
puede ser suplementado con algun regulador de crecimiento y ocasionalmente con otras
sustancias, para adecuarlas al cultivo de diferentes especies tal como lo han hecho

muchos investigadores (Pelacho et al. 2008).

2.10. Los Fitoreguladores

Los fitorreguladores son sustancias reguladoras del crecimiento en los vegetales,
estas son sintetizadas en el interior de la planta y en bajas concentraciones pueden
activar, inhibir o modificar cualitativamente el crecimiento, ejerciendo normalmente esta
accion en un lugar distinto al origen (Hill, 1997). El crecimiento y el desarrollo en
vegetales son controlados por la accién de cinco grupos de hormonas, las auxinas,
giberelinas, citocininas, acido abscisico y etileno (Polina, 1989). Estas hormonas ejercen
un efecto poderoso en algun aspecto de crecimiento y desarrollo de las plantas
(Salisbury y Ross, 1994 y Black and Bucovac, 1996). Asi, las auxinas controlan la
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formacion y el crecimiento de la raiz; las giberelinas regulan la sintesis de proteinas y
alargamiento del tallo; las citocininas, la diferenciacion de organos; el etileno la

maduracion de los frutos y el acido abscisico el bloqueo de la germinacion (UPV, 2003).

2.10.1. Giberelinas

La giberelina es una fitohormona que se produce naturalmente en la zona apical,
frutos y semillas, de las plantas. Los efectos fisiolégicos naturales de esta fitohormona
son promover el crecimiento del tallo de las plantas mediante la estimulacién de la
division y elongacién celular, regulan la transicién de la fase juvenil a la fase adulta.
También influyen en la iniciacion de la floracidn, para algunas especies la formacion de
flores unisexuales; promueven el establecimiento y crecimiento del fruto, en casos donde
las auxinas no aumentan el crecimiento, promueven la germinacion de las semillas
(ruptura de la dormicién) y la produccién de enzimas hidroliticas durante la germinacion
(Soberon, et al. 2005).

Son muchas sustancias quimicas relacionadas en la familia de las hormonas
vegetales, llamadas giberelinas. Pues muchas giberelinas diferentes estan presentes en
los vegetales, pero solo una giberelina posee la actividad biolégica significante en

relacion a la germinacion de las semillas el (AG,).

A partir de su estructura y funcion se clasifica la naturaleza de las giberelinas.
Todas las giberelinas se derivan del esqueleto gibane y de compuestos acidos, por lo
que se denominan acidos giberélicos (AG), con un subindice diferente para distinguirlas

entre ellas. EI AG, se ha llamado acido giberelico histéricamente, pero el término

también se usa a menudo para describir todas las giberelinas. EI AG se encuentra
extendido tanto en las plantas sin flores (gimnospermas) como en las que tienen flores
(angiospermas), de igual manera en los helechos. Se han aislado giberelinas en plantas
inferiores como los musgos y algas, en dos especies de hongos, y mas recientemente en
dos especies bacterianas. Se han identificado mas de 90 AG’s, no todas probablemente

importantes en la planta (Mauseth, 1991; Salisbury y Ross, 1994).
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En el caso especial de la germinacion las giberelinas actian como un sustituto de
bajas temperaturas, dias largos o luz roja. Uno de los efectos de las giberelinas en la
semilla es estimular la elongacion celular de manera que la radicula pueda empujar a
través del endospermo, la cubierta seminal o la cubierta del fruto que restringe su
crecimiento (Salisbury y Ross, 1994). Por otro lado estimulan la produccién de la enzima
a-amylasa para la movilizacion de reservas de la semilla en la germinacion de granos de

cereales.

Las giberelinas parecen transportarse facilmente en el embrién hidratado por ser
hidrosolubles y atravesar facilmente las membranas celulares; inducen la accién de las
enzimas hidroliticas existentes en la semilla y su nueva sintesis. Intervienen en el
metabolismo de la glucosa, en la respiracion y en la sintesis de nuevas proteinas,

incluyendo las proteinas enzimaticas (Besnier, 1989).

2.11. Micropropagaciéon de Cactaceas

Para la propagacion in vitro de cactaceas, este proceso puede iniciarse mediante;
plantas donadoras y mediante germinacion in vitro. La razéon es debido a que las
especies de esta familia son de crecimiento lento como para establecer un cultivo previo
con el fin de tener plantas donantes, por lo se opta por realizarse la germinacion

directamente in vitro.

a) Plantas donadoras. Este método consiste en a la colecta manual de la
especie, en su forma adulta o joven principalmente, sustrayéndola de su
habitat o jardin. De esta colecta la planta recibe un proceso de desinfeccion y

cortes que posteriormente se colocaran en medios de cultivo.

b) Germinacion in vitro. Se refiere a la colecta de semillas de una especie de
interés, requiere que la madurez fisioldgica del fruto sea la adecuada para que
la semilla sea viable. La semilla se somete a un proceso de desinfeccion y

posteriormente se coloca en un medio nutritivo para promover su germinacion.
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2.11.1. Plantas donadoras

Para establecer un cultivo in vitro de cactaceas mediante plantas donadoras
colectadas, era en un principio la mejor forma de reproducir especies en peligro o riesgo
de extincion, esto como todo tiene sus ventajas y desventajas. El procedimiento en
palabras sencillas se logra mediante la seleccion de fragmentos de plantas jovenes, se
cortan las raices y se deja la fraccion suculenta, se revisan minuciosamente que estas
sean plantas sanas y fisioldgicamente vigorosas, esto para asegurar el éxito el
establecimiento del cultivo. Una de las desventajas es que para este procedimiento las
plantas son sustraidas de su habitat, perjudicando asi la poblacion de la especie en
cuestion, otra de las desventajas es que las plantas tienen contaminantes de sus medio
ambiente y por su morfologia dificultan una buena desinfeccion, a nivel vascular no
sabremos si tiene alguna plaga, como un virus u otra enfermedad hasta una vez
subcultivado (Cuellar et al. 2006). La ventaja a comparacion con la germinacion in vitro,
seria que no se tiene que esperar a que la especie florezca y madure el fruto para

extraer sus semillas.

