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RESUMEN

En el presente trabajo se realizaron investigaciones con el propdsito de generar
protocolos de micropropagacidn in virro de algunos cultivares de la especic Opuntia ficus-
indica, ya que en México es el soporte econdmico para las familias de diferentes regiones
del pais donde es cultivado y utilizado como fruta. verdura, forraje y para la produccion de
grana cochinilla. Se llevd a cabo el establecimiento in vitre de dos cultivares de Opuntia
ficus-indica. Para la proliferacion de yemas se realizaron varios experimentos donde se
evaluaron diferentes dosié de 6-bencilaminopurina (BA), 6-furfurilaminopurina (KIN) y 6-
v.7-dimetilalilaminopurina (I2ip). Se observd un mayor promedio de brotes {52 brotes por
explante) en medio de Murashigue y Skoog (MS) adicionado con el regulador BA a una
concentracién de 2.2 mg/L, 3% sacarosa y con 30 d como tiempo de estimulacién. Para la
generacién de raices se utilizaron diferentes dosis de acido 3-indolbutirico (AIB), acido -
naftalenacetico (ANA), carbdn activado v MS sin reguladores. Se obtuvo una mayor
produccién de raices (6.8 brotes por explante) en el medio M3 libre de reguladores de

crecimiento. El establecimiento ex virro se llevé acabo con €xito en el sustrato utilizado.

Vil




1. INTRODUCCION

El interés del ser humano por las plantas conocidas en nuestro pais como nopales
data de miles de afios. Su origen e historia estdn intimamente relacionados con las antiguas
civilizaciones mesoamericanas, en particular con la cultura Azteca. Existen evidencias
arqueolégicas de su cultivo hechos por 1as poblaciones indigenas asentadas en las zonas
semiaridas de Mesoamerica (Pimienta, 1990). Los Aztecas denominaron ropalli a las
plantas que hoy conocemos como nopal; dichos nopalfi fueron una fuente indispensable de
alimento v liquido potable durante el prolongado v dificil periodo de bisqueda del ~“sitio
prometdo™ que nombraron Tenochtitlan, donde hoy se asienta la Ciudad de Meéxico
(Flores-Valdez, 2003). Se encontraron evidencias sobre el conocimiento y uso del nopal
desarrollado por los primeros pobladores mexicanos, éstas se encuentran en las
excavaciones de Tamaulipas y Tehuacdn, Puebla, donde se descubrieron semillas y
cascaras de tunas fosilizadas, asi como fibras de pencas de nopal, con una antigiiedad de 7
mil afios (Flores-Valdez, 1995). La historia refiere qué Hernan Cortes llegd al Valle de
México en 1519, y se asombré por la diversidad de frutos y particularmente con los nopalli
v las tunas (nochtli} (Sidenz et al. 2006). El nopal fue utilizado como alimento por los
indigenas, conocidos actualmente como nopalitos, los cuales se preparaban cocidos,
tostados en el comal y guisados con carne de animales silvestres (Sodi, 1968).

México es el principal productor y consumidor de la fruta del nopal conocida como
tuna en el mundo (Gallegos v Méndez, 2000). En 2009 la tuna ocupd el 3.8% de la
superficie sembradas de frutas en México (Financiera Rural, 2011). La superficie para el
cultivo de nopal tunero reportada por el SIAP (Servicio de Informacién Agroalimentaria
Pesquera, SAGARPA), cubre una superficie de 57.692.55 ha y se cosechd en 48,744.40 ha.
con una produccidn de 352,374.15 ton (SIAP, 201 1). También es el principal productor de
nopal verdura (Opunria ficus-indica Mill), con una superficie cultivada de 12.644.6] ha
(SIAP, 2011). Las principales entidades productoras son: Distrito Federal con 4,159 ha,
Moreios con 1.743 ha, Estado de México con 785 ha y Baja California con 491 ha (Salinas
et al. 2006).

El cultive del nopal como forraje ocupd en el afio 2009 el 0.4% de la superficie

sembrada de forrajes en México e indica que la superficie para el cultivo del nepal ferrajere




ha crecido cerca de doce veces respecto al afio 2000. En 2009 la superficie sembrada fue de
18,085 ha, pero solo se eosecharon 4.530 y una produccién de 118.000 ton (Financiera
Rural, 2011).

En cuanto al cultivo del nopal para fa cria de grana cochinilla en Meéxico se tiene

una superficie de aproximadamente 100 ha (Pacheco, 2010).




