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RESUMEN 

Lvs objetivos de esta investigacién fueron: a) Inducir la embriogénesis somatica en Mammillaria 

scn-angelensis analizando las causas que la disparan, b) determinar el origen de los 

proembriones somaticos de Af. san-angelensis y c) describir las respuestas morfogenéticas ante 

diferentes auxinas que se producen en brotes obtenidos de vitroplantas que han sido mantenidas 

in vitro durante 7 afios. 

Para la induccién de la embriogénesis somatica in vitro en Mammillaria san-angelensis se 

establecieron los requerimientos particulares de reguladores del crecimiento y medio de cultivo, 

se probaron diferentes tipos de explantes, y se analizé histolégica e histoquimicamente los callos 

erabriogénicos con el fin de caracterizar las distintas etapas de la ontogenia de los embriones 

scmiaticos. 

Los resultados mostraron que de las variables analizadas, los évulos de flores en etapa de antesis 

de Mammillaria san-angelensis Sanchez-Mejorada, cultivados en medio basal BS modificado 

por Norstog y Rhamstine (1962) suplementado con 2,4-D (4 mgt’) mas kinetina (2 mgt!) y 

cultivados en oscuridad, desarrollaron un callo embriogénico el cual se originé a partir de los 

tezumentos del dvulo. El andlisis histolégico revel6 dos origenes para la formacién de 

proembriones, uno unicelular y otro pluricelular. Sin embargo, no fue posible establecer la 

maduracién y germinacién de los proembriones. El estudio histoquimico dio una pauta para el 

entendimiento de la posible causa que detuvo el desarrollo embriogénico.



  

Ocros aspectos morfogenéticos que se analizaron fueron, la organogenesis indirecta y la 

activacion de meristemos espiniferos y axilares bajo la influencia de 5 diferentes tipos de auxinas 

(AIA, AIB, ANA, 2,4-D y picloram), como tnica fuente de fitorregulador exdgeno en secciones 

de brotes de M. san-angelensis que habian sido mantenidos durante 7 afios mediante subcultivos 

in vitro, en medio MS sin reguladores del crecimiento. Los estudios histolégicos revelaron que 

nuevos brotes se formaron a partir de la activacién de los dos meristemos el axilar y el 

espinifero. El presente estudio mostré que las plantas de M. san-angelensis mantenidas in vitro 

por largos periodos, dan respuestas morfogenéticas que sugieren una posible modificacién en su 

regulacién endégena, que pueden contribuir al entendimiento del papel de las auxinas en las 

respuestas morfogenéticas in vitro.



  

ABSTRACT 

The present investigation had the following objectives: a) to induce somatic embryogenesis in 

Mammillaria san-angelensis and analyze the causes of its onset; b) to determine the origin of 

scmatic pro-embryos in M. san-angelensis, and C) to describe the morphogenetic responses to 

various auxins produced by buds obtained from vitroplants, grown in vitro for 7 years. 

The particular requirements of growth regulators and culture medium for induction of somatic 

ernbryogenesis in vitro in M. san-angelensis were established, various types of explants were 

tested and a histological and histochemical analysis of embryogenic calluses was performed to 

characterize the ontogenic stages of somatic embryos. 

Results showed that ovules from M. san-angelensis flowers at the antesis stage, cultured in basal 

medium BS modified by Norstog and Rhamstine (1962), supplemented with 2,4-D (4mg.1-1) plus 

Kin (2 mg.l-1), in darkness, developed an embryogenic callus which originated in the ovule 

teguments. Histological analysis revealed two possible origins for the formation of pro-embryos, 

one unicellular and another multicellular. However, maturation and germination of pro-embryos 

could not be accomplished. The histochemical study gave clues as to explain the causes of 

ernbryogenesis development arrest. 

Other morphogenetic aspects analyzed were indirect organogenesis and activation of spiniferous 

arid axillary meristems under the influence of 5 different types of auxins (AIA, AIB, ANA, 2,4-D 

and picloram), as sole source of exogenous growth regulator in bud sections of M. san- 

angelensis maintained during 7 years by in vitro subculture, in MS medium lacking growth 

regulators. Histologic studies revelaed that new buds were formed from the activation of 

mantained in vitro for large periods, which were able to show morphogenetic responses 

suggesting a possible modification in endogenous regulation of auxin.



  

INTRODUCCION 

México es considerado como uno de los paises con megadiversidad, en términos 

generales el pais tiene el 10% de la biodiversidad terrestre del planeta, ademas no 

solamente se distingue por su diversidad de especies sino también por su alto indice de 

endemismos, es decir, especies que solamente se encuentran dentro de los limites 

geograficos del pais (Rzedowski, 1993, SEMARNAP-INE-CONABIO, 1995). 

Para México la familia Cactaceae es considerada de gran importancia en cuanto a su 

diversidad bioldgica, con un total de 48 géneros y 563 especies reconocidas. Del total 

de los géneros que se encuentran en el pais, 15 (31.3%) son endémicos (Hernandez y 

Godinez, 1994). Esta familia es una de las mas amenazadas del reino vegetal debido 

principalmente a la conversién de terrenos forestales para usos agricolas y/o pecuarios 

y a las actividades de extraccién de las plantas de su habitat, para su venta ilegal en 

rrercados nacionales e internacionales (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1978; 

Toledo y Ordofez, 1993). 

Caracteristicas de las cactaceas. 

Lias cactaéceas, aunque en lo general son, por sus caracteristicas de organizacion, 

estructuralmente semejantes a las demas dicotiledoneas, presentan habitos y 

estructuras anatémicas de adaptacién altamente especializadas que les imparten una 

fisonomia particular. Entre las adaptaciones mas importantes estan: el gran desarrollo 

del tejido parenquimtoso, correlacionado con la suculencia; la reducci6n de la superficie 

transpiratoria al adquirir formas globosas, la atrofia hasta estados vestigiales del limbo 

di: las hojas y en contraste, la base de éstas se hipertrofia dando origen a un tubérculo, 

o su transformacién ha generado escamas, espinas y gléquidas (Bravo-Hollis y 

Sanchez-Mejorada, 1978). 

Durante el desarrollo de la plantula, e! meristemo de la yema cotiledonar apical, forma 

Ics tubérculos que se ordenan en series espiraladas acropétalas. En la parte superior 

de estos érganos se encuentran las aréolas, éstas son los érganos mas caracteristicos 
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de las cactaceas y se les considera como homdlogas a las yemas axilares de las otras 

dicotiledéneas (Boke, 1958; Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1978). 

Las yemas apicales y axilares de las dicotiledoneas, pueden dar origen a hojas, 

nuevos tallos y flores, mientras que en las cactéceas, forman también espinas, 

gloquidas, cerdas y pelos y algunas veces raices adventicias (Meyran, 1956; Bravo- 

Hollis y Sanchez-Mejorada, 1978; Gibson y Nobel, 1986). En casi todas las especies 

existe, en el centro de las aréolas, un meristemo integrado por dos porciones, la 

externa, que forma las espinas y la adaxial, que origina las flores. La externa entra en 

actividad primero y ya que se han formado las espinas se activa la parte adaxial 

produciendo flores. Por otra parte, en el género Mammillaria las dos aréolas, la florifera 

y la espinifera, estan separadas completamente desde su origen en dos meristemos 

areolares independientes (esquema 1) (Boke, 1958; Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 

4378). 

La estructura histolégica del tallo en las cactaceas es semejante, en lo general, a la de 

las demas dicotiledédeas, pero tiene algunas modalidades propias de las plantas 

suculentas. El sistema tegumentario est4 constituido por los tejidos epidérmico y 

peridérmico. Las paredes de las células epidérmicas que se encuentran en contacto 

con el medio externo, estan revestidas de una gruesa pelicula de cutina que impide la 

evaporacién del agua y proporciona resistencia a las células. En casi todos los 

géneros, debajo del sistema tegumentario se localiza el tejido colenquimatoso, que da 

consistencia y solidez al tallo. Los estomas en las cactaceas estan mas o menos 

hundidos y su nimero es mas escaso, con relacién al de las especies no xerdfitas, el 

hundimiento de los estomas determina la formacién de espacios aéreos que se saturan 

con el vapor de agua, lo que permite que la transpiracién disminuya (Bravo-Hollis y 

S4nchez-Mejorada, 1978). 
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Esquema 1.- Arécla de Mammillaria en donde el meristemo florifero (A) y el meristemo vegetativo (B) 

estén completamente separados desde su origen, el primero en el apice del tubérculo y el segundo en la 

axila del mismo (segun Buxbaum, 1956, citado por Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1978). 

Inmediatamente abajo del sistema tegumentario, esta el parénquima en empalizada o 

clorofilico, semejante al de las hojas, formado por varias capas de células prismaticas, 

giandes y alargadas, de paredes delgadas y con abundantes cloroplastos. Debajo de 

este Ultimo tejido se encuentra el parénquima colector que forma una zona bastante 

amplia, con células grandes, esferoides, turgentes por la gran cantidad de agua y 

diversos polisacadridos que almacenan, a este tejido se deben las formas suculentas de 

las cactaceas. En lo que respecta al tejido conductor, la disposici6n de los haces 

litterolefosos, varia entre los géneros, asi en Opuntia esta integrado por un cilindro 

reticulado y aplanado de acuerdo a la forma del tallo; en numerosos cactos columnares 

los haces vasculares constituyen cuerdas gruesas y largas como varillas, que se 

disponen en torno al tejido medular y en otros casos como en Mammillaria se integran 

especialmente en la base del tallo y de la raiz formando un cilindro grueso y compacto. 

Di estos haces salen paquetes vasculares hacia la corteza, que terminan en el tejido 

parénquimatoso o en los tejidos indiferenciados de las aréolas (Bravo-Hollis y Sanchez- 

Mejorada, 1978). 
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Caractisticas generales del género Mammillaria. 

De los géneros mas representativos de las cactaceas en México, Mammillaria ocupa un 

lugar preponderante, hospedando 160 especies de las 166 descritas, de las cuales 

50 son endémicas de éste pais (Hernandez y Godinez, 1994). Ademas, de que aqui 

se localiza su centro de diversidad genética, creciendo desde el nivel del mar hasta los 

3000 metros sobre el nivel del mar, aunque el mayor numero de especies esta 

distribuido en las regiones aridas y semiaridas del pais. Las mamilarias, reciben este 

nombre debido a que los tubérculos tienen forma de mamilas, en la axila de éstos crece 

lana y cerdas, en la parte superior estan incrustadas las espinas que se diferencian en 

centrales y radiales y carecen totalmente de hojas. Las raices son largas o tuberosas, 

en estas Ultimas pueden almacenar agua. En general, estos cactos, se desarrollan de 

manera aislada, no forman ramificaciones y son terrestres o rupicolas (Benson, 1968). 

Las flores nacen en la axila de los tubérculos, pequefias, de color variado, muy 

llamativas y atractivas, lo que las hace ser apreciadas por la gente. El fruto es 

cilindrico o cénico, sin aréolas persistentes. La semilla es de uno a dos milimetros de 

largo, piriforme, ovoide o elipsoide. 

En este género, los cotiledones del embrién maduro pueden estar tan reducidos que 

son dificiles de apreciar a simple vista sobre el hipocotilo, el cual es globoso o 

ligeramente alargado y en él se almacenan las reservas alimenticias (Meyran, 1956; 

Mauseth, 1984). Como tejidos de reserva extraembrionarios se presentan el 

endospermo y el perispermo. El endospermo, es digerido a medida que crece el 

embridn; sdlo un estrato persiste en las semillas maduras como una capa muy delgada 

entre el embri6n y la cubierta seminal (Engleman, 1960). El otro tejido 

extraembrionario, el perispermo, se origina cuando la nucela empieza a acumular 

sustancias de reserva, éste puede ser consumido por el embri6n, o ser persistente en 

embriones maduros, asi por ejemplo, en Mammillaria rhodantha y M. compressa el 

perispermo se encuentra en semillas maduras almacenando granulos de almidon 

(Hernandez-Garcia y Garcia-Villanueva, 1991). 
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Las plantas pertenecientes al género Mammillaria tienen una importancia comercial 

debido a {o llamativo de su forma y al color de sus flores que pueden ser blancas, rojas, 

anaranjadas, rosas, purpura y amarillas. Algunas de sus especies como M. craigii, M. 

grahamii y M. senilis contienen metabolitos secundarios (alucindgenos) que pueden ser 

importantes para la industria farmacéutica (Evans y Hofmann, 1979). 

Dabido a estos atributos y a una distribucién restringida, cuando se realizan colectas de 

plantas para su comercializacién sin una debida planeacién se esta provocando una 

disminucién de la biodiversidad por la pérdida del germoplasma. Un ejemplo de ello es 

Mammillaria san-angelensis, ésta especie es endémica del Pedregal de San Angel de 

la Ciudad de México, actualmente se encuentra catalogada en el Diario Oficial de la 

Federacién (1994) como una especie en peligro de extincién debido principalmente a la 

scbreexplotacién y al crecimiento de la ciudad (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 

1991). 

Para contrarrestar la pérdida de la biodiversidad vegetal se han realizado varias 

estrategias como son: las reservas bioldgicas, jardines botanicos y bancos de semillas 

(Fay, 1994). Recientemente se ha incorporado una estrategia mas, el cultivo in vitro, 

seguin Smith et al. (1991) el cultivo in vitro representa una alternativa para el estudio y 

miantenimiento de germopiasma valioso. Este término genérico se utiliza comunmente 

pera denominar a los cultivos asépticos de origen vegetal (Fay, 1994). Esta técnica se 

besa en la teoria de la totipotencialidad de las células, la cual propone que !as células 

son capaces de regenerar un organismo completo (Haberlandt, 1902, citado por 

Hurtado y Merino, 1988). Esto es posible siempre y cuando se les provea de las 

condiciones externas necesarias para su desarrollo, como nutrientes, azucares, 

rejuladores del crecimiento, complejos naturales, luz, temperatura, humedad y otros 

(Krikorian, 1991). 