2.11.2. Germinacion in vitro

En México, en los ultimos afos, el cultivo de tejidos vegetales es una de las
alternativas mas exitosas para recuperar las especies en riesgo o peligro de extincion.
Uno de los problemas que frecuentemente se enfrenta al implementar esta técnica es la
obtencion y desinfeccion de los explantes, pues en ocasiones no se dispone del material
vegetativo, o bien este puede tener un alto grado de contaminacién en el medio natural
de donde se colecta, y aunado a la morfologia que presentan las cactaceas, es dificil
eliminar los contaminantes, por lo que las semillas son una muy buena alternativa para
obtener explantes en condiciones asépticas, al inducir su germinacién in vitro, de este
modo, de las pequefas plantulas obtenidas se utilizan sus tejidos como explantes para

la formacion de callo, brotes o plantulas (Comparan y Luna, 1994).
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La germinacion in vitro tiene ventajas a la germinacion en condiciones naturales:
pues puede solucionar casos de inhibicion total de la germinacion, permitir la
germinacion de semillas con intermediario obligado, aumentar la tasa de germinacion,
evitar el aborto embrionario, reducir el tiempo necesario y sincronizar la germinacion
(Cuellar et al. 2006).

2.12. Antecedentes de la Germinacion in vitro

Una de las ventajas de utilizar la técnica in vitro es obtener material libre de
patogenos (Heras, 1990). La germinacién de cactus puede llevarse a cabo in vitro en
medios suplementados con sales inorganicas, compuestos organicos, vitaminas,

reguladores de crecimiento y agentes gelificantes.

Con la germinacion in vitro se obtienen plantulas asépticas, consideradas como la
fuente de explantes mas adecuadas para la micropropagacion, debido a que las
plantulas obtenidas no presentan problemas de contaminacion posterior (Comparan y
Luna, 1994; |Izquierdo y Palomino 1996).

Ibafiez et al. (1998), trabajaron con las especies Stenocereus queretaroensis
(pitayo) y Acanthocereus occidentalis y observaron el crecimiento y la respuesta
morfogenética in vitro a diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento. Se
trabajé con semillas las cuales se desinfectaron y sembraron en medio MS. Obteniendo
un alto porcentaje de germinacion entre los 40 y 60 dias. Posteriormente se
subcultivaron utilizando un medio MS adicionado con diferentes concentraciones de
reguladores de crecimiento para brotacién, BAP (bencilamino purina) y K (cinetina),
siendo los tratamientos: T1= BAP 1mg/L y KO mg/L, T2= BAP 2 mg/Ly K1 mg/L, y T3=
BAP 3 mg/L y K 2 mg/L para S. queretaroensis, y BAP 2 mg/L y K 1 mg/L para A.
Occidentalis. Se mantuvieron en condiciones de temperatura y luz controlada. Los
resultados indicaron que S. queretaroensis y A. occidentalis son susceptible de cultivarse
in vitro para su germinacion en el medio MS (1962) adicionado con BAP 2 mg/L y K 1
mg/L, mientras que para la formacion de brotes y crecimiento de los mismos el mejor
tratamiento resulto ser el de BAP 3.0 y K 2 mg/L para S. queretaroensis y BAP 2.0 y K 1

mg/IL para A. occidentalis.
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Heras (1990), llevé a cabo un estudio estadistico de la germinacion de diversas
especies de cactaceas (Epithelantha micromeris, Neolloydia lophophoroides y Aztekium
nitter) en medio MS, variando la concentracion de los macroelementos a 1/4X, 1/2X 'y
1X, encontrando que las semillas de estas especies pueden ser germinadas in vitro,
cuando se utiliza una menor concentracién (1/4X y 1/2X) de los MS-macroelementos

obteniendo una germinacion hasta de un 100 %.

Infante (1992), desarrollé brotacidén y callos embriogénicos de pitahaya amarilla
(Melocactus coccineus) a partir de plantulas provenientes de semillas germinadas en
medio MS con sales minerales, para la brotacion utilizé BA (Benciladenina) y NAA (Acido
Naftalenacético) y para la induccion de callo NAA.

Padilla, et. al. (1995), utilizaron plantulas germinadas in vitro como explantes para
micropropagar Echinocereus pectinatus, en medio MS adicionado con NAA y BAP por

separado, el mejor resultado se obtuvo con BAP a concentraciones de 0,03 y 0,08 mg/L.