2. ANTECEDENTES

2.1 DESCRIPCION BOTANICA DE Opuntia ficus-indica

El nopal {(Opuntia spp) es un género de la familia Cactaceae (Salim er af.. 2009)
cuyas especies se encuentran distribuidas especialmente en las regiones aridas y semiaridas
de América. México, por sus peculiares condiciones de latitud, topografia y clima es el pais
que alberga la mayor cantidad de especies (Bravo-Holhis, 1978). Hay casi 300 especies del
género Opuniia desde Canada hasta la Patagonia. En México se registraron 104 especies y
variedades (Scheinvar. 1999); sin embargo, solo diez o doce son utilizadas por €l hombre
(Financiera Rural, 2011).

La familia de las cactdceas, en cuanto a su origen, es sudamericana. En México se
originaron algunas de las especies mas comerciales como O. ficus-indica (L.) Miller
(Gritfith, 2004), Ja cual fue llevada en el siglo XVI a Espafia por los conquistadores, y
después fue diseminada en los paises de la cuenca del Mediterraneo y del norte de Africa

(Pimienta y Mufnioz-Urfas, 1999).

2.2 USO8
22,1 Fruta

En el centro del pais se destaca la importancia del nopal como frute debido a que en
el valle de México alcanza su mayor produccién (Bautista, 1982). El consumo de la tuna
era comun entre los nativos de los altiplanos de México durante la época prehispanica
(Inglese, 1999). La tuna es un fruto tipo baya, que varia en forma, tamano y color, con una
acidez baja que hace sea muy dulce y delicioso (Salim er al, 2009); puede consumirse
fresca o industrializada y es posible obtener jugo para preparar miel, jarabes, mermeladas,
melcochas, queso de tuna, colorante y hasta bebidas alcohélicas como el aguardiente como
subproductos (de la Rosa v Santamaria, 1998). La principal especie culiivada en el mundo
para la produccidn de fruta es . ficus-indica (L.} Miller, Debido a antecedentes historicos
y culturales en México se cultivan con este propdsito O. sirepiacantha Lemaire, O,
findheimeri Engelm, O. annclaea Tenore, (. megacantha Salm-Dyck v O. robusra

Wendland (Sdenz et al., 2006). El nopal para la produccidn de tuna se cultiva en diversos

L¥5]




paises: Argentina, Chile, Colombia, Estados Unidos. Israel, Italia, México, Sudifrica, entre

otros (Ilores-Valdez, 1999).

222 Verdura

La produccion de nopal para verdura (nopalitos} se concentra en el centro de
México, en donde se tiene casi todo el afio con excepcion de los meses de invierno. cuando
ocurren heladas en €l Altiplano Mexicano. Estos se recolectan, se eliminan las espinas y las
gloquidas, se pesan y empaczin en arpilleras para ser transportados a mercados donde sen
vendidos en fresco (Flores—ValdeZ, 1999); se comen como nopalitos en salmuera, nopalitos
en escabeche, mermeladas, dulces, licores, etc. (Rios y Quintana, 2004). E! nopal para
verdura se obtiene a partir de los brotes tiemos de la mayoria de las especies y variedades
gue bajo cultive ofrecen caracteristicas que las hacen mdas deseables (de la Rosa y
Santamaria, 1998). Las especies que se utilizan para este proposito son: O. ficus-indica, O.
atropes Rose, O. robusta Wendland y O. leucotricha de Candoile (Pimnienta v Mufioz-
Urias, 1999). A nivel intemacional, México es el tnico pais que consume y exporta nopal

verdura, principalmente a los nichos de mercado conformados por residentes de origen

mexicano en Estados Unidos (Berger et al.. 2006).

2.2.3 Forraje

El nopal se utiliza en el Norte de México en las areas marginales para la agricultura
tradicional, como forraje a manera de suplemento alimenticio para el ganado (Pimienta,
1990). En estas zonas la produccion de forraje es pobre e irregular durante todo el afio ¥
muy variable debido principalmente a la escasa y erratica precipitacién pluvial que lag
caracteriza. Se emplea cuando hay sequia y no existe otro forraje verde para proporcionarse
al ganado, entonces se aprovecha en sus mejores condiciones, cuando tiene menor
porcentaje de agua (Flores-Aguirre, 1989). Las especies mas importantes de uso forrajero
son: O. leucotricha. O. streptacantha, O, robusia, O. canrabrigiensis Lynch, O. rasuwera
Weber, O. lindheimeri y (. phacacantha Engelm (Lopez-Garcia et al., 2003). El uso como
forraje posee importancia 2 nivel mundial, en algunas regiones como el norte de Africa v
patses como Sudafrica. Brasil. Estados Unidos, v México se han realizado trabajos sobre el

uso def nopal forrajero {Reynolds y Arias, 2003).