Cultivo in vitro. 

El cultivo in vitro ofrece ventajas adicionales a las técnicas convencionales de la 

propagacién, como son una rapida multiplicacién a partir de pequefias fracciones de la 
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planta, asi como plantas libres de patégenos y germinacién de semillas que bajo 

condiciones de semillero no lo efectuan (Fay, 1994). Ademas, debido a las condiciones 

sépticas en que se obtienen, es posible agilizar los tramites para el movimiento 

internacional de plantas ya que la mayoria de los paises pueden aceptar este material 

vegetal sin requerir una cuarentena rigurosa, permitiendo que llegue a su destino mas 

répidamente (Fay, 1994). No obstante, hay que tener en cuenta que el cultivo in vitro es 

mas costoso que las técnicas convencionales, por lo que es conveniente aplicarla en 

situaciones en donde se cuenta con problemas para su reproduccién o propagaci6n, o 

bien se quieran realizar estudios bioquimicos, genéticos, quimicos o fisiolégicos que 

ayuden a comprender los procesos vegetales. 

Para lograr la propagacién de plantas por cultivo in vitro, es posible utilizar cualquier 

fragmento vegetal por ejemplo; tallos, partes de la flor, secciones de hojas, tubérculos, 

aréolas, meristemos, células en suspensi6n, etc.; a estos materiales bioldgicos se les 

denomina explantes (Sagawa y Kunisaki, 1990; Fay, 1994). Mediante e! uso de 

eplantes es posible inducir la morfogénesis, término que se utiliza para denominar al 

canjunto de procesos relacionados con la diferenciacién y desarrollo de érganos o 

te idos (Fahn, 1982). 

Las érganos o embriones pueden surgir directamente del explante o a partir del callo. 

EI callo es un grupo amorfo de células que surge del explante creciendo de manera 

desorganizada y en él se pueden observar varios tipos de células. La formacién de 

callo involucra rediferenciacion, interaccién celular y reacciones a sefiales bioquimicas 

especificas. Sin embargo, se sabe que existe una mayor probabilidad de que se 

produzca una variacién somaclonal (Wyman ef al. , 1992). 

La variacién somaclonal puede surgir por tres caminos; a partir del mismo explante en 

dcnde existe un mosaico de células con diferentes variaciones genéticas que al estar 

en cultivo se les permite manifestarse. Por consiguiente, la variacién somaclonal puede 

usarse, con mucha frecuencia, para recuperar la variacién genética natural de una 

poblacién. Otro camino de la variaci6n observada, puede provenir de un cambio 
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temporal (epigenético) debido al estrés producido en el explante. Por definicién, los 

cambios epigenéticos no se transmiten meidticamente, raz6n por la cual no se 

transmite a su descendencia y el tercer camino puede ser debido a mutaciones que 

ocurren durante el cultivo de tejidos (Tabares et al., 1991). Debido a lo anterior es 

necesario conocer el genotipo de las plantas micropropagadas, ya que de acuerdo a 

los objetivos que se persigan, la variacién somacional puede ser una desventaja 

cuando se busca una uniformidad genética como es el caso de los bancos de 

germoplasma (Tabares ef a/., 1991), o bien puede ser deseable para incrementar la 

ocurrencia de variabilidad en el mejoramiento de plantas por ejemplo en la busqueda 

de resistencia a plagas y enfermedades (Tabares et a/., 1991; Hadi y Bridgen, 1996). 

El primer reporte de cultivo in vitro en el género Mammiliaria, fue realizado por Minocha 

y Mehra (1974) quienes obtuvieron callo a partir de explantes de brotes y érganos 

flcrales de Neomammillaria prolifera. Posteriormente Kolar et a/. (1976) trabajando con 

M. woodsii fueron los primeros en obtener plantas in vitro utilizando como explante 

secciones de brotes. Desde entonces se han podido cultivar in vitro alrededor de 40 

especies de Mammiliaria (Rubluo, 1997). La mayoria de estos estudios tienen un 

erfoque de micropropagacién de plantas. Sin embargo, también se han realizado 

estudios con otros enfoques, asi el trabajo de Minchoa y Mehra (1974) usaron la 

induccién del callo para investigar aspectos nutricionales y morfogenéticos en M. 

prolifera. Rubluo et al. (1990) usaron callo de M. huitzilopochtli como una posible fuente 

de betalainas. Johnson y Emino (1979) trabajaron con diferentes especies de 

Mammillaria bajo las mismas condiciones experimentales, para analizar las respuestas 

morfogeneéticas de un mismo origen de explante al variar la especie, ellos encontraron 

que la respuesta varié, desde el éxito total en la micropropagacién de M. elongata, 

hasta la ausencia de respuesta en M. eichalmaii, sugiriendo con ello que cada especie 

requiere de condiciones especificas para su cultivo. 

Las vias de morfogénesis mas comunes en cultivo de tejidos son: la embriogénesis 

somatica, la multiplicaci6n de brotes a partir de yemas axilares o terminales y la 

orcanogénesis (Krikorian, 1991). 
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Embriogénesis somatica. 

La embriogénesis somatica es un término que se usa para definir el desarrollo’ de 

plantas a partir de células somaticas o haploides en ausencia de fertilizacién. Este 

proceso se ha observado tanto in vivo como in vitro (Sharp, 1980). Por definicion, un 

embrién es un esporofito completo en su estado inicial de desarrollo. Es una estructura 

bipolar con raiz y tallo (Zimmerman, 1993). 

Embriogénesis cigdtica en las angiospermas. 

Para desarrollar protocolos de embriogénesis somatica in vitro, es importante remitirse 

a los eventos que conforman la embriogénesis cigética. La morfogénesis de los 

ernbriones cigéticos esta caracterizada por presentar una polaridad bien definida, la 

cual se puede notar desde la célula huevo no fertilizada, en donde el nucleo y la mayor 

pzirte de los constituyentes del citoplasma estan confinados a un polo calazal, mientras 

que una gran vacuola esta localizada en el extremo micropilar (Wets y Harada, 1993). 

Dicha polaridad se mantiene después de la fertilizacion. La generacién esporofitica es 

iniciada con la doble fecundacién, que da por resultado el cigoto y el nucleo primario 

del endospermo, el cigoto, en la mayoria de las angiospermas, se divide transversal y 

asimétricamente dando como resultado dos células; la mas préxima al micropilo se 

denomina basal y la otra es la terminal (Fahn, 1982). La célula terminal es mas 

pe quefia que la basal vacuolada; la primera dara origen al embrion propiamente dicho y 

la segunda al suspensor (West y Harada, 1993). Enseguida, la célula suspensora se 

divide formando el suspensor permaneciendo en la embriogénesis temprana y 

posteriormente degenera en un gran ntiimero de especies (Yeung y Meinke, 1993). 

Uria vez que se ha diferenciado el cigoto, éste sufre dos divisiones longitudinales para 

producir cuatro células y después ocho, posteriormente, sufre una divisién periclinal o 

paralela a la superficie del embrién formando el primer tejido histol6gicamente 

detectable, el protodermo el cual es precursor de la epidermis. La delineacién del 

protodermo establece el estado globular del embridn el cual crece debido al aumento 

del numero de sus células. En los margenes laterales del estado globular las células 

que lo conforman se dividen y dan lugar a dos lébulos que daran origen al estado de 
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corazon representado estructuralmente por la aparici6n de los cotiledones y el eje 

eimbrionario. Después, los cotiledones sé elongan rapidamente como resultado de la 

division y expansion celular produciendo el estado de torpedo (West y Harada, 1993). 

En algunos géneros de !a familia Cactaceae como en Mammillaria y en Melocactus 

pueden no presentarse las formas clasicas de las dicotiledoneas en los embriones 

maduros, ya que en especies de estos géneros se pueden observar los cotiledones tan 

reducidos que es dificil de apreciarlos sobre el hipocdtilo, el cual es globoso o 

ligeramente alargado, consideraciones que deben tomarse en cuenta al realizar un 

esitudio anatémico (Meyran, 1956; Hernandez-Garcia y Garcia-Villanueva, 1991). 

Embriogénesis somatica in vitro 

En {as angiospermas, el primer reporte de embriogénesis somatica in vitro fue a partir 

de: células de callo embriogénico de zanahoria, éste hallazgo lo realizaron Steward et 

al. (1958) (citado por Zimmerman, 1993). A partir de ese trabajo se han publicado 

cientos de referencias describiendo el proceso de la embriogénesis somatica in vitro 

taito en especies que la presentan in vivo como en aquellas que no lo hacen, 

demostrando con ello que esta capacidad es una propiedad inherente de las células 

vegetales (Tisserat et a/ 1979; Zimmerman, 1993). 

Existen dos vias generales del desarrollo embriogénico in vitro: a) la embriogénesis 

directa, en donde los embriones se originan directamente del explante en ausencia de 

una etapa de callo. b) la embriogénesis indirecta, en la cual la proliferacién de callo se 

requiere para el desarrollo del embrion (Sharp, 1980; Litz y Jarret, 1991; Krikorian, 

1991). Este sistema puede ser el de mayor potencial para la micropropagacién por 

cultivo in vitro, ya que permite producir miles de embriones a partir de unos cuantos 

gramos de tejido, callo o de algunos mililittos de una suspension celular, reduciendo 

sicnificativamente los costos en comparacién con los otros métodos de 

misropropagacién (Denchev y Atanassov, 1995). 
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E origen de los embriones puede ser unicelular o pluricelular. E! unicelular puede surgir 

a partir de células aisladas o después de la formacién de una masa de células 

proembriogénicas (Sharp, 1980; Wang et a/., 1990). En ambos casos, los proembriones 

formados presentan una clara polaridad, la cual se muestra en las primeras divisiones 

las cuales son desiguales dando por resultado una célula mas pequenia (apical) y otra 

mas grande vacuolada (basal) parecida a las células suspensoras de! embrién cigotico. 

La polaridad es mantenida en el embri6n maduro ya que la raiz estara siempre en 

contacto con los vestigios de la célula basal. Similarmente, los embriones que surgen 

de la masa de células proemebrionales, permanecen unidos a ésta por medio de sus 

raices. Esta  situacion se extiende a los embriones somaticos in vivo en tallos de 

plantas de Ranunculus sceleratus, en donde los embriones surgen de las células 

epiidermales quedando unidos a ellas por medio de sus raices (Sharp, 1980). 

Desde los primeros trabajos Ilevados a cabo por Steward et al. (1958) en zanahoria, se 

he supuesto que el origen de los embriones es unicelular (Schumann ef a/., 1995), no 

obstante, en afios recientes se ha observado que también pueden tener un origen 

multicelular (Halperin y Wetherell, 1965; Williams y Maheswaran, 1986; Michaux- 

Ferriére et a/., 1992; Santarem et a/., 1997) en el cual se desarrolla primero un centro 

meristematico también llamado “complejo celular proembrional” (Trigiano et al., 1989). 

Es este complejo el proembrién formado, a diferencia del origen unicelular, desde su 

initio, no presenta una polaridad definida, trayendo posibles consecuencias en la 

formacién del embrién como, falta de meristemo apical o embriones multiples 

fusionados (Michaux-Ferriére et al., 1992; Schumann et al., 1995) 

Es frecuente que se presenten otras diferencias entre el embrién cigético y el somatico, 

cono lo reportaron Carron et al. (1995) quienes observaron un menor contenido de 

reservas en el cuerpo del embrién somatico que en el cigético. También el patrén de 

los reguladores del crecimiento fue muy diferente en la ontogenia de estos dos tipos de 

emibriones, ya que en los cigéticos durante la fase de desarrollo presentaron un pico de 

Al/A\ de 20 nmolg (peso seco) y en la fase final otro pico de acido abscisico (ABA) de 25 

nmolg (peso seco), en cambio los embriones somaticos mostraron poca diferencia 
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entre sus reguladores del crecimiento endédgenos durante su ontogenia, asi como 

niveles muy por debajo de los cigéticos (0.6-2 nmol peso seco). Esto explica é! porque 

se favorece el desarrollo de los embriones al adicionar al medio auxinas y una buena 

germinacion, al adicionar ai final del cultivo él ABA. 

Entre los estimulos importantes para que la célula somatica dirija sus divisiones a la 

formacién de una nueva planta, se encuentran sus reguladores del crecimiento, siendo 

la auxina el principal compuesto necesario para desencadenar el proceso embriogénico 

(Sharp, 1980). La mayoria de los sistemas embriogénicos requieren, para la induccién 

de los embriones, de una concentracién alta de auxina en el medio y una vez obtenida 

las primeras manifestaciones embriogénicas, es necesario retirar la auxina del medio, 

yél que si ésta permanece en los subcultivos el numero de embriones maduros 

formados se reducira o incluso se inhibiraé su desarrollo (Sharp, 1980, Konan ef ai., 

1994; Rajbhandari y Stomp, 1997). Se ha propuesto, que ésta situaci6n ocurre porque 

la regulacion del desarrollo embriolégico esta dada por dos mecanismos; uno materno 

(externo) y otro propio de! embrién (interno) (Zimmerman, 1993). Asi es posible que la 

auxina exdgena inicie el fendémeno de la polaridad en fa célula somatica, como lo indica 

Mainke (1995) para la polaridad del cigoto en las plantas superiores, siendo este el 

prmer signo de similitud con la embriogénesis sexual. Una vez obtenida la 

rediferenciacién celular es necesario eliminar del medio la auxina exégena para que se 

manifieste la auxina endégena del proembrién, expresada a través de divisiones que 

favorezcan el crecimiento desigual del embrién globular a un embrién en estado de 

corazon. (Liu ef a/., 1993; Kawahara y Komamine, 1995). 

