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RESUMEN

La Cactaceae es una de las familias que identifican al paisaje mexicano y en especial el género
Mammiilaria que ¢s uno de los méas hermosos, significativos y representativos. Estos cactos
exhiben un crecimiento lento debide a Ias condiciones climéticas donde habitan. A pesar de su
importancia comercial son escasos los estudios cientificos que s¢ han efectuado en esta famitia.

Con ¢! presente trzbajo se presenta una  metodelogia de cultivo i vifro para la induecién de
tejido cailoso y su multiplicacién. Se trabajé con dos especies: Mammillaria carmenae y M,

herrerae.

Las semillas de M. carmenae s6lo germinaron bajo condiciones in vive, presentando cl 19 %
de germinacién, sometiéndolas a escarificacion mediamte fa aplicacién de calor a una
temperatura de 32°C en una estufa,

Se efectuaron diferentes ensayos para establecer ¢l mejor procedimiento de desinfestacion, ast
coma para controlar ta oxidacién, que s frecuente en los tejidos de estas especies. El medio de
cultivo empleado fue ¢l Murashige y Skeog (MS) modificado, adicionado con sacarosa al 5% y
tiamina-HC] 0.4 mg/.

Se experimentaron cuatro matrices de concentraciones de reguladores del crecimiento, tres de
écido nafialen-acético (ANA) con benzil amino-purina (BAP) y wmo de dcido indol-acético
(AIA) con cinetina (CIN).

E§ 4pice de la plants y los tubérculos con areotas respondieron a 1a induccién del tejido calloso.
Las indeulos de rafz, axilas, tallo y médula no respondieron a ningiin tratamiento,

En M, herrerae las plintulas sc originaron a partir de! tejido calloso derivade de inoculo de
#pice, en la concentracidn de 5.0/50.0 mg/l ANA/BAP. Entre tanto la pldntula de M. carmenae
se indujo con la concentracion de 0.5725.0 mg/t de ANA/BAP, también derivada previamente
del tejido calloso.

Se obtuvicron tres tipos de callos a partir de tubéreulos: 1.- “callo  friabte™, de crecimiento
rdpido, color blanco y poca pigmentacisn, 2.- “calic moderado™, de color verde claro y de
crecimiento moderado y 3.- “callo compacto”, de color verde oscuro, de consistencia compacta
y crecimiento lento, con los reguladores del crecimiento de (ANA/BAP).

Para ta multiplicacion del tejido calloso se empleo ¢l medio bésico de M S modificado, con
5.0/50.0 mg/l de AIA/CIN adicionando suplementos orgnicos y pulpa de platano, con esto se
acrecentd considerablemente la Razén de Crecimiento (R. C.), consiguiendo ¢l aumento del
meterial vegetativo (Biomasa).
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L INTRODUCCION

Las Cacticeas son nativas del Nucvo Mundo, pero han sido introducidas a muchas partes del Viejo
Mundo. Sen plantas suculentas, de ordinario espinosas, alcanzando algunas veces el tamafio de un
rbol, con hojas muy reducidas o susentes. En general, tienen flores epigamas, con placentacion
parietal, numerosos estambres, con poca distincién entre los pétalos y sépales petaloides. Los
pigmentos florales son betalinas en lugar de antocianinas. Aunque de ordinario son de lugares secos

¥ de regiones célidas, algunas especies crecen en bosques, {Cronquist, 1982).

Dentro de las Cactdceas uno de los géneros més cultivados y de importancia comercial es el
Mammiltaria, ya que comprende al menos 200 especies originarias de México. Los miembros del
género son de dimensiones muy reducidas, 1allo globoso cilindrico; algunas producen yemas, a
veces ¢miten nuevos tallos de las malces, que forman aglomerados; son las plantas crasas mis
cultivadas, ya que a mayor parte de ellas florecen a los pocos afios después de haber germinado,
Las flores pequefias y acampanadas, forman una corona al final del tallo y producen una baya de
color claro, que dura largo tiempo, (Mainardi, 1978).

En México existe una gran diversidad de especies de cacticeas incluso, s¢ le conoce a nuestro pais
en el Ambito mundial como “El Pais de las Cactécess™, (Bravo-Hollis, §978). Aproximadamente €]
65% del temritorio mexicano esta formado por zonas 4ridas y semidridas sitio donde estas plantas
abundan. A pesar de poscer esta gran variedad son escasos los estudios de cultivo in vitro que se
han realizado con especies del género Mammillaria de este taxa de vegetales.

Estos cactos presentan un desarrollo extremadamente lento, Carey, (1980) menciona que Carnegia
giganfea nativa dei desierto de Sonora se reproduce con éxito en afios de buena lluvia y pueden
pasar de 7 a 20 afios entre las generaciones. Sin embargo con la ayuda de las técnicas de cultivo in
vitro se ha podido propagar algunas especies en tiempo relativamente corto. Una de las téenicas
mas empleadas es la del cultivo in vitre de tejido calloso, |z cual consiste en obtener el tejido
calloso a partir de un tejido u drgano de la planta y posteriormente multiplicar este tejido y
estimular la diferenciacién a organogénesis y/o embriogénesis y conseguir pifintulas,

Cultivo in vitro de Cactdceas. A partir de los trabajos realizados por King, (1957), la propagacitn
de este tipo de vegetales por cultive in vitro, se ha difundido. Los primeros trabajos que se
realizaron fueron en especies que carccian de valor comercinl, posteriormente las investigaciones se
realizaren con especies de cierto valor comercial como Mammitlaria woodsi. En la década de los
ochenta en México, Corona y Chévez en 1982, publican un articule, en donde mencionan la

importancig del cultivo de¢ tejidos para su aplicacién en especies que estén en peligro de extincidn



como la familia Cactacese y en 1984, Corona y Yanez, reportan el primer trabajo realizedo con la
familia de las cacticeas, aplicando esta téenica de cultivo in vitro, pama la propagacién de
Cephalocereus senilis. Pero destacan los estudios efectuados con Mammillaria san-angelensis
empezando con Rubluo, ef af, que iniciaron la induccion de tejido calloso en esta especie. Asf en
1993 propusieron que esta técnica se utilizara en vegetales que se encuentren en peligro de
extincion, como las especics de 1a familia Cactaceae,

En 1998 Pérez, ef al., desarrollaron sistemas de micropropagacién para especies de cactus
mexicanos. Las especies propagadas pertenecen a los géneros Astrophytum, Cephalocereus y
Mammillaria entre otras. La generacitn de callos miltiples a partir de arcolas se logré en medio
basico de Murashige y Skoog (MS) complementado con Né-benzyladenina (BA) y #cido-naftalen-
acético (ANA).

Son muchas las especies de cactdceas que son demandadas por parte de los coleccionistas de
plantas raras de todo ¢! mundo. Este hecho ha motivado que tanto colectores nacicnales y
extranjeros s¢ hayan dado a la tarea de saquear indiscriminadamente algunas zonas del pais, (Carey,
1980). Dos especies de las més codiciadas por los coleccionistas en México son Mammiflaria
carmenage Yy M. herrerae que de acuerdo a la “Normas Oficiales Mexicanas para la Proteccion
Ambiental” (1994}, ambas especies estin catalogadas como “En peligro de Extincion™

Para ambas especies se disefié ¢l presente trabajo de investigacion, en donde se ensayaron tres
matrices de reguladores del crecimiento de ANA/BAP, pam peder conseguir las concentraciones
adecuadas para 1a induccién del callo, obtener el medio bisico adecuado para su multiplicacion y se
experimentaron varios tipos de indculos como épices, raices, tallo, arcolas, espinas, axilas y
tubéreulos, para la induccion del tejido calloso,



II. ANTECEDENTES

1.« Familia Cactaceae
Origen.

Las cacticeas, son auldctonas del continente Americano en donde se encuentran distribuidas
especialmente en regiones Aridas y semidridas. México por sus peculiares condiciones de latitud,
topografia y diversidad de climas, posee casi la mitad de las especies existentes, (Bravo-Hollis,
1978).

En América se distribuyen en vastas regiones, particularmente en Zonas célidas. Algunas especies
del género Opuntia se localizan desde el norte hasta ¢l sur del continente. La gran concentracién de
cacticeas acontece en la regién inmediatamente después del norte y sur de Ja zona central calida.
En el norte es muy sbundante en México y parte del sur de los Estados Unidos, las cacticeas
mexicanas comprenden muchos géneros y especies rams, incluyende miniaturas de sblo unos

centimetros de altura, (fdem).

En México los cactos son parte de su historia (en su bandera tiene un éguila posada sobre una
Opuntia devorando una serpiente), se le conoce como “La casa de los cactos”, es aqui donde se
colectaron las primeras cacticeas y s¢ describieron, a partir de ahi se trasladaron a Europa en
grandes cantidades que el gobiemno mexicano ha tenido que intervenir para limitar su explotacién y
evitar la exterminacion de algunas especies.

En América Central existen pocas Cacticeas, prevaleciendo Epiphviium y Rhipsalis, tipicas de
Bosques y varias termofflicas como Cerei y Melocacti. E| género Cerei son los tipicos cactus que

crecen en la regién ecuatorial tropical bordeando el rio amazonas.

En Sudamérica los cactus més distintivos son: Parodia, Brasilicactus, Eriocactus, Notocactus y
Gymnocalcyum en las regiones montaflosas del Ecuador, Peni y Bolivia, teniendo més Cacticeas en
¢l norte que en ¢l sur. En Chile crecen muchas Cacticeas raras, llaméndosele a este pais “El
Paraiso Perdido de los Cactus®, esta ticrra es ¢l ofigen de ciertas especies como; Neoporteria,
Chilenia y Morridocactus y otras Cactéceas esféricas. Brasil también es Ia casa de los géncros

Hatiora, Pferiffera y Discocactus.

La mayoria de las especies de Sudamérica crecen en Argentina, Uruguay y Paraguay
concentrindose principaimente en la zona Noroeste, (Helch, 1981).



El género Mammillaria conticne alrededor de 250 especies nativas de México, Colombie,
Guatemala, Honduras, ¢l SE de Estados Unidos de América y Venezuela, su tamafio fluctia en el
rango de los 2 cm a los 90 cm, son de forma cilindrica o globular, los tubérculos estin arreglados en
forma de espiral y rematan en la punta con una gran cantidad de espinas (areolas), sus flores son de
diversos colores, desde blanco, rojas, violeta y amarillo, éstas se originan en la unién de los
tubérculos (axilas), son ampliamente cultivedas debido a su florecimiente a los pocos aftos una vez
que han genminado.

Las Cacticeas fuera de América se localizan en Europa, Africa y Australia,

Clasificacién Boidnica,

La familia Cactaceae, con alrededor de 200 géneros y unas 2 000 especies, con frecuencis ha sido
conocida como un orden separado, pero ahora por lo general, se le incluye en el orden
Caryophyliales, (Cronquist, {982).

Actualmente la famitia Cactaceac comprende tres subfamilias; Pereskioidae, Opuntioideae y

Cactoideae.

La subfamilia Pereskioidae que posee dos géneros, unc de los cuales se considera el género més

antiguo de las familias: Pereskia.
La segunda subfamilia es la Opuntioidese con 10 géneros, uno de los cudles es e género Opuntia.

La tercer subfamilia, Cactoideae se divide a su vez en B tribus; dentro de esta subfamilia se hallan
los géneros mis bellos de todas las subfamilias, como son: Astrophytum, Moemmillaria,
Echinocactus, Notocactus y Ferocactus, (Bravo-Hollis, 1978). Las especies m4s cultivadas son de
esta subfamilia.

Caracteristicas Botdnicas.

Planias perennes, con hébitos ¥ hébitat distintes. Tallos suculentos, ramoses o uniarticulados,
cilindricos, en cladidlos o en dilocladi6los, leffosos v de consistencia suave, verdes, grandes o
pequeflos; hojas tectrices con limbo. Pecfolo o base sélo en !os géncros Pereskia y Pereskiopsis, en
las demds reducida ¢n Ia base 8 un podario tuberculoso y el limbo a una cscama o a primordios
anatomicos; podarios segém su filotaxia, digpuestos en series helicoidales o formando costillas;
yemas axilares especializadas en areolas, desplazadas sobre los podarios, excepto en Pereskio y
Pereskiopsis, con meristernos, en el inferior vegetativo productor de tallos, espinas, gloquidas,
cerdas, pelo, lana o fieltro; y el supetior vegetativo florifero, (en Mammiilaria se desarrolla en la



axila del tubérculo), espina variable en estructura, forma, dimensiones, coloracién y nimero,
diferencifindose segiin su posicién en !a areola en radiales o centrales, a veces son caducas o no s¢
desarrollan; la espinacidn es distinta en los estadios juveniles, adulto y seniles, (Bravo-Hollis,
1978).

Las flores casi siempre hermafroditas, a veces unisexuadas dioicas, radiadas, pseudozigomorfas,
excepeionalmente zigomorfas, muy grandes y pequeflas. Diumas, noctummas y a veces vespertinas;
sus 6rganos axiales con podarios espiralados, escamas o bricteas y arcolas con espinas, cerdas o
lana, que & veces se reducen hasta desaparecer, el pericarpelo, €3 mas o menos globoso y verdoso;
El receptculo tubular mas o menos largo (en Rhypsalis discoide) verdoso o de coloracién del
perianto con tépalos exteriores ¢ interiores espiralados, de forma, coloracién y niimero variable;
estambres insertos en las paredes del recepticulo hasta la garganta, generalmente incluidos, erectos

o mas o menos declinados en las flores con tubo receptacular curvo, (idem).

Granes de polen en estructuras diversas, generaimente tricolpados; ovario policarpelar formando
una cavidad; ovulos con placentacitn falsamente parictal; funiculos simples o ramificados, estilo
largo, generalmente incluido, algo més largo que los estambres; los globulos del estigma mas o
menes numerosos ¥ coleridos; nectdreo en la base del estilo y de estructura diversa: pulpa seca o
jugosa, con o sin sabor y olor, (idem).

Semillas mas 0 menos numerosas, discoides subglobosus, piriformes; testa reticulada, foveolada o
tuberculada, castafia rojiza, negruzea o clara; hilo subbasal mas 0 menos amplio, micropilo a veces
cubierto por los rebordes de la testa, a veces con arilo o con estrdbilo; embtién recto o curvo,
cotiledones acumbentes, desarrollados ¢ mis o menos reducidos. Plantulas con hojas cotiledonares
folidceas o reducidas y crasas; cromosomas i1, (Sanchez Mejorada, 1982).

2.- Género Mammillaria

Plantas esféricas o elongadas, simples o cespitosas con o sin lechosidad, aquellas que tienen leche
ésta es visible externamente cuando Iz planta se ha dafiado en el periodo de crecimiento, en lugar de
costillas las plantas tienen tubérculos los cudles varian de forma y estn arreglados en inter espacios
espirales los cudles generaltmente son una caracteristica del diagnéstico de las especies relativas a
este género, {Backeberg, 1977).

Las flores nunca son apicales, pero aparecen en un rincén de las axitas en los afios posteriores a su
crecimiento. Las axilas (depresiones entre los tubérculos}), pueden ser completamente lisas o tlanas,
o pueden tener lana de variable longitud, algunas veces poseen también cerdas o pelos mas o menos
largos; las areolas (asentamiento de racimos de cspinss en la parte apical del tubéreulo), por lo
general tienen un fieltro o Janosidad al final y al principio, pero por lo comun al final es Hano, en

estos casos |a corona en mas o menos lanosa comeo resuliado, ¢ 1a lana en las axilas y en las areolas.