2.24 Obtencién de grana cochinilla

En el sur de México. el nopal se destaca principalmente por la produccion de grana.
La grana o cochinilla {(Dactyvlopius coccus Costa) es un insecto que preduce el carmin, un
colorante rojo que ha vuelto a tomar importancia a raiz gue se prohibieron los colorantes
artificiales en 1976, porque son cancerigenos (Flores-Valdez, 2003). Estos colorantes
organicos son ampliamente utilizados en la industria alimentaria, textil, farmacéutica v
cosmetologia. dado su alto poder colorante. su inocuidad para la salud, su estabilidad y su
4 “compatibilidad (Méndez. 1999), El aprovechamiento de la grana se remonta desde los
Toltecas (Granados y Castafieda, 1991), y se utilizd para tenir textiles, esculturas. edificios
murales y codices (Pimienta, 1990). Desde la época Prehispanica para [a cria de la grana
cochinifla se utilizan diversas especies de Opuntia entre las que destacan: O. atropes, O.
fieus-indica, O. jaliscana Bravo (O, ictérica Griffiths), O. megacantha, O. streptacantha y
Q. tomentosa Salm-Dyck (Portillo v Armeola, 1994} v O. cochenillifera Miller (Nopalea
cochenillifera Saim-Dyek), entre otras (Financiera Rural, 2011). A nmivel mundial los paises
productores de grana cochinilla son: Argentina, Bolivia, Chile, China, Ecuador, Espaiia
(Islas Canarias), Etiopia Filipinas, México, Nueva Zelanda, Peni y Sudéfrica (Vigueras,

2010).

225 Otros

El nopal también se utiliza en muchos paises para proteger al suelo de la erosidn
hidrica y edlica, y evitar la desertificacién en zonas aridas y semiaridas, formando setos en
curvas de nivel, que soportan las condiciones del medio arido {Flores-Valdez, 2003).
Asimismo, se utiliza como planta medicinal combate el exceso de colesterol en la sangre ¢
impide el aumento en los niveles de glucosa por lo cual es eficaz para el tratamiento de la
dizbetes (Murria, 1997). _También se utiliza como materia prima en la produccién de

cosméticos. para elaborar bebidas alcohdlicas ¥ como cerco vivo (Flores-Valdez. 2003).

23 AGENTES PATOGENOS
El nopal como el resto de las plantas no escapa a la interaccion con los demas
organismos O microorganismos que estdn presentes en su medio, como los son hongos,

bacterias, nematodos. virus, entre otros {Gallegos y Méndez. 2000). Estos organismos son

s



un problema para 105 productores cuando se manifiestan en enfermedades, fas cuales son
infectivas (bidticas) ¥ no infectivas (abioticas). Las primeras son causadas por varios
agentes vivos como bacterias, micoplasmas, hongos, nematodos, y virus; en tanto las
segundas son causadas por condiciones climéticas adversas, deficiencias nutricionales,
toxicidad de wminerales v por anonmalidades genéticas (Granata, 1999) como la
proliferacién excesiva de yemas (Pimienta, 1990).

La enfermedad mas visibie en los nopales es la necrosis bactenana causada por
Erwinia carnegieana Standring, microorganismo que infecta las pencas por hendas
provocadas por insectos (Granados y Castafieda, 1991).

Las pencas o plantas infectadas por el hongo Colletotrichum gloeosporioides Penz
presentan manchas de color café con tonalidades rojizas, que generalmente inician ¢n el
borde de las pencas y van invadiéndolas hacia ia base..En ocasiones estas manchas se
presentan en los frutos {Hernandez y Amaro, 1998). Las lesiones ocasionadas por el hongo
Pseudeocercospora opuntiae Ayala-Escobar son subcirculares, por lo general son
irregulares, de 2-4 ¢cm de didmetro, de color grisiceo-marron, Marron 05CUre a NEEro OSCUTO
(Ayala-Escobar et al., 2006).