La auxina que generalmente se utiliza como promotora de la embriogénesis somatica 

es el 2,4-D (Litz y Jarret, 1991), sin embargo, otras auxinas tales como el picloram, AIB 

ANA (George y Sherrington, 1984; Krikorian, 1991), han demostrado ser efectivas en 

la induccién de la embriogénesis somatica, por lo que es conveniente investigar un 

es.ectro mas amplio de auxinas cuando se requiere implementar protocolos de 

emibriogénesis en especies no estudiadas. 
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Las citocininas en téerminos generales no se requieren en el medio de cultivo, sin 

embargo en algunas especies (34.6 % de especies comerciales cultivadas in vitro) es 

necesaria su presencia para la induccién, maduraci6n y germinacién de los 

einbriones(Litz y Jarret, 1991). El Acido abscisico, se adiciona al medio de cultivo para 

reducir la frecuencia de anormalidades de desarrollo como son la formacién secundaria 

de embriones a parir de embriones somaticos y la germinaci6én precoz (Litz y Jarret, 

1991). 

El agua de coco, ha sido reportada como un buen inductor de la embriogénesis 

samatica ademas de un buen amortiguador, esto es debido probablemente a los 

camponentes tanto organicos (AIA, zeatina, aminoacidos y vitaminas) como 

inorganicos (magnesio y fosfates en mayor medida) que contiene este endospermo 

licuido, el cual interactua con las auxinas exégenas estimulando la division celular y el 

cracimiento, sin embargo, su uso tiene la fuerte limitante de que el contenido de sus 

ccmponentes varia por ejemplo con el origen, genotipo y estado de la planta de donde 

se obtienen los cocos. Debido a esta variabilidad y a la falta de precisién en la 

composicién del agua de coco, su uso se ha visto restringido, aunque no suprimido ya 

que en ocasiones sdlo en presencia de ella se han promovido las respuestas 

esperadas; ademas de que el costo comparado con la zeatina o el inositol son 

siqnificativamente menores (Krikorian, 1991). 

El uso de medios de cultivo para el desarrollo de especies vegetales in vitro es uno de 

los: temas de gran interés cientifico, que se ve reflejado en la gran variedad de medios 

desarrollados (George y Sherrington, 1984). Con frecuencia los explantes no 

responden en un medio determinado y en otro si, aun utilizando las mismas 

corcentraciones de reguladores del crecimiento, lo que refleja que es necesaria una 

adecuada combinacién de nutrientes para disparar el proceso morfogenético (Murray, 

19B8; Maés et a/., 1996), asi como, mas investigacién sobre la fisiologia del desarrollo. 

Murray (1988), cité que las principales fuentes naturales de nitrogeno in vivo en el 

desarrollo embriogénico cigético son: la arginina, glutamina, alanina, metionina y 
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asparagina entre las mas importantes. De esta manera en una investigaci6n realizada 

con cultivo de embriones de chicharos in vitro, se observé que la adicién de estas 

fuentes de nitrogeno al medio de cultivo influyé radicalmente en el contenido de 

proteinas en el embrién (Murray, 1988). Sin embargo, existen algunos reportes que 

mencionan el efecto inhibidor de estos amino acidos, Krikorian (1991) dio una 

x(plicacién a tales contradicciones, él dijo que cuando se adicionan al medio de cultivo 

D-aminoacidos esta es a menudo inhibitoria, mientras que los L-aminoacidos pueden 

propiciar un buen desarrollo embriogénico (Krikorian, 1991). Asi cuando se han 

utilizado los L-aminoacidos, es mas frecuente obtener un efecto positivo en la 

embriogénesis somatica, como ocurrié con zanahoria en donde la adicion de L- 

glitamina, L-alanina y acido L-glutamico favorecieron e! desarro!lo de los embriones y 

er! el incremento en su numero (Higashi et a/., 1996). Otras observaciones realizadas 

con fuentes de nitr6geno organico son las relacionadas con las poliaminas. A este 

respecto, Carron et a/., (1995) explican que la iniciacién del callo embriogénico esta 

acompafiada por una elevada sintesis de poliaminas (espermina, espermidina y 

pt trescina). La accién de las poliaminas en la inducci6én de embriogénesis somatica al 

perecer, se debe a la inhibicién de la biosintesis del! etileno el cual tiene un efecto 

adverso sobre el desarrollo y mantenimiento de la embriogénesis (Carron, et al., 1995). 

Se: ha reportado que el tipo de explante ha sido la clave que determina la induccién y 

desarrollo de la embriogénesis. Debido a que en las cactaceas, tan solo en tres 

especies se han obtenido embriones somaticos in vitro (Infante, 1992; Stuppy y Nagl, 

1992; Olguin, 1994; Torres-Mufioz y Rodriguez-Garay, 1996), es conveniente tomar en 

cuenta a otras especies de familias diferentes para la seleccién de los explantes en los 

que se ha obtenido embriogénesis somatica. Los explantes con mayor éxito en la 

incluccién a la embriogénesis somatica son los provenientes de partes reproductivas de 

la planta madre como, embriones inmaduros o maduros, partes de la flor, y ovulos 

(Tisserat et a/., 1979). Por ejemplo en Lolium multiflorum Lam. en donde utilizaron 

como explantes évulos fecundados, obteniendo la regeneracién de plantas tanto por el 

desarrollo de los embriones cigdticos, como por el de los adventicios (Kumlehn y 
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Nitzsche, 1995), o bien Guitzotia abyssinca, en donde la embriogénesis fue inducida a 

partir de epicotilos y cotiledones (Adda, et al., 1994). 

Fiactores inhibidores de la embriogénesis 

$= ha encontrado una relacién entre la respuesta morfogenética y los componentes de 

la atmésfera del cultivo. Los tejidos vegetales producen normalmente sustancias 

volatiles como el COz, el etileno y el etanol que se acumulan en la atmésfera del 

cultivo. El etanol y el etileno son capaces de inhibir o limitar el proceso embriogénico 

(Sharp, 1980; Buddendorf-Joosten y Woltering, 1994, 1996). También se ha reportado 

que los compuestos no volatiles como tos fenoles, pueden ser fitot6xicos causando 

desde dajfios ligeros a las células hasta la muerte del explante (Debregh y Read, 1991; 

Preece y Compton, 1991; Michaux-Ferriére et al., 1992). El dafio ocasionado por los 

ccmpuestos volatiles es factible de ser minimizado, utilizando recipientes que permitan 

uri eficiente intercambio de gases (Buddendorf-Joosten y Woltering, 1994, 1996). Por 

ot’a parte, el metabolismo de los compuestos fendlicos se puede reducir si se eligen 

ccmo explantes tejidos javenes, dafiando lo menos posible al tejido en el momento de 

la extraccién, manteniendo los cultivos en completa obscuridad y adicionando al medio 

compuestos antioxidantes como el acido citrico o ascérbico. 

Ernbriogénesis somatica en las cactaceas 

El primer reporte de embriogénesis somatica in vivo en las cactaceas, fue realizado 

por Ganong (1898) (citado por Engleman, 1960), a partir de este reporte se ha 

observado que en la familia Cactaceae, varias especies pueden presentar embriones 

somaticos. De hecho, Engleman (1960) discute que la presencia o ausencia de los 

embriones somaticos pueden llegar a ser una caracteristica taxonémica para las 

cactaceas. Al contrario de la embriogénesis somatica in vivo en las cactaceas, in vitro 

se tienen tan solo tres especies propagadas por esta via; Mediocactus coccineus, en la 

que se uso el medio MS y el ANA como auxina inductora (Infante, 1992), Turbinicarpus 

pseudomacrochele en donde se usd el medio MS con 2,4-D, kinetina, glutamina e 

hicrolizado de caseina (Torres-Mufioz y Rodriguez-Garay, 1996) y Ariocarpus retusus, 

que pudo ser inducida por la adiciébn de agua de coco al medio MS (Stuppy y Nagl, 
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1992), en esta Ultima especie también se pudo inducir la embriogénesis en medio MS 

con 6-bencilaminopurina y ANA (Olguin, 1994). En los tres primeros casos, para la 

maduracién de los embriones se requirié subcultivar en MS sin reguladores del 

crecimiento de crecimiento, situacién que concuerda con Zimmerman (1993). 

La multiplicacién de brotes a partir de yemas axilares o terminales. 

La muttiplicacién de brotes a partir de las yemas axilares, se basa en el fenémeno de 

dominancia apical, el cual es el control regulador del crecimiento (Thimann y Skoog, 

1934 citado por Devlin, 1976). E! punto de inicio en este caso puede estar en los 

meristemos apicales, las yemas y los nudos debido a que estas estructuras contienen 

células potencialmente morfogenéticas. A partir de estas estructuras, tedricamente es 

posible generar un brote o estimular la formacién de brotes multiples que desarrollaran 

ramas que puedan separarse y enraizar. Las plantas asi obtenidas pueden 

nuevamente ser utilizadas como fuente de explantes e iniciar la multiplicacion 

vegetativa bajo este esquema (Krikorian, 1991). Esta microtécnica, tiene la ventaja de 

que cuando se quiere mantener la fidelidad genética con relacién a la planta madre, la 

variacién somaclonal es muy baja (George y Sherrington, 1984; Rodriquez-Garay, 

16:94). 

Organogénesis in vitro. 

La organogénesis es un proceso mediante el cual se forman primordios de organos 

(reiices o brotes adventicios). En general dos vias de desarrollo se pueden discernir: 1) 

la organogénesis directa, en donde el primordio surge directamente del explante sin la 

mediacién de una etapa de callo; 2) la organogénesis indirecta, en la cual el primordio 

surge a partir de células del callo (Sharp, 1980; Litz y Jarret, 1991; Krikorian, 1991). 

Actualmente se conoce un gran numero de especies en las cuales se puede fomentar 

la proliferacion aleatoria de callos en los explantes mediante la adicion de una 0 varias 

auxinas y citocininas al medio basal, en los cuales, se puede inducir la formacién de 

brotes y raices ajustando la relacién auxinas-citocininas exégenas. Asi la diferenciacion 

hazia brotes se logra subcultivando los callos en un medio que contenga una alta 
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relacion citocininas-auxinas, en cambio, para la diferenciacién de raices se requiere de 

subcultivos en medios con una relacién citocininas-auxinas baja, o incluso solo de la 

presencia de las auxinas (Litz y Jarret, 1991; Rey y Mroginski, 1996). Sin embargo, 

este procedimiento no es de ninguna manera universalmente efectivo, ya que en 

algunos casos pese a la adicién de auxinas, citocininas y otros compuestos al medio, 

no ha sido posible estimular la formacién de un callo organogénico (Krikorian, 1991). 

En la familia Cactaceae, la interaccién de auxinas y citocininas para la regeneracion de 

plantas in vitro ha sido bien documentada, se ha reportado que las citocininas 

e;6genas siempre han sido requeridas en la proliferacién de brotes, en cambio las 

auxinas no han sido estrictamente necesarias, asi Hubstenberger ef al. (1992), 

sugirieron que las cactaceas aparentemente tienen una alta capacidad para producir un 

ey:ceso de auxina in vitro. Por lo que la mayoria de los autores han utilizado bajas 

ccincentraciones de auxinas o intentan no utilizarla (Rubluo, 1997). 

Incluso, Reyes et al. (1995), reportaron el uso de antiauxinas en el medio de cultivo 

organogénico de Azfekium ritteri, un cactus que presenta problemas en su propagacién 

tanto por vias convencionales como por cultivo in vitro. De esta manera, después de 

ut lizar concentraciones moderadas de antiauxinas se pudieron mejorar los rangos de 

fo‘macién de brotes y calidad de estos, sugiriendo que la eliminacién de las auxinas 

faorecié la micropropagacién de esta especie (Reyes ef a/., 1995). 

Por otra parte, la inclusién de citocininas ha sido clave para el disparo de la 

orjanogénesis (Hubstenberger ef al., 1992). De esta manera, Dabekaussen et al., 

(1391) reportaron que para la activacién de las areolas en Sulcurebutia alba, la 

presencia de las citocininas fue necesaria, siendo BAP (6-benzil-adenina) la que dio los 

mejores resultados seguida de kinetina, pero la auxina (ANA) al ser agregada con la 

citocinina BAP tuvo pocos efectos sobre la activacién de las aréolas, por lo que la 

adicién de auxinas fue considerada sin importancia para su micropropagacién. 

Ur factor de gran importancia en la micropropagaci6n organogénica, es el explante, 

Murashige (1974) y Narayanuswamy (1977) describieron algunas caracteristicas del 
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explante, que se deben de estudiar para tener éxito en la micropropagacion, estas son: 

estado fisiolégico, fenolégico y sanitario de la planta madre, el tejido u organo del que 

es extraido, asi como el tamafio del explante. En el caso de las cactaceas, es 

importante considerar la presencia de aréolas, las que ademas de ser una de las 

caracteristicas distintivas de la familia, son importantes porque contienen centros 

meristematicos, (axilar y espinifero), también, se ha tenido éxito con brotes y 

tubérculos. La presencia de aréolas y tubérculos permite el obtener estos expiantes de 

la planta madre causando un dafio minimo lo que representa una gran ventaja para 

aquellas especies en peligro de extincién (Hubstenberger et a/., 1992; Rubluo et al., 

1996). 

Por otra parte hay que considerar que cuando se utilizan brotes como explantes, si se 

el mina la parte apical de éstos es muy probable que la dominancia apical se rompa o 

debilite y las yemas axilares pueden ser activadas para formar nuevos brotes (Vyskot y 

Jera 1984). Este efecto probabiemente se debe a un cambio en el balance hormonal 

dentro de la planta que permite crecer a las yemas reprimidas (Krulik, 1980). Martinez- 

Vazquez y Rubluo (1989) obtuvieron resultados que concuerdan con esta idea, al lograr 

ur.a mayor propagacién en explantes con la punta apical cortada que con aquellas que 

mantenian el apice, en la regeneracién de plantas de Mammillaria haageana y 

Mammillaria san-angelensis. 