En un determinado nimero de especies la lanosidad axilar se desarrolla mas fuertemente en la zona

de florecimiento, {idem).

Las flores son variables de tamaflo pero por lo comtin son pequefias; los colores varfan en un rango
que va desde el blanco, al amarillo hasta ¢! rojo, y en algunas especies, particularmente las que
tienen espinas en forma de garfio, las flores son completamente largas. En las especies con espinas
en forma de garfio en donde la carnosidad les da una aparente suavidad, las flores por lo comiin son
pequefias {estas especies frecuentemente son mas o menos lanudas), en otras especies de este tipo,
tienen flores acampanadas en forma de embudo, las cuales varfan de tamafo, (idem).

Las espinas en forma de garfio aparecen en cada una de las tres secciones. El tubo y el ovario son
lisos y virtualmente sin tefiir. Cuando 1a flor se ha marchitado, el fruto en un principio no es
visible, pero aparece a partir de la axila cuando la flor madura y es empujado hacia ¢l exterior el
chilito. Los frutos pueden ser verdes o rojos o aln rojizos-verdes o algunas veces rojo-coral,
(Pilbean, 1960),

La testa de la semilla es de color oscuro con leves depresiones y més 0 menos lustrosas, de colores
amarillentos a negro, tienen un tamafio variable y forma. Las semillas también exhiben un amplic
rango de variacién en el nimero y en el tipo, pudiendo ser piriformes, curveadas o en algunas
ocasiones en forma de garfio. Los tubéreulos nunca estdn conectados bagalmente. Este género
representa ciertas restricciones a caracteres uniformes, (Backeberg, 1977).

Se conocen 250 especies distinguibles que ya han sido descritas, con 98 variaciones. Ademés de
existir 80 especies que han sido inadecusdamente descritas y por lo tanto no estdn adn catalogadas,
¥a que no se ha podido actararse o identificarse con algunas de las especies conocidas, a pesar de

esto las Mammiilaria es un de los géneros més extensos de la familia Cactaceae, ((dem).



Caracieristicas de las especies de estudio.

Mammillaria carmenae. Flores pequefias, campaniforme, de color cremoso-amarillo o pirpura;
plantas de crecimiento lento:; espinas centrales rectas, las espinas radiales poco numerosas; plantas

globosas principalmente, los tubéreulos cilindricos completamente; semillas de color café,

Lamina | .. Memmillaria carmerae.

Mammiliaria herrerae. Flores medianas o pequeflas (raramente exceden los 20 mm de largo),
principalmente de color palido pirpura o purplreo-rosa; espinas centrales normalmente ausente,
raramente  presentes ¥ numerosas pero se inclinan dentro de las espinas radiales; las espinas
radiales son muy numerosss; plantas globosas principalmente en depresiones y agrupadas, los
tubéreulos cilindricos completamente o casi escondidos por las espinas; semillas de color negro,
(Hautzin, 1977).

Lamina 2.- Mommillgria herrerae.



Clasificacion botdnica de las especies, {(Hunt, 1977 y Cronquist, 1982).

Reino Vegetal

Divisitn Anthophyta

Clase Dicotileddnea

Orden Caryophyllales

Familia Cactaceae

Géncro Mammiliaria

Subgénero Mammitlaria

Seccidn Hydrochylus

Serie Protiferae

Especie M. herrerae y M. carmenae.

3. Cultivg in vitro de Tejidos.

El cultivo in vitro de tejidos, drganos y células vegetales se fundamenta en cultivar en medios
nutritivog, adecuados y en forma aséptica, dpices de raiz y de tallo, primordios de hoja, partes de
hoja, tallo, etc., (Street, 1977), suministrando siempre las condiciones de temperatura, humedad y
lumninosidad adecuadas,

Toda c€lula vegetal viva, cualquiera que sea su especializacién posee un nicleo que ¢s capaz de
reproducir las caracteristicas d¢ la planta de la cual proviene, (Haberlandt, 1902). Este autor en
1902 introduce el concepto de totipotencialidad celular, mencioné que las células vegetales son
tolipotenciales, es decir que si a las células se modifican sus condiciones ambientales y
nutricionales después de aislarlas pueden recapitular su desarrollo como las plantas en condiciones
naturales, (Street, 1977).

Es evidente gue la transicién de un estado diferenciado a la ctapa de célula meristemitica
proliferante no se logra sin que aparezcan profundas modificaciones en la estructura de Ja célula.
Estas alteraciones regresan a la célula de la etapa adulta a la juvenil, siendo por esto capaz de
orientarse hacia la generacién de casi cualquier otro tipo celular. Una célula de parénquima por
¢jemplo se convertird en un punto de partida de una yema vegetativa o de un meristemo radicular.
Por lo anterior 1z célula vegetal puede remontar las etapas de su ontogenia y volver a convertirse en
embritn, (Street, 1977).



Para cultivar células, tejidos u érganos in vifro se sigue una serie de principios basicos simples. Ya
que la técnica se utiliza tanto en trabajos de investigacidn como en la multiplicacidn de vegetales,
en primer lugar hay que seleccionar de la planta, la parte de ésta que se va a utilizar para ser
cultivada, después debe de eliminarse los microorganismos superficiales que contaminan el
material vegetativo, controlar lo mejor posible los factores del medio (temperatura, luz,
composicién del medio, pH, etc.) y las condiciones de incubacién y orientarlas hacia un programa

determinado, como seéria la neoformacidn de brotes (multiplicacién vegetativa), (Viltalobos, 1979).

La técnica de cultivo in vitro debe solucionar dificultades como: conservar al indculo con vida
acliva, si este inéculo es una estructurn organizada (meristemo, dpice, yema) debe permitirte un
crecimiento normal, si el indculo esta constituido por células diferenciadas (fragmento de tallo,
hoja. peciolo, rafz) debe inducir en éstes un proceso de desdiferenciacion al que deberd proseguir
una nueva organizacién, (Carrillo, 1977) Esta técnica esta limitada, ya que no permite la
generalizacién de los resultados, extrapolando éstos de una especie a otra, pues ain plantas de la
misma especic pero de diferentes variedades responden de distinta forma a la téenica, (Pérez er al,
1998).

Los nutrientes requeridos en ] medio de cultivo varian con la especie vegetal y con ¢l objetivo del

cultivo. Las sustancias necesarias pueden agruparse de modo conveniente en varias categorias:

*  Elementos Inorgénicos: para cualquier tejido vegetal cultivado in vifre, una provision de
elementos inorgAnicos ¢s un requerimiento bésico, Los primordiales macro y micro
nutrientes que deben suministrarse son N, K, O, Ca, y Mg, (Carrillo, 1977).

«  Sustancia Orgnicas: uma fuente de carbono y de energia es un segundo requeriniento
bésico para el desarrollo de tejidos y érganos vegetales {(excepto embricnes maduros que
pueden no requerirlos), por lo general se adiciona sacarosa en un rango de 2 a 4 %.

¢ Vitaminas y otras sustancias: tiamina (0.1 a 1.0 mg/1), el 4cido nicotinico (0.5 mg/l), y la
piridoxina (0.5 mg/), el &cido pantotencico (0.1 mg) y la biotina {0.1 mg/), son
necesarios para algunos tejidos vegetales y se les puede afiadir, de modo rutinerio. Entre
otras sustancias que se pueden requerir s¢ encuentra el inositol (100.0 mg/), la adenina o
sulfato de adenina (40 a 160 mg/1) ¥ bases nitrogenadas con (100mg/1), (idem).

e Reguladores del Crecimiento, (auxinas y citocininas). Los principales son el écido
naftalen acético (ANA, de 0.1 a 10 mg/l ), el dcido diclorofenoxiacético (2,4-D, de 0.05 a
0.5 mgfl) y & veces ¢l dcido indol-acétice (AIA, de 1 a 50 mg/). En cultivo de tejidos de
ciertas especies se requicre cinetina (CIN, de 0.01 a 10 mg/l), dimetil alil aminopurina
{2iP), Bencil aminopurina (BAP) y Zeatina.



El Cultivo de Tejidos es una herramienta util para el fitomejoramiento, puesto que permite superar
barreras que con el mejoramiento tradicional eran infranqueables, ademas de ayudar a hacer més

eficiente el proceso de obtencion de cultivares, (Trejo, 1992).
Reguladores del Crecimiento,

Las plantas responden a estimulos de sus ambientes internos y externos. Estas respuestas las
capacitan para desarrollarse normalmente y mantenerse en contacto con las condiciones extemas
cambiantes. Los reguladores del crecimiento son factores significativos en las respuestas de la
planta. Particularmente son actives en cantidades extremadamente pequefias, (Curtis y Bames,
1994). Las sustancias sintéticas con efectos reguladores no pueden Ilamarse hormonas, ya que este
término se aplica a sustancias quimicas que se producen en glandulas de los animales, por lo que
deben de llamarse “Regulador del Crecimiento Vegetal™ que define a los compuestos orgéinicos
distintos de los nutrientes, que en pequefias cantidades estimulan, modifican o inhiben de algiin
modo cualquier proceso fisiolégico en las plantas, (Barba, 1987).

La auxina es producida principalmente en tejidos que se dividen rdpidamente, come los meristemos
apicales. Provaca el alargamiento del véstago, promoviendo esencialmente el alargamiento cetular.
En conjuncién con la citocinina y el etileno interviene en la dominancia apical, en la cual se inhibe
¢l crecimiento de las yemas axilares, restringiendo asi el crecimiento principalmente al dpice de la
planta. En concentraciones bajas |a auxina promueve la iniciacion de las raices secundarias y de las
raices adventicias; en concentraciones mas altas inhibe el crecimiento del sistema principal de
rafces. En los frutes en desarrollo la auxina producida por la semilla estimula el crecimiento de la
pared del ovario; la produccidn reducida de auxina se correlaciona con la abscision de los frutos y
hojas, (Curtis y Bames, 2000).

Las citocininas promueven la divisidn celular. Alterando la concentracién de auxinas y citocininas
¢s posible cambiar los patrones de crecimiento del tejido vegetal indiferenciado en los cultivos de

tejidos, {idem).

La induccién in vitro de drganos por las citocininas esta encaminada a la formacion de yemas, en el
cultivo estas yemas no se inhiben reciprocamente en su desarrollo, debido a que se anula la
dominancia apical, hecho que puede extrapolarse a !as plantas intactas pues las citocininas

aplicadas exdgenamenite en general activan el crecimiento de las yemas laterales, (Barba, 1987),
Combinaciones de citocininas y auxinas.

Aparentemente, una célula vegetal ne diferenciada como una célula meristemitica tiene dos vias a
scguir; puede aumentar de tamafio y dividirse para volver a aumentar y dividirse o bien pam
alargarse sin dividirse. La célula que se divide reiteradamente permanece esencialmente



indiferenciada, mientras que las células que se alargan tienden a diferenciarse y especializarse, En
estudios de células caulinares del tabaco, la adicién de AlA al medio de cultivo en el que estaban
creciendo produjo una répida expansin celular de manera que se formaron células giganies. Al
afiadir cinctina sola, no se ocasionaba ninglin efecto o éste era muy pequefo. Sin embargo al afiadir
AlA mas cinetina se logré una répida divisién cclular-. de manera que se formo una gran centidad de

células relativamente pequefias, (idem).

Cuando la concentracidn de AlA es mas alta que la citocining, el tegjido indiferenciado origina
raices organizadas. Con una concentracién mas clevada de cinetina, aparecen yemas y con un
balance adecuado de ambos reguladores pueden originar tanto raices como yemas y, de este modo,

una planta incipiente, (idem).
4. Morfologia del callo

Se define al callo come un tejido obtenido por medio del aislamiento de érganos o tejidos
diferenciados, los cuales posteriormente son llevados a una desdiferenciacion celular, presentando
estas células una proliferacién continua, acelerada y de apariencia desorganizada, que da origen a
una masa amorfa de tejido. Esta masa celular puede mostrar diferentes tipos morfolGgicos, los

cuales varian segtin la apariencia externa, textura y composicién celular, (Barba, 1987).

El tejido calloso generado in vitro es una masa desorganizada de células que pmlifem;l
continuamente y puede obtenerse casi a partir de cualquier parte de la planta, se puede generar
espontineamente en medio bdsico, pero si s agrega auxina es més factible que se induzea, y més si
s¢ agrega en conjunto con una citocining, {Mantell y Smith, 1983). Alterando ligeramente las
concentraciones relativas de ALA y la cinetina se afecta el desamrolle de oélulas indiferenciadas.
Con concentraciones aproNimadamente iguales de reguladores del crecimiento, las células
permanccen indiferenciadas formando 1na masa de tejido conocido como callo, (Curtis y Barnes,
2000).

Desde el punto de vista morfogénico, la camcteristica m#és importante del callo es la
totipotencialidad de sus células, ya que, en general, con un mancjo apropiado de las condiciones
nutricionales, reguladores del crecimiento y ambientales, tienen la capacidad de desarrollar brotes,
rafces, embriones, los cuales pueden llegar a formar plénralas. Un serio problema asociado con este
tejido es el dafio o modificacién de la citologia nuclear de 1as células durante el cultivo in vitro, se
pueden presentar aberraciones cromesbmicas, (Barba, [987).

Las respuestas cualitativas y cuantitativas del crecimiento del callo en cultivo in virre incluyen un
sinergismo estreche y complejo entre el origen del tejido usado para la primera induccion, la
composicién del medio y las condiciones fisicas que prevalecen durante esta etapa, {idem).



Cultivo in vitro de callp.

La induccién del calio a partir de una porcién vegetal sucede cuando el indculo ya desinfestado se
pone en contacto con un medio de cultivo que induzca y mantenga un crecimiento y una division

celular continua, (Barba, 1987).

Dependiendo del indeulo, la proliferacion del callo se puede iniciar casi a partit de cualquier érgano
vegetal o sus partes. En general los callos derivados de embriones y pléntulas tienen un mayor
potencial para la morfogénesis. También es trascendente el estado fisiologico y la edad de la planta

donadora det callo, siendo recomendable utilizar plantas jévenes y de crecimiento activo, (idem).

Entre la segunda y tercera semana del cultivo, los indculos muestran un nugvo crecimiento a través
de ia superficie del indculo, dependiendo de la distribucién y actividad mitética del parénquima
residente en el tejido seccionado. El incesante crecimiento puede hacer que se regenere el indculo o
se desdiferencic y forme el callo. En presencia de huz los callos se pueden tomar verdes. En
ocasiones la generacidn del callo puede presentarse acompafiada de la generacién espontinea de
malces, y esto puede estimularse espontineamente por ¢l incremento del nivel de la auxina en el
medio de cultivo, (Indra y Trevor, 1994),

Las auxinas mas empleadas en la iniciacidn y manutencién det cultivo de callo son al 4cido 3
indol-acético (AIA), écido naftalén-acético (ANA} y ¢! 2, 4-diclorofenoxiacético {2, 4-D),
hallindose, para cada especie, una auxina o un regulador y una concentracién adecuada para ln
induccién y mantenimiento del callo, (Barba, 1987).

Los requerimientos de raguladores de crecimiento para fa proliferacién recomendable de los callos,
la velocidad de respuesta, y el namero de brotes producido por indculos varfa entre los géneros y
especies. El enraizamiento de los retofios generados in vitro se puede lograr en un medio de MS
complementado con AlA a 0.5-1 mg/l 0 1BA a 0.5-1 mg/l, (Pérez et al., 1998).

