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RESUMEN

La familia Cactaceae es una de las mas diversas en México, sus peculi-
ares formas y su gran capacidad de adaptacién en zonas aridas han
sido motivo de fascinacién de coleccionistas nacionales y extranjeros.
Aunque un gran nimero de especies se encuentran incluidas en lista-
dos de proteccién especial, la constante presién de colecta con fines
de comercio ilegal no ha cesado, dafiando seriamente a las poblacio-
nes, y destruyendo completamente su habitat. Epithelantha microm-
eris (Engelm.] A. Weber ex Britt. & Rose, considerada una especie muy
bella, estd catalogada como especie con proteccién especial segin la
NOM-059-SEMARNAT-2010, a pesar de esto su saqueo y comercializacién
ilegal es una realidad. Es necesario propagarla eficientemente y ase-
gurar su conservacion. Una opcidn para ello es la micropropagacién, la
cual permite generar muchas plantulas a partir de un solo ejemplar. El
objetivo de esta investigacion fue evaluar la aplicacién de reguladores
de crecimiento vegetal al medio basal Murashige y Skoog para eficien-
tar la propagacién in vitro de E. micromeris. Se aplicaron tres hormonas
vegetales: 4cido indolacético (AIA), Kinetina (KIN] y acido giberélico
(AG), asi como la interaccién entre ellas, formando cuatro tratamien-
tos mas el testigo. Se utilizé un disefio completamente al azar con cinco
tratamientos y seis repeticiones. Las vitroplantas se mantuvieron bajo
condiciones ambientales controladas durante 30, 60 y 90 d. Al térmi-
no de cada periodo se evaluaron el nimero de brotes, didmetro, altura,
peso fresco y seco de vitroplantas y porcentaje de rendimiento. Los
datos se sometieron a un andlisis de varianza y se realiz6 compara-
cién de medias con la prueba de Tukey (p<0.05). Los tratamientos
basados en KIN aumentaron (p<0.05) el didmetro, altura y peso, pero
sélo la interaccién KIN-AIA promovi6 la formacidn de brotes, por lo que
se consideré como el mejor tratamiento.
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ABSTRACT

The Cactaceae family is considered one of the most diverse of Mex-
ico. Its peculiar shapes and high adaptability in arid areas have been
a source of fascination for domestic and foreign collectors. Although a
large number of species are included in lists of special protection, the
constant pressure of collection for purposes of illegal trade has con-
tinued, seriously damaging populations, and completely destroying
their habitat. The cactus Epithelantha micromeris considered a very
beautiful species is listed as a species with special protection accord-
ing to NOM-059-SEMARNAT-2010, despite this its looting and illegal
marketing is a reality, so itis necessary to propagate it efficiently and
ensure its conservation. One option for this is the micropropagation
technique, which can generate all desired seedlings from a single
copy. The objective of this research was to evaluate the addition of
plant growth regulators to basal media Murashige & Skoog to make
more efficient the in vitro propagation. Three plant hormones were ap-
plied: indol acetico acid (IAA), kinetin (KIN), gibberellic acid (GA) and
the interaction between them forming four treatments. A completely
randomized design with six replicates was used. The vitroplants were
kept under controlled environmental conditions for 30, 60 and 90 d.
After each period the number of shoots, diameter, height, fresh and dry
weight and percent yield were evaluated. The data were subjected to
analysis of variance and differences between means as determined
by a Tukey test (p<0.05). KIN-based treatments had significant ef-
fects on diameter, height and weight, but only KIN-IAA interaction pro-
moted shoot formation, regarded as the best treatment.

Key words: Cacti, Epithelantha micromeris (Engelm.) A. Weber ex Britt.
& Rose, micropropagation, hormones.
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INTRODUCCIGN

éxico alberga la mayor concentracion de

cactaceas a nivel mundial (Hernéndez,

1994). Esta familia ocupa el quinto lugar
en diversidad con un alto grado de endemismo a
nivel genérico (73%) y especifico (78%). La mayor
parte de las especies se encuentran ampliamente dis-
tribuidas en zonas aridas y semiaridas del pais, prin-
cipalmente en el Desierto Chihuahuense (zona com-
prendida entre Chihuahua, Coahuila, Nuevo Ledn,
Durango, Zacatecas y San Luis Potost).