El proceso organogénico también es influido por factores ambientales, asi, el 

foloperiodo e intensidad luminosa son factores determinantes ya que son 

indispensables para el proceso fotosintético y que pueden variar con la especie. La 

mayoria de las cactaceas habitan en sitios con una elevada irradiacion, por lo que una 

vez que se han obtenido las vitroplantas, antes de su transplante a suelo, es 

conveniente colocarlas en sitios con un espectro luminoso lo mas semejante a la luz 

solar, para que !os cloroplastos terminen su desarrollo y sean totalmente funcionales, 

asi, Hubstenberger et al. (1992), informaron de la accién benéfica del uso de niveles de 

irradiacion elevadas (15.0 wm”, lo comtin son valores alrededor de 3.0 wm”). Existen 

factores de gran importancia que no se han estudiado a profundidad en las cactaceas, 
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como el fotoperiodo, ya que este es de gran importancia para desencadenar el proceso 

morfogenético requiriendose desde oscuridad continua, hasta luz continua (Lozoya, 

1985; Ferradini ef a/., 1996; Moon y Stomp, 1997). 

La temperatura y la humedad, son otros factores en los que desafortunadamente no se 

han realizado investigaciones con relacién a las caracteristicas ecofisiol6gicas de las 

cactaceas, como son el presentar metabolismo acido crasulaceo, y que pueden crecer 

en ambientes con condiciones extremas p.e. temperaturas de bajo cero a 50°C (Rubluo 

et al., 1996). 
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JUSTIFICACION 

Siendo el género Mammillaria practicamente restringido de México y ademas uno de 

los mas diversos y numerosos dentro de la familia Cactaceae, el laboratorio de cultivo 

de tejidos del Instituto de Biologia de la UNAM, ha realizado investigaciones 

encauzadas a generar un modelo de micropropagaci6n que contribuya al rescate de las 

especies de este género que se encuentren en peligro de extincién. Mammillaria san- 

angelensis constituye un caso extremo de especies en peligro de extincién. En estudios 

previos ha sido posible el micropropagar esta especie por via organogénica. Sin 

ernbargo, es necesario explorar otras vias como es la induccién a la embriogénesis 

scmiatica, la cual, ofrece ademas de poder lograr un numero eventualmente ilimitado de 

individuos, otras ventajas como son él poder realizar estudios fisioldgicos, bioquimicos, 

genéticos y morfogenéticos del proceso embriogénico en los vegetales. Entre los 

aspectos de interés de esta induccién se encuentra el determinar el origen unicelular o 

pluricelular de los embriones somaticos, debido a que esta situacién tiene relevancia 

pera una especie en extincién dada su estrecha variabilidad genética, ya que el origen 

uricelular conlleva a un nivel de variacién somaclonal muy bajo en comparacién al 

pluricelular, dado que en este ultimo existe una mayor probabilidad de dar origen a 

quimeras (Schumann, 1995). 

Por otra parte, en el laboratorio de cultivo de tejidos se han mantenido por subcultivos, 

vit‘oplantas durante 7 afios. Actualmente, los subcultivos se realizan sin reguladores 

del crecimiento exdgenos, por lo que es de interés estudiar el efecto de la auxina como 

disparador de! proceso morfogenético, en brotes de M. san-angelensis que han sido 

micsropropagadas por largos periodos. Este estudio puede ayudar a comprender los 

procesos modulatorios en la activacién de los meristemos. 
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Debido a lo anteriormente dicho los objetivos del presente trabajo fueron: 

OBJETIVOS 

e Inducir la embriogénesis somatica en Mammillaria san-angelensis analizando ‘las 

causas que la disparan. 

e Determinar el origen de los proembriones somaticos de M. san-angelensis. 

e Describir las respuestas morfogenéticas ante diferentes auxinas que se producen en 

brotes obtenidos de vitroplantas que han sido mantenidas in vitro durante 7 afios. 

Objetivos particulares 

e Establecer los requerimientos particulares de reguladores del crecimiento, fuente de 

explante y medio de cultivo, para la induccién de la embriogénesis somatica in vitro 

en Mammillaria san-angelensis. 

e Analizar histolégica e histoquimicamente los callos embriogénicos con el fin de 

caracterizar las distintas etapas de la ontogenia de los embriones somaticos. 

e Analizar histolégicamente el desarrollo de la activacién de meristemos axilares y 

espiniferos por la accion de auxinas exdgenas in vitro. 

29



  

MATERIALES Y METODOS. 

1 Induccién de la embriogénesis somatica. 

1.1 Material Biolégico 

Se trabajo con flores en etapa de antesis (esquema 2) de plantas adultas de 

Mammillaria san-angelensis, derivadas del cultivo in vitro que se mantienen creciendo 

eri el invernadero del Jardin Botanico del Instituto de Biologia de la UNAM. 

Les flores se desinfectaron colocandolas en un vaso de precipitados con 50 mi de 

hipociorito de sodio al 1.7% y en constante agitacion durante 15 min. Bajo condiciones 

asépticas, en una campana de flujo laminar, se enjuagaron tres veces con agua 

destilada y esterilizada. Posteriormente, se separé el ovario del resto de la flor, se 

realizo un corte longitudinal para dividir en dos al ovario quedando expuestos los évulos 

y se sembraron como explantes: 

a) Ovario con sus évulos quedando la parte de! corte en contacto con el medio. 

b) Ovario sin sus évulos, sembrandolos de igual manera que en (a). 

c) Ovulo individual. 

d) Ovulos en grupo; el contenido de évulos de un ovario (entre 15 y 20 évulos). 
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Esquema 2.- Seccién longitudinal de la flor de Mammillaria en donde se distingue: 1, zona peduncular, 2, 

zona pericarpelar, 3, cavidad del ovario; 4, estambres; 5, estilo; 7, lobulos de! estigma (segtin Bravo-Hollis 

y Sanchez-Mejorada, 1978). 

1.2 Desarrollo experimental de los cultiyos in vitro. 

En el inicio de este estudio se realizaron experimentos preliminares con los medios MS 

(Murashige y Skoog, 1962) y White (1963) (ver apéndices 1,2 y3), adicionando al 

medio los reguladores del crecimiento que se muestran en la tabla 1. 

Tabla 1. Tratamientos utilizados para la induccién de embriones somaticos en Mammillaria san-angelensis. 

  

  

a d 

MS 1 2 3 4 5 6 

White 7 8 9 10 11 12     
a) Control; b) ANA (0.5 mgt) + adenina (25 mgt’) + 10% piv de extracto de Opuntia y 3 gi" de carbén activado; c) 

2,4-D (2 mgt"); d) 2,4-D (4 mgt"); e) 2,4-D (8 mgt"); f) 20% de agua de coco. 

A los 12 diferentes tratamientos (tabla 1), se les agregd 30 gi’ de sacarosa. Los 

cultivos fueron incubados bajo dos condiciones de iluminacién; 1) con un fotoperiodo de 
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16 horas luz (14.88 pmol m® s" ) y 2) en completa oscuridad, ambos incubados a 27°C 

+ 2°C, realizando subcultivos cada 3 meses, bajo las mismas condiciones de cultivo, 

con y sin reguladores del crecimiento. 

Después del segundo subcultivo, se observé que el explante mas prometedor en la 

ernbriogénesis somatica formando un callo con caracteristicas morfolégicas parecidas 

a los callos embriogénicos, fue aquel en el que se usd como explante a los évulos en 

grupo en el medio White, en presencia de 2,4-D y en completa obscuridad. Sin 

eribargo, no se observaron indicios histolégicos de! desarrollo de embriones, por lo que 

se decidié seleccionar el mejor explante (los é6vulos en grupo) y cultivarlos en otro 

medio basal, el B5M, el cual consistié de los macronutrientes del BS (Gamborg et al., 

1968) (ver apéndice 1); micronutrientes y compuestos organicos del MS (ver apéndice 

2 4 3) y suplementado con L-glutamina (400 mg''), hidrolizado de caseina (100 mgt’), 

L-arginina (100 mgt‘), L-asparagina (100 mgt), Acido ascérbico (100 mgt") y 

sasarosa (60 gi). A éste medio se le adicionaron los reguladores del crecimiento, 2,4- 

D + kinetina, con las concentraciones que se muestran en la tabla 2. A los tres meses 

de cultivo sé subcultivaron en medio con y sin reguladores del crecimiento. En todos los 

medios de cultivo se ajusté el pH a 5.7 con hidréxido de potasio y acido clorhidrico 0.5 

N, el medio se gelific6 con Difco Bacto agar 8 gt’ y se esteriliz6 por autoclave a 

121°C, 1.1 Kgem? durante 15 minutos. 

Tab a 2.- Tratamientos de reguladores del crecimiento en medio B5 M, para el cultivo de ovutos en grupo de flores en 

antesis de Mammillaria san-angelensis 

  

  

Kin/2,4-D (mgt’) 

o 2 4 8 

(mgt’) 0 1 

2 5 7 8   
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1.3 Tratamiento estadistico. 

E disefio experimental fue completamente al azar con dos factores (reguladores del 

crecimiento y medio de cultivo). Se usaron cajas petri de 100 x 15 mm, en cada una de 

las cuales se sembraron 5 explantes y se hicieron 5 repeticiones, por lo tanto fueron 

cultivados para cada tratamiento 25 explantes. Los datos registrados fueron superficie 

del callo producido y presencia o ausencia de los primeros estadios embriogénicos. 

1.4 Analisis histolégico. 

Para observar las caracteristicas generales de los explantes similares a los que se 

usaron asi como los callos producidos, se fijaron en FAA (formaldehido, acido acético 

glacial, etanol, agua (2:1:10:7) ovarios completos disectados durante la etapa de 

aritesis. Durante todo el experimento, cada mes, se tomaron muestras de los callos 

fo‘mados y se fijaron también en FAA; una vez fijadas, se deshidrataron en diluciones 

graduales de acetona (30%, 50%, 70%, 85%, 96%, con un doble cambio de acetona al 

1C:0%), el tiempo de tratamiento en cada concentracién de acetona fue de 20 min. Una 

vez deshidratadas las muestras se incluyeron inmediatamente en la resina JB-4 (ver 

apéndice 5), polimerizandose a temperatura ambiente, en ausencia de oxigeno y en 

cApsulas de Beem. Los cortes se realizaron con un ultramicrotomo, con navajas de 

viclrio, obteniéndose cortes de + 2 pm de grosor, algunos se tifieron con azul de 

toluidina (ver apéndice 6), para observar las estructuras que se desarrollaron en el 

callo, y otros se usaron para las pruebas histiquimicas las cuales fueron: 

La tincién doble de Acido peryédico-Reactivo de Schiff (APS) + azul negro de naftol. 

(ver apéndice 7). Se utiliz6 para evidenciar los polisacaridos insolubles y las proteinas. 

Los polisacaridos insolubles se tifien de rosa intenso y las proteinas de azul. 

Para evidenciar la presencia de fenoles, se utiliz6 la tincién de vainillina-acido 

clorhidrico los cuales tifien de color café-pardo (ver apéndice 8). 
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También se realizé la técnica de tincién diferencial con acetocarmin-azul de Evans (ver 

apéndice 4), mediante la cual es posible distinguir dos tipos de nucleos, uno mas 

prominente que reacciona con el acetocarim debido a que este tifie a los cromosomas 

en mitosis y el otro nucleo mas pequefio que no se encuentra en mitosis, éste se tifie 

con el azul de Evans. Los callos embriogénicos se tifien diferencialmente mostrando 

una zona anaranjada rojiza y otra azul, este tipo de callos es llamado por Gupta y 

Durzan (1987) como “masa embriogénica suspensora’”, también con esta técnica se 

pueden observar los diferentes estadios embrionales en donde el cuerpo del embrion 

se: tifie de rojo y las células del suspensor se tifien de azul. 

2 IRespuestas morfogenéticas de brotes por la accién de las auxinas. 

2.], Material Biolégico 

Se experimenté con plantas de M. san-angelensis Sanchez-Mejorada y con dos 

especies mas del género Mammillaria; M. huitzilopochtli D. Hunt que es una especie 

que ya ha sido micropropagada y mantenida por subcultivos in vitro por largos periodos 

de tiempo y M. lasiacantha Engel, esta especie se eligid porque fue reproducida por 

senilla y se contaba con plantas en el invernadero. Se usaron como explantes, 

secciones longitudinales de brotes de 2.5 cm de largo a los cuales se les elimino la 

pa‘te apical. 

Los brotes obtenidos de M. lasiacantha fueron a partir de plantulas que tenian 5 meses 

de haber germinado bajo condiciones de invernadero, debido a esta situaciOn, fue 

necesaria la desinfeccién de este material bioldgico. Los brotes se lavaron con agua 

cotriente, después se colocaron en agitacién constante con agua y jabén durante 5 

minutos, se enjuagaron con agua corriente y nuevamente se colocaron en agitacion por 

15 minutos en una solucién de hipoclorito de sodio al 1.7 %. Bajo condiciones asépticas 

se 2njuagaron tres veces con agua destilada y esterilizada. 
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Los brotes de M. san-angelensis y M. huitzilopochtli, fueron tomados de cultivos 

asépticos que se han mantenido in vitro durante 7 y 6 afios respectivamente, con 

subcultivos cada 6 meses en medio MS (Murashige y Skoog, 1962, ver apéndices 

1,2,3), sin reguladores del crecimiento e incubados a temperatura de 27°C + 2°C y con 

un fotoperiodo de 16 horas luz (14.88 pmol ms"). 

2.2 Desarrollo experimental de los cultivos in vitro. 

Los explantes de las tres especies ensayadas (M. lasiacantha , M. huitzilopochtli, y M. 

sén-angelensis ) se sembraron sobre MS, con 30 gI" de sacarosa, pH 5.7 y gelificado 

con 8 gt’ de agar , asi como en presencia de las auxinas AIA, ANA, AIB, 2,4-D y 

Picloram a las concentraciones (0,2, 4 y 6 mg1"). Los cultivos fueron incubados a 27°C 

+ 2°C con un fotoperiodo de 16 horas luz (14.88 umol m? s"). 