Cuando los cultivos tienen varias semanas los callos pueden mostrar signos de agotamiento,
notandose en la desaceleracién en el crecimiento, tornéindose cafés o necroséndose y finalmente en
la muerte de éste, La transferencia de secciones de callo de aproximadamente 5 mm de didmetro en
30 mi de medio fresco {subcultivo) y a intervalos de 4 a 6 semanas puede revertir esta tendencia y
conservar el callo vigoroso. Algunas lineas de callos han sido conservadas as{ hasta por 15 afios,
{Indra y Trevor, 1994).

Organogénesis en cultive de callo.

La morfogénesis puede orientarse en los callos por Iz iniciacién controlada de érganos brotes y
raices a través de la aplicacién de nutrientes y reguladores del crecimiento en el medio de cultivo,

el cual contiene los elementos orgnicos e inorgfinicos asi como reguladores del crecimiento




exbgenos. El tejido calloso tiene exigencias de cultivo especifico y en ocasiones pierde el potencial
morfogénico que puede ser trascendental para ta organogénesis. Este fenomeno también depende de
otros factores tales como; el tipo de indeulo que dio origen 2l callo, el genotipo, la edad de la planta
donadora, los niveles de reguladores del crecimiento y varios factores fisicos, (Reinert y
Bajaj,1977).

Es importante mencionar que la presencia del dpice es crucial para la generacién del callo ¥ 1a
praduccién subsiguiente de plantulas, (Indra y Trevor, 1994). En ausencia de citocinina pero con
ANA, se forman raices, En medio de M 8 (1962) con sgua de coco y 2,4-D o ANA 5mg/ fue el
mejor en términos de proporcionar un suministro seguro de produccién de callo y pléntulas. Si se
climinan las auxinas del medio, pero se dejan con agua de coco este ayudd a las plantulas a

reestablecerse y permitid su transferencia a suelo, {idem).
3.- Cultivo in vitro de Cactdceas.

Los primeros trabajos in vitro que se efectuaron, fueron fos reportados por Ricob, en 1962, quien
cultivo tejido de tallo de Trichocereus spachianus para estudiar la biosintesis de alcaloides en esa
planta_ wtilizé 2,4-D para inducir callo, descubrié tres tipos diferentes de los mismos; callo verde
compacto con crecimiento lento; el segundo de color amarillento y crecimiento moderade y el
ultimo de consistencia friable blanquizco y crecimiento ripido, sin embargo no logré conseguir
pléntulas diferenciadas. \

De aqui tuvieron que transcurrir varios aftos, hasta que en 1974, afio en que Subhash y Minocha,
reportaron la induccién y proliferacién de callo en el medio de cultivo de Murashige y Skoog, con
24-D, asi como otros reguladores del crecimiento, pero éstos no respondieron a la
desdiferenciacién de plantulas de Neomammillaria prolifera.

En 1975, Kolar et al., cultivaron meristemos de Mammiilaria woodsii, asi como yemas axilares y
brécteas. Consiguieron callo, los cuales los clasificaron en tres tipos: los primeros gue nunca se
desdiferencian (oxidados y necrosados), el segundo tipo, los callos que esporddicamentc se
desdiferenciaron a pléntulas y el tercer tipo, los callos que rapidamente se diferenciaron a pléntulas.
Siendo este el primer trabajo en que sc logré la desdiferenciacion de callo hasta 1a generacién de
plantulas.

También en 1975 Mauseth y Halperin trabajaron con Opuntia polyacantha, emplearon ¢l medio de
cultivo de Murashige y Skoog y adicionaron diferentes tipos de reguladores del crecimiento, sotos y
combinados entre ellos, reportaron que cuando los indculos se cultiveron en un medio con BAP, se
producen brotes, con GAJ raices ¥ con ANA no sufren ningiin cambio morfolégice, sélo se indujo

la generacién de rafces en el inficulo.



En 1976, Mauseth trabajé de nueve con Opuntia polyacantha y estudio las posibles interacciones
de reguladores del crecimiento con ciertos sitios especificos de inéculos en cuestién, reperté la
actividad mitdtica de 123 células y que ¢! incremento dependié del regulador, ya sea BAP o GAl y

del sitio de accién.

Mauseth en 1977 estudio los efectos del BAP y GA3 sobre {a morfogénesis del primordio de hoja
en Opuntia polyacentha, y descubrib que cuando el indculo s afectado con BAP, origin brotes
hallando un contenido regular de células epidémicas, células guarda, células del meséfilo y
mucflago, asi como tejido vascular. El GA3 dio origen a espinas y sus tejidos contienen células

fibrosas epidérmicas, concluyendo que el GA3 es incapaz de redirigir la morfogénesis.

Johnson y Emino en 1979 cuande trabajaron con tublrculos de Mammillaria  elongala
descubrieron que su respuesta hacia la generaci6n de callos y raices y brotes dependié de la
interaccién auxinas-citocininas, Con 2,4-D y cinetina consiguieron callos mientras que con ANA ¢
IBA sc formaren rafces y bos brotes s logrd con AlA y 2ip.

En ese mismo aflo de 1979 Johnson y Emino, mencionaron los trabajos anteriores a ellos y dan una
lista de las plantas donde se logrd diferenciarlas a partir de callo. Hacen mucho hincapié en que
empleando el medio de M S (1962), con sus altas concentraciones de seles, es mejor para sostener
la organogénesis en M. elongata y Opuntia sp, y que ¢l balance de reguladores del crecimietito jugd
un papel trascendente en la organogénesis y éste varfa mucho con cada especie.

Mauseth en 1979 realizé una recopilacién de trebajos anteriores y propuso un método general para
el cultivo de tejidos en cacticeas, Ademds dio una lista de cactdceas donde se consiguicron
pléntulas a partir de callo, mencionando entre otras Mammiflaria woodsii y M. elongaia.

En 1982 Lazarle, Gaiser y Brown trabajaron con Epiphyllum chrysocardium, consiguieron
plantulas a partir de callo, emptearon medio bésico que contenfa 1a mitad de las sales de M §, junto
con BAP. La generacién de ralces ocurri6 después de que s aftadié IBA en los cultivos de brotes.

En 1984, Corona y Yénez, trabajaron con Cephalocereus senilis, ellos emplearon el medio de M S
(1962) as! como diversas combinaciones de citocininas con auxinas, scfialaron que cuando se
combinan cinctina con ANA, AlA e IBA, éstos no afectan de manera significativa y causan la
muerte de los indeulos, mientras que la combinacién de cinetina con 2,4-D provoct tejido catloso,

sin embargo, no consiguieron ¢l éxito en la desdiferenciacion del callo hacia plantula.

Ault y Blackmon, en 1987, trabajaron con épices de plantulas de Ferocactus acanthodes, lograron
la proliferacién de brotes usando el medio de M 8 (1962), con cinetina y ANA, ademis de
suplementos vitaminicos, y fueron posteriormente enraizados con cinetina, adenina y ANA, para
después trasplantarfos s sustrato, bajo condiciones de invernadero.



As{ como se muestra en la sintesis anterior y sobre la base de los planteamientos expuestos se
advierte que en la mayora de los trabajos se empled el medio bésico de Murashige y Skoog,
logrando la induccién de callo, con 2,4-D, mientras que con BAP se obtuvo la generacion de
brotes, el GA3 promueve |a generacion de espinas y las auxinas dan origen a rafces.

Clayton, et al, en 1990 realizé la micropropagacion de 11 especies de la subtribu Cactinae. Los
inbculos de brotes se consiguieron a partir de! pice de plantas jovenes de Escobaria missouriensis,
y de plantas maduras de Mammillaric wrightii, entre otras. Se investigaron los efectos del medio
bésico y los tipos de auxinas y citocininas en diferentes concentraciones para la proliferacion de
brotes axilares. Con concentraciones bajas de auxina no se logré la multiplicacién, pero con
concentraciones moderadas o altas de citocininas favorecit lz produccién de brotes axilares. Todas
les especics enraizaron esporfdicamente en medios libres de reguladores del crecimiento; sin

embargo, varias especies enraizaron mejor en medios que contenian auxinas,

En 1991, Dabekaussen, ef al., desarrollaron un sistema de cultivo para estudiar Ja Activacién de la
Areola (AA) con indculos de cactus Sulcorebutia alba Rausch. El medio de cultivo recomendable
para la AA consisti en las sales propuestas por Murashige y Skoog, sacarosa al 2.5% P/V, BA con
0.25-1 mg/l, agar de Daichin 0.5% y pH 5.5. Las citocininas fue requisito esencial para la AA; Con
el BA se slcanzd mejores resultados. seguidos por la cinetina. Las citocininas [BA, 2iP y IPA no
produjeron resultados satisfactorios, Las condiciones fisicas adecuadas para el crecimiento y para la
(AA) fueron a una temperatura de 27°C y una irradiacion luminosa de 2.3-5 W m2.

Stuppy ¥ Nogl en 1992, germinaron semillas de Ariocarpus refusus, bajo condiciones estériles en
medio sélido de MS con 20 gfl de sacarosa y el 20% (v/v) de agua de coco. Las plantulas
originaron callo en ¢l misme medio, y después de 3-4 meses el primer embrion somético aparecié.
Sin embargo, la produccién masiva de embriones sométicos amarillos pélidos sblo empez6 después
de 14-16 meses de cultivo. Los callos fueron subcultivados a medio fresco cada 8 semanas. En cada
subcultivo, se utilizé €] mismo medio de cultivo, pero con s6lo 15% {v/v) de¢ agua de coco.

Rubluo, ef al., en 1993 cultivaron in vitro cactus, y después de la sclimatacion algunas de cstas se
reintcgraron @ su ambiente natural donde continuaron con su ciclo de vida. Los especimenes de
Mammillaria san-angelensis {Cactaceae), originados de! cultivo in vitre florecieron y produjeron
semillos fértiles después de haber sido reimplantadas en su habitat original.

Machado, ef al., en 1993 investigaron isoenzimas de la matato deshidrogenasa (MDH) en semillas,
plantulss y callos de Cactéceas para poder detetminar si estas sufren cambios en sus modelos de
accion por la presencia de reguladores del crecimiento y poderles usar como marcadores

bioquimicos para estudjar ta expresitn del gen durante el desarrollo def calle.



Bonness, ef af., en 1993 iniciaron cultivos de callo a partir del tejido interno det tallo en plantas de
Cephalocereus senilis cultivadas en invernadero, dichos cultivos crecieron de una manera
notsblemente répida. |]a misma rapidez de crecimiento se logr6 con cultivos en suspensién y pueden

persistir durante varios meses sin ser subcultivados.

Mangolin, ef af., investigaron en 1994 la isoenzima del alcohol deshidrogenasa, si puede emplearse
en presencia del 2,4-D como marcador bioquimico, descubrieron una correlacién con la presencia
de éste cuanda los cultivos s¢ sometieron a un estrés de temperatura y esto afecto ¢l crecimiento del
callo. También se descubrid que son marcadores bioquimicos sensibles a altas concentraciones de

la cinetina 2 41)., concluyeron que se pueden utilizar pare estudios de monitoreo de callos.

En este mismo afio de 1994, Mangolin, junto con diferentes colaboradores estudiaron otros
compuestos como el isocitrato deshidrogenasa y esteraza, dcido fosfatose y otras sustancias, que
pueden ser potencinles marcadores bioquimicos, comprobando que si persiste la uniformidad
genética del callo, y éste no es afectado. Concluyeron que pueden ser buenos marcadores

bioquimicos.

Torquato, e al,, en 1995, retomaron los estudios de sus compafieros, emplearon como marcadores
bioquimicos las iso¢nzimas alcohol deshidrogenasa y la malato deshidrogenasa para estudiar como
afecta las altas concentraciones de cinctina al fenotipo del callo. Establecieron que el pairdn de
cambio observado por ambos marcadores con respecto al crecimiento del callo fue independiente
de las concentraciones de cinetina probadas. Concluyeron que estas isoenzimas parecen ser

productos de una asociacién diferencial de las subunidades de los genes 2 Adh y mMdh.

Prioli, et al., también en 1995 investigaron la correlacién de la presencia de varias isoenzimas
como la de alcohol. malato, e isocitrato deshidrogenasas, entre otras con respecto a !a cinetina y al
2.4-D. El callo fue cultivado por periodos prolongados y se utilizaron 3 combineciones de 2,4-D (4
mg/l) ¥ cinetina a {4, 6 y 8 mg/l). Los callos que revelaron el nimero mas alto de isoenzimas
inducidas, se presentaron en altas concentraciones del 2,4-D. El cual puede utilizarse como

marcador del efecto en !a generacion de brotes a partir de callo.

Oliveira, et al., en 1995 utilizaron plintulas de Cereus peruvianus como fuente de inéculos para
establecer las condiciones més eficaces para inducir ¥ conservar tejido callose en un estado de
crecimiento répido v regenerar plantas a partir de callo. Ensayaron las combinacicnes factoriales de
2,4-D y cinetina en medic de MS. La combinacién de 18.1 yM de 24-D y de 186 6 279 uM de
cinetina fue la adecuada para la induccion del callo. Se originaron brotes a partir de callo friable. Se

promovieron raices a las 2 semanas de estar en el medio con 18.6 pM de cinetina.

En 1996, Comeanu et al, investigaron los efectos de la interaccién de fluidos magnéticos y los
campos geomagnéticos en el desarrollo del cultive de tejidos de plantas en Mammiliaria duwei.
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advirtieron efectos significativos en los procesos de crecimiento y de la divisién cefular de los
callos.

Mangolin, et al., en 1997, demostraron que hay variaciones morfol6gicas entre plantas regeneradas
& partir del cultivo de callo de Cereus peruvianus. Sc percibieron diferencias en brotes en 68% de
las plantas regeneradas con 4 afios de edad, y ninguna variante morfoldgica se observd en plantas

que crecieron a partir de semilla.

Marin, ef al., en 1998, cultivaron dvulos de flores de plantas originadas de cultivo in vitro de M.
san-angelensis. Estos fueron cultivados en medio s6lido modificado de B5 complementado con
2,4-D (4 mg/!) mas Cin (2 mg/), ¢l callo fue inducido a partir de los tegumentos de los dvulos.
Durante los primeros 3 meses en cultivo, se detectaron las fases tempranas de la embriogénesis
somética. El endlisis histolégico revelé el origen unicetular asi como multicelular de las estructurss
proembridnicas. La presencia de fenoles afectd negativamente ¢l progreso de la embriogénesis
somitica.

Pérez, et al, en 1998 desarrollaron sistemas de micropropagacién para 21 especies de cactus
mexicanos wtilizando indculos a partir de pléntulas germinadas in vitro o segmentos de plantas
cultivadas en invernaderos con 2 a 3 afios de edad. Las especies propagades pertenecen al género
Astrophytum, Cephalocereus, Mammillaria entre otras. La generacidn de brotes miltiples a partir
de areolas sc logré en medio bésico de Murashige y Skoog (MS) complementade con 1 6 2 mg/l
N6-benzyladenina (BA) o BA a 1 6 2 mg/l mis ANA & 0161 mg/.

Palomino, ef al., en 1999, recientemente determinaron que a estabilidad del genoma nuclear en
Mammillaria san-angelensis de callo expuesto a largos periodos de cultivo in vifro en presencia de
auxinas extgenas, pueden ser factores que potencialmente inducen la inestabilidad genética. La
planta edulta cultivada en invemnadero y plantulas jévenes cultivadas in vitro, en ambas sc
establecio su diploidia de 2n= 22, con el mismo cariotipo, no encontrando diferencias significativas
en ¢l contenido de ADN de estos grupos. La meiosis en plantas adultas muestran un
comportamiento normal con once bivalentes (n=11). Se concluyo que este estudio demostr6 la
esiabilidad cariotipica del tejido cultivado in vitro de M. san-angelensis a pesar de su origen.