Morales (2000), desinfectd semillas de H. undatus siguiendo la siguiente técnica:
lavado en agua corriente, inmersion en etanol absoluto por 5 seg., inmersién en una
solucion de Hipoclorito de sodio comercial a 10 % v/v, con Tween 20 por 10 min., se
enjuagaron con agua destilada esterilizada y se sembraron en agar (7g/L), obteniendo
un alto porcentaje de germinacién y al subcultivar las plantulas a medio MS con BAP

(Bencilaminopurina) (2mg/L) y K(Cinetina) (1 mg/L) se desarrollé una intensa brotacion.

Villavicencio et al. (2000), evaluaron seis tratamientos 1) MS al 100 % y 50 %, y el
medio MAAS (con agua, 0.6% agar y 3% de sacarosa), todos con dos niveles de acido
giberélico (0 y 20 mg/L) para promover la germinacion in vitro en semillas de
Astrophytum myriostigma. Aun cuando no hubo diferencias estadisticas entre ellos, se
logro determinar que a los 42 dias de incubacion que el mejor medio para la germinacion
es con 1/2X de concentracion de MS-macroelementos del cual se obtuvo un 67 % de

germinacion en plantulas de mayor altura y calidad.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion del experimento

El presente trabajo se llevd acabo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales del Campo Experimental Saltillo (CESAL)-CIRNE-INIFAP, del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias ubicado en la carretera 57

Saltillo-México en la ciudad de Saltillo, Coahuila.

3.1.1. Caracteristicas y areas del Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales

El Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del Campo Experimental Saltillo
CIRNE-INIFAP esta disefado y adecuado para la micropropagacién de especies
vestales de interés alimenticio y ecologico del norte de México, esta conformado por 4

areas:

Area de lavado. Es el area donde se lava y esteriliza todo el material utilizado en los
procedimientos de cada una de las areas, cuenta con el siguiente equipo: autoclave,

destilador y deionizador de agua entre otros.

Area de preparacion de medios. En ésta se preparan los distintos medios de cultivo
que se utilizan en el laboratorio; cuenta en bodega con reactivos y sustancias para su
realizacién asi como, el equipo necesario para llevar acabo los procedimientos: Balanza

analitica, Potencidémetro, Agitadores magnéticos, Microondas y Refrigerador entre otros.

Area de siembra. En esta area se realiza bajo la campana de flujo laminar el
establecimiento in vitro y subcultivo de diferente material vegetativo, pues permite y

conserva condiciones de asepsia.

Area de incubacién. El area de incubacion es un cuarto equipado con estantes donde
se coloca el material vegetal. EI ambiente es controlado, aqui crecen los diferentes
explantes establecidos en tubos, frascos y envases de capacidad variable. El fotoperiodo
es simulado por lamparas de luz artificial que puede ser regulado a las necesidades, al

igual que la temperatura.
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3.2. Procedimiento Experimental

Se utilizaron semillas obtenidas de frutos completamente maduros, colectadas de
los distintos habitats de las especies; Mammillaria pringlei, Mammillaria backebergiana,
Turbinicarpus alonsoi, Turbinicarpus polaskii. Las semillas se retiraron del fruto
lavandose en agua corriente varias veces, procurando eliminar restos de la pulpa para
evitar la proliferacion de hongos. Una vez limpias, se guardaron en un sobre de papel
con fecha y nombre de la especie en un lugar seco y fresco hasta el momento de la
siembra. Como unidad experimental se utilizé un tubo de ensayo de vidrio con tapén. Se
aplicé un disefio experimental completamente al azar para evaluar la germinacion de las
semillas de estas cuatro especies de cactaceas, sometidas a cuatro tratamientos
(Medios de cultivo): T1- MS (Murashige and Skoog) T2- MS + AGj;, T3- Agar +
osmoacondicionador, T4- Agar + osmoacondicionador + AGs, considerando tres

repeticiones por tratamiento.

3.2.1. Desinfeccién de la semilla

La desinfeccién de las semillas de cada una de las especies se llevd acabo
colocandolas en una tela de poros grandes que permitieron la facil penetracion de los
liquidos desinfectantes donde fueron sumergidas. Se realiz6 el mismo procedimiento de
desinfeccidn para todas las especies.

Una vez iniciado el proceso de desinfeccion, el primer lavado se realizdé con agua
destilada y esterilizada, después con alcohol al 70% eso con el fin de retirar grasas que
dificulten la desafeccidn, se regreso a agitacién con agua para retirar los residuos de los
desinfectantes y posteriormente a la solucidon de cloro al 30% para retirar
microorganismos que pudieran proliferar en los medios de cultivo, por ultimo se lavaron
con agua esterilizada. Todo esto se realizé con la mayor asepsia y bajo la campana de
flujo laminar, como lo requieren todos los procesos de las técnicas de cultivo in vitro.
Posteriormente se retiraron del saco de tela y se prosiguio con el secado de las semillas,

colocando a estas en una caja de petri, bajo la campana de flujo laminar.
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3.2.2. Preparacion de los medios nutritivos

Se midieron las cantidades correctas de reactivos que llevaria cada tratamiento,
se colocaron en un vaso de precipitado para preparar 1 litro de medio nutritivo, cada uno
segun su composicion; T1- MS (Murashige and Skoog) T2- MS + AGs;, T3- Agar +
osmoacondicionador, T4- Agar + osmoacondicionador + AGs. Evitando en todo momento
el contacto con el polvo del ambiente. Se coloco sobre el agitador magnético, se afnadio
una barra magnética y agua destilada para mezclar hasta disolver los reactivos
totalmente, el medio se aford hasta obtener un litro, se midié el pH con un potenciometro
eléctrico y se ajusté a 5.7 usando HCl o NaOH y mezclando constantemente. Una vez
bien disuelto se llenaron los tubos de ensayo con 3 ml de medio nutritivo, de cada
tratamiento se llenaron 100 tubos, se taparon y esterilizaron en la autoclave. Una vez
esterilizados se dejaron enfriar a una inclinacién de 45° con el fin de facilitar la siembra,

se titulan con un marcador indicando el tratamiento.