2.3 Tratamiento estadistico. 

E! disefo experimental fue completamente al azar. Se sembraron 3 explantes por 

freisco de cultivo con al menos 6 repeticiones, por lo que se obtuvieron 18 muestras en 

total. Después de tres meses, se cuantificé el peso fresco del callo producido por 

explante y numero de brotes por explante. Para disminuir la variabilidad de la respuesta 

se transformé el némero de brotes a logaritmo natural. Para determinar la significancia 

de la respuesta (p < 0.5) se realizé un ajuste por medio de polinomios ortogonales, 

ademas de un ANOVA y una prueba de comparacién de medias LSD (Fisher). 

2.4 Analisis histolégico. 

Para el analisis histoldgico, después de los primeros tres meses de cultivo, se tomaron 

muestras de las respuestas de los explantes de M. san-angelensis y se fijaron en FAA, 

posteriormente, se incluyeron en paraplast (ver apéndice 9), y se realizaron cortes de 

10 um de grosor y se tifieron con safranina verde rapido (ver apéndice 10). 
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RESULTADOS Y DISCUSION. 

I Induccién de la embriogénesis somatica 

Al analizar la respuesta de los explantes de Mammillaria san-angelensis a los 

diferentes inductores de la embriogénesis somatica usados en otras cactaceas con 

éxito, se observé que sdlo bajo la influencia del 2,4-D se pudo manifestar la formacién 

de callo, estos datos coinciden con Torres-Mufioz y Rodriguez-Garay, (1996) quienes 

con esta auxina tuvieron éxito en la micropropagacién de Tubinicarpus 

pseudomacrochele. Ademas, cabe mencionar que el 2,4-D es la auxina mas usada 

paira la induccién a la embriogénesis somatica (Evans et a/., 1981; Litz y Jarret, 1991; 

Carron et al., 1995), esto probablemente sea debido a que el 2,4-D es una auxina muy 

estable permitiendo con ello una actividad intrinseca muy grande (George y 

Sherrington, 1984). En cambio en M. san-angelensis bajo las condiciones 

experimentadas, ni el agua de coco ni el ANA indujeron respuesta alguna en los 

explantes analizados. Estos resultados no coinciden con Infante (1992) ni con Stuppy y 

Nagi (1992) quienes respectivamente, pudieron obtener embriones de Mediocactus 

coccineus al usar como inductor al ANA, y en Ariocarpus retusus al adicionar agua de 

coco al medio de cultivo. 

De los dos regimenes luminosos experimentados; con fotoperiodo y en completa 

ossuridad, solo bajo esta ultima condicién se propicié la proliferaci6n de callo. En 

cuanto a los medios de cultivo tanto en el medio White como en el medio MS, hubo 

formacién de callo bajo las condiciones anteriormente descritas, sin embargo, las 

caracteristicas del callo fueron diferentes: en el medio White, el callo fue mas friable y 

de color amarillo claro, en cambio, en el medio MS el desarrollo de callo fue menos 

friable y con signos de necrosis; esta pudo ser provocada por la presencia de fenoles, 

delido a que estos fueron detectados en el estudio histoquimico. 

En los dos medios White y MS si bien todos los explantes formaron callo en presencia 

de 2,4-D en todas las concentraciones estudiadas y en condiciones de oscuridad, el 
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desarrollo de éste varid de acuerdo al origen del explante. A los tres meses de cultivo 

se observo; los évulos individuales produjeron un callo amarillo cristalino el cual pronto 

se oxidé. Los ovarios sin sus évulos formaron un callo amarillo oscuro que pronto se 

oxid6é. Los ovarios con sus évulos desarrollaron rapidamente un callo, formandose 

ptincipalmente de los évulos y participando el tejido ovarico con sdlo una pequefia 

proporcién de su tejido. Al mes cultivo se observé indicios de una oxidaci6n del tejido 

ovarico no rediferenciado y a los tres meses tanto el tejido no rediferenciado como el 

céllo formado se oxidé. Los évulos en grupo fueron los que mejor respuesta dieron, 

fo‘mando un callo amarillo-ambar, friable el cual continuo con su crecimiento. 

Al realizar las observaciones histolégicas en los cailos formados no se observé ninguna 

organizacién que indicara la presencia de embriones, por lo que se ensay6 con el 

medio B5 modificado (B5M). Con base en los resultados obtenidos con el medio MS y 

el medio White se decidié experimentar con los évulos en grupo, en completa oscuridad 

y 8n presencia de varias combinaciones de 2,4-D y kinetina (tabla 2). Bajo estas 

coidiciones, cuando los évulos en grupo estuvieron expuestos a las diferentes 

combinaciones de 2,4-D y kinetina, pudieron desarrollar al mes de cultivo un callo 

frizible, viscoso y de color amarillo-ambar. 

Por otra parte, cuando los explantes fueron sembrados en el medio sin reguladores del 

crecimiento exégenos o con fa sola presencia de kinetina, no hubo en ningun caso 

formacién de callo, no obstante, estos explantes presentaron diferencias, ya que los 

évulos sin reguladores del crecimiento exégenos sufrieron oxidacién, en cambio en 

presencia de la kinetina aunque no hubo una formaci6n de callo no se observo la 

oxidiacién del explante. Este posible efecto antioxidante de |a kinetina coincide con Kurz 

(1986) (citado por Preece y Compton, 1991) quien reporté el efecto antioxidante de la 

kinetina en las yemas de arboles adultos de Pseudotsuga menziesii . 

En la figura 1 se pueden observar dos évulos que se encontraron en el ovario de flores 

en etapa de antesis, y que fueron semejantes a los explantes usados en esta 

investigacién. Los évulos presentaron: un funiculo largo mediante el cual se unen a la 
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pared del ovario, tegumentos, la nucela y el saco embrionario (figura 2). Cuando se 

analizaron los cortes de callos producidos a partir de évulos en grupo, se observé que 

el callo se formé fundamentalmente a partir de los tegumentos (figura 3). La formacién 

de este callo embriogénico coincide con lo reportado por Tisserat ef a/ (1979) y 

Michaux-Ferriére et al., (1992) quienes citan que los tegumentos pueden dar origen a 

embriones somaticos, esto indica que al menos para M. san-angelensis, los évulos son 

buenos candidatos para ser usados como explantes. Cabe hacer notar, fa posibilidad 

de que la nucela y el funiculo hayan intervenido en ia formacién del callo, sin embargo 

hasta donde se pudo observar, sdlo los tegumentos participaron. 

En la formacién del callo, las células parenquimaticas de los tegumentos comenzaron a 

desorganizarse aumentando su volumen y haciendo mas laxa la union entre ellas. La 

proliferacién de las células tipo callo (células parenquimatosas de formas irregulares, 

ntcleos no aparentes, algunas de ellas de gran tamafio y con espacios intercelulares) 

ocasioné que la epidermis de los tegumentos perdieran su continuidad (figura 3). 

Pasteriormente, el callo proliferé haciéndose independiente del explante. Estos datos 

coinciden con los reportados por Profumo ef al. (1986) quienes reportaron una situacion 

sirnilar cuando utilizaron hojas de Aesculus hippocastanum L. como explantes, en 

donde el callo al proliferar rompidé la epidermis de la hoja haciendose independiente del 

exolante. 

Para observar la formacién del callo, se requirié exponer los explantes al medio de 

cutivo de 20 a 30 dias, esta respuesta, puede ser explicada por las observaciones 

realizadas por Carron et a/., (1995) quienes encontraron que cuando se expusieron al 

medio de cultivo explantes de Hevea brasiliensis, presentaron también un periodo de 

latencia antes de que las primeras divisiones celulares se pudieran observar. Esa 

latencia se atribuye a una diferencia en el potencial hidrico entre el medio de cultivo y el 

explante, por lo que este Ultimo requirié de varios dias para establecerlo, una vez 

superado el estado de latencia el explante entré a una fase de alta actividad formando 

el callo, esta respuesta fue similar a la encontrada en el presente estudio. 
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Al realizar la técnica de tincién diferencial con acetocarmin-azul de Evans para 

evidenciar la embriogénesis, se encontrdé que e! callo producido a los dos meses de 

cultivo, sélo bajo la relacién 4 mgt’ de 2,4-D y 2 mgt" de kinetina, se tuvo indicios de 

una embriogénesis somatica, estos callos mostraron diferencias en tincién y en sus 

caracteristicas histolégicas. El callo mostré una zona con células que se tifieron de 

color anaranjado-rojizo y otra zona formada por células mas grandes y vacuoladas que 

se tifieron de azul (figura 4). La apariencia de este tipo de callo es llamada por Gupta y 

Durzan (1987) como “embryonal-suspensor mass” (masa embriogénica-suspensora). Al 

realizar las suspensiones celulares en este callo, fue posible observar las etapas 

tempranas del desarrollo del embrién, en el cual se distinguieron dos regiones, una 

iniensamente tefiida con 2-4 células con nucleo prominente, que correspondié al 

cuerpo del embrién (Ce) (figura 5). Estas células se tifieron con acetocarmin indicando 

con ello una alta actividad mitotica, y la otra unicelular la cual se tifid de azul, esta fue 

al‘amente vacuolada y correspondié al suspensor (S). En el mismo callo se observaron 

estructuras embrionales con un mayor crecimiento mostrando una zona densamente 

tejida que podria corresponder al cuerpo del embrién y grupos celulares muy poco 

tenlidos que correspondieron a células suspensoras (figura 6). Estos resultados reflejan 

ur origen unicelular de los proembriones de M. san-angelensis, similar al cigdtico de las 

angiospermas en donde la célula cigética se divide para formar una célula apical y una 

célula basal. La célula apical es densa y con una intensa actividad de sintesis de ADN, 

detectable por medio de compuestos como el acteocarmin y el naranja de acridina, que 

tifen el material genético. Segtin West y Harada, (1993) y Rodriguez-Garay et al., 

(1996) ésta célula apical es la que a través de divisiones ordenadas dara lugar al 

cuerpo del embrién que finalmente se convertira en una planta. Otro aporte mas que 

apoya los resultados obtenidos es el realizado por Kawahara y Komamine (1995), 

quienes reportaron que en los primeros dias de cultivo en células de zanahoria, la 

sirtesis de DNA ocurrié al azar, sin embargo, cuando se empezaron a formar grupos 

de células conformando un estado preglobular se detect6 una polaridad en la sintesis 

de DNA, ya que en el cuerpo embrional ocurrié una alta actividad mientras que en el 

suspensor no se manifesto. 
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También fue posible visualizar en el mismo tipo de callo, grupos de células (tri y 

tetracelulares) formados por divisiones periclinales (figura 7). Este tipo de conjuntos 

celulares es considerado por Profumo ef ai. (1986) como indicadores de un callo 

embriogénico, debido a que estos autores, en su trabajo con Aesculus hippocastanum 

encontraron en el calto producido varios tipos celulares y cuando vieron grupos 

sinilares a los que se muestran en la figura 7, se desarrollaron embriones, por lo que 

los autores llamaron a estas células “células E1 precursoras del callo embriogénico” . 

Esta observacién también ha sido reportada por Williams y Maheswaran (1986); 

Michaux-Ferriére et a/. (1992) y Schumann (1995). En la figura 8 se puede observar 

uria estructura mas compleja, que se asemeja a los primeros estadios proembrionales 

cigdticos de las angiospermas (West y Harada, 1993) la cual presenté divisiones 

periclinales y anticlinales, en ella se puede apreciar un cierto grado de polaridad, con 

dcs zonas diferentes; una zona correspondiendo al embrién y otra constituyendo al 

suspensor. /n vivo en las cactéceas, se ha observado la formacién de embriones 

somaticos con un buen desarrollo del suspensor como en Opuntia ficus-indica (Vélez- 

Gutierrez y Rodriguez-Garay, 1996) y en Mammiillaria tenuis (Tiagi, 1956). El haberse 

desarrollado un suspensor en los cultivos de M. san-angelensis es importante, ya que 

de acuerdo con Yeung y Meinke (1993) el suspensor tiene un papel en la sintesis de 

requladores del crecimiento ademas del transporte de nutrientes necesarios para el 

emibrion. Por otra parte, los proembriones desarrollados mostraron una polaridad en su 

formacién, la cual es un principio basico en el proceso de la embriogénesis 

(Zimmerman, 1993; West y Harada, 1993). Similares resultados han sido informados 

por Schumann ef a/. (1995) en el andlisis anatémico de embriogénesis somatica en 

cereales. 

En la figura 9 es posible observar cerca de la periferia de! callo (de tres meses de 

cultivo) conjuntos multicelulares, con células de nucleos prominentes, formando zonas 

meristematicas con divisién activa celular. La figura 10 muestra una mayor 

diferenciacioén que puede corresponder a un embrién globular, ya que en él es posible 

ver células pequefias con nicleos grandes, cuyo citoplasma se tifid intensamente, asi 

conio, células procambiales y capas celulares periféricas que delimitan lo claramente. 
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Con la prueba histoquimica de APS y azul negro de naftol, el citoplasma del cuerpo de 

stos proembriones se tifié de color azul, indicando un alto contenido proteico, y las 

células de las capas periféricas se tiferon de rosa intenso indicando la presencia de 

polisacaridos insolubles. Las caracteristicas histolégicas e histoquimicas de estas 

structuras se asemejan a las reportadas por Carron ef al. (1995) quien describe el 

origen multicelular de los embriones como sigue: “El origen multicelular comienza a 

partir de sitios definidos constituidos por células parenquimatosas que progresivamente 

adquieren caracteristicas embriogénicas expresadas por una intensa actividad 

metabdlica, células con citoplasma denso y nucleo prominente altamente tefible. Estos 

sitios continudan su desarrollo formando un embrién globular, el cual esta siempre 

delimitado por dos o tres capas de células ricas en almid6n; posteriormente éstas son 

sustituidas por células epidermales comenzando también la formacién del 

procambium’. 