M. MATERIALES ¥ METODOS

1. MATERIAL VEGETATIVO.
1.1. Semillas de Mammiliaria carmenae.

Para obtener pldntulas de M. carmenae, sc emplearon 63 semillas de aproximadamente | mm de

longitud, de forma piniforme y de color café-oscuro.
1.2. Plantas de Mammillaria comenae y M. herrerae ‘

Se utilizaron tres plantas de M, carmenage 'y cuatr'o de M. herrerae, todas fueron donadas para Ia
realizacién del presente trabajo, las 7 plantas procedian de invernaderos, de tamafio de 12 cm
aproximadamente y de 3 a 4 aflos de edad. Debido al escase material que s¢ disponia de éstas
especies de estudio, se utilizaron dos especies (M. elongata y M. gracills) de prucba para los
tratamientos de desinfestacion y antioxidacién, estas plantas se colectaron de mercados de la
Ciudad dc México. Las plantas se seccionaron para obtener indculos d¢ raiz, tallo, médula, axilas,

dpice y tubérculos, (ver lamina 3).

axilas

Lamina 3.- Mammillaria spp, partes de 1a planta donde se secciond para ta obtencitn de indeulos.



2. MEDIO DE CULTIVO

Se utitizo el medio de cultivo de Murashige y Skoog (1962) medificado, para la germinacion de
semillas, siembra de indculos, en las diferentes matrices con combinaciones de reguladores del

crecimiento, en la induccién de callo y su posterior multiplicacion.

En la preparacién del medio de cultivo s¢ incluyeron tante compuestos inorgénicos como orgénicos
¥ agar como soporte sdlide para el medio.

Dentro de los compuestos inotgdnices se emplearon las sales propuestas por Murashige y Skoog
(1962) las cuales se presentan en el cuadro 1.

E! nutriente orgdnico empleado como fuente de carbono y de energin, fue 1a sacarosa en
concentracién de 50 g/l. El pH se ajustd a 5.7 +-0.1 con NaOH | N y/o HCi I N,

El estado fisico del medio de cultivo fue de gel-stlido, utilizAndose agar al 1%, afiadido &l medic
de cultivo y fundido a una temperatura de 121°C.

El medio se distribuyé en frascos de vidrio (capacidad de 100 ml aproximadamente) a razdn de 15
ml por frasco cerrados con tapas de polipropileno y setlados con cinta plastica.

La esterilizacidn del medio de cultivo se efectud en autoclave a una temperatura de 121°C. y 1.5
Kg/cm2 de presion durante 15 minutos, previo a la siembra.

3. CONDICIONES DE INCUBACION.

Las condiciones de incubacién fueron semejantes para semillas ¢ indculos de las plantas de

Mammillaria.

Los frascos con semillas ¢ indculos se colocaron en anaqueles, la iluminacion fue suministrada por
6 limpams Sylvania Gro-Lux de 10 wats, a una temperatura de 25°C +- 2°C en ¢l dia y 18°C +-
2°C durante la noche. E! fotoperiodo fue de 16 horas luz por 8 horas oscurided. La humedad
relativa fue de sproximadamente de 70-80%.
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NITRATOS FORMULA QUIMICA CONCENTRACION mg/l
NITRATO DE AMONIO NHe NO» 1650
NITRATO DE POTASIO KNOs 1900

SULFATOS

SULFATO DE MAGNESIO MgS0« .7 HhO 370
SULFATO MANGANOSG MnS0.. H:O 169
SULFATO DE ZINC ZnS0u. 7 HIO 8.6
SULFATO DE COBRE CuSO. 5 H:O 0.025
HALOGENOS
CLORURO DE CALCIO CaCla. 2 H:O 440
IODURO DE POTASIO Ki 0.83
CLORURO DE COBALTO CoCl. 6 H:0 0.025
BO2; POs; Mols
BIFOSFATO DE POTASIIO KHz PO« 170
ACIDO BORICO Hs BO:
L]
MOLIBDATO DE SODIO NaMoOa. 2 H:0 23
QUELATOS
SULFATO DE FIERRO FeSOu. TH:O 27aa
Na:EDTA NmEDTA 1T

CUADRO |. SALES PNORGANICAS PROPUESTAS EN EL MEDIO DE Murashige Y Skoog, { 1962 ).

4, DISERQ EXPERIMENTAL

4.1. Germinacitn de semillas de M. carmtenae.

Se utilizd ¢! medio M. §. modificado sin reguladores del crecimiento, ni nutrientes orgénicos.




4.2 Desinfestacidon y siembra de semillas in vitro ¢ in vivo,
4.2.1 Desinfestacion de semillas,

Las semnillas s¢ lavaron con agua y detergente comercial, se enjuagaron con agua destilada y se
colocaron en tres paquetes de papel filtro conteniendo 21 semillas, cada uno, Estos s¢ sumergieron
en etanol el 70% V/V, durante tres y cinco minutos, posteriormente en una sotucidn de hipoctorito
de sadio al 1.2% de cloro aclivo, segin los tratamientos establecidos {cuadro, 2). Por itltimo se les

aplico un triple enjuague con agua destilada estéril.
4,22 Siembra de semillas in virro.

La siembra de semillas se realizo bajo condiciones de asepsia, en una campana de flujo laminar de
aire filtrado marca Veco Mod. GMLF-12 con filtros Hepa.

Para la siembra de semillas, se coloct cada paguete en caja petri esterilizada, con la ayuda de
pinzas de diseccién se tomaron las semillas y se sembraron en frascos con medio de cultivo,
poniendo tres semillas por frasco. Cada frasco se marcd para su identificacién  posterior.
(Tratamiento y Fecha de Siembra).

4.2.3 Siembra de semillas in vivo.

A los treinta dias después de la siembra in vitro, se observd que ninguna de las semillas habia
germinado. por lo cual se decidié transplantar 31 semillas a un sustrato (mezcla de tierra negra con
agrolita en una proporcitn de 2:8 P/P, previamente esterilizada), cubriendo un tercio del volumen
del frasco. A continuacidn se pusicron tres semillas por frasco y se les regd con agua destilada
estéril. scilindose con plistico adherente. A los 10 dias las 31 semillas se someticron a un
tratamiento de escarificacion mediante la aplicacién de calor, a una temperatura de 32.5° C en una
estufa, por un periodo de 36 hrs., y 15 dias después se sometieron las 32 semillas restantes al
mismo tratamiento de escarificacién con calor y s¢ transplantaron al sustrato similar al que se

sembraron previaments 1as 3§ semillas.
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HIPOCLORITO DE
TRATAMIENTC ETANOL AL 70% SODIO AL 1.2% AGUA DESTILADA
MINUTOS DE EXP MMNUTOS DE EXP ENJUAGUES
1 3 10 3
2 3 15 3
3 3 0 k]

CUADRO 2. Tratamiento de¢ desinfestacion para la siembra in vitro de semillas d¢ Mammillaria carmenae.

4.3 Desinfestacién y siembra de indculos de Mammillaria spp.

Fueron sembrados en ¢l medio de M. S. Modificado los indculos de 1as dos especies de prueba
{Mammillaria elongata y M. gracilis), para los tratamientos de desinfestacion y antioxidacidn, sin
afiadir ningln otro ingrediente.

4.3.1 Indeulos de Mammillaria elongata y M. gracilis.

Para determinar ¢l mejor tratamiento de desinfestacién con las dos especies de prueba se utilizaron
tres tipos de desinfestantes: 1. - alcohol etflico, 2. - hipoclorito de calcio ¥ 3. - hipoclorito de sodio,
{Shabde y Murashige, 1977; Villalobos, 1979). Una vez obtenidos los resultados, se aplicaron a las
dos especies de estudio.

Las pruebas de desinfestacién se realizaron de scuerdo con en ¢l cuadro 3. Las plantas sin espinas,
sc lavaron con solucidn jabonosa y se enjuagaron tres veces con agua corriente. Se colocaron ¢n
vasos de precipitado con una solucién de etanol al 70% V/V, posteriormente se transfirieron a una
solucién de hipoclorito de calcio al 4% P/V y por dltimo se pusieron en una solucién al 1.2% de
cloro activo de hipoclorito de sodio a diferentes tiempos de exposicidn y se enjuagaron con agua
destilada estéril.

Una vez establecido el tratamiento de desinfestacién adecuado los indculos se trasladaron a
diferentes agentes antioxidantes, dcido ascérbico y dcido citrico ¥ exposicidn a frio, (ver cuadro 4),
para determinar ¢! mejor tratamiento de antioxidacién.
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RIPOCLORITD DE] HIPOCLORITO DE
LAVADO ETANOL CALCIO SODIO 1.2% ENJUAGUE CON
TRATAMI EN T VIV 4% PIY CLORO ACTIVO AGUA
ENTO SOLYUCION TIEEMPO TIEMPO TIEMPO DESTILADA
JABONGSA EXPOSICION EXPOSICION EXPOSICION ESTERILIZADA
MINUTOS MINUTOS MINUTOS
A s1 3 20 i5 3
B s 3 20 30 3
C Si 5 20 45 3
D St E 20 60 k]

CUADRO 3. TRATAMIENTOS DE DESINFESTACION PARA INOCULOS DE Mammillaria gracilis y M. elongata.

TRATAMIENTO ACIDO ASCORBICO ACmo clTrRICO ALMACENAMIENTO A
7.8° C TIEMPO (hrs)
g1 A
1 [ [} 0
1] 0.1 0.15 0
] L0 15 24
v 10.0 15.0 24

CUADRO 4. AGENTES ANTIOXIDANTES UTILIZADOS PREVIO A LA SIEMBRA DE INOCULOS DE:
Mammillaria grocilis y M. elongata..

4.3.2 Inbdculos de Mammillaria carmenae y M. herrerae.

De acuerdo a los resultades obtenidos en las pruebas de desinfestacién y antioxidacién ensayados
para las especies de prueba, se utilizo ¢l tratamiento “C” de desinfestacitn con la solucion de etanol
al 70% V/V por 3 y 5 minutos, !a solucidn de hipoclorito de calcio al 4% P/V durante 20 minutos y
por dltimo en una solucién al 1.2% de cloro activo de hipoclorito de sodio por 45 minutos, y el
tratamiento IV de antioxidacion con 10 g/1 de écide ascorbico y 15 g/l de 4cido citrico ¥
refrigeracién por 24 hrs,

4.3.3 Siembra de indculos de Mammillaria spp.

La siembra de indculos se realizo bajo condiciones de asepsia, en una campana de flujo laminar de
aire filtrado.

Parn la siembra de indculos, la planta se secciond apartando los tubérculos y cortandolos a manera
de rodajas de aproximadamente 4.0 a 5.0 mm de grosor, ssmbrando in6culos circulares. En ¢l
medio de cultivo, se colocaron tres inéeulos por frasco. Se cerraron con tapas de polipropileno



sellindose. Los frascos se pusieron por espacio de 24 hrs,, en refrigeracidn a una tempemtura de
T.8°C, ver cuadro 3, después se transfirieron al cuarto de incubacidn.

4.4 Inducci6n de callo.

Se empled en ¢l medio de cultivo M. S. modificedo y se adicionaron los siguientes compuestos:
tiamina-HC) &l 0.4 mg/l, inositol 100 mg/l, piridoxina 1 mg/l, écido pantotenoico 1 mg/l, biotins |

mg/ y deido félico | g/,

De los reguladores del crecimiento se utifizaron: bencil-aminopurina (BAP), Acido naftalen-acético
(ANA), cinetina (CIN) y 4cido indol-acético (AIA), (ver cuadros $, 6, 7 y 8) en tres matrices de

concentraciones de ANA/BAP y una con ALA/CIN.

ACmo

(ANA) mg/l

NAFFALEN-ACETICO

BENCIL AMINO-PURINA { BAP ) mg/l

.00

0.50

5.00

0.00

0.50

5.00

50.00
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CUADRO 5. PRIMERA MATRIZ CON ACTDO NAFTALEN-ACETICO (ANA) Y BENCIL AMINOPURINA (BAP),
PARA LA INDUCCION DE CALLO. '

ACIDO
NAFTALEN -
ACETICO (ANA)
mgl

BENCIL AMINO-PURINA (BAP) mg/1

0.00

0.50

5.00

50.00

100.0¢

0.00

.50

3.00

50.00

100.00

2l
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CUADRQ §, SEGUNDA MATRIZ CON ACIDO NAFTALEN-ACETICO (ANA) Y BENCIL AMINO-PURINA (BAP),
PARA LA INDUCCION DE CALLO.
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ACIDO NAFTALEN - BENCIL AMINO-PURINA (BAP) mg/
ACETICO (ANA)
mg/t 50 250 0.0
o5 [ n m
50 L\ v vi
500 v v X

CUADRO 7. TERCERA MATRIZ CON ACIDO NAFTALEN-ACETICO (ANA) Y BENCIL AMINO-PLRINA (BAP),
FARA LA INDUCCIGR DE CALLD.

ACIDO CINETINA (CIN) mgAl
INDOL-ACETICO
(AlA} mgh
0,00 0.50 5.00 50.00 100.00

0.00 1 2 3 4 5
0.50 6 7 3 9 10
5.00 1 12 13 14 15
50.00 16 17 13 19 20
100.00 2 2 13 24 25

CUADRC 3. PRIMERA MATRIZ CON ACIDO INDOL-ACETICO (AJA) Y CINETINA (CIN), PARA LA INDUCCION
DE CALLO.

4.5 Multiplicacién de callo.

Para determinar la Razén de Crecimiento “R. C.” y Biomasa del callo inducide, se probaron
subcultivos en diferentes fases en la multiplicacién del tejido calloso. Para ia FASE [ se empled la
segunda matriz de reguladores de crecimiento ANA/BAP para la induccién del tejido calloso. En la
FASE Il sc emplet el medio M. S. modificado, suplementado con diferentes componentes para
cada uno de los subcultivos que se realizaron, (ver cuadro 9). Por dltimo en {a FASE I se wtilizé el
subcultivo IV con diferentes concentraciones de AFA/CIN, (ver cuedro 10).
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SUPLEMENTOS DEL MEDIO FASE] FASE Il FASE I
M. §. MODIFICADO
ORIGINAL | SUBCULTIVO | SUBCULTIVO | SUBCULTIVO] SUBCULTIVO
M.S, 1 1 In v
CONCENTRA [ AIA/CIN 5-50 [ AIA/CIN 5-50 | AIA/CIN 5-50 MATRIZ
REG. DEL CRECIMIENTO CION mg/l mg/l mg/l AIACIN
ANA/BAP
SACAROSA % % % % 5%
TIAMINA-HCI 0.4 mg/ 0.4 mg/ 0.4 mg 0.4 mg 0.4 mp
MYOINOSITOL 100 mg/t 100 mg/l 100 mgn
PIRIDOXINA 1.0 mgh 1.6 mgh 1.0 mg/l
Ac. PANTOTENOICO 1.0 mg/l 1.0mgn 1.0 mgh
Ac. FOLICO 1.0 mg 1.0 mgn 1.0 mg
BIOTINA 1 megfl tmgh 1 mg/
PLATANO 150 g/l 150 g1
AGAR COMO
SOPORTE SOLIDG 1% 1% 1% 0.8 % 0.8 %

CUADRO 9. MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS EN LOS SUBCULTIVOS PARA LA MULTIPLICACION DE
CALLO DE M. carmenae y M. herrerae.