3.2.3. Siembra de las semillas
La siembra se realizé bajo la campana de flujo lamiar, una vez que las semillas
estaban desinfectadas, se establecieron en el medio nutritivo a una profundidad de tres

veces el tamano de la semilla. Este procedimiento se realizé para todo el experimento.

3.2.4. Incubacion

Una vez realizada la siembra los tubos se titularon con nombre de la especie y
fecha de siembra. Se colocaron en gradillas en distribucion completamente al azar como
lo demanda el disefio experimenta y se colocaron en la sala de incubacién con un
fotoperiodo de 16 horas y a una temperatura de +/- 25 °C, donde posteriormente se

realizaron las evaluaciones cada siete dias, durante siete semanas.

3.3. Disefio experimental y Analisis Estadistico

Para el experimento se utiliz6 un disefio completamente al azar y los datos
generados en cada experimento, se analizaron estadisticamente mediante el
procedimiento GLM del Sistema de Analisis Estadistico SAS (SAS Institute, 1988),

empleando los cuadrados medios del error, respectivas significancias obtenidas del
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analisis de varianza, asi como las medias obtenidas para la prueba de comparacion
(Tukey P = 0.05).

3.4. Parametros evaluados
Los parametros evaluados en esta investigacion fueron: porcentaje y velocidad y
de germinacion, altura de la plantula y longitud de radicula. Las evaluaciones se

agruparon por especie.

3.4.1. Evaluacion del porcentaje de germinacion

Para evaluar el porcentaje de germinacion, se realizé el primer conteo de las
semillas germinadas a los siete dias de establecido el experimento, posteriormente se
siguié la evaluacion con el mismo intervalo de dias hasta finalizar la investigacion,

considerando como semilla germinada aquellas que registraron 5mm de radicula.

3.4.2. Evaluacién de la velocidad de germinacién
La velocidad de germinacion se obtuvo mediante la evaluacion del numero de
semillas germinadas en funcién del tiempo. Se tomo la evaluacién por intervalos de siete

dias.

3.4.2. Evaluacién de altura de plantula

Esta se realizé al finalizar la investigacion extrayendo las vitroplantulas del medio
nutritivo y midiéndolas con una fraccién de hoja milimétrica colocada bajo la caja petri.
Se tomaron y anotaron los datos correspondientes a cada especie y tratamiento, para
posteriormente ser procesados.

3.4.3. Evaluacioén de longitud de radicula

Esta también se realiz6 al finalizar la investigacion extrayendo las vitroplantulas
del medio nutritivo y midiendo la radicula con una fraccion de hoja milimétrica colocada
bajo la caja petri. Se tomaron y anotaron los datos correspondientes a cada especie y

tratamiento, para posteriormente ser procesados.
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Se tomaron y anotaron los datos correspondientes, para posteriormente ser
procesados, las vitroplantulas fueron colocadas en nuevos medios nutritivos para su

posterior multiplicacion.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Los siguientes resultados se presentan por especie, considerando la respuesta de
cuatro especies de dos géneros diferentes: genero Mammillaria con: (M. backebergiana
y M. pringlei) y genero Turbinucactus con: (T. alonsoi y T. polaskii) sometidas a la
germinacion in vitro, considerando diferentes medios de cultivo en la etapa de

establecimiento.

Es importante mencionar que para seleccionar el mejor tratamiento en la
promocién de la germinacion, se considerd no solo del tratamiento (medio de cultivo) que
registré el mayor porcentaje de semillas germinadas, sino también aquel en donde las
plantulas lograron sobrevivir. Asi mismo se consider6 en la seleccidon aquellos
tratamientos que promovieron la emergencia de un vastago con buen desarrollo, en
altura y radicula por ser las estructuras encargadas de la absorcion de los nutrientes y
del area fotosintetizadora. Es importante recordar que las reservas que contiene la
semilla le son utiles solo en los primeros dias de vida, por lo que el tratamiento debera
proporcionarle también los nutrientes necesarios hasta el momento del subcultivo o

trasplante.

4.1. Velocidad de germinacion
Los resultados que a continuacién se presentan indican la velocidad de

germinacioén de las plantulas en funcion del tiempo de incubacion. Esta evaluacion nos
reveld el tratamiento que promovié en el menor tiempo este proceso, seleccionando el
medio adecuado para romper con la dormancia de cada una de las semillas de estas
especies. Sanchez (2004), obtuvo resultados favorables para la velocidad de

germinacion en cuatro especies de cactaceas al aplicar AG3 a tres diferentes dosis.