Por las caracteristicas de las estructuras descritas en la figura 10, (un alto contenido de 

proteinas en su citoplasma y el desarrollo del procambium) puede suponerse que son 

embriones globulares, sin embargo, para considerarlos como tales deben presentar 

ademas una protodermis (DeJong et a/., 1992; Kawahara y Komamine, 1995; West y 

Harada, 1993). Por tal motivo se decidié llamar a estas estructuras proembriones 

globulares. Probablemente las capas periféricas podrian dar origen al protodermo, no 

obstante, las células que formaron estas capas se observaron muy danadas. Al realizar 

la técnica de vainillina para la deteccién de fenoles, ésta resulté positiva en el 

citoplasma de éstas células, por lo que puede adjudicarse que la presencia de estos 

compuestos sea causante del dafio celular impidiendo los subsecuentes estadios 

embriogénicos. Similares resultados fueron reportados por Michaux-Ferriere ef al. 

(1992) y por DeJong et ai. (1992). DeJong ef al. (1992) encontraron que embriones 

glabulares mutantes de zanahoria, formaron un protodermo aberrante cuyas células 

presentaron fenoles oxidando al embrién. Ellos pudieron aislar una glicoproteina de 35 

kD secretada por embriones no mutados. Cuando se adicion6é esta glicoproteina al 

medio de cultivo de los embriones mutados, provocaron que en los nuevos embriones 

formados no se presentara una oxidacién, mas aun se desarroll6 una epidermis bien 
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fcrmada y posteriormente se obtuvieron los subsecuentes estadios embriogénicos. 

Posiblemente é! haber obtenido proembriones globulares con caracteristicas 

semejantes a las de DeJong et al. (1992), pudieran indicar una falta de sintesis de 

alguna o algunas proteinas, por lo que es de interés realizar un protocolo de 

investigacidn que contemple este aspecto. 

El origen de los proembriones globulares de M. san-angelensis tuvo dos caminos, uno 

unicelular (figuras 5,6,8) y otro pluricelular (figuras 9,10). El origen unicelular se 

observé tanto a partir de células aisladas (figura 5) como de grupos celulares (figura 8) 

en ambos casos se observé una clara polaridad en los proembriones. Los 

proembriones formados a partir de grupos celulares siguieron unidos a éste, mediante 

las células del suspensor (figura 8). Estos datos coinciden con lo sefialado por Sharp 

(1980) quien dice que los embriones somaticos quedan unidos a los grupos celulares 

que les dieron origen, y que ésta unién continua aun, cuando el embrién ha finalizado 

su formacién por medio de la raiz embrional. 

En la formacién de proembriones a partir de un centro meristematico, llamado también 

complejo celular proembrionai (Trigiano et al., 1989) fue posible apreciar nucleos 

altamente tefiidos indicando un intenso metabolismo, marcadamente meristematico, 

analogo a las células embriogénicas cigéticas (figuras 9, 10). Estas observaciones 

estan de acuerdo con lo reportado por Michaux-Ferriere et a/. (1992). En este origen no 

se pudo ver una polaridad bien definida. Esta situaci6n puede tener consecuencias 

anatémicas, ya que en el origen unicelular la bipolaridad se establece desde la primera 

divisién celular, en cambio en el pluricelular es posible que se formen anormalidades en 

el embrién asociadas a la falta de polaridad desde la formacién del complejo celular 

proembrional, trayendo consigo que los embriones formados puedan carecer de uno de 

su meristemos o bien se obtengan embriones multiples unidos entre si (Michaux- 

Ferriére et al., 1992; Shumann ef al., 1995). Por otra parte, el que los embriones tengan 

un origen unicelular tiene implicaciones importantes ya que al provenir de una sola 

célula se mantiene Ia identidad genética o bien si esta célula sufre una mutacion o una 

transformacién genética, la planta completa tendra dicha modificaci6n. En cambio el 

42 

 



  

origen multicelular tiene una mayor probabilidad de producir embriones quiméricos con 

lo cual la identidad genética no puede ser asegurada (Schumann et al., 1995) por lo 

que el obtener un procedimiento para la inducci6n de la embriogénesis por las dos vias, 

puede permitir realizar investigaciones que favorezcan la expresi6n de uno u otro 

origen de acuerdo a los objetivos que se persigan, como se ha realizado en Hevea 

brasiliensis (Michaux-Ferriere et a/., 1992). 

En reportes recientes se discute el origen de los embriones somaticos (Haccius, 1978; 

Michaux-Ferriere et af, 1992; Shumann et al., 1995). Ambos conceptos han sido 

respaldados por evidencias histolégicas. Por otro lado, e! que se manifieste uno u otro 

origen parece estar influido por el medio de cultivo (Shwendiman et a/., 1988; Michaux- 

Ferriere et a/., 1992). El haber obtenido en este trabajo dos rutas embriogénicas abre 

caminos para el analisis del origen de los embriones somaticos y su posterior desarrollo 

que permitiran un mayor entendimiento en e! proceso embriogénico en ios dvulos en 

grupo de Mammillaria san-angelensis. 

Pzira que el callo embriogénico de M. san-angelensis formara proembriones globulares 

necesitaron estar expuestos al medio de induccién (con auxinas) durante tres meses. 

Hai sido ampliamente reportado que los requerimientos en las concentraciones y el 

tienpo de exposicién a la auxina exégena varia con la especie (Zimmerman, 1993). Asi 

exolantes de Agave victoria-reginae necesitaron de 6 semanas de incubacién en el 

medio inductor antes de transferirlos a un medio sin reguladores del crecimiento 

exisgenos (Rodriguez-Garay et al, 1996), y en Turbinicarpus pseudomacrochele requir6 

de 4 semanas en el medio inductor (Torres-Mufioz y Rodriguez-Garay, 1996), en 

cainbio en dos reportes de Ariocarpus retusus se mantuvieron los cultivos en el medio 

inductor durante 12 meses (Stuppy y Nag!, 1992; Oiguin, 1994). 

Po’ otra parte, cabe hacer notar que al haber obtenido indicios de los primeros estadios 

embriogénicos, podemos decir que aunque la auxina (2,4-D), influyo de manera 

determinante en la formacién de callo, fue necesaria la adicién de kinetina para lograr 

tal desarrollo. Estos resultados son coincidentes con los de Kumlehn y Nitzsche (1995) 
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qisienes reportaron respuestas similares con estos dos reguladores del crecimiento en 

e! cultivo in vitro de ovulos de Lolium multiflorum Lam. La presencia de las citocininas 

en el medio no siempre es necesaria para disparar el proceso embriogénico (Litz y 

Jarret, 1991), probablemente en M. san-angelensis e| contenido endogeno de estos 

reguladores del crecimiento, no fue suficiente para disparar el proceso morfogenetico. 

Para la induccién de la embriogénesis somatica el medio nutritivo también influyo de 

manera determinante, ya que solo en el medio B5M fue posible inducir la 

embriogénesis. De los constituyentes de este medio, hay que destacar, la presencia del 

hidrolizado de caseina, la L-asparagina, la L-arginina, la L-glutamina y la elevada 

concentracién de sacarosa 6% 

La adicién al medio de cultivo de compuestos organicos nitrogenados tuvo un efecto 

positivo en la expresién embriogénica, este hecho ha sido reportado para un elevado 

ntimero de plantas (Shetty y Asano, 1991), una de las explicaciones de esta respuesta 

es: debida a que la fuente natural de nitrégeno en los embriones in vivo, son los 

arninoacidos, como la glutamina, alanina, metionina, teorina, valina, leucina, prolina, 

tirosina, fenilalanina, histidina, lisina y arginina, asi como la amida asparagina (Murray, 

16188). Estos aminoacidos y otros mas se encuentran en el hidrolizado de caseina por 

lo que aunque no se conoce con precisi6n su composicion es conveniente él 

aclicionarla sobre todo en estudios iniciales sobre embriogénesis (Krikorian, 1991). 

El callo que se desarrollé en este medio con 4 mgt" de 2,4-D y 2 mgt de kinetina fue 

amarillo friable y viscoso similar al reportado por Carron ef al. (1995). Estos autores 

concluyen que en Hevea brasiliensis, los altos niveles de sacarosa (12 %) tuvieron un 

efecto en las caracteristicas del callo ya que al incrementar la concentracion de esta, el 

callo adquirié una apariencia viscosa y en su matriz se presentaron células 

embriogénicas y embriones globulares, lo cual es una situacion similar a la reportada 

en presente estudio. Por otra parte se ha observado que las altas concentraciones de 

sacarosa estimulan la acumulacién de almidén en las células embriogénicas (Carron et 

al. 1995). Otro aporte mas del efecto benéfico de la sacarosa, es el observado en el 
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p’oceso embriogénico de Medicago sativa en el cual el incremento de sacarosa se 

reflejé en un aumento en el vigor y en la conversién de las células callo a células 

embriogénicas (Anandarajah y McKersie, 1990) 

Por otra parte es posible que al utilizar una concentracién de sacarosa (6%) superior a 

la comunmente usada (2 %), asi como la adicién de glutamina (400 mgt") al medio de 

cultivo hayan favorecido ja expresién hacia la embriogénesis en M. san-angelensis. 

Esta hipdtesis se basa en el hecho de que Lai et ai. (1992) discute que la sacarosa 

tiene un efecto aditivo con la glutamina, en el incremento de reservas alimenticias, pues 

ja glutamina en el medio de cultivo juega un papel en la estimulacion para la sintesis de 

proteinas. Ademas, la giutamina en el medio de cultivo ha dado evidencias de tener un 

papel importante en la regulacién genética para la sintesis de las reservas proteicas del 

ernbrién de zanahoria (Higashi ef al. 4996). Para determinar si estos dos 

constituyentes del medio B5M tuvieron un efecto en los aspectos anteriormente 

expuestos, es recomendable el realizar en un futuro préximo, una investigacién que 

ecntemple cada uno de los aminoadcidos de manera aislada y combinandolos bajo un 

disefio experimental, asi también para la sacarosa, en donde se analizarian otras 

concentraciones para determinar su efecto asi como su dptima respuesta en la 

embriogénesis de M. san-angelensis. 

Es ampliamente reportado, que el paso de un medio de cultivo con auxinas a otro que 

carece de ellas puede ser crucial, ya que se ha demostrado que la presencia de auxina 

exdgena permite la induccién y el desarrollo hasta estados globulares, sin embargo si 

ésias contindan presentes pueden disminuir e incluso inhibir el desarrollo a estados 

méis avanzados (Sharp, 1980; George y Sherrington, 1984; Litz y Jarret, 1991; 

Zirnmerman, 1993; Kawahara y Komamine, 1995). Los callos embriogénicos de M. san- 

angelensis, fueron subcultivados tanto en presencia de auxinas como sin ellas, en 

ambos subcultivos no se desarrollaron etapas mas avanzadas de la embriogénesis. El 

detenerse el proceso embriogénico en estado globular, atin sin la presencia de fenoles 

en los embriones, es una situacién probable en el cultivo in vitro de tal manera que 

Tisserat ef af (1979) agrupan el proceso embriogénico en, completo e incompleto. La 
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eimbriogénesis incompleta implica que el desarrollo se detiene durante los primeros 

estados embriogénicos, generalmente en el globular. Esta ultima situacién se ha visto 

sociada a la presencia y concentracién de la auxina exégena en los subcultivos, en 

donde ésta puede disminuir 0 incluso inhibir el numero de embriones formados hasta el 

stado de torpedo (Sharp, 1980; Zimmerman, 1993). Esta inhibicién es debida a que a 

partir del estado globular, el cual tiene una simetria radial, las auxinas enddégenas 

empiezan a distribuirse en sitios especificos presentando un gradiente polar para 

plomover un crecimiento desigual dando por resultado el estado de corazén y 

posteriormente al de torpedo (Kawahara y Komamine, 1995). En la presente 

investigacion no es posible asegurar que la auxina haya sido la causante de inhibir los 

de estados mas avanzados ya que cuando se realizaron subcultivos sin la auxina, no 

se: formaron etapas mas avanzadas, es mas el callo paré su crecimiento y sé necrosé 

firalmente. 
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    Figuras 1-6. Figs.1-2 Cortes histolégicos que muestran los dvulos y ovario utilizados como explantes. 1. 

Se-cién transversal del ovario, escala = 250 pm; 2. Seccién longitudinal del évulo, escala = 70 pm. Fig. 

3. (Origen del callo embriogénico a partir de los tegumentos, escala = 60 pm (un mes de cultivo). Figs. 4- 

6. Primeros estadios de la embriogénesis somatica en M. san-angelensis. 4. Callo embrigénico (2 meses 

de cultivo), escala = 0.15 mm; 5. Células densamente teflidas con acetocarmin, éstas son las células 

iniciales de la cabeza embrional. La célula clara altamente vacuolada es la célula inicial del suspensor, 

escala = 40 um. 6. Estructura embrional con una zona densamente tefiida que podria corresponder al 

cuerpo del embrién y grupos celulares muy poco tefiidos que corresponden a células suspensoras, 

escala = 40 ym. Cc, células parenquimatosas tipo callo; Ce, cuerpo del embri6n; Ep, epidermis; Nu, 

nucela; O, dvulos; Ov, ovario; S, suspensor; Se, saco embrionario;Te, tegumentos. 
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Fi¢uras 7-10. Desarrollo de proembriones. Figs. 7-8 Origen unicelular. 7. Células parenquimatosas con 

divisiones transversales creciendo en la superficie del callo (dos meses de cultivo) escala = 15 ym; 8. 

Proembrién creciendo sobre e! callo (dos meses de cultivo), mostrando divisiones transversales y 

targenciales, escala = 20 pm. Figs. 9-10 Origen multicelular (tres meses de cultivo). 9. Zona 

meristematica diferenciandose a partir del callo, escala = 60 «xm; 10. Proembrién globular en el cual se 

observan capas periféricas que lo delimitan, éstas pueden corresponder al protodermo, escala = 50 pm. 