ACIDO CINETINA (CIN) mg
INDOL-ACETICO
(AlA) mg/ 5.0 250 50.0
[eX] A B c
50 2] E F
50.0 G H [

CUADRO 10. MATRIZ PARA LA MULTIPLICACION DE CALLO CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
ALA/CIN, FASE I (SUBCULTIVO IV). M. carmenoe ¥ M. herrerae



5. EVALUACION DE GERMINACION, INDUCCIGN ¥ MULTIPLICACION DE CALLO.
5.1 Germinacidén de semillas de Mammillaria carmenae

3.1.1.- Velocidad de contaminacién. Se realizaron observaciones diarias para determinar el tiempe

en dias en que s¢ presenta la contaminacion.

5.1.2.- Porcentaje de contaminacién. Este dato se obtuvo de ia cantidad de tn6culos contaminados
por hongo o bacteria con respecio al total de in6culos sembrados originalmente,

5.2.- Germinacion

5.2.1.- Velocidad de germinacion. Los datos, se consiguieron por observaciones diarias a partir de
la fecha de siemnbra de las semillas tanto en condiciones i vitro como in vive por un perfodo de tres

meses.

5.2.2.- Porcentaje de germinacidn. Se midié tomando el total de semillas que hayan germinado ya

sea in vitro 0 in vivo con respecto al total de semillas, se lomaron como base 63 semillas.

3.3.- Oxidacidn. Para el presente trabajo lo definimos como l1a cantidad de semillas o indculos que

al sembrarse se obscurecieron y necrosaron.

5.3.1.- Velocidad de oxidacién Se realizaron observaciones diarias desde ¢l inicio de la primera
semilla o indeulo oxidedo hasta que dejaron de oxidarse, esto con el fin de cstablecer la velocidad
de la oxidacion.

3.3.2.- Porcentaje de oxidacién Se tomo como la cantidad de inéculos que st necrosaron con

respecto a |a cantidad total de inbdculog sanos.
5.4. Induccién de callo.

5.4.1.- Combinacién de reguladores de crecimiento. Se eval combinaciones de Auxinas —

Citocininas para determinar el porcentaje de generacion de callo, y la organogénesis (rafz, brote o
plantula) ver cuadros 5,6 7y 8.

5.4.2.« Tipo de indculo que origino al callo. De los indcules usados: dpices, rafces, tallo, areolas,
axilas y tubérenlos se determind que indeulo generd tejido calloso.

5.4.3.- Posicién del inéculo. Para la generacion de callo, los indculos se colocaron en medio de
cultivo, con tres posiciones diferentes 1. “Posicién Vertical”, con la base del tubérculo adherida a la
superficic de! medio bésico, 2. “posicion Horizontal”, que el tubérculo sus peredes estén en
contacto con la superficie det medio y 3. “Posicion Verticel invertida™, que la areols sea la parte
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que este en contacto con la superficie, esto para determinar 1a posicién del indculo mas adecuada
para generar callo,

5.4.4.- Tipo de callo generado. Se clasificd al callo obtenido de acuerdo a los siguientes

parimetros: color, consistencia, apariencia y velocidad de crecimiento.

5.4.5.- Tiempo de exposicién en medio fresco. Se midio el tiempo que puede estar el indeulo o callo

en ¢] medio de cultivo y conservar sus caracter{sticas sin llegar a deshidratarse o necrosarse.
3.5, Multiplicacion de cailo. (FASE I, ITY 1),

5.5.1.- Combinacidn de auxina — citocinina. Esto se realizé para establecer la combinacién
adecuada de estos reguladores para la multiplicacién de los callos, ver cuadros 9y 10.

5.5.2.- Razdn de crecimiento, (R. C.}

Sc comparo la cantidad de callo producido en cada subcultivo con relacidn at catlo onginal
sembrado, se cuantifico la R. C., durante las fases de induccidén y multiplicacién de los callos.

5.5.3.- Biomasa generada.

Se midi6 la cantidad de biomasa generada durante las fases de induccidn y multiplicacién de los
callos.
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IV. RESULTADOS

A.. Semillas de Mammillaria carmenae.

1. Desinfestacion,

Todos los tratamientos fueron efectivos para la desinfestacion, ya que se obtuvo el 0% de
contaminacidn, sin embargo se eligié el ratamiento nenos agresivo.

2. Siembna in vitro

Al cabo de 30 dias les semillas sembradas en condiciones in vire no germinaron.

Siembra in vivo

3. Al cabo de 20 dias con la splicacién de calor, y estando ya en condiciones de sustrato estéril,

germiné el 19% de semillas. ver cuadro 11.

3.1. Velocidad de germinacién.

El inicio de la misma se tomo a partir del momento en que las semillas se transplantaron a sugtrato
estéril, se observo que el dia 15 germinaron dos semillas, al dia 18 germinaron cuatro siendo este ¢l
climax y decayd al dia 21 con la germinacién de dos semillss, disminuyendo a medida que

transcurrié €l tiempo, esporddicamente germinaron mas semillas (ver figura 1).

SIEMBRA NUMERO | TRATAMIENTO PORCENTAIE DE
DE DE
SEMILLAS |DESINFESTACION
CONTAMINACION | OXIDACION IGERMINACION
in vitro 63 51 0 o 0
in vive 63 sas 0 o 19

CUADRO 1i. RESULTADOS DE LA SIEMBRA in vitre e in vive DE SEMILLAS DE Mammillariz carmenae.

*#%# )as semillas provenfan de condiciones asépticas.
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Dias 15 18 21 52 70 85 93 Total

Semillas 1
germinadas 2 4 2 1 1 1 12

VELOGIDAD DE GERMINACIGN

# DE SENILLAS

s
43

a o
as A

3 A P
25 £\ L__’:""'"'_.._‘|

2 Ay

>—W

1.8 4—1

1 {1 \—0——4—0
o.sL./

[

1T 5 0 1317 2t 23 28 33 37 41 4% 49 53 %7 81 63 ¢9 73 77 61 85 89 93 Dlas

FIGURA 1. RESULTADOS DE LA VELOCIDAD DE GERMINACION in vive DE SEMILLAS DE Mammillaria

Carmenot

B. Induccién de callo.
1. Desinfestacion y antioxidacién en indculos de M. gracilis y M. elongata.

Se reportan los resultados obtenidos en los tratamientos de desinfestacién y antioxidacion aplicados
a indculos de las plantas de prueba (M. gracilis y M. elongara).

1.1. Contaminacion.

En ¢l tratamiento “A” se observé el 100% de contaminacién, tanto por bacterias come por hongos,
ademss de que la contaminacién por hongos ocurri6 a las 24 hrs, posteriores a la siembra. En ¢l
tratamiento “B”, se observé una ligera disminucién de la contaminacién, y fuc ésta del 85% al
100%, siendo alto ¢! porcentaje. Con el tratamiento “C" s¢ logrb un descenso muy sensible, y llego
a ser det 22.5% al 28.3%, ver cuadro 12, la contaminacién se presentd al quinto y sexto dia y
posteriormente &l séptimo ya no aparece.

No obstante los resultados conscguidos s¢ ensayaron otro tratamiento, €| “D", sin embargo, no se
alcanzd mejores resultados, ya que afecto mucho a los indoulos, al dejarlos casi sin coloracidn

verde y llegindolos a matar en algunos casos.
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1.2. Oxidaci6n.

En las primeras siecmbras se obtuvo un alto porcentaje de oxidacién con el tratamiento I y II, sin
embargo esta descendid con los tratamientos posteriores hasta el 20.7% en promedio con el

tratamiento TV, ver cuadro 13,

Por lo tanto, ¢l tratamiento adecundo de desinfestacién fue ét “C”, va que en los dtimos cuatro
tratamientos del “C” de desinfestacién con la solucién de etanol al 70% V/V por 3 minutos, la
solucién de hipoclorito de calcio al 4% P/V durante 20 minutos y por Gltimo en una sotucién al
1.2% de cloro activo de hipoclorito de sodio per 45 minutos, logré bajarla hasta ¢l 24.7% en

promedio.

Mientras tanto el tratamiento IV de antioxidantes con 10 g/1 de dcido ascorbico y 15 g/1 de dcido

citrico, fue el Gptimo ya que en las dltimas 4 siembras fueron del 24.7% promedio.

NIMERO DE ESPECIE DE TRATAMIENTODE | CANTIDAD DE PORCENTAJE DE
SIEMBRA Memnsitiaria DESINFESTACTON IN CONTAMINACION
SEMBRADOS

i M, gracilis A 90 100

2 M. gracilis B 91 919

3 M. gracitis B 90 100

[] M. gracills B %0 100

5 M. graciity B 3 95.7

13 M. elongaa B 82 99.2

7 M. elongeea B %0 85.1

[ M. elongata [ [ i 100

9 M. elongata Cc 9% 2

10 M elongata C 90 2.4

11 M. elongata C %0 245

12 M. elongata [ 35 na

13 M. elongata D 59 106

CUADRO i2. RESULTADOS A LOS TRATAMIENTOS DE DESINFESTACION DE INOCULOS DE Mammillaria

gracilis y M. efongate.
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NMERO DE ESPECIE DE TRATAMIENTODE | CANTIDAD DE PORCENTAJE DE
SIEMBRA MAMMILLARIA ANTIOXIDACION | INOCULOS SANOS OXIDACION
1 M. gracilis NINGUNO 0 "

2 M grocilis NINGUNO [ o
3 M. gracilis NINGUNO 0 .-

4 M. gracilis NINGUNO 0 i
5 M. gracilis I 4 90
6 M. elongata n 4 9%

7 M. elongata 1 13 [

' M. elomgota I 0 -

9 M elongata 13 0 70
0 M. elomgota ™v 69 20
1 M. elonguta 17 16 28
12 M elongaia NINGUNG o -~
K} M. elongota [\ &1 17

CUADRO 13. RESULTADOS A LOS TRATAMIENTOS DE ANTIOXIDACION DE INOCULOS DE Mammiliaria

gracilis y M. elongmta.

** No se cuantifico ya que no hubo indculos sanos.

2. Desinfestacién y antioxidacién en indeulos de las especies de prueba y de estudio.

2.1 Contaminacién y Oxidacion

Se realizaron 7 siembras en las cuales se aplic6 el tratamiento “C” de desinfestacién y el “IV™ de
antioxidacion y se observé que no hubo diferencias en cuanto a la contaminacién por cada especie,
todas cayeron en ¢l mngo del 17.2% al 25.2% de contaminacidn, esto confirmo los resultados
obtenidos anteriormente de contaminacién con las especies de prueba. Tampoco se observaron

diferencias en cuanlo a la oxidacién de los inGculos por especie, cayendo dentro del rango del

13.2% al 21.3%, ver cuadro 14,
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NUMERO DE ESPECIE DE PORCENTAJE DE PORCENTAJIE DE
SIEMBRA Mammillaria CONTAMINACION OXIDACION

! M. carmenae 27 18.5
2 M herreroe 152 15

3 M. elongata 189 ' 132
4 M. elongata ni 115
s M. grocilis 24 23
6 M. gracilis 198 201
7 M. gracilis 172 7

CUADRO 14. RESULTADOS DE CONTAMINACION ¥ OXIDACION DE INGCULOS DE Manmillaria spp.

3. Matrices de reguladores del crecimiento.
3.1, Primera matriz de reguladores del crecimiento ANA/BAP, (ver cuadro 2).
3.1.1 Generacidn de callo.

Las siembras de intculos, primero se realizaron en medio bésico sin reguladores del crecimiento
para controlar la contaminacion, En M. carmenae al dia 15 de reslizada la siembra los :mécu!os sc
transplantaron a medio bésico modificado con diferentes concentraciones de reguladores del
crecimiento de ANA y de BAP. A los 22 dias se transplantaron & medio fresco y se observd que en
el tratamienio “8" con 0.5/50 mg/l de ANA/BAP origind callo de color verde itenso y de
consistencia compacta, dicho callo se formé a partir de indculo de dpice de la planta, teniendo en
este momento el 100% de respuesta, ver cuadro 5.

En M. elongata, solo el tratamiento 15 con una concentracidn de 50/5 mg/t de ANA/BAP generd
callo a partir de! inéculo de tubéreulo (mamila), fue callo verde opaco con pelilios alrededor de la
base sin llegar a diferenciar espinas, sin embargo, cste calto ne crecié, conservéd constante su peso
dursme. dos meses y finalmente empezd a deshidratarse y necrosarse perdiéndose, por tanto se logré
¢l 50% a la generacion de callo con este tratamiento, ver cuadro 15.

M. gracilis y M. herrerae no respondicron en esta etapa a la generacién de callo.
3.1.2 Generuci6n de raiz.

Con Mammillaria. gracilis, se logrd et 50% de respuesta a la generecién de raices, cn la
concentracion de 5 mg/tt de ANA, y fue constante en tres tratamientos, ¢l 10, 11 y 12, ver cuadro
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15, mientras que M. elongata solo respondid con el 25% en un tratamiento con 0.0/50 mg/1 de
ANA/BAF a la generacion de miz.

Mammillaria carmenae y M. herrerae no respondi¢ron a la generacién de raiz, en esta primera

matriz,

3.1.3 Generaci6n de brotes.

Ninguna de las cuatro especies de Mammillaria respondi6 a la generacion de brotes.

3.1.4 Generacién de plantulas.

En M carmenae la respuesta a la generacion de plantulas se origind previamente de la generecidn

de callo, es decir, con ¢l tratamiento * 8 “ cuya concentraciém fue de 0.5/50 mg/l de ANA/BAP,
logrando obtener una plantula. El proceso de desdiferenciacion fue €] siguiente: al cuarto dia a

partir de que surgieron las mamilas del tejido verde calloso, se apreciaron bien fas mamilas con

areolas y espinas frigiles, al quinto dia se diferencio bien la plintula de M. carmenae.

M. gracilis, M. elongata y M. herrerae no respondieron a la generacidn de plantulas en esta primera

matriz.
ESPECIEDE] TRATAMIENTO TIPO DE PORCENTAJE DE RESPUESTA A LA TIPO DE
: INOCULO GENERACION DE:
Mammillaria| ANA/BAP | QUE RESPONDIO RESPUESTA
NUMERG ) mgn RAlZ | BROTE | CALLO § PLANTULA
M. carmenae 3 0.5/50 APICE 0 0 100 UNA CALLO VERDE
M herreroe -—_ —_— — —_ — — o —_

M elongata 4 0.0/50 APICE 2 1] 0 [ RAIZ CAFE
M. elongata 15 50.0/5.0 TUBERCULC 0 (] 50 0 CALLO VERDE
M. gracills 10 5.0/0.5 APICE 50 [ 0 0 RAIZ BEIGE
M gracills 11 5.0/5.0 HUUELO 50 0 0 0 RAIZ BEIGE
M. graciiis 12 5.0/50.0 HIFUELO 50 0 0 0 RALZ BEIGE

CUADRO 15, RESPUESTA A LA PRIMERA MATRIZ DE REGULADORES DE CRECIMIENTO EN ANA/BAP, DE
MNOCULOS DE Mammilliagracilis, M. elongaia, M. carmenae y M. herrerae.
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3.2. Segunda matriz de reguladores del crecimiento de ANA/BAP,

Se emplearon plantas de Marmillaria carmenae y M. herrerae. Tomando en cuenta los resultados
conseguidos con las cuatro especies de Mammillaria en la primera matriz, y teniendo como
referencia que en tres tratamientos con 50 mg/l de BAP respondieron indculos a la generacion de
rafz, callo y éste dltimo dio origen a pléntula, se amplio el rango de concentraciones a 100 mg/} de
ANA y 100 mg/l de BAP, (ver cuadro 6).