Para Mammillaria backebergiana se encontraron diferencias significativas en la
velocidad de germinacién, siendo el tratamiento T2 (MS + AG3;) el que registro la
velocidad de emergencia mas lenta, lo que significa que para esta especie el medio
elaborado con macro, mico nutrimentos y un promotor de la germinacion inhibieron el

proceso germinativo en comparacion al resto de los tratamientos. El efecto opuesto que
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se obtuvo con los tratamientos adicionados con el osmoacondionador, T3 (Agar +
osmoacondicionador) y T4 (Agar + osmoacondicionador+ AG3) donde la velocidad de
emergencia fue mayor desde la segunda facha de evaluacion (a los catorce dias de
incubacion), efecto que se mantuvo hasta la penultima evaluacion donde finalizé la
emergencia de las plantulas. Con el T4, no se registro la muerte de las semillas ya
germinadas, como ocurrid en los tratamientos T2 (MS + AG;) y T3 (Agar +
osmoacondicionador), en donde este ultimo registro un 13 % de mortalidad a pesar de
que en la penultima evaluacion registro con este tratamiento un 100 % germinacién

(Figura 1).
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Figura 1. Velocidad de germinacion in vitro en diferentes medios de cultivo para M. backebergiana, en el Laboratorio de Cultivo de
Tejidos vegetales del Campo Experimental Saltillo CIRNE-INIFAP. T1- MS (Murashige and Skoog) T2- MS + AG3;, T3- Agar
+ osmoacondicionador, T4- Agar + osmoacondicionador + AG;.

Para Mammillaria pringlei al igual que para M. backebergiana el tratamiento T2
(MS + AG3;) registro la velocidad de emergencia mas lenta. Un efecto opuesto se obtuvo
con los medios de cultivo adicionados con osmoacondionadores T3 (Agar +
osmoacondicionador) y T4 (Agar + osmoacondicionador+ AGs), registrando una
germinaciéon superior al 90 % (Figura 1 y 2). A diferencia de M. backebergiana esta
especie no presento mortalidad en las semillas germinadas y su respuesta a este
proceso fue mas uniforme en casi todos los tratamientos. Esto indica que esta especie
no presenta alto nivel de dificultad para germinar, pero que al igual que a M.
backebergiana el osmoacondicionador le facilita aun mas este proceso. Como lo
reportan D Aubeterre et al. (2006), para el caso del cardén de Guanajo, los tratamientos

germinativos, incluyendo al testigo, dieron un porcentaje de germinacion superior al 71.3
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%. Quedando demostrado que algunas especies de cactaceas no necesitan

estrictamente un proceso o tratamiento para promover su germinacion (Figura 2).
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Figura 2. Velocidad de germinacion in vitro en diferentes medios de cultivo para M. pringlei, en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos
vegetales del Campo Experimental Saltillo CIRNE-INIFAP. T1- MS (Murashige and Skoog) T2- MS + AG;, T3- Agar +
osmoacondicionador, T4- Agar + osmoacondicionador + AGs.

Para T. polaskii los tratamientos que promovieron en menor tiempo la
germinacion, en la segunda evaluacion fueron los medios de cultivo adicionados con el
osmoacondicionador; T3 (Agar + osmoacondicionador) y T4 (Agar +
osmoacondicionador + AGs;); sin embargo, hasta los 49 dias de evaluacién solo se habia
desarrollado el épicotilo, por lo que las plantulas desarrolladas no fueron normales. Kozai
(1991), menciona que cuando el osmoacondicionador esta presente en el medio, las
plantas no desarrollan fotoautotrofia, lo cual pudo causar un lento crecimiento, menciona
también que en algunos casos se da un alto porcentaje de muertes durante la
aclimataciéon. Este efecto no se presentd en las vitroplantulas que emergieron en los
otros medios de cultivo, pues con el tratamiento T2 (MS + AGs3) se obtuvo a los 21 dias
de incubacion una emergencia maxima desarrollando plantulas normales. Se concluye
que para esta especie un medio de cultivo adicionado con un osmoacondicionador
promueve una pronta germinacion; sin embargo, al parecer afecta el desarrollo de la
plantula pues los tratamientos que no contenian el osmoacondicionador no presentaron
vitroplantulas mal formadas. Para T. polaskii se cumple lo encontrado por D Aubeterre et
al., (2006) y en el caso de M. pringlei y M. backebergiana de este mismo estudio se hace

notar que algunas especies no presentan problemas para este proceso (Figura 3).
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Figura 3. Velocidad de germinacion in vitro en diferentes medios de cultivo para T. polaskii, en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos
vegetales del Campo Experimental Saltillo CIRNE-INIFAP. T1- MS (Murashige and Skoog) T2- MS + AG3, T3- Agar +
osmoacondicionador, T4- Agar + osmoacondicionador + AGs.

En comparacién a T. polaskii, T. alonsoi especie del mismo genero, registrd
diferencias en todos los tratamientos evaluados. Los medios de cultivo de los
tratamientos T2 (MS + AG3) y T4 (Agar + osmoacondicionador + AG3), registraron desde
los catorce dias de evaluacion mayor velocidad de emergencia, registrando un 15 % de
emergencia a los 28 dias de evaluacion, para esta variable los resultados fueron

minimos debido a la escasa respuesta de gemacion (Figura 4).
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Figura 4. Velocidad de germinacion in vitro en diferentes medios de cultivo para T. alonsoi, en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos
vegetales del Campo Experimental Saltillo CIRNE-INIFAP. T1- MS (Murashige and Skoog) T2- MS + AG3, T3- Agar +
osmoacondicionador, T4- Agar + osmoacondicionador + AGs.
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4.2. Porcentaje de germinacion
El porcentaje de germinacion representa el numero de semillas germinadas a
partir del total de semillas establecidas en cada tratamiento evaluado. Este conteo se

realiz6 al final del experimento contando solo vitroplantulas vivas.