Cc células parenquimatosas tipo callo; Ce, cuerpo del embrién; Fe, fenoles; Me, células meristematicas; 

Pc, procambium; Pt, posible protodermis; S, suspensor. 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

Il Respuestas morfogenéticas de brotes por la accién de las auxinas. 

Las secciones de brotes usadas como explantes de las tres especies de mamilarias 

estudiadas, cuando fueron expuestas a las auxinas, dos de ellas (M. lasiacantha, y M 

huitzilopochtl), tuvieron un buen desarrollo de callo, el cua! fue friable y verde, sin 

embargo no se observé formacién de brotes en ninguna de las concentraciones de las 

auxinas probadas (AIA, AIB, ANA, 2,4-D y picloram). Este efecto de las auxinas en la 

proliferacion de callo ha sido ampliamente demostrado en el cultivo de tejidos vegetales 

(George y Sherrington, 1984) y en las cactaceas (Johnson y Emino, 1979). 

En los explantes de M. san-angelensis, las respuestas morfogenéticas, fueron 

di‘erentes, porque la exposicién de los expiantes a las auxinas; ademas de provocar la 

formaci6n un callo también indujo la organogénesis indirecta asi como la activaci6én de 

los meristemos preexistentes. Por otra parte, en el control se produjo un callo verde y 

friable, también organogénico, en donde se observé el crecimiento de brotes y raices 

(figura 11). 

Al peso fresco del callo producido por los explantes de M. san-angelensis tanto en el 

cantrol como en presencia de AIA, ANA, AIB, 2,4-D y picloram (tabla 4), se le aplico el 

analisis de varianza el cual no mostré diferencias significativas (p >0.05) entre los 

tratamientos. Resultados similares han sido reportados por otros autores (George, 

1993). 

La formacién de brotes se observé en todos los tratamientos, sin embargo, en 

presencia de picloram la mayoria de los explantes sembrados tuvieron una respuesta 

pobre en la dosis mas baja (2 mgt") y practicamente nula en 4 y 6 mgt' (datos no 

presentados), por lo que al parecer, esta auxina fue inhibitoria a las concentraciones 

usadas. Para las otras auxinas (AIA, ANA, IBA y 2,4-D), el andlisis estadistico mostro 

que el mejor ajuste correspondié a la componente lineal la cual fue significativa (p< 
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0 05); no obstante, como se puede observar en las graficas 1 y 2, tanto el AIA como el 

AIB presentaron una tendencia cuadratica aunque no significativa (p >0.05), haciendo 

posible visualizar que el AIA a una concentracion de 5 mgt" y él IBA a 4 mgt’ 

generaron las mejores respuestas. En cambio el ANA y el 2,4-D no presentaron 

ninguna aproximacién a un ajuste cuadratico (graficas 3 y 4) por lo que no se puede 

establecer un éptimo, ademas el 2,4-D fue el Unico que tuvo una componente lineal 

inversa (grafica 4), mostrando con ello que hubo una respuesta dependiente de la 

dosis, siendo directamente proporcional para AIA y ANA e inversamente proporcional 

para 2,4-D. En el caso de AIB la tendencia cuadratica fue mas acusada y no se 

observé un efecto tan marcado como en los otros reguladores del crecimiento (graficas 

1-4). Estos resultados se reflejan al efectuar el andlisis de comparacién de medias LSD 

de Fisher en donde se encontré que sdlo el AIB no resulté significativo (p >0.05) en 

ninguna de las concentraciones utilizadas en tanto que en AIA, ANA y 2,4-D si se 

observaron. Al analizar el efecto del AIA se observé que el control con un promedio de 

1.57, resulto ser diferente a la presencia de AIA en todas concentraciones (p< 0.05), sin 

ernbargo entre ellas resultaron ser iguales, con promedios de 2.62, 2.81 y 2.9 

respectivamente (tabla 3). En presencia de ANA solo se obtuvieron diferencias entre el 

ccntrol y 6 mgt’, no obstante, las demas concentraciones no resultaron diferentes 

estadisticamente (p >0.05) (tabla 3). Para el 2,4-D, su control y la concentraci6n mas 

beja (2 mgt’) mostraron diferencias entre éstas y las concentraciones 4 y 6 mgt" (p 

<C.05), con un promedio de 1.57 para el control, 1.97 para 2 mgi" y 0.53, 0.57 para 4 y 

6 mgt’ respectivamente (tabla 3). 
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Graficas 1- 4.- Ajuste por medio de polinomios ortogonales (p< 0.05) de la respuesta de brotes inducidos 

en explantes de Mammillaria san-angelensis cultivados sobre MS con AIA (1), AIB (2); ANA (3) y 2,4-D 

(4) 
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Tabla.3. Prueba de comparacion de medias LSD (Fisher), del In de brotes inducidos con AIA, ANA y 2,4-D a partir 

explantes de brotes' Mammillaria san-angelensis en MS incubados durante 3 meses a 27°C + 2°C y 14.88 umol 

201 m*s” 16h luz. 

  

  

AUXINAS Concentracion Promedio de 

mgt" uM brotes(In) por 

explante* 

AIA 2 11.41 2.62 b 

AIA 4 22.83 2.81b 

AIA 6 34.25 2.98 b 

Control _ 1.57 a 

ANA 2 10.74 2.12a 

ANA 4 21.48 23a 

ANA 6 32.22 2.72 b 

Control _ 1.57 a 

2,4-D 2 9.05 1.97 b 

2,4-D 4 18.09 0.53 a 

2,4-D 6 27.14 0.57 a 

Control _ 1.57 b 
  

‘Numero de explantes cultivados: 18 por tratamiento 

?Lcs valores seguidos por diferentes letras, difieren significativamente (p<0.05) de acuerdo a la prueba de 

cornparacion de medias LSD (Fisher). Las comparaciones son entre cada regulador del crecimiento. 

La inducci6n de raices se observé tanto en el control como en presencia de las auxinas 

Al4, AIB y ANA, aproximadamente en las mismas proporciones, por lo que no se puede 

afirmar que el desarrollo de las raices se origine por la presencia de estos reguladores 

del crecimiento exégenos, por otra parte, el picloram y la concentracién mas alta de 

2,4-D (6 mgt"), no promovieron la formacién de raices (Tabla 4). La induccion de 

raices por la accién de las auxinas en los cactus ha sido bien documentada (Clayton ef 

al. 1990), sin embargo, en el presente trabajo hubo un porcentaje similar de raices 

tarito en el control como en presencia de auxinas exégenas, por lo que su inducci6n 
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pido deberse a las auxinas endégenas del explante, situacién que se ha reportado 

para varias especies (Hubstenberger et al., 1992; Rubluo et a/., 1997). 

‘Tabla 4. Respuesta en la formacion de raices y callo en 18 explantes de Mammillaria san-angelensis expuestos a 

cinco auxinas en MS incubados durante 3 meses a 27°C + 2°C y 14.88 pmol ms” 16 h luz. 

  

  

AUXINAS Concentraci6n Numero de brotes (%) de x del peso fresco (g) 

mg I" uM que formaron enraizamiento del callo 

taices 

AIA 2 11.41 15 83 2.99 

AIA 4 22.83 14 77 2.14 

AIA 6 34.25 10 55 4.44 

ANA 2 10.74 11 61 4.16 

ANA 4 21.48 9 50 2.90 

ANA 6 32.22 14 61 2.45 

AIB 2 9.84 13 72 2.51 

AIB 4 419.68 14 77 3.04 

AIB 6 29.52 14 77 3.53 

2,4-D 2 9.05 3 16 3.25 

2,4-D 4 18.09 4 22 1.08 

2,4-D 6 27.14 0 0 2.27 

Pictoram 2 8.28 0 0 2.81 

Picloram 4 16.56 0 0 2.85 

Picloram 6 28.84 0 0 2.44 

Control - 13 72 2.08 
  

En el presente trabajo se pudo observar que los brotes se originaron por tres vias 

diferentes a partir del explante original: Formacién de novo, y la activacion de las dos 

aréolas, la espinifera y la axilar. La formacién de novo, se observé mediante un 

microscopio estereoscépico, las caracteristicas de los callos, fueron desmenuzables y 

verdes, con una apariencia nodular debido a la gran cantidad de protuberancias verdes 

formadas. A medida que estas crecian, se transformaron en brotes con pequefias 

espinas, estos datos concuerdan con lo reportado por Duval (1995). 

Ccn relacién a la activacién de las aréolas en los explantes de Mammillaria san- 

angelensis se pudo observar el cldsico dimorfismo areolar del género distinguiéndose 
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las aréolas espiniferas y las aréolas florales, también llamadas axilares (Boke, 1958; 

Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1978), localizandose la espinifera en el apice del 

tubérculo y la floral en la axila del mismo (figura 13). En este estudio se pudo ver el 

efecto de la activacion de estos meristemos por la influencia de las auxinas. En la figura 

13, se distingue claramente el meristemo axilar entre dos tubérculos, sobre la parte 

superior de uno de éstos tubérculos se distingue el meristemo espinifero, en el cual se 

observa una activa division de las células que lo conforman (figura 14), seguida por la 

formacién de una pequefia planta con tubérculos, aréolas, parénquima y sistema 

vascular bien desarrollado (figura 15). 

El meristemo axilar también fue inducido a la formacién de nuevos brotes; en la figura 

16, se observa Ia activacién del meristemo axilar formando una pequefa protuberancia 

en la axila de uno de los tubérculos. La figura 17 muestra en los flancos de la 

protuberancia, la presencia de dos zonas diferenciadas, las cuales probablemente 

dzairan origen a la formacién de nuevos tubérculos. Finalmente, en la figura 18, crece 

uria estructura parecida a un brote al lado de uno de los dos tubérculos. 

El haber obtenido una induccién hacia la formacién de nuevos brotes bajo la influencia 

de las auxinas fue una respuesta inesperada debido al siguiente principio: La 

regulacién del crecimiento de las plantas y su desarrollo, incluyendo la regeneraci6n de 

plantas a partir de células aisladas y tejidos, esta dada por el control hormonal. Dos 

cleises de reguladores del crecimiento (auxinas y citocininas), son cruciales para la 

estimulacién de la division celular y diferenciacién de tejidos cultivados in vitro 

(Kaminek, 1992). La interaccién de estos dos reguladores del crecimiento en el cultivo 

de tejidos es de crucial importancia. Mientras una alta concentracion de auxina con 

relacién a la citocinina induce la formacién de raices, una relacién inversa favorece la 

formacién de brotes (Skoog y Miller, 1957, citado por Kaminek, 1992). Mas aun, 

Reynolds (1989) en un estudio realizado con segmentos de tallo de Solanum 

cavolinense, encontré que cuando estos explantes fueron cultivados en medios con 

berciladenina (una citocinina) como unica fuente de fitorreguiador exdgeno, se propicié 

la formacién de brotes, en cambio cuando se cultivaron explantes en presencia del 2,4- 
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D (una auxina) se formé exciusivamente callo. Al analizar los perfiles de las proteinas y 

RNAm en ambos cultivos se observaron diferencias cuantitativas y cualitativas ya que 

en los cultivos organogénicos se encontraron nuevos RNAm que no estuvieron 

presentes en los cultivos no organogénicos, ademas se incrementé la acumulacion de 

algunas proteinas o bien se sintetizaron nuevas proteinas que estuvieron ausentes en 

los cultivos no organogénicos (Reynolds, 1989). En los reportes previos en las 

cactaceas se ha constatado éste principio en donde ha sido necesaria las citocininas 

exégenas para la formacién de nuevos brotes en cambio las auxinas no han sido 

estrictamente necesarias. (Hubstenberger ef a/., 1992). Incluso Reyes ef al. (1995) 

reportaron el uso de antiauxinas para promover la organogénesis adventicia en 

Aztekium ritteri. Por otro lado, Dabekaussen et al. (1991), puntualizaron que la adicion 

del ANA tuvo poca importancia para la activaci6n de las aréolas. 

stos reportes contrastan con los resultados obtenidos, debido a que se obtuvo una 

alta respuesta morfogenética en presencia de altas concentraciones de este mismo 

fitorregulador activando los meristemos espinifero y axilar (figuras 13 y 16). Por otra 

parte, hay que hacer notar que Martinez-Vaquez y Rubluo (1989), cuando utilizaron el 

mismo tipo de explante de M. san-angelensis pero proveniente de plantulas (a partir de 

semilla) el fitorregulador que dio una mejor respuesta en la proliferacién de las yemas 

axilares fue la benciladenina también intervino el ANA en combinacion con esta 

citocinina, sin embargo, su requerimiento fue a muy bajas concentraciones (0.01 mgt), 

incluso, cuando se incrementé la concentracion del ANA con las mismas 

cancentraciones de la benciladenina, se redujo el porcentaje de brotes formados. Por 

estas razones, el que se haya inducido la formacién de nuevos brotes bajo la influencia 

de las auxinas en M. san.angelensis parece ser contradictoria. Sin embargo, existen 

algunos reportes sobre la capacidad organogénica activada por auxinas, Tabei ef al. 

(11991) trabajando con Cucumis melo, encontré que la formacién de brotes adventicios 

estuvo influenciada por las auxinas 2,4-D, AIA y ANA, lo cual concuerda_ con los 

presentes resultados, no obstante, estos autores reportaron que los mejores resultados 

los: obtuvieron con bajos niveles de las auxinas (0.01 mgt? 2,4-D; 1.0 mgt" AIA y 0.1 

mgt" ANA), contrastando con las altas concentraciones que en este estudio se 
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adicionaron al medio de cultivo (2, 4 y 6 mi’). Estas disimilitudes tal vez sean debidas 

fundamentaimente a las diferencias en el contenido endégeno de las citocininas 

naturales en cada especie, aunque no hay que perder de vista que también pudo influir 

el estado fisiolégico, el tipo de explante y condiciones ambientales entre otros factores. 