Las cactdceas han estado presentes en la cultura
mexicana desde tiempos prehispanicos, y desde en-
tonces ya formaban parte de la alimentacion (ej. el
nopal). Han permanecido hasta nuestros dias, y sus
usos son muy diversos: es muy comun observarlas
delimitando terrenos o como recurso natural en la
fijacion del suelo (ej. los 6rganos), como fuente de
sustancias de interés farmacolédgico (ej. peyote) y
cosmético (ej. el nopal), son ampliamente utilizadas
en la elaboraciéon de dulces (ej. biznaga), ademas,
forman parte del escudo nacional mexicano, y por
su peculiar anatomia se usan como plantas de orna-
to (Chephalocereus senilis, Epithelantha micromeris
etc.) (Bravo, 1978).

La familia Cactaceae es uno de los grupos mds
amenazados del reino vegetal. Sus poblaciones han
sido gravemente afectadas por factores como el cre-
cimiento de la mancha urbana, la conversion del te-
rreno para uso agricola y, sobre todo, por el saqueo
desmedido de las plantas con fines de comercio ile-
gal, lo que ha ocasionado que la familia completa se
encuentre incluida en la lista de proteccion especial
nacional de la NOM-059-SEMARNAT-2010, con 272
especies incluidas (SEMARNAT, 2010) y en listas in-
ternacionales: la UICN, con 65 especies y la CITES con
41 especies solo en apéndice I (Jiménez, 2011; Ala-
nis, 2008; Arias et al., 2005).

La biznaga Epithelantha micromeris (Engelm.)
A. Weber ex Britt. & Rose es considerada una especie
muy bella, y segtin Benitez (2002) se encuentra entre
las especies de cactaceas mas vendidas por Internet.
A esta cactacea se le conoce cominmente como bo-
ton o biznaga blanca chilona, es una planta pequeiia
globosa que llega a medir hasta 6 cm de didmetro,
forma macollos con mas de 20 miembros, su tallo
esta compuesto por filas de pequenos tubérculos
que dan origen a areolas, las que estan cubiertas de
lana blanca y de las cuales emergen espinas blancas
y curvadas hacia el tallo. Su flor es rosa palido con
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vetas blancas y sus frutos son cilindricos color rojo
brillante, con semillas negras de aproximadamente 2
mm de largo. Es comun del Desierto Chihuahuense,
principalmente desde el sur de Texas hasta el Sur de
Coahuila, Nuevo Leén y Zacatecas (Flores, 2005).
Actualmente se encuentra enlistada como especie
con proteccion especial segiin la NOM-059-SEMAR-
NAT-2010. Su propagacion es por medio de semilla;
sin embargo es insuficiente para cubrir la demanda,
debido a sus bajas tazas de germinacién y su lento
crecimiento.

La metodologia de cultivo in vitro ofrece una
alternativa eficiente en la propagacion de E. micro-
meris, no solo por la velocidad con la que es capaz
de generar una planta completa, sino por la cantidad de
ejemplares que se pueden obtener en un mismo
periodo. Esta técnica consiste en cultivar células,
tejidos u organos (explante) en medios nutritivos
adecuados, bajo condiciones de asepsia y en condi-
ciones ambientales controladas, generando asi una
o varias plantas. El medio basal que generalmente
es utilizado es el MS (Murashige y Skoog, 1962), el
cual contiene macro y micronutrientes, vitaminas y
carbohidratos que promueven el crecimiento de la
planta, no obstante la adicién de algunos regulado-
res de crecimiento vegetal pueden ayudar a eficientar
el proceso.

El objetivo de esta investigacion consistié en
evaluar la aplicacion de reguladores de crecimiento
vegetal al medio basal Murashige y Skoog para efi-
cientar la propagacion in vitro de E. micromeris.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Culti-
vo de Tejidos Vegetales de la Universidad Auténoma
Agraria Antonio Narro, Saltillo, Coah., México.

Material vegetal

Se seleccionaron brotes de E. micromeris, provenien-
tes de semillas germinadas in vitro, de aproximada-
mente 1 cm de alto con aspecto y tamafio uniforme.
Se colocaron cuatro brotes por frasco y se considerd a
cada frasco como una repeticion.

Medio de cultivo

Se utilizé como medio basal MS al 100% complemen-
tado con mio-inositol (100 mg L"), acido nicotinico
(0.5 mg L"), piridoxina-HCI (0.5 mg L"), tiamina-
HCI (0.4 mg L ), glicina (2 mg L), sacarosa (30 g) y
agar (9 g). Al medio basal se afladieron los regulado-
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res de crecimiento: dcido indolacético (AIA), Kinetina
(KIN) y acido giberélico (AG).

Tratamientos

Se evaluaron cinco tratamientos, incluyendo un testi-
go sin reguladores de crecimiento: T1 = (Testigo); T2
= KIN (1 mg L"); T3 = KIN (1 mg L") + AIA (1 mg
L'); T4 = KIN (1 mg L") + AIA (0.5 mg L") + AG
(Img L") yT5=KIN (Img L") + AIA (ImgL") + AG
(ImgL™).