En esta investigacion el porcentaje de germinacion varié considerablemente en
respuesta a los tratamientos para cada una de las especies de cactaceas, aun siendo
estas del mismo genero, por lo que asumimos al igual que Garcia (1993), que se debe
establecer una metodologia en particular para incrementar y mejorar la germinacion de
cada una de las especies, pues las cuatro especies de cactaceas con las que trabajo,
poseen requerimientos al parecer estrictamente con la anatomia y estructura de las

semillas.

Para el caso de M. backebergiana existieron diferencias significativas entre
tratamientos, siendo el medio de cultivo T4 (Agar + osmoacondicionador + AGs3) del que
se obtuvo el mayor porcentaje de germinaciéon (96 %); sin embargo este tratamiento
desarrollo vitroplantulas anormales junto con el tratamiento T3 (Agar +
osmoacondicionador), a diferencia del tratamiento T1(MS (Murashige and Skoog) de
donde se obtuvieron vitroplantulas normales con un porcentaje de germinacion
estadisticamente menor (79 %), pero con plantulas con estructuras bien desarrollados

(tallo y radicula) (cuadro 1).

En M. pringlei se presentd el mismo efecto que la especie anterior; sin embargo
todos los tratamientos registraron un porcentaje superior al 85%. Con esta especie los
tratamientos T1 MS (Murashige and Skoog) y T4 (Agar + osmoacondicionador + AG3)
fueron estadisticamente iguales registrando un porcentaje de germinacién del 96 %, lo
que demuestra que bajo condiciones controladas este porcentaje es significativo; sin
embargo, entre ellos existieron diferencias en la altura el epicotilo y radicula por lo que

es necesario considerar estas variables al seleccionar el medio adecuado (Cuadro 2).

Con la especie T. polaskii los tratamientos T3 (Agar + osmoacondicionador) y T4

(Agar + osmoacondicionador + AGs3) fueron estadisticamente iguales y de los que se
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obtuvo el 100 % de germinacién, desarrollando vitroplantas anormales, efecto que no es
conveniente en la micropropagacion de esta especie. En cambio los tratamientos T1
(MS) (Murashige and Skoog) y T2 (MS + AG3), se registr6 un porcentaje
estadisticamente igual (96%) altamente significativo. En ambos casos las vitroplantas
desarrolladas fueron normales con pocas diferencias en su altura de epicotilo y radicula,
por lo que ambos tratamientos podrian utilizarse en la etapa de establecimiento en la

germinacion in vitro de esta especie (Cuadro 3).

4.3. Altura de plantula y Longitud de radicula

La altura de la plantula obtenida en este tiempo de evaluacion es minima, pues
una de las caracteristicas principales de las especies de esta familia es que son de lento
crecimiento. Sin embargo, la altura obtenida en esta etapa es importante pues garantiza
en parte la capacidad de la plantula para sobrevivir, pues podra llevar a cabo la
fotosintesis y asi continuar con su desarrollo, siendo util para su posterior subcultivo.
Por otra parte la evaluacion de la longitud de la radicula es muy importante, pues las
plantulas obtienen mediante ella los nutrientes. Una buena radicula nos habla de una
plantula capaz de realizar sus funciones, por este motivo los mejores tratamientos son
aquellos donde las plantulas presentan un desarrollo mas completo, tanto de vastago
como de radicula. La variacion en el tamano responde a los tratamientos pues unos

promueven y otros anulan el desarrollo de la misma.

Para el caso de M. backebergiana la altura media de las vastago obtenida
mediante el T4 (Agar + osmoacondicionador + AG3;) fue el mas alto con 3.37 mm; sin
embargo, no desarrollo radicula, los resultados que produjo el T1 (MS) fueron muy
similares con 3.25 mm de altura de vastago, pero con el mas alto desarrollo de radicala.
A pesar de que estos tratamientos no son homaélogos, los otros tratamientos no se alejan
mucho de estas medidas, por lo que podria asumirse que la especie respondié favorable
a esta variable. Las diferencias significativas inducidas por el medio de cultivo utilizado,
se denotan en la variable, longitud de raiz. EI mejor tratamiento para la variable radicula
fue el T1 (MS) con una longitud media de 2.8 mm siendo la mas significativa estadistica

y fisiolégicamente (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Comparacion de medias respecto a la respuesta de la germinacién in vitro de
M. backebergiana en diferentes medios de cultivo establecidos en el
Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del Campo Experimental Saltillo

CIRNE-INIFAP.
TRATAMIENTO GERMLNéClON ALTURA PLéNTULA LONGITUD DE BADlCULA
(%) (mm) (mm)
T1 79.16 ¢ 3.25a 2.08 a
T2 75.86 ¢ 2.86 a 0.68b
T3 86.95 b 2.82a 0.00c
T4 95.83 a 3.37 a 0.00c

*Valores con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales segiin la prueba de Tukey (P (o < 0.05)); TI1- MS (Murashige and
Skoog), T2- MS + AGs, T3- Agar + osmoacondicionador, T4- Agar + osmoacondicionador + AGs.