E' comportamiento regenerativo de los cultivos de M. san-angelensis en MS se apega 

al de una habituacién en donde no se requieren de reguladores del crecimiento 

Ogenos para que ocurra un proceso morfogenético (Meins, 1983), probablemente en 

esta habituacién existié un balance a favor (al menos temporalmente) de las 

ciocininas, ya que cuando se adicionaron auxinas al medio de cultivo la induccién 

hacia la formacién de brotes pudiera ser debida a un equilibrio dinamico entre las 

auxinas y las citocininas, de tal manera que al existir un incremento de las auxinas se 

estimularia un incremento en la citocinina, provocando con ello la formacién de nuevos 

brotes. Estas consideraciones son basadas en el hecho de que las actividades de los 

reguladores de! crecimiento dependen de sus interacciones con otros reguladores del 

cracimiento, pero adm no se conocen los mecanismos por los cuales se controla el 

desarrollo y los procesos fisioldgicos de éstas interacciones (Binns, 1994). Por medio 

de aproximaciones bioquimicas y genéticas se han tenido avances en el conocimiento 

de las interacciones de los reguladores del crecimiento, sin embargo, es conveniente y 

en ocasiones indispensable el uso de tejidos sensibles a ellos para poder determinar 

los: efectos que producen (Trevawas, 1981; Cline, 1994). Por lo que los resultados aqui 

presentados pueden ser un indicativo de un posible cambio endégeno en las plantas de 

M. san-angelensis que han sido mantenidas in vitro por largos periodos de tiempo. Esta 

hipdotesis abre caminos para realizar estudios a nivel molecular enfocados al 

entendimiento de! papel de las auxinas en estas plantas. 
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Figuras 11-15. Respuestas morfogenéticas a partir de secciones de brotes de M. san-angelensis 

después de tres meses de cultivo. 11. Sin reguladores del crecimiento, escala = 1 cm; 12. Expuestos a 6 

mgt" de AIA, escala = 1 cm; 13. Tubérculos con el meristemo axilar y espinifero iniciando su activacién, 

escala= 86 um; 14. Meristemo espinifero, escala = 30 pm; 15. Brote con tubérculos de M. san- 

angelensis, escala = 240 um. Ep, epidermis; Es, espinas, Me, meristemo espinifero, Ma, meristemo 

axilar; Pa, parénquima; T, tubérculo; V, haz vascular. 
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Figuras 16-18.- Secuencia de eventos en la induccién de brotes a partir del meristemo axilar. 16. 

Pretuberancia adyacente al meristemo axilar, escala = 120 um; 17. Meristemo axilar con dos zonas de 

cresimiento (flechas), escala = 34 ym; 18. Crecimiento de un pequefio brote (flecha) entre dos 

tub4rculos, escala = 85 um. Ma, meristemo axilar; Pa, parénquima; T, tubérculos; V, haz vascular. 
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CONCLUSIONES 

Este trabajo aporta el primer reporte en la familia Cactaceae donde se pudieron 

observar los primeros estadios embriogénicos inducidos in vitro, esto es de gran interés 

debido a que en ésta familia aunque esta amplimente representada en nuestro pais 

pocos son los estudios realizados por investigadores nacionales en el area de cultivo 

de tejidos. En la presente investigacién fue posible obtener proembriones en estado 

globular a partir de células de callo originado del tegumento del dvulo. Ello sin descartar 

la posibilidad de que otras partes del Ovulo hayan participado. De las variables 

experimentadas, se pudo constatar que el tipo y tamafio del explante (6vulos en grupo 

de flores en etapa de antesis), medio de cultivo (B5 M), !a oscuridad y combinacién de 

los reguladores del crecimiento, (4mgi' de 2,4-D y 2 mgt" de kinetina), fueron 

determinantes para obtener una respuesta hacia los primeros estadios de la 

ernbriogénesis somatica. Por otro lado, uno de los factores que impidieron el proceso 

ernbriogénico no fue la falta de capacidad embriogénica, sino la biosintesis de 

ccmpuestos fendlicos que muy probablemente impidieron la maduracién de los 

embriones somaticos, por lo que en estudios futuros se debe considerar la reduccién o 

eliminacién de estos compuestos para el logro de embriones somaticos maduros. 

La induccién a la embriogénesis somatica en M. san-angelensis, tuvo dos origenes uno 

unicelular y otro pluricelular generando hasta proembriones globulares bajo las mismas 

condiciones de cultivo, lo cual indica la amplia respuesta genética hacia la 

embriogénesis somatica. Esto es importante para una especie que se encuentra en 

exiremo grado de peligro de extincién, ya que por un lado se puede favorecer el origen 

unicelular en donde la probabilidad de una variacién somacional se vera reducida en 

conparacion con el origen pluricelular. Para fines de conservacién del germoplasma, 

log dos origenes pueden ayudar a lograrlo, ya que por una parte en el caso del origen 

uncelular se mantendrian altos niveles de fidelidad genética y por otro lado en el 

muilticelular al incrementar la probabilidad de una variacién en el genotipo se podria 

obxener una alternativa para mantener la estabilidad de la especie. 
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A partir de estos resultados es posible continuar con la obtencién de embriones 

rraduros realizando estudios hitolégicos, fisioldgicos y genéticos que puedan propiciar 

un origen unicelular o pluricelular que permitan un mayor entendimiento del proceso 

embriogénico in vitro en M. san-angelensis asi como el de contar con otras alternativas 

para la conservaci6n de esta especie. 

Por otra parte, si bien M. san-angelensis en estudios previos tuvo éxito en su 

micropropagacién por via organogénica, los cultivos por largos periodos de tiempo 

tuvieron respuestas interesantes a nivel fisioldgico, ya que fas secciones longitudinales 

de brotes al ser expuestos a las auxinas, mostraron diferencias en sus respuestas hace 

7 afios y en el momento actual. Actualmente las respuestas morfogenéticas de brotes 

de plantas de M. san-angelensis que han sido mantenidas in vitro, por subcultivos en 

madio sin reguladores del crecimiento durante 7 afios, se expresaron por 

organogénesis indirecta, asi como por la activacién de sus aréolas espiniferas y 

axilares. Estas respuestas fueron promovidas por la accién de las auxinas exégenas 

sin la participacién de las citocininas en el medio de cultivo, las cuales se necesitaron 

hace 7 afios para su propagaci6n. Estos resultados no concuerdan con los reportados 

pcr Dabekaussen ef al. (1991) quienes puntualizaron que la adicién del ANA es de 

paca importancia para la activacién de las areolas en Sulcorebutia alba. El efecto de los 

tratamientos con auxinas que se manifest6 con la induccién de plantas a partir de 

explantes provenientes de cultivos muy viejos (7 afios) es atipico y contrario a la 

mayoria de los reportes publicados hasta ahora. El presente resultado indica que las 

plantas de M. san-angelensis mantenidas in vitro por largos periodos, dan respuestas 

morfogenéticas que apuntan hacia una posible modificacion en su regulacion 

enddégena, lo que podria representar que estas vitroplantas puedan ser usadas para 

futuros estudios moleculares enfocados al esclarecimiento del cémo actiian las auxinas 

exdgenas en la induccién de nuevos brotes. 
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Apéndice 1. Formulacion de los macronutrientes (mgt ") de los medios MS, (Murashige y 

Skoog, 1962), BS (Gamborg et al., 1968) y White (White, 1963). 

  

  

Macronutrimentos MS B5 White 

(NH4)28040 2] 134 oo 

(NH4)NOz3 1650 —-- —-- 

KNO3 4,900 2,500 80 

Ca(NO3)2 —— -——- 300 

CaClz2H20 440 150 --- 

MgS0O47H20 370 250 720 

Na2SO, oo _— 200 

NaH2P04H20 -——- 150 16.5 

KCl —— -—-- 65   
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Apéndice 2. Formulacién de los micronutrientes (mgT ") de los medios MS (Murashige y 

Skoog, 1962) y White (White, 1963). 

  

  

Micronutrientes MS White 

FeSO,7H20 27.8 _— 

Na2EDTA 37.8 — 

Fe2(SOx)3 -——- 25 

MnS0,4'4H20 22.3 

ZnSO47H20 8.6 

H3BO3 6.2 1.5 

KI 0.83 0.75 

Na2Mo042H20 0.25 ae 

CuS0,5H20 0.025 oe 

CoCl26H20 0.025 _-     
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Apéndice 3. Formulacién de las vitaminas (mgl ") de los medios MS (Murashige y Skoog, 

1962) y White (White, 1963). 

  

  

Vitaminas MS White 

Acido nicotinico 0.5 0.5 

Glicina 2.0 3.0 

Myo-inositol 100 — 

Piridoxina-HCl 0.5 0.1 

Tiamina-HCl 0.1 0.1     
Apéndice 4. Tincion diferencial Acetocarmin-azul de Evans (Gupta y Durzan, 1987} 

Se colocé una muestra de aproximadamente 3 mm® en un tubo de ensaye, se 

acicionaron 3 gotas de acetocarmin al 2 %, con una aguja de diseccién se fraccioné la 

muestra y se colocé el tubo en un vaso de precipitado que contenia 30 ml 

aproximadamente de agua a 70 °C hasta que el tubo se calenté y la muestra presenta 

un color rosa, posteriormente, la muestra se lavé tres veces con agua destilada y se le 

adicionaron 3 gotas de azul de Evans al 0.5 %, pasando 30 segundos, se lavé 

nuevamente tres veces con agua destilada y se le afiadieron 2 gotas de glicerol. 

Apéndice 5. Técnica de inclusién en JB-4 (Lopez-Curto et al., 1995) 

Preinclusi6n. 

e Se tomaron muestras de 3-5 mm de grosor del material fijado en FAA, y se 

depositaron en frascos pequefios, limpios y secos. 
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e Se lavaron en agua corriente. 

¢ Se deshidrataron en acetonas graduales (30%, 50%, 70%, 85%, 96% y un doble 

cambio de acetona al 100%), 20 min en cada cambio, a temperatura ambiente. 

e Se colocé en un recipiente de plastico el componente A 25 (ml) + el catalizador (225 

mg) y agitar constantemente hasta disolver por completo el catalizador. Se 

preincluy6 el material colocando las muestras en esta mezcla durante 24 h. a 

temperatura ambiente. 

inclusion. 

e Se preparé una mezcla del componente A (25 ml) + catalizador (225 mg) + 

componente B (1 ml). 

¢ Con un aplicador de madera se tomé la muestra y se deposité en el fondo de una 

capsula de Beem, posteriormente se lleno la capsula con la misma mezcla y se cerré 

herméticamente. 

Apéndice 6. Tincién con azul de toluidina (Lépez-Curto et al., 1995} 

Azul de toluidina 1g 

Borax (tetraborato de sodio) ig 

Agua destilada Aforar a 100 ml 

Apéndice 7. Acido peryédico-reactivo de Schiff (APS)-Azul negro de nafiol (Lépez-Curto et al., 

1995) 

Los cortes que se colocaron en el portaobjetos se tifieron de la siguiente manera: 

e Se aplicé acido peryédico durante 15 min. 

e Se lavé con agua. 

e Se aplicé reactivo de Schiff durante 15 min 
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e Se lavé con agua 

e Se lavé con acido acético al 2% durante 1 min para evitar formacion de cristales. 

e Se enjuagé con agua. 

e Se deshidraté hasta xilol 

e Se aplicé unas gotas de azul negro de naftol durante 20 min. 

e Se enjuag6 con butanol 

e Se paso a xilol durante 3 min. 

Apéndice 8. Vainillina-dcido clorhidrico (Engleman, comunicacién personal) 

e 10g de vainillina se disolvieron en 10 ml de etanol absoluto. 

Se mezclé una gota de vainillina son otra de acido clorhidrico 6 M, se colocaron sobre 

los cortes y se observa inmediatamente. La presencia de fenoles se revela porque 

estos se tornan de color rojo o café rojizo. Esta preparacién no es permanente. 

Apéndice 9. Inclusién en paraplast (Lépez-Curto et al., 1995) 

Inclusion. 

e Se pasé el material deshidratado a mezclas de xilol-paraplast 2:1, 1:1, 1:2 y 

paraplast puro, se mantuvieron las muestras, en cada una de estas mezclas, 

durante 24 h dentro de una estufa a una temperatura entre 58 y 60 °C. 

Apéndice 10. Tincién doble safranina-verde rapido (Lépez-Curto et al., 1995) 

Los cortes que se colocaron en el portaobjetos se tifieron de la siguiente manera: 

e Se tifid con safranina por 20 min. 

e Se deshidraté hasta etanol al 96%. 

e Se contrasté con verde rapido de 10 a 30 seg. 
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Preparacion de colorantes y reactivos (Lépez-Curto et al., 1995) 

Azul negro de naftol 

Azul negro de naftol 

Etanol 50% 

Acido peryédico 

Acido peryédico 

Agua destilada, aforar a 

Reactivo de Schiff 

Fucsina basica 

Mata-bisulfito de sodio 

Ac. acético 

Alsohol 50% 

Aqua destilada, aforar a 

Safranina (metilcelosolve) 

Safranina O 

Metilcelosolve 

Mezclar y agregar 

Alcohol 96% 

Acua destilada 

Acetato de sodio 

Formol 

1g 
100 mi 

0.59 

100 ml 

0.59 

05g 

2.0 ml 

2.0 ml 

100.0 ml 

4g 

200 ml 

100 ml 

5 ml 

4g 

8 ml 
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Verde rapido (metilcelosolve) 

Verde rapido 0.59 

Alcohol absoluto 33.3 mi 

Metilcelosolve 33.3 ml 

Aceite de clavo 33.3 ml 

Azetocarmin 2.0% (Rodriguez-Garay ef al., 1996) 

Acido acético 45 ml 

Ayua bidestilada 55 ml 

Carmin 29 

Calentar por 5 minutos agitar, enfriar y filtrar. 
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