Condiciones de cultivo

El pH del medio de cultivo se ajustd a 5.7. Las solu-
ciones se vaciaron en frascos de vidrio, 20 mL en cada
uno y se esterilizaron a 120 °C durante 15 min. Las
vitroplantas se mantuvieron bajo condiciones am-
bientales controladas de fotoperiodo (16 horas luz) y
temperatura (26 °C) durante 30, 60 y 90 d.

Variables evaluadas

El medio de cultivo se renové cada 30 d, y en cada
ocasion se evaluo el didmetro, la altura, y peso fres-
co y seco de planta, asi como el rendimiento en peso.
También se registré la forma, nimero de brotes y for-
macion de raiz.

Porcentaje de rendimiento

Se determiné por medio de la férmula % rend = 100*
peso seco/peso fresco, para detectar diferencias en la
produccién de biomasa a partir de la aplicacion de
los tratamientos. El peso fresco se obtuvo pesando las
vitroplantas en balanza analitica al término de cada
periodo, y el peso seco después de someterlas a un
proceso de liofilizacion por 24 h (peso por repeticion,
cada una consta de cuatro vitroplantas).

Diseno experimental

Se utilizé un diseio completamente al azar con cinco
tratamientos y seis repeticiones por tratamiento. Los
datos obtenidos se sometieron a analisis de varianza.
La comparacion de medias se realiz6 con la prueba de
Tukey a una (p<0.05). Se utiliz6 el paquete estadistico
SAS version 9.00.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los tratamientos con KIN sola y la interaccion KIN-
AIA provocaron mayor (p<0.05) didmetro de las vi-
troplantas a los 60 y 90 d, mientras que la interaccién
KIN-AIA-AG yla KIN sola, aumentaron la altura a los
30, 60 y 90 d. Para el resto de las variables sélo hubo
diferencias (p<0.05) a los 90 d: la KIN y la interaccion

KIN-AIA-AG generaron vitroplantas con el mayor
peso fresco, mientras que ningtin tratamiento superd
al testigo en peso seco y porcentaje de rendimiento
(Cuadro 1).

Forma de las vitroplantas

Las vitroplantas de E. micromeris presentaron dife-
rencias en la forma, altura, presencia de raiz y nime-
ro de brotes (Figura 1).

El testigo y los tratamientos con KIN y KIN-AIA
conservaron la forma original globosa de E. micro-
meris, mientras que los basados en la interaccion
KIN-AIA-AG presentaron formas alargadas o coni-
cas, caracteristicas observadas por Navarro y Deme-
neghi (2007) en Mammillaria pectinifera al someterla
a diferentes concentraciones de Agromil-plus (Cito-
cinina-giberelina-auxina), éste ocasion¢ variacion en
la altura de las plantulas y cambios en cuanto a la for-
ma, la coloracién y numero de espinas. En nuestro
estudio, el comportamiento fue similar, ya que las vi-
troplantas obtenidas con los tres reguladores de cre-
cimiento (T4 y T5), también son las de mayor altura,
durante los tres periodos de evaluacion, presentando
cambios en la coloracién y sobre todo en la forma,
lo que puede indicar que esta combinacion de regu-
ladores de crecimiento no es para la propagacion in
vitro de esta especie.

Formacién de brotes

El T3, basado en la combinacién de KIN y AIA no
solo formo vitroplantas de buena calidad en cuanto a
forma y altura, sino que ademas fue el tinico que pro-
movio la formacion de brotes con una media maxi-
ma de ocho brotes por explante (Figural).

Esta respuesta coincide con Johnson y Emino
(1979) y Echenique et al. (2004) que afirman que la
existencia de un balance favorable entre auxinas y
citocininas es particular para la induccion de brotes
para cada especie. Por su parte, Malda et al. (1999)
sefialan que, en distintas especies de cacticeas, con-
centraciones altas de citocininas y bajas de auxinas
inducen la brotacién. Velazquez y Soltero (2001)
manejando una concentracion alta de 2- isopentila-
denina (2iP) (4.0 mg L) y una baja de acido nafta-
lenacético (0.2 mg L") obtuvieron una media de 14
brotes por explante en vitroplantas de E. micromeris.
Es importante tomar en cuenta que en ambos casos
la mejor respuesta se obtuvo con tratamientos com-
binados, en nuestro caso especifico con KIN-AIA,
donde se manejé la misma concentracién para am-
bos reguladores.
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Edad de