Con el T2 (MS + AG3) se presento una disminucion muy importante en esta
variable, que para los otros dos tratamientos aunados al osmoacondicionador, inhibieron
totalmente el desarrollo de la radicula. Podria asumirse que el acido giberélico tuvo un
efecto negativo como lo menciona Sanchez (2004), donde al evaluar la longitud de
radicula en Ferocactus stainesii encontré6 que los tratamientos que incluyeron GAg3
dejaron ver un efecto inhibitorio, pues presentaron la menor elongacion de las raices a
comparacion del testigo (MS). Al igual que Kozai (1991), la presencia de
osmoacondiconadores inhibe su buen desarrollo. Estos efectos no se observaron en

todas las especies.

En M. pringlei todos los tratamientos produjeron un buen porcentaje de
germinacion, el T2 (MS + AG;) fue el mejor tratamiento para esta especie, pues para las
variables de altura de plantula presento 6.22 mm) y con una longitud de raiz de 4.22 mm,
fue el que presento los valores mas significativos del analisis de varianza para estas dos
variables, aunque presento 85% de germinacion que fue el menor porcentaje de todos
los tratamientos, la diferencia no es mucha y es un buen porcentaje. EI T1 (MS) también
presento resultados positivos con mayor porcentaje de germinacién pero con valores un
tanto menores a los del T2 para las variables altura de plantula y longitud de raiz, siendo
estas dos ultimas buenas medidas. El resto de los tratamientos con respecto a las
variables altura de plantula y longitud de raiz presentaron medidas un tanto menores

aunque los porcentajes de germinacion fueron altos (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Comparacion de medias respecto a la respuesta de la germinacién in vitro de
M. pringlei en diferentes medios de cultivo establecidos en el Laboratorio de
Cultivo de Tejidos Vegetales del Campo Experimental Saltillo CIRNE-INIFAP.

TRATAMIENTO GERMINéCION ALTURA F’LéNTULA LONGITUD DE BADICULA
(%) (mm) (mm)
LN 96.00 a 5.52 a 3.32 ba
12 85.18 b 6.22 a 4.22 a
T3 91.66 ba 3.41b 2.20 be
T4 95.83 a 4.66 ba 1.29¢

*Valores con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales segun la prueba de Tukey (P (o < 0.05)); T1- MS (Murashige and
Skoog) T2- MS + AGg3, T3- Agar + osmoacondicionador, T4- Agar + osmoacondicionador + AGs.

Para la especie T. polaski los tratamientos T3 (Agar + osmoacondicionador) y T4
(Agar + osmoacondicionador + AG3) obtuvieron el 100 % de la germinacion, sin embargo
para la variable raiz presentaron datos con valores de cero, sugiriendo que para esta
especie la falta de sales o la presencia del osmoacondicionador, como o menciona
Kozai (1991), en este ultimo o la donde uno de estos elementos o en su conjunto
incidieron en esta variable, provocando la inhibicion de su desarrollo. También
presentaron los valores mas bajos para altura de plantula tal vez debido falta de
nutrientes. Pero esta especie en particular no presento mortalidad de plantulas durante
toda la evaluacion, en estos tratamientos. Por lo que se pude especular que lo que
mantuvo con vida a estas plantulas fue la absorbencia de nutrientes mediante los haces
vasculares. Lo cierto que para esta especie en particular, se obtuvieron mediante el T2
(MS + AG3) los mejores resultados, tomando en cuenta la velocidad y porcentaje de

germinacion, asi como las mejores caracteristicas de plantulas; vastago y radicula.
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Cuadro 3. Comparacion de medias respecto a la respuesta de la germinacién in vitro de
T. polaskii en diferentes medios de cultivo establecidos en el Laboratorio de
Cultivo de Tejidos Vegetales del Campo Experimental Saltillo CIRNE-INIFAP.

TRATAMIENTO GERMINéCION ALTURA PLéNTULA LONGITUD DE BADICULA
(%) (mm) (mm)
L 95.65 b 9.65 a 417 a
12 96.29 b 10.29 a 5.85 a
T3 100.00 a 413 b 0.00 b
T4 100.00 a 6.05 b 0.10 b

*Valores con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales segun la prueba de Tukey (P (o < 0.05)); T1- MS (Murashige and
Skoog) T2- MS + AGg3, T3- Agar + osmoacondicionador, T4- Agar + osmoacondicionador + AGs.

Para T. alonsoi las variables altura de plantula y longitud de radicula no fue
posible evaluarlas, por su casi nulo desarrollo aunado a que su proceso de germinacion
probablemente sea aun mas largo (Cuadro 4). Algunas de las causas por las que no
presento un favorable porcentaje de germinacién podria deberse a la presencia de
tegumentos muy duros como lo presentan algunas semillas como Passiflora caerulea L.
donde Severin, et al. (2004), encontré que al realizarle un corte en el tegumento y con
alternancias de temperatura, obtuvo una mejor respuesta de germinacién en el medio;
(MS, 2 % de sacarosa y 0,7 % de agar). Segun Jurado y Flores (2005), mencionan que
algunas especies de cactaceas presentan mayor germinaciéon en semillas de 1 afio o
mas, que en semillas recién colectadas, asi como especies que tienen la capacidad de
germinar de manera similar con semillas recién colectadas y con semillas de 1 o0 2 afios
de edad. Este puede ser otro de los factores del porque T. alonsoi no respondid a los
tratamientos sometidos. Segun Vilchis (2005) y Velasquez (2004), la especie
Echinomastus mariposensis y Astrophytum miriostigma, respectivamente, necesitan el
proceso de escarificacion con acido sulfurico por distintos tiempos, pues mencionan que
el acido sulfurico a un tiempo adecuado a la especie, ocasiona pequenas lesiones que
permiten la entrada de agua y oxigeno, factores necesarios para la germinacion. Un
exceso de tiempo en esta solucion ocasiona dafios al embrién anulando la germinacion o
provocando el desarrollo de plantas malformadas. Pudiera ser que esta especie necesite