En poblaciones silvestres de Opunria es comin la presencia de virus, los sintomas
mas comunes que presentan las plantas de nopai son la proliferacién excesiva de yemas,
presencia de mosaicos ¥ de manchas clordticas (Pimienta, 1990).

Las enfermedades que se presentan en las huertas de nopal verdulero, por lo general
se deben al mal manejo en el corte y el traslado de las pencas para su cultivo; al nulo
control de maleza en las huertas, que ocasionan alta humedad en las pencas (Rios y

Quintana, 2004).

24 METODOS DE REPRODUCCION

Las especies de nopal se reproducen via sexual v asexual: la reproduccidn sexual o
por semillas es donde las plantas cultivadas tardan mas tiempo en iniciar la produccion de
frutos, ademds presentan variacion en sus caracteristicas. por proceder de polinizacion
cruzada (de la Rosa y Santamarza, 1998) debido a la fusidn de los gametos (George, 1993),

lo cual provee el fundamento para trabajos de mejoramiento genético. L.a reproduccidn

asexual o vegetativa que resulta mas ventajosa, desde el punto de vista comercial, debido a




 gue se conservan las caracteristicas fenotipicas de la planta madre. Las plantas obtenidas
L por este método crecen y fructifican en periodos mds cortos que la reproduccion sexual.
Esta forma de reproduccion puede realizarse por des métodos: de pencas enteras o de
fracciones minimas {de la Rosa y Santamaria. 1998) ¢ por micropropagacion in vitro

(Ramirez-Serrane y Soltero 2007).

. 1.5 CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

Desde hace mas de un siglo se aplica la téemica de cultivo de tejidos (Hurtado y
Merino. 1994), que implica el cuitive de células, tejidos u érganos aislades de la planta
madre y cultivada en medic artificial. El fundamento de las técmicas y métodos
desarrollados por esta disciplina biotecnoldgica son el conocimiento cientifico generado por
la fisiologia vegetal, genetica, bioquimnica, biologia celular y molecular, quimica, fisica,
botdnica entre otras, para generar nuevos productos (George, 1993). La micropropagacion
es una técnica desarrollada para la produccidn en masa de plantas, que ha sido utilizada con
éxito desde la década de 1960 (Cafial er al.. 2001) para la obtencién de plantas completas a
partir de células o de tejidos cultivados in vitro, es decir, cultivados en condiciones
asépticas y controladas (Ancora er al., 2004). La micropropagacion presenta imporiantes
ventajas sobre los métodos tradicionales de propagacion, entre ellas se puede citar el
potencial de generar grandes cantidades de plantas de genotipos sobresalientes en una
superficie reducida a bajos costos y en un tiempo econdmicamente costeable, mayor control
| fitosarutario del material que se propaga y la posibilidad de multiplicar rapidamente una
variedad ‘de la cual existen pocos individuos (Abdelnour y Vincent, 1994). Mediante la
 técnica de cultivo de tejidos vegetales se pueden estudiar diferentes fenémenos
morfogénicos y totipotentes que ayudan a entender cudles son los factores fundamentales
que intervienen en dicho proceso y en la diferenciacién de partes aisladas de la planta
{Hurtado y Merino, 1994). Entre los factores internos que controlan el desarrollo de los
diferentes tetidos de una planta destacan los llamados reguladores de crecimiento vegetal,
tambien conocidos como hormonas vegetales o fitohormonas. Estos compuestos orgdnicos

son sintetizados por la propia planta, que en pequefias cantidades alteran el crecimiento o

los patrones de desarrollo de las plantas (Pérez er e, 1999).