M. carmenae en esta matriz sdlo respondid en el tratamiento 19 de ANA/BAP, mientras que M.
herrerae respondi6 en §6 tratamientos a la generacion de callo.

3.2.1 Generacion de callo.

Los inGculos de M. herrerae, en 16 tratamicntos respondieron a la generacién de callo, ver cuadro
15, los callos logrados en once tratamientos conservaron constante su peso, color y consistencia
durante dos meses, al cabo de este tiempo comenzaron a deshidratarse y necrosarse, para
posteriormente perderse, subsistieron los callos de 5 tratamientos, el 9, 10, 14, 18 ¥ 19 a los cuales
s¢ les aplico los u'alam:lemos de 1a segunda etapa de investigaci6n, es decir, 1a multiplicacion del

tejido catloso, que se comentard ampliamente mas adelante.

De estz matriz, en los nuevos rangos que se ampliaron hubo respuesta en 33.3%, en los
tratamnientos 5, 6, 18,22 y 25.

En dos tratamientos se logrd el 100% de respuesta a la generacién de callo, en los tratamientos 13 y

21, sin embargo posteriormente se necrosaron.

Todos los callos se originaron a partir dei indculo del tubérculo, dando el 33.3% de respuesta a fa

generacitn de callo en promedio. .

E! teiido calloso originado en el tratamiento “9" con 0.5/50 mg/l de ANA/BAP, fue un callo de
coleraci6n verde claro, de consistencia moderada y con pelillos; el originado en cl tratamiento 107
con 0.5/100 mg/l de ANA/BAP fue un callo verde claro, Iz parte inferior oscura y con pelillos; ¢
callo del tratamiento “14™ con 5/50 mg/l de ANA/BAP, fue de color verde oscuro, de consistencia
moderada y con pelillos; y por ultimo el callo det tratamiento “19” con 50/50 mg/l de ANA/BAP
fue de color verde c;lam de consistencia friable, blanquizca en la parte inferior y con pigmentos de
color rojo-rosado y con sbundante pelillos blancos, ver cuadro 16.

M. carmenae respondib a la generacion de callo con el tratamiento 19 de ANA/BAP.
3.2.2 Generacidn de rafz.

Fue del 0% tanto para M. carmenae y M. herrerae.
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3.2.3 Generacién de brotes.

Fue del 0% tanto para M. carmenae v M. herrerae.

3.2.4 Generacitn de plntulas.

Fue del 0% tanto para M. carmenae y M, herrerae.

ESPECIE TRATAMIENTO TIPG DE PORCENTAJE DE RESPUESTA A LA TIPO DE
DE MNOCULD GENERACION DE:
MMM | ANA/BAP | QUE RESPONDIO RESPUESTA
LLARIA | NUMERO mg RAlZ | BROTE | CALLO | PLANTULA
NO CRECIO
M. herreroe 4 0.0/50.0 TUBERCULO 0 [] 66 0 MAS
NO CRECIO
M. herrerae 5 0.0/100.0 TUBERCULO 0 4 13 0 MAS
NO CRECIO
M. herrerae [ 0.50.0 TUBERCULO 0 [ 3 [ MAS
NO CRECIO
M. herrerae 7 0.500.5 TUBERCULC 0 0 &6 0 MAS
CALLO VERDE
M. herrerae 9 0.5/50.0 APICE 0 [] 66 0
——
CALLO VERDE
M. herrerae 10 0.5/100.0 TUBERCULO 0 [ 25 0 CLARO
NO CRECIO
M. herrerae " 5.0/0.0 TUBERCULO 0 0 66 [ MAS
NO CRECIO
M. herrerae 12 5005 TUBERCULO 0 0 50 0 MAS
NG CRECIO
M. herrerae 13 5.005.0 TUBERCULOC [ 0 100 0 MAS
CALLO VERDE
M. herreroe 4 5.0¢50.0 TUBERCULC 0 0 80 0 OSCURO
NO CRECIO
M. herrerae 15 50.0:0.0 TUBERCULO [ 0 (73 ] MAS
S—
CALLO VERDE
M herrerae it 50.0/5.0 TUBERCULO 0 [ 33 0
CALLO VERDE
M. herrerae 19 50.0/50.0 TUBERCULC 0 [} 66 0 FRIABLE
NO CRECIO
M herverael 21 100.0/0.0 TUBERCULO 0 0 100 0 MAS
NO CRECIO
M. herrerae| 22 100.0/0.5 TUBERCULC 0 0 33 0 MAS
NO CRECIO
M. herrerae] 25 100.0/100.0 TUBERCULO 1] 0 33 L] MAS

CUADRO 16, RESPUESTA A LA SEGUNDA MATRIZ DE REGULADORES DE CRECIMIENTO EN ANA/BAP, DE
INOCULOS DE Mammillaria herrerae.
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3.3. Tercera matriz de reguladores def crecimiento de ANA/BAP.

Esta matriz se realizé con el fin de confirmar los resuliados conseguidos en las anteriores matrices
con 50 mg/1 de BAP, reduciendo el rango de concentraciones de 5, 25 y 50 mg/l de ANA/BAP, {ver
cuadro 7), para lo cual se emplearon plantas de M. carmenae y M. herrerae,.

3.3.1 Genetacién de callo.

M. carmenae, respondid en ocho tatamientos, fue variable el porcentaje de respuesta en cada
tratamiento, desde 25% hasta el 66.6%, sin cmbargo, ¢} tratamicnto 111 con 0.5/50 mg/l de
ANA/BAP se tuvo ¢l 25% de respuesta, similar al conseguide en las dos anteriores matrices, ver
cuadro 17, ademés el tratamiento 11 con 0.5/25 mgfl de ANA/BAP ¢l callo ahi formado, fue de
coloracién verde clara, consistencia compacta y con pelillos blanquecinos, posteriormente dio
origen a una plintula.

M. herrerae, respondit en 50% a la generacidn de callo en promedio, en seis tratamientos. Todos
los callos se origi'namn & partir de indculo del tubéreulo, fueron callos de coloracién verde clero y
consistencia moderads, ver cuadro 18. En ¢} tratamiento 11 con 0.5/50 mg/l de ANA/BAP el callo
se origino a partir del épice de ta planta, sin embarge en esta siembra se perdieron los callos pot
contaminacion de hongos verdes por errores en la menipulacién del callo.

El callo de! tratamiento IT1, obtenido a partir del dpice dio origen a raiz principal de color café

oscuro y seis pldntulas con areolas y espinas.
3.3.2 Generaci6n de raiz.

En M. carmenae se generé una raiz principal de color café originada a partit de indculo de
tubércuto, 1a respuesta se consiguié con ¢l tratamiento IV con 5/5 mg/l de ANA/BAP, por tanto fue
el 50% de respuesta, ver cuadro 17.

En M. herrerae se generd ralz principal de color café originada a partir del dpice de la planta, con el
tratamiento Tl de 0.5/50 mg/l de ANA/BAP, consiguiendo el §00% de respuests, ver cuadro 18,

3.3.3 Generacién de brotes.
Fue del 0% tanto para M. carmenae y M. herrerae.
3.3.4 Generacidn de pléntulas.

En M carmenae se generd una plantula de color verde claro, dicha pléntula se origino partir de
callo de tubéreulo. La concentracion de reguladores fuc de 0.5/25 mg/l de ANA/BAP, tratamiento
I1. Para este caso se tuvo el 33.3% de respuesta,



Con M. herrerae, se generaron seis plintulas de color verde claro, con areolas y espinas
blanquecinas, delgadas, originindose a partir de callo det spice de la planta en el tratamiento HI con

0.5/50 mg/l de ANA/BAP, sin embargo las seis plantulas se

contaminaci6n de hongos.

perdieron al igual que los callos por

ESPECIEDE| TRATAMIENTO TIPODE PORCENTAJE DE RESPUESTA A LA TIPO DE
wNoCULO GENERACION DE:
MAMMI . ANABAP QUE RESPUESTA
LLARIA | NUMERC| mg RESPONDIO ]| RAlZ | BROTE | CALLO | PLANTULA
M. cormenae t oys0 | TUBERCULO 0 0 25 [ CALLO VERDE
CALLO
M. carmenae n 057250 | TUBERCULO o 0 n 33 ORIGINO
PLANTULA
M. carmenae m 0.5/50.0 ] TUBERCULO 0 [ 25 0 CALLO VERDE
M. carmenae v 50050 | TUBERCULO 50 0 50 0 RA[Z BLANCA
M. carmenoe v 30250 | TUBERCULO 0 [] 66 0 CALLO VERDE
M. carmenoe vl 50/500 | TUBERCULO 0 0 66 0 CALLO CAFE
M. carmenae VI 500050 | TUBERCULO 0 ] 50 [ CALLO VERDE
M carmenae| vII 5067250 | TUBERCULO 0 [ 50 ] CALLO BEIGE
M. carmenae X 500500 [ TUBERCULC 0 0 0 0 NO RESPONDIO

CUADRO 17. RESPUESTA A LA TERCERA MATRIZ DE REGULADORES DE CRECIMIENTO EN ANA/BAP, DE

INOCULOS DE Mammiilaria carmence,

L



ESPECTE | TRATAMIENTO TIPO DE PORCENTAJE DE RESPUESTA & LA TIPO DE
DE INOCULO GENERACION DE:
MAMM] ] ANA/BAP QUE RESPUESTA
LIARIA |NUMERO | mgn RESPONDIO | RAlz | BROTE | CALLO | PLANTULA
NO CRECIO
M. herrerae 1 03550 | TUBERCULO o ] 50 0 MAS
NO CRECIO
M herrerae] 1l 057250 | TUBBRCULO [ 0 50 0 MAS
—
CALLO VERDE
M berreroef T 0.5/500 | TUBERCULC [ ] 0 [ CLARD
M. herreroe n 0.5/50.0 APICE 100 0 100 6 6 PLANTULAS
NO CRECIO
M. herreroe v 50:50 1 TUBERCULO [ 0 50 L3 MAS
NO CRECIO
M herrerce| v, | 30500 | TUBERCULO ) 0 50 0 MAS
. NO CRECIO
M. herrerae] V) 500250 | TURERCULO [ ] 50 [ MAS

CUADRO 18. RESPUESTA A LA TERCERA MATRIZ DE REGULADORES DE CRECIMIENTO EN ANA/BAP DE
INOCULOS DE Mantmillaria herrerae.

3.4. Primera matriz de reguladores del crecimiento de AIA/CIN.
3.4.1 Generacidn de callg.

En M. herrerae se obtuvo callo de coloracién verde claro, consistencia compacta ¥ sin pelillos,
dicho callo surgid a partir del inéculo det dpice de la planta, las concentraciones de ALA/CIN son de
5.0/50.0 mg/1 respectivemente, se logré €l 100% de respuesta con ei tratamiento 14, ver cuadro 19.

La relacién en la concentracién de reguladores del crecimiento es idéntica a los callos obtenidos en
la segunda matriz de ANA/BAP.

La planta de M. carmenae no respondié a la Generacitn de calio.
3.4.2 Generacién de ralz.

Fue del 0% tanto para M. carmenae y M. herrerae.

1.4.3 Generacién de brotes.

Fue del 0% tanto para M. carmenae y M. herrerae.
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3.4.4 Generacion de plantulas.

Del cailo obtenido en el tratamiento 14, a los 60 dias comenz6 a diferenciarse en siete tubérculos de
coloracion verde claro y posteriormente se originaron siete plantulas de color verde escuro, con
arcolas y espinas delgadas, con las mismas concentraciones de reguledores del crecimiento, ver
cuadro 19.

ACIDO CINETINA ¢ CIN )} mg
INDOL-ACETICO
(AlA) mg/ 0.00 0.50 5.00 50.00 100.00
1 2 3 4 5
ko - L] L] . -
16 7 5 g 10
0_50 L] » L L] (]
1" iz 13 14 15
5.00 . . . 7PLANTULAS .
16 17 18 19 20
50.00 - - L] - -
21 22 Jzz 24 25
100,00 d * * . .

CUADRO 9, RESPUESTA A LA PRIMERA MATRIZ DE REGULADORES DE CRECIMIENTO N AIA/CIN DE
INOCULOS DE Mammillaria herrerae.

* No hubo respuesta,

4. Origen y caracteristicas del callo.
4.1, Tipo de indculo que origino callo,

Por lo general los callos se originaron a partir de inéculo del tubércule, no obstante también se
genere callo a partit del &pice de las plantas y éste mismo callo posteriormente dic origen a
pléntulas.

4.2, Posicidn del tubéreulo para 1a generacién de callo.

Dependiendo de la posicién se observéd lo siguiente: cuando ¢l tubérculo estuvo en “Posicion
vertical invertida”, fue dificil que pudiera absorber los nutrientes y hormonas, tardéndose 45 dias
para la generacion de callo.




La “Posicidn horizontal” tuve el mismo efecto que en la antetior posicién, sin embargo la base de!
tubérculo se suberiza ripidamente e imposibilita al indculo absorber y tardé 48 dias para formar
calto.

Mientras que en la “Posicién vertical™ Ia base cortada antes de suberizarse absorbi6 los nutrientes y
reguladores del crecimiento y formo callo al séptimo dia de sembrados los inbculos, observindose
que ¢l callo no se origino de la epidermis ni de la parte media del tubérculo siendo posiblemente del
procambium.

4.3. Tipo de callo.

Para 1a descripcion de los tipos de callo, se tomaron como base los callos generados con Ja segunda
matriz de reguladores de crecimiento ANA/BAF de la siembra reatizada con Mammillaria herrerae
y son estos los callos que se utilizaron para su multiplicacitn, {ver cuadro 6).

Al tercer transplante a medio fresco, los callos comenzaron a multiplicarse més rdpidamente y es
aqui donde los callos tuvieron las siguientes carmcteristicas, clasificAndose en tres tipos de
callos: A) “Callo compacto* de crecimiento lento, coler verde brillante, consistencia compacta y
con pocos pelillos sobre la superficie, eslas caracteristicas s¢ presentaron en los callos del
tratamiento “14” y “18” con 5.0/50,0 mg/l y 50.0/50.0 mg/l de ANA/BAP respectivamente.

B} “Callo friable®, con pigmentos rojo-rosa, ademés tuvo crecimiento acelerado y desorganizado en
comparacion con el callo anterior, fue callo con mucho volumen y poco peso, a este tipo pertenece
¢l callo del tratamiento “19™ con 50.0/50.0 mg/l de ANA/BAP.

C) “Callo moderado®, presentt caracteristicas intermedias de los dos tipos de callos descritos
anteriormente, de color verde claro, crecimiento moderado y poco friable, con pelillos y tonalidad
media, Presentaron estas caracteristicas los callos de los tratamientos 9" y el “10™ con 0.5/50.01
y 0.5/100.0 mg/1 de ANA/BAP respectivamerite.

4.4, Tiempo de exposicidn en medie fresco.

Al principio los callos fueron transplantados cada 30 dies a medio fresco similar del que se
originaron, sin embargo su crecimiento fue lento ¥ no poseyeron caracteristicas definidas. Se
prepareron medios basico con las concentraciones de reguladores del crecimiento ANA/BAP de las
cuales se originargn, agregéndose 10 ml de medio por frasco y se guardaron. A los 15 dias de
preparados se transplantaron en ellos Jog callos y fue cuando comenz6 a tener constitucion definida
¥ 5u crecimiento aumento sensiblemente. Para comprober csto, los calles sc transplantaron a medio
que tenia 30 dias de preparado, lo cual fue perjudicial, ya que su crecimiento disminuyd, ademds de

decolorarse los callos.
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Posteriormente se transplantaron a medio con 5 dias de preparacion y se aumento a 15 ml de medio
por frasco, fueron transpiantados cada 21 dias, observandose un crecimiente mas acelerado, un

incremento en su produccidn de biomasa y mejoraron su consistencia y tonalidad.