de algun tipo de escarificacion.
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Cuadro 4. Comparacion de medias respecto a la respuesta de la germinacién in vitro de
T. alonsoi en diferentes medios de cultivo establecidos en el Laboratorio de
Cultivo de Tejidos Vegetales del Campo Experimental Saltillo CIRNE-INIFAP.

GERMINACION

TRATAMIENTO (%)
T1 8.33
T2 14.28
T3 8.96
T4 14.28

T1- MS (Murashige and Skoog) T2- MS + AG3, T3- Agar + osmoacondicionador, T4- Agar + osmoacondicionador + AGs.

Como es notorio se encontraron muy pocas referencias para las variables Altura
de plantula y longitud de radicula, haciendo necesaria la evaluacion de estas variables
en este tipo de investigaciones, pues Vilchis (2005) y Sanchez (2004), reportan
diferencias en las medidas de ambas variables, dependientes de la especie y los
tratamientos. Por otra parte Rodrigo et al. (2006), reporta plantulas de Rodophiala bifida
obtenidas in vitro con los tratamientos DDF, DDS y DS, un elevado porcentaje de
plantulas vitrificadas, alcanzando 78 %, 72 % y 68 % respectivamente. Siendo este uno
de los problema comunes en los cultivos in vitro fendbmeno que no se presento en esta

investigacion.

En este tipo de investigaciones, autores como (Garcia, 1993; Ibafez et al. 1998),
coinciden en que es necesario establecer diferentes medios de cultivo, que se adapten a
cada una de las especies de cactaceas. Los resultados obtenidos sostienen este
principio, pues las especies presentaron diferentes resultados a los distintos tratamientos

sometidos.
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5. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos mediante esta investigacién, se puede

concluir que:

Los medios nutritivos para promover y optimizar la germinacion in vitro necesitan
adecuarse a cada especie en particular, pues cada una responde fisioldgicamente

diferente a ellos.

La germinacion in vitro de las semillas de cactaceas, resulta una muy buena
opcion para obtener explantes para su micropropagacion, permite trabajar con mayor

asepsia y mejora el manejo de los explantes.

Para M. backebergiana con 79% de germinacion el T1 (MS 100%) fue el mejor,
pues produjo plantulas con mejores caracteristicas, en altura de vastago y longitud de

radicula.

Para M. pringlei con 85% de germinacién fue el T2 (MS 100 % + AG3) el mejor,

pues presento las mejores caracteristicas en altura de vastago y longitud de radicula.

Para T. polaskii el T2 (MS 100 % + AG3) con 96% de germinacién presento las
mejores caracteristicas en altura de vastago y longitud de radicula. Siendo este

tratamiento y especie los que mejores resultados obtenidos en esta investigacion.

Para T. alonsoi los tratamientos no parecen haber mejorado la germinacion pues

los resultados no fueron significativos.
Hace falta mas investigacion en este ambito, probar mas formulas nutritivas en las

especies de cactaceas, con el fin de establecer el mas apropiado para cada especie,

pues se presentaron resultados diferentes entre especies del mismo género.
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7. ANEXOS

Cuadro 5. Analisis de varianza para la velocidad de germinacién de la especie M.
backebergiana.

Tiempo Cuadrado medio Media
F1 0.00 0.00
F2 2403.03 61.00
F3 2233.33 67.00
F4 1788.88 77.00
F5 1216.16 86.00
F6 1142.42 87.00
F7 1357.57 84.00

Cuadro 6. Analisis de varianza para la velocidad de germinacién de la especie M.
pringlei.

Tiempo Cuadrado medio Media
F1 0.00 0.00
F2 1142.42 87.00
F3 909.09 90.00
F4 827.27 91.00
F5 743.43 92.00
F6 743.43 92.00
F7 743.43 92.00

Cuadro 7. Analisis de varianza para la velocidad de germinacion de la especie T.
aolonsoi.

Tiempo Cuadrado medio Media
F1 0.00 0.00
F2 498.90 5.20
F3 592.10 6.25
F4 1025.21 11.45
F5 1025.21 11.45
F6 1025.21 11.45

Cuadro 8. Andlisis de varianza para la velocidad de germinacion de la especie T.
polaskii.

Tiempo Cuadrado medio Media
F1 0 0
F2 519.58 94.56
F3 215.00 97.82
F4 215.00 97.82
F5 215.00 97.82
F6 215.00 97.82
F7 215.00 97.82
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Imagen 1. Esquema en el que se montd el experimento para las cuatro especies de

cactaceas.

Imagen 2. Explantes de la especie M. pringlei, se observa la calidad del explante.

Imagen 3. Medicidon de plantulas al finalizar el experimento, con la ayuda de papel
milimétrico.
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