El proceso de micropropagacién consta de cinco etapas (-1V, 0 seleccién vy
preparacion de ia planta madre. [ establecimiento del cultivo aséptico,  produccion de
propagulos adecuados, 111 preparacién para el crecimiento en condiciones naturales (Ilfa
elongacidon de brotes formados en la etapa 11, 1llb enraizamiento de la etapa Illa) y IV
transferir al ambtente natural (George, 1993). Existen tres sistemas de micropropagacion
los cuales son el cultive de vemas v meristemos, la organogénesis y la embriogénesis
somatica. El cuftivo de meristemos permite la produccidn de plantas tedricamente idénticas
desde el punto de vista genético. A partir del cultivo de menstemos in vitro es posible
establecer asépticamente el cultivo de un brote de la planta que, en condiciones de cultivo
adecuadas es estimulado a desarrollar brotes axilares (Ancora ef al., 2004). Este sistema de
propagacion se basa en la estimulacion de meristemos axilares 6 areolas (cacticeas) o en el
crecimiento de nuevos brotes secundarios a partir de merisiemos preexistentes, por lo que
no implica fenémenos de competencia celular como los que ocurren en la organogénesis y
embriogénesis somdtica (Pérez ef al, 1999). Existen diferentes tipos de meristemos como
de raiz, tallo (principales y laterales) e intercatares, asi como también de engrosamiento de
meristemos primarios v meristemos secundarios, como el feldgeno vy el cambium vascular
(Hurtado y Merino, 1994). Por otra parte, la organogénesis vy la embriogénesis somatica
pueden ser directas, cuando tiene lugar en células somaticas como el parénquima que
reprograman su nucleo y se genera un organismo completo, o bien indirecta cuando
primeramente se genera callo o células totipotentes que bajo condiciones adecuadas
generen 10s Organos o estructuras bipolares {Pérez et al., 1999). La embriogénests somatica

es la formacion de un embrioide a partit de una célula somatica, sin la necesidad de fa

fusién de gametos {George, 1993).




3. JUSTIFICACION

El nopal es una hortatiza que se consume principalmente en fresco Y €5 necesario
obtener productos sanos e inocuos, por lo cual es primordial una determinacion etiologica
para un buen manejo del cultivo (Salinas et al., 2006),

La productividad de algunas variedades como la de *"Milpa Alta’ se reduce por
varios factores. entre los que estan de indole fitosanitaria. En el municipio de Tlalnepantla y
otros adyacentes, la mancha negra detectada en 1990, es Ia principal causa de la baja
productividad y ain de la pérdida total en muchas huertas. sobre todo de aquellas ubicadas
en las partes con mayor altitud y con mal manejo. Respecto a la etiologia de la enfermedad,
se menciona como agente causal a Colletotrichum gloeosporioides v a Fusarium solani
(Salinas et al,, 2006) y también Pseudocercospora opuntiae (Ayala-Escobar et al., 2006).

El cultivo de tejidos puede utilizarse para diversos propésitos como son: la
micropropagacién, la obtencion de plantas libres de virus ¥y otros patogenos, el
mejoramiento genético. la conservacién de germoplasma {(Abdelnour y Vincent, 1994),
también géncrar grandes cantidades de plantas de genotipos sobresalientes y para producir
plantas en peligro de extincién o con pocos individuos.

El cultive in vitro de meristemos es un poderoso sistema para obtener plantas libres
de virus, porque et meristemo apical utilizado para iniciar el cultivo es un tejido compuesto
por pocas centenas de células generalmente no infectadas y por carecer de tepidos de
conduceion (xilema y ficema) que es por donde generalmente se desplazan algunos
patogenos (Ancora er al, 2004). Ademas ia micropropagacion tiene como base utilizar

plantas en estado axénico. y por lo tanto se puedan producir plantas sanas pero no

resistentes a enfermedades.




4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1 HIPOTESIS
La adicion de diferentes dosis de reguladores de crecimiento del tipo citocinina y
auxina a un medio de cultivo axénico. permitird una micropropagacion eficaz de diversos

cultivares de Opuntia ficus-indica (1.} Miller.

4.2 OBJETIVOS
4.2.1 Objetive general
Generar cuatro protocolos de micropropagacién para la reproduccion asexual de seis

cultivares de O. ficus-indica.

4.2.2 Objetivos particulares

Lograr el establecimiento in vitro de dos cultivares de O. ficus-indica mediante un
protocolo de desinfeccion.

Evaluar diferentes dosis de citocininas para la proliferacién de brotes axiiares en tres
cultivares de Q. ficus-indica.

Evaluar diferentes dosis de auxinas para la produccién de raiz en tres cultivares de

0. ficus-indica.




5, METODOLOGIA

t 5.1 MATERIAL VEGETAL

Se utilizaron plantas de la especie Opuntia ficus-indica {L.} Miller procedentes de
' plantaciones comerciales de diversos estados de la Republica Mexicana; se manejaron

¥ pencas jdvenes de plantas de campo de los eultivares “Tofio™ (Figura 1c) v “Filiberto™ y
] plantas previamente establecidas in vitre de los cultivares ~fucia p03™ (Figura 1b), “blanca

12", "morada 47 y un cultivar “desconocido™ (Figura a).