Variable Vitroplanta (d) Tl T2 13 T4 T5
30 0.75a 0.76a 0.78a 0.78a 0.”0a
Didmetro (cm) 60 0.80 abc 0.85ab 0.89a 0.°tc 0.72 b
90 0.86 abc 0.98a 0.93ab 0.78c 0.83 bc
30 140b 1.38b 140b 162a 1.65a
Altura (cm) 60 1.54¢ 1.76 abc 1.61 bc 2.03a 1.89 ab
90 1.91ab 2.35a 1.64b 2.24a 2.01ab
30 3.02a 2.62a 2.35a 3.31a 3.23a
Peso fresco (g) 60 3.54a 5.34a 4.22a 411a 4.00a
90 417 b 6.54 a 411b 5.03ab 345b
30 0.11a 0.13a 0.10a 0.12a 0.11a
Peso seco (g) 60 0.18a 0.24a 0.20a 0.20a 0.18a
90 041a 0.46a 0.40 ab 0.33 bc 0.28¢c
30 38la 493a 440a 3.58a 3.33a
Rendimiento (%) 60 543a 450a 482a 496a 461a
90 9.83a .07 b 9.75a 6.54 b 8.05b

Valores con la misma letra entre columnas son iguales de acuerdo a la prueba de Tukey con una (p<0.05). T1=testigo, T2= KIN (1mg '], T3=KIN 1mg
L+ AIA (1mg L), T4=KIN (1mg L) + AIA (0.5mg L) + AG (1mg L), TS =KIN 1mg L'+ AIA (1mg L)+ AG (1mg Lt).

Figura 1. Vitroplantas de E. micromeris a los 90 d de tratamiento. T1= Sin reguladores, T2=KIN 1 mg L, T3=KIN 1 mg L* + AIA 1
mg LY, T4=KIN L mg L* + AIA0.5 mg L' + AG 1 mg L, TS =KIN 1 mg L* + AIA 1 mg L + AG 1 mg L*.
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El tratamiento con KIN sola permiti6 obtener vi-
troplantas de buena forma y altura, y favoreci6 el cre-
cimiento, pero no promovio la formacién de brotes;
Mauseth y Halperin (1975) mencionan que cuando
el explante contiene areolas y es expuesto a concen-
traciones apropiadas de citocininas, los meristemos
axilares se activan produciendo brotes. Velazquez y
Soltero (2001) exponen que las fuentes de citocininas
(KIN y 2iP) presentan efectos altamente significativos
sobre la produccion de brotes en E. micromeris, obte-
niendo una media maxima de 17 brotes por explan-
te utilizando concentraciones de 8 mg L' de KIN,
concentracion relativamente alta en comparacién con
la utilizada en el T2 (1 mg L"), lo que podria explicar la
ausencia de brotes. Sin embargo, algunos resultados
reportados por Flores et al. (2011) mencionan una
media de 6.4 brotes al utilizar concentraciones de 1
mg L' de KIN en E. micromeris cultivada in vitro,
resultado contrastante con el obtenido; una posible
explicacion a lo anterior puede estar dirigida a los
criterios asumidos a la hora de elegir los explantes,
asi como a aspectos relacionados con las concentra-
ciones hormonales enddgenas.

Formacidn de raices

El testigo fue el Ginico tratamiento que formo raices;
Clayton et al. (1990) y Chorefio et al. (2002) mencio-
nan que es comun la generacion de raices de forma
espontanea en cacticeas en medios de cultivo sin re-
guladores de crecimiento, mientras que, Veldzquez y
Soltero (2001) reportan que en medios adicionados
con AIA, la produccion de raices en E. micromeris
fue de escasa a nula, y dedujeron que este regulador
es inhibitorio para la produccién de raices en esta
especie. Ambos resultados coinciden con los encon-
trados en este trabajo, ya que no hubo formacion de
raices en los tratamientos con reguladores de creci-
miento (T3, T4y T5).

CONCLUSION

El tratamiento con kinetina y acido indolacético
aumenta el diametro de las vitroplantas; sin embar-
go, la kinetina sola aumenta la altura, peso fresco
y seco, y mantiene la forma original globosa de E.
micromeris a los 90 d de tratamiento. El testigo y la
kinetina (1mg L) mas acido indolacético (1mg L")
aumentan el porcentaje de rendimiento. El testigo,
la kinetina sola y la kinetina (1mg L) mas acido in-
dolacético (Img L") generan vitroplantas de buena
calidad en didmetro, altura y peso, ademas, este tl-
timo tratamiento promueve la formacion de brotes

en E. micromeris, caracteristica de vital importancia
en un proceso de micropropagacion, y por lo cual se
considera como el mejor de los tratamientos proba-
dos en este trabajo.
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