5. Multiplicacién de tejido calloso, (FASE 1, IT y 1.

En la multiplicacidn det tejido calloso, se utilizaron los callos generados en la segunda matriz de
reguladores del crecimiento de ANA/BAP, (ver cuadro 6). Para su identificacién se les nombro de
acuerdo &l tratamiento de concentracion ANA/BAP de donde se generaron originatmente, es decir
<l callo 9 Mh, ¢l “9” indica el numero de tratamiento de donde se generd ¢l callo v las siglas “Mh”
significa ¢] tipo de especie al cual pertenece ¢l callo, es decir corresponde a Mammillaria herrerae.

5.1. Razén de crecimiento (R, C.)

En esta secci6n se reporta los resultados conseguidos de la proporcién de callo generado en relacién
con la cantidad de callo original, siende esta la Razon de Crecimiente (R. C.). S¢ expone su
comportarniento durante la fase | de induccién del tejido calloso, ¥ 1a fase 11 y {1l de multiplicacién
del tejido calloso.

PERMANEN RAZ ON DE CRECIMIENTO
FASE] MEDIODE § ClAENEL
MEDIO CALLO ] CALLO | CALLO | CALLO CALLO | CALLO
CULTIVO (Dlas) 9 Mh 10 Mh 14 Mh 13 Mh 19 Mh 19 Mc
1 ORIGINAL 20 1.4 18 09 02 18 11
I ORIQINAL b2l 3 L3 1.6 [ 5] 3) 45
11 SUBCULTIVO n KR! 2 1.4 33 28 a8
1
1§ SUBCULTIVO 3 13 24 15 14 2 13
1l
1 SUBCULTIVO 0 2 13 0 19 18 1.6
11
1t SUBCULTIVO 28 19 3 17 6 43 2
111
111 | SUBCULTIVO p- ] 35 5.5 14 0 a8 3
1V

CUADRO 20. RAZON DE CRECIMIENTO DE CINCO CALLOS DE M. herrerae Y UN CALLO DE M, carmenoe
DURANTE LAFASE [ Y LI,
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RAZON DE CRECIMIENTO

—t— Uh
—— 10
——r 4
re—
—— Mh
—— 10 Mc

[ 4 P
ORIGINAL ORIGINAL  SUBCULTIVO SUBCULTIVO SUBCULTIVO SUBCULTIVO SUBCULTIVO
1 m (A

Figura 2. RAZON DE CRECIMIENTO DE CINCG CALLOS DE M. herrerae Y UN CALLO DE M. carmenae

DURANTE LA FASE 1T Y 111

El callo generado para cada especie tuvo la siguiente Razén de Crecimiento.
Mammillaria herrerae.
Callo 9 Mh.

Este callo originalmente se clasificé como callo del tipo “moderado” por su consistencia y
crecimiento, fue constants durante la primera etapa su R. C., ver figuras 2 y 3, aumento a! final de
la fase | a razén de 3 R.C., ver cuadro 20, esta misma razén se mantuvo en el subcultivo [ pera
descender a 2 R. C. con e} subcultivo I, manteniéndose baja. Al momento de transplantarse al

subcultivo 11§ aumento considerablemente para ubicarse en 3.9 de R. C., ver cuadro 20.
Calle 10 Mh.

Este callo presentd originalmenic consistencia y crecimiento moderado, presenté una R. C.
constante de 1.8 en la fase I, ¥ 2 al inicio de la fase TT, ver figuras 2 y 4. Posteriormente ilego a una
R. C. de 3 al final de la fase I1, con el subcultivo III, ver cuadro 20,
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Callo 14 Mh.

Al inicio de la fase I, ¢l callo logré una R. C. de 0.9, y crecid a 1.6 al final de esta fase y se
mantuvo constante hasta el subcultivo II, ver figuras 2 ¥ 5, y termino con 3.7 de R. C. en el
subcultivo I, ver cuadro 20.

Callo 18 Mh.

El callo inicio con 1a R. C. més baja 0.2, indicando que sélo se originé y s¢ mantuvo vivo. Para al
final de esta fase llego a 1.5. Este callo fue del tipo compacto, por su crecimiento y consistencia, y
no vari6, sino hasta el transplante al subcultivo |, que llego a tener una R. C. de 5.3, esta fue una de
las R. C. més altas conseguidas, lo que favorecié al callo ya que aumento ef volumen de biomasa,
ver cuadro 20, para descender a 1.9 con ¢l subcultivo 1 y de nuevo ascendié con el subcultivo 115,
ver figuras 2 y 6.

Callo 19 Mh.

Este callo fue tipo friable, con crecimiento acelerado (en volumen) y desorganizado, se observé una
R. C.de 1.9, ver cuadro 20. El cual se incremento al fina! de la fase I, para decrecer paulatinamente
con el subcultivo I y II, ver figuras 2 y 7, hasta que tomoe de nuevo el 1.8 de R. C. Esto favorecié
notablemente al callo, ya que¢ su crecimiento no fue tan acclerado y desorganizado, disminuyé su
friabilidad, hasta el punto de hacerlo mancjable y mejoré sus caracteristicas, por iltimo como en la
mayoria de tos callos con el subcultivo I incremento su R. C. a 4.3, ver cuadro 20.

Mammillaria carmenae
Callo 19 Mc.

1gual que en el anterior callo fue de tipo friable logrd R. C. altos de 4.5 y 4.8 ol final de la fase T &
inicio de la fase II, ver figuras 2 y 8, cuadro 20. Sin embargo al transplantarlo al subcultivo {1 su R.
C. decreci6, Pero esto favorecid al callo, dejando de ser callo friable para ser callo de consistencia
y crecimiento semi-moderado, logré una tonalidad verde clara y reafirmé estas nuevas
caracteristicas en cada transplante, &l final volvio a incrementar su R. C. a 2, ver cuadro 20.
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FIGURA 3. RAZON DE CRECIMIENTO DEL CALLO *9" DE M. herrerae DURANTE LAS FASES 1Y I
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FIGURA 4. RAZON DE CRECIMIENTO DEL CALLO " 10 * DE M. herrerar DURANTE LAS FASES 1Y 11

45



RAZON DE CRECMIENTO
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FIGURA 3, RAZON DE CRECIMIENTO DEL CALLO “14” DE M. herreroe DURANTE LAS FASES 1y [I.
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FIGURA 6. RAZON DE CRECIMIENTO DEL CALLO “13" DE M. herrerae DURANTE LAS FASES® y [I.
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RAZON DE CRECMIENTO
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FIGURA 7. RAZON DE CRECIMIENTO DEL CALLOC *19" DE M. herrerae DURANTE LAS FASEST y I,
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FIGURA B. RAZON DE CRECIMIENTO DEL CALLO “19” DE M. carmene DURANTE LAS FASES! y N

47



$.2. Biomasa generada.

En esta parte se expone los resultados de Ja cantidad de biomasa generada durante s fase | de
induccién de tejido cailoso y la fase Nl de multiplicacién del tejido calloso de los 5 callos de

Mammillaria herrerge y uno de M. carmenae,

PERMANEN BIOMASA GENERADA gr.
FASE | MEDIODE | ClAENEL
MEDIO CALLO ] CALLO § CAlLLO CALLO | CALLO | CALLO
CULTIVO (DIAS) 9Mh 10 Mh 14 Mh 18 Mh 19 Mh 19 Mc
! ORIGINAL 0 1.4 18 09 02 19 1Ll
1 ORIGINAL 25 28 15 0.5 0.1 19 4
1 SUBCULTIVO 22 36 32 6 13 104 19.3
1
11 SUBCULTIVO 23 4 LR 0% 09 16.1 68
[l SUBCULTIVO 28 106 29 0 L3 1.7 66
10
11 SUBCULTIYO 8 19.5 pai] -4.5 18 742 22
11!
111 |suBCULTIVO 28 18 14.7 06 0 333 12
LV

CUADRO 2t. BIOMASA GENERADA DE CINCO CALLOS DE M. herreroe Y UN CALLODE M. carmenae
DURANTE LA FASE 1,§TY 111



Gr. BIOMASA GENERADA
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FIGURA 9. BIOMASA GENERADA DE CINCO CALLOS DE M. herrerae ¥ UN CALLO DE M. carmenae
DURANTE LA FASE LEI Y 111

Mammillaria herrerae.
Callo 9 Mh.

Durante la primera fase ¢l callo mantuvo constante su peso generd poca biomasa, ver figuras 9y 10,
sin embargo al transplantarse al subcultivo 1 de la fase H incremento su biomasa a 8.6 g, para tener
un ligero descenso con el subcultivo I1 y continué con un incremente bueno al final de la fase 11

generando 9.5 gr., ver cuadro 21.
Callo 10 Mh.

Este callo en la fase II increment6 su biomasa a 3.2 g al inicio, ¥ termind con 20.0 g de biomasa al
final de esta fase, su crecimiento fue ascendente en la produccidn de biomasa, ver figuras 9 y 11,

cuadro 21,
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Callo 14 Mh.

Este callo desde sus inicios mantuvo lento su crecimiento, ver figuras 9 y 12, gener6 poca biomasa
de 0.8 g en promedio, con cada subcultivo, ver cuadro 21, no fue sine hasta el subcultivo 11} donde
generd la mayor cantidad de biomasa con 4.5 g, este callo se¢ favorecié con este subcultivo su

produccitn.

Callo 18 Mh.

Este callo en fa fasc [ generd énicamente 0.1 g de biomasa lo cual indicé que era nula su
produccién de la misma y sélo s¢ mantuvo vivo, teniendo la mayor parte del tejide necrosado sin
embargo, al transplantarlo al subcultivo 1, aumento su biomssa a 1.3 g ver figuras 9 y 13, y generd

biomasa durente la fase [7 llegando a obtener 1.8 g al final de esta fase, ver cuadro 21.
Callo 19 Mh.

En la fase I su produccién de biomasa fue poca con 3.9 g, aumenté al inicio de la fase Il y consiguid
16.1 g y mantuvo consiante su ascenso para conseguir 74.2 g de biomasa con el subcultivo [, fue
el callo que produjo ta mayor cantidad de biomasa con este subcultivo, ver figuras 9 y 14, cuadro

21.
Mammillaria carmenae.
Callo 19 Mc.

Al inicto de la fase I su produccion de biomasa fue escasa beneficidndose con el subcultivo I, llegé
a generar 19.3 g de biomasa, ver cuadro 21, mantuvo su crecimiento desorganizado, pere al insiante
de transplantarse a! subcultivo IT disminuyo considerablemente su produccién, llegando & generar
solo 6.8 g, lo cual beneficio al callo en cuanto a su fisonomia y crecimiento, siendo este Gltimo
mas organizado, Al final de esta fase II volvié a crecer su preduccidn hasta llegar a 22.0 g, ver

figuras 9 y 15,
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BIOMASA GENERADA
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FIGURA 10. BIOMASA GENERADA DEL CALLO “¢" DE M. herrerae DURANTE LAS FASES1 y I1.

BIOMASA GENERADA

FIGURA 11. BIOMASA GENERADA DEL CALLO *10” DE M. herrerae DURANTE LAS FASES] y I
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BIOMASA GENERADA
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FIGURA 12. BIOMASA GENERADA DEL CALLO “14* DE M. herrerae DURANTE LAS FASES1 y O,
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FIGURA 13, BIOMASA DEL CALLO“18" DE M. herreror DURANTE LAS FASEST y L.
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FIGURA 14, BIOMASA GENERADA DEL CALLO “19" DE M., herrerae DURANTE LASFASES| y 1.
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FIGURA 15. BIOMASA GENERADA DEL CALLO “19" DE M, comence DURANTE LAS FASES| y II.
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V. DISCUSION

Siembra de semillas.

Las semillas de M. carmenae no germinaron en condiciones in vifro, esto pudo deberse a que las
semillas de cacticeas estin adaptadas a condiciones de aridez, con temperaturas altas y humedad
baja, condiciones inversas a las que tenfan en medio in viero estéril. Debido a que poseen una testa
dura que le sirve de proteccidn, en ocasiones hay que aplicar tratamientos fisicos o quimicos
(escarificaci6n) para que consigan germinar. Fue preciso 1 aplicacién de calor por un periodo de 36
hrs., para reactivarlas y sacarlas de su latencia, ademAs de tener que ser sembradas en sustrato con
tierra. La germinacién de semillas (19%4) cay6 por ebajo de! limite inferior del rango que menciona
Bravo-Hollis, (1978) de 20 a 30%, que sc presentan generalmenie en las Cacticeas.

Contaminaci6n de indculos.

Con respecto a la contaminacién por hongos y bacterias esta s¢ presentd en todos los tipos de
indculos. En los indculos de cspinas, mices y areolas con espinas, la contaminacién fue
principatmente por hongo de color verde. Debido a que son los drganos que estén mds en contacto
directo con el polvo del medio ambiente lo que ocasiona que sean buenos receptores de esporas de
hongo ademés de las funciones de la lanosidad y espinas que es la proteccidn y filtro contra
organismos patégenos que afectan el desarrollo del vegetal. En 1987 Ault, J. R., indicd que las
arcolas, espinas y axilas son los érganos que presentaron més dificultad pare su desinfestacién. La
contaminacién por bacterias se presentd en axilas y tubérculos, y muy poca por hongos. Con la
aplicacién del hipoclorite de sodio y calcio se desinfestd muy bien el material biolfgico
incrememando la cantidad de inéculos sanos.

Oxidaciton de indculos.

El tejido al ser seccionado, ripidamente empieza a suberizarse y la parte interna expuesta al aire
comienza a oxidarse, con lo que ¢ tejido 3¢ oxida completaments a las 12 horas posteriores a la
incisién. Esto se evitd con la aplicacién de métodos antioxidantes, uno fisico (baja temperatura) y
otro quimice (con la utilizacién de sustancias antioxidantes). Primerc &l reducir la temperatura a
5°C disminuyé la actividad metabélica del tejido retardando €l proceso de oxidacién, segundo al
sumergir los indculos en Acido aschirbico y Acido citrico estos ayudaron a impedir la oxidacion,
ademss sc ha comprobado que estas sustancias ayudan a disminuir 1a oxidacion del tejido, y tercero
al colocar la parte seccionada del tejido en contacto directo con €] medio bésico, éste esta menos
tiempo expucsto al oxlgeno del ambiente, ademas de que esta “posicién vertical”, favorecid al
indculo a responder mejor & los reguladores det crecimiento y formar el tejido calloso.
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Respuesta s |a generacion de callo.

La generacion de tejido calloso se presenté primordialmente en indculos de tubéreulo y dpice de la
planta, la respuests fue variable yn que hubo diversas concentraciones de reguladores del
crecimiento que indujeron su generacion, pero especialmente en todos {as matrices, la
concentracion que siempre generé el tejido calloso fue con 0.5/50 mg/t de ANA/BAF y en menor
porcentaje con 5.0/50.0 mg/l. Los callos generados con la primera concentracion fueron de
consistencia y crecimiento moderado y ios de la segunda concentracién de consistencia friable y
crecimiento acelerado, Mangolin ef @l en 1997 mencionaron que es apropiado promover la
muliiplicacion tejido calloso friable para conseguir una mayor cantidad de tejido y de esta manera
tener bastante material para poder intentar su desdiferenciacién a tejido organizado.

Respuesta a la organogénesis.

La generacién de rafz se origind en indculos de dpice de la planta, al tener ¢l inbculo el meristemo
apical, éste pudo evitar la desorganizacidn y redirigir la parte seccionada para formar de nuevo
ralces. Las rafces se originaron en tratamienios donde la concentracion de auxina (4cido nafialen-

acético) era mayor que 1a concentracién de la citocinina (bencil amino-purina),

Las plantulas se generaron esporfdicamente a través del tejido calloso y éste a su vez se generd de
indculos de dpice de planta. Lo cual es trascendental ya que indica que el meristemo apical
desempefia un papel significativo en la desdiferenciacién a tejido organizado. Indra y Trevor, en
1994 mencionaron que s importante la presencia de! dpice, pues es crucial para la Generacitn del
callo y la produccitn subsiguiente de pidntulas. E! tejido calloso, al msplaﬁlarlo a medio bisico
en concentraciones de 0.5/50.0 mg/l de ANA/BAP consigue reorientar la desdiferenciacidn a brotes
y plantulas, es decir, primero se logra formar ¢l tejido calloso, a continuacién se transplanta a
medio que contenga la concentracién armba sugerida para reorientar la desdiferenciacion a tejido
organizado y alcanzar una gran cantidad de brotes y plantulas.

Multiplicacidn de tejido calloso.

El paso a traves de Jos subcultivos favorece su multiplicacion del tejido calloso, siendo en la fase 11
con ¢l subcultivo TH, donde ¢! callo s¢ multiplica mas rapidamente con los reguladores del
crecimiento AIA/CIN en concentracitn de 5/50mg/l, adicionado con suplementes orgénicos y pulpa
de plitano.

Con respecto a la Razdn de Crecimiento, el tejido calloso de consistencia friable y crecimiento
acelerndo, {(callo 19 Mh y 19 Mc) lograron los valores més altos, seguidos de los calles de
consistencia ¥ crecimiento moderado (10 Mb).
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£n los callos de tipo frigble sus R. C., fluctuaron alrededor de 2 en la Fase |, por lo que era bajo y
se acrecentd a 4,8 y 4.3 al adicionar al medio suplementos orgénicos ademds de pulpa de plétano
que conticne diversas sustancias que consiguieron acclerar ¢l crecimiento y reproduccién del
tejido., con el subcultivo IV de Ia fase If1. También mejord su consistencia, permaneciendo el tejido
calloso friable pero su manejo fue mds accesible y exhibid coloracion verde pdlida lo que demostrd
que centienen clorofila y efectuaron la fotosintesis que es necesaria para poder nutrirse y no
depender dnicamente del medio basico.

El tejido calloso de consistenciza moderada inicio con una R. C. de 1.8 en la fase T y logro
aumentarla hasta 5.5 en la fase I, con el subcultivo IV. También mostrd mejorfas en sus
caracterfsticas, ya que cambio su tonalidad a un verde més intenso demostrando que la produccion

de fotosintesis fue mayor.

Por ultimo en 1a biomasa generada, de la misma forma tuvo un comportamicnto similar que la
Razén de Crecimiento ya que con los primeros subcultivos los callos alcanzaron a duplicar su peso,
pero fue preciso adicionar otros nutrientes que incitaron su produccién, como fueron los
suplementos alimenticios cosa que acontecid en los subcultivos III y IV, de las fases It y It

respectivamente.

Se debe tener en cuenta que al momento de trasplantarlos de su medio bédsico con réguladores dei
crecimiento de los que se originaron, todos los callos se debilitaron al cambio, mostrando que el
cambioe repentine a nuevas condiciones con nutrientes distintos los callos accionan un mecanismo
de homeostasis pam evitar la posible perdida de agua y sales ocasionando una reduccién de su
produccitn, pero al segundo transplante en éste subeultivo I y TV, una vez que se adaptaron a estas

condiciones acrecentaron su produccitn de biomasa vigorosamente,
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V1. CONCLUSIONES

Para |a desinfestacion de tas semillas se recomienda el primer tratamiento con etanol al 70% V/V
sumergidos durante 3 minutos ¢ hipoclorito de sodio al 1.2% de cloro activos durante 10 minutos,

por set el menos agresivo,

La oxidacién en condiciones in vitro de semillas no se pudo determinar, ya que las semillas no

germinaron en condiciones in vitro,

Las semillas de Mammillaria carmenae germinan con la escarificacién, mediante fa aplicacién de
calor a 32°C en estufa y siembra en sustrato, (ticrma negra con agrolita en una proporcion de 2:8
P/P), logrando un 19% de germinacién (por debajo de lo reportado).

Para la desinfestacién de in6culos el mejor método es: con etanol al 70% V/V, por § minutos,
hipoclorito de sodio al 1.2% de cloro activo, durante-45 minutos ¢ hipoclorito de calcio al 20%
P/V sumergidos durante 20 minutos.

Se reduce considerablemente la oxidacién en Acido ascérbico 10g/1 y Acido citrico 15g/1, ademds de
una exposicién a temperatura de 7.8°C, durante 24 hrs.

Utilizar medio fresco sin reguladores del crecimiento, resulta préctico pam cositrolar la
contaminacién (que generalmente se desaparece ol quinto dia) y oxidecién del tejido, previo a su

transferenciz a medio bésico con reguladores del crecimiento.

Si se efectiia subcultivos a medio fresco cada cuatro semanas se conserva el vigor y la sanidad del
tejido calloso.

De los diferentes tipos de indculos experimentados, los adecundos son los tubéreulos y el dpice de
Iz planta, ya que responden a la mayoria de los tratamientos para la generacion de callo, ademas de
la desdiferenciacion esporadica de plantulas.

La posicién del infculo es substancial para la induccién del calle, debiendo colocar la parte recién
seccionads en contacto directo con el medio, con esto se evita la cicatrizacién y acrecienta la
posibilidad de subsistir de} inéculo y originar callo.

La induccidn del tejido calloso se genera principalmente con ¢! balance de reguladores del
crecimiento de 0.5/50.0 mg/l de ANA/BAP seguida por 5.0/50.0 mg/l.
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APENDICE

MULTIPLICACION DE TEJIDO CALLOSO. 1. FASE 1 Y fI. (SUBCULTIVOS 1. It y ITN).

FASE MEDIO DE PERMANENCIA { CALLO TOTAL RAZON DE BIOMASA
EN EL GENERADA
CULTIVO MEDIO (DIAS)| PESOENGr. | CRECIMIENTO | PESOENGr.
13 ORIGINAL 20 1.4 1.4 14
I ORIGINAL 25 42 3 28
" SUBCULTIVO I 2 128 kR , 16
1 SUBCULTIVO 1§ 23 16.3 13 4
I SUBCULTIVO 11 28 213 2 s
2] SUBCULTIVO 11t 2% 262 39 19.5

CUADRO 22. RESULTADOS DE LA RAZON DE CRECIMIENTOQ Y BIGMASA GENERADA DURANTE LA FASE
1Y 11 DEL CALLO “97 DE M. herrerac.

TRATAMIENTO SUBCULTIVO TV & SUBCULTIVO IV b
mzim
CALLO RAZON DE BIOMASA CALLO RAZON DE BIOMASA
PESOEN g CRECIM. PESOENg | PESOEN g CRECIM. PESO EN g
A 73 29 48 74 2l 5
B 15.1 41 L4 54 17 22
[ 95 3.1 6.4 16 29 56
D 6.4 1% 3 16 3.8 11.8
E 52 36 41 106 18 63
F 39 2 19 11.1 35 7.9
G 68 1.6 49 20.1 55 18
H 1.7 6.4 6.5 10.3 49 82
1 1.7 [ [ EX 3.3 4.1
CUADRO 23, RESULTADOS DE LA RAZON DE CRECIMIENTO ¥ BIOMASA GENERADA DURANTE LA FASE

11) DEL CALLO “9* DE M. herrerae.



FASE MEDIODE | PERMANENCIA] CALLOTOTAL [ RAZONDE BIOMASA

ENEL GENERADA

CULTIVO MEDIO (DIAS)] PESOENGr. | CRECIMIENTO | PESOENGr
[ GRIGINAL 20 N1 R 18
1 ORIGINAL 25 33 1.8 15
il SUBCULTIVO | 2 65 2 32
n SUBCULTIVO 11 23 15.4 24 19
il SUBCULTIVO |1 b1 ¥ 15 29
1 SUBCULTIVO 1F[ 2 n9 3 20

CUADRO 24, RESULTADOS DE LA RAZON DE CRECIMIENTO ¥ BIOMASA GENERADA DURANTE LA FASE
1Y Il DEL CALLO *10° DE M. herrerce.

mwgglmo SUBCULTIVO IV a SUBCULTIVO 1TV b
ALA/CIN
CALLO RAZON DE BIOMASA CALLO RAZONDE | BIOMASA
PESOEN & CRECIM. PESOENg | PESOEN g | CRECIM. PESO EN g
A 7 58 58 45 29 3

B 2.4 1.1 0.1 13.3 3.8 11.4

C 1.2 0 0 55 23 34

D 16 16 0.6 124 18 9.1

E 1.5 13 03 19.) 4 14.3

F 27 21 1.4 16 23 6.6

G . . * 18 55 147

H * . * 17 2. 41

1 * * . 164 47 12.9

CUADRO 25. RESULTADOS DE LA RAZON DE CRECIMIENTO Y BIOMASA GENERADA DURANTE LA FASE
Ell DEL CALLO "10" DE M. herreroe
* NO S€ EFECTUO



BIOMASA
FASE MEDICQ DE PERMANENCIA } CALLO TOTAL RAZON DE GENERADA
ENEL
CULTIVO MEDIO (DIAS)} PESOENGr. | CRECIMIENTO PESOEN Gr.
039
i ORIGINAL 20 LY 08
I ORIGINAL 5 14 1.6 05
11 SUBCULTIVO 1 2 2 14 06
I SUBCULTIVO 11 23 2% 1.5 0.9
fl SUBCULTIVO 1 28 0 1] 4
1 SUBCULTIVO 111 bz 6.2 17 4.5

CUADRQ 26. RESULTADOS DE LA RAZON DE CRECIMIENTO Y BIOMASA GENERADA DURANTE LA FASE § Y [1]

DEL CALLO

"4 DE M. herreroe.

TRATAMIENTO SUBCULTIVO IV a SUBCULTIVO IV b
DE
AIACIN
CALLO RAZON DE BIOMASA CALLO | RAZONDE BIOMASA
PESOEN g CRECIM. PESOENg | PESOEN g | CRECTM. PESO EN g
A * . . 143 10.2 129
B * * . 3 1.6 11
C » - - L] - -
n L] L] L] * L] LJ
E L] L] L] L] L] L]
F . . » 21 14 0.6
G L » . - L] L)
H » L] . » L] .
L]
I - L] * . -

CUADRO 27. RESULTADOS DE LA RAZON DE CRECIMIENTO Y BIOMASA GENERADA DURANTE LA FASE |
11 DEL CALLO * 14" DE M. herrerae.

* NO SE EFECTUO
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BIOMASA
FASE MEDIO DE PERMANENCIA | CALLO TOTAL RAZON DE GENERADA
EN EL
CULTIVO MEDIO (DIAS)| PESOENGr | CRECIMIENTO PESO EN Gr.
02
1 ORIGINAL 20 02 0.2
0.1
L ORIGINAL 25 a3 LS
13
1E SUBCULTIVO 1 n 1.6 5.3
0.9
11 SUBCULYIVO 11 21 15 1.4
13
" SUBCULTIVO L1 28 27 19
1.3
I SUBCULTIVO 11 28 29 16

CUADRO 28. RESULTADOS DE LA RAZON DE CRECIMIENTO Y BIOMASA GENERADA DURANTELAFASE 1 Y 11

DEL CALLO

"I8" DE M. herrerae.




FASE MEDIO DE PERMANENCIA | CALLO TOTAL RAZON DE BIOMASA

EN EL GENERADA

CULTIVO MEDIO (D{AS)| PESOENGr. | CRECIMIENTC | PESOENGr.
1 ORIGINAL 20 1.9 19 19
I ORIGINAL 25 57 3l 1%
1f SUBCULTTVO ] 2 16.1 p2 ] 104
11 SUBCULTIVO 11 23 322 2 16.1
11 SUBCULTIVO [1 k2 26.5 1.8 1.7
1" SUBCULTIVO L 28 96 43 742

CUADRG 29. RESULTADOCS DE LA RAZON DE CRECIMIENTO Y BIOMASA GENERADA DURANTE LA
FASE | Y 1 DEL CALLO 19" DE M, herreroe

TRATAMIENTO SUBCULTIVO [V & SUBCULTIVO TV b
M:E‘:IN

CALLO RAZON DE BIOMASA CALLO RAZON DE BIOMASA
PESO EN g CRECIM. PESOENE | PESGEN gz CRECIM. PESO EN g

A 87 3 5.8 193 1.7 17

B 63 31 46 50.8 6.4 429

C 6.9 3 46 244 29 159

D 3.3 2.8 33 Al 3.7 302

E 8.7 44 6.7 492 49 392

F 4.8 27 23 32.4 3.1 318

G 13.7 29 39 42.4 48 3.5

H 10.8 27 6.8 438 43 374

1 6.3 [E] 2.7 566 49 451

CUADRO 30. RESULTADOS DE LA RAZON DE CRECIMIENTO Y BIOMASA GENERADA DURANTE LA FASE
111 DEL CALLO " 19" DE M. herrerae.
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FASE MEDIO DE PERMANENCIA | CALLO TOTAL | RAZON DE BIOMASA
ENEL GENERADA
CULTIVO MEDIO (DIAS)] PESOENGr. | CRECIMIENTO | PESOEN Gr.
[ ORIGINAL 20 1.1 Li 11
i ORIGINAL b1] 5.1 45 4
11 SUBCULTIVO | 22 244 a8 193
" SUBCULTIVO 11 px] 32 1.3 6.3
i1 SUBCULTIVO 1| 3] 17.3 1.6 6.6
n SUBCULTIVO [11 F: 425 2 2

CUADRO 31. RESULTADOS DE LA RAZON DE CRECIMIENTO Y BIOMASA GENERADA DURANTE LA FASE
1Y 11 DEL CALLO "19" DE M. carmenae.

WTAI)NI!IENTO SUBCULTIVO IV a SUBCULTIVO [V b
ALACIN
CALLO RAZON DE BIOMASA CALLD RAZONDE | BIOMASA
PESOEN Gr | CRECIM. PESOEN Gr | PESOEN Gr I CRECIM, | PESOENGr

A 4.6 23 26 18.1 3a 123
B 5.2 22 2.8 13.1 23 83
C 3 13 1.3 10.8 23 6.1
D 14 o 1 9.7 2 5

£ o [} 0 10.5 2.1 54
F 7 33 49 6 13 1.4
G 0 0 0 102 1.3 12
H 0 0 [(] 5.9 2 29
1 7.8 3.4 5.5 14.8 3.1 18

CUADRO 32. RESULTADOS DE LA RAZON DE CRECIMIENTO Y BIOMASA GENERADA DURANTE LA FASE
111 DEL CALLO "19" DE M. carmence.




	Portada

	Contenido

	Resumen

	I. Introducción

	II. Antecedentes

	III. Materiales y Métodos

	IV. Resultados

	V. Discusión

	VI. Conclusiones

	VII. Bibliografía

	Apéndice