52 EXPERIMENTOS
' 52.1 FEtapa 1. Establecimiento in vitro
Desinfeccion

Para el establecimiento in vitro de los cultivares “Tofio™ y “Filiberto™ se utilizaron
'_ pencas jovenes las cuales para su desinfeccién fueron sumergidas durante 1¢ min en una
| solucion de agua estéril: cloro comercial al 6% (50:50 v/v) y dos gotas de detergente
" liguido, luego se realizaron tres enjuagues en agua estéril (Figuras 2a y 2b) para
posteriormente ponerlos en medic de cultive MS (Murashigue v Skoog, 1962). Este medio
| fue suptementado con 30 g/L de sacarosa, 8 g/L de agar y 2 g/L de carbon activado (Figura

| 2¢), se ajusto el pH 5.8 y se esterilizd en autoclave 2 120° C bajo 1.22 kg/cm” de presién

. durante 15 min.

Posteriormente los cultivos ya establecidos, asi como el resto de experimentos in
vitro se colocaron en incubacion a temperatura de 27 & 2° C con un fotoperiodo de 16:8 h

- {luz: oscuridad) a 1,500 lux (Figura 2d).

| 3.2.2 Etapa 2. Proliferacién de vemas
Se realizaron ocho experimentos utilizando explantes de 2 cm de altura que estaban

previamente establecidos de plantas de los cultivar “Lucia p03™, “blanca 187 v plantas de

- un cultivar ~desconocido”™ que fueron subcultivados en medio MS,




52.2.1 Experimento ]

En el primer experimento se utilizd un explante sin &pice por unidad experimental
del cultivar “desconocido™ (Figura 4b), que fue transferido a medio de estimulacién MS
adicionado con agar, la citocinina KIN {6-furfurilaminopurina) a baja y aita concentracién
(0.5 v 5.0 mg/L respectivamente} y sacarosa {30 y 50 g/L). El explante fue evaluado a
diferentes tiempos de estimulacion (15 v 30 d). Se tuvieron ocho tratamientos con ocho
repeticiones con un total de 64 unidades experimentates (Cuadro 1). Las evaluaciones se
realizaron cada 15 d durante dos meses. A los 15 y 30 d respectivamente fueron
transferidos a medio de expresion (MS sin reguladores de crecimiento con 2 g/l. de carbdn

activado).

52.2.2 Experimento 2

Se utilizd un explante sin 4pice por unidad experimental, del cultivar
“desconocido™. Se tuvieron cuatro tratamientos con doce repeticiones con un total de 48
unidades experimentales; se compard la respuesta de los reguladores de crecimiento KIN o
BA (G-bencilaminopurina) a 0.5 mg/ L v diferentes concentraciones de sacarosa (30 y 50
/L) en medio MS con agar (Cuadro 1). La evaluacién se realizo cada 15 d por dos meses y

alos 30 d se subcultivaron en medio de expresion.

5223 Experimento 3

El tercer experimento se tuvieron cuatro tratamientos con seis repeticiones y un total
de 24 unidades experimentales se utilizé un explante con apice por unidad experimental del
cuftivar “desconocido”™ (Figura 4a), y se cultivaron en medio MS adicionado con agar, 30 g/
L de sacarosa, las citocininas KIN 6 2ip (6-v-v- dimetilalilaminopurina) a 1.0 mg/L con ¢
sin carbon activado {Cuadro 1). A los 30 d fueron transferidos a medio de expresidén. Las

evaluaciones se realizaron cada 15 d duranie dos mieses.

Se utilizaron dos explantes con dpice por unidad expenimental del cultivar

“desconocido™ en medio MS con diferentes dosis de KIN (0, 0.1, 0.2, 0.3. 0.4 v 0.5 mg/L),

sacarosa y agar. Se evaluvaron cada 15 d durante dos meses (Cuadro 1). A los 30 d fueron




puestos en medio de expresién. Se tuvieron seis tratamientos con cuatro repeticiones por

unidad experimental con un total de 24 unidades experimentales.

5.2.2.5 Experimenio 5

En el quinto experimento se tuvieron seis tratamientos con cuatro repeticiones con
un total de 24 unidades expertmentales y se cultivaron dos explantes por unidad
experimental con apice del cultivar “desconoctdo™, en medio MS adicionado con sacarosa,
agary 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.3 mg/L de BA (Cuadro 1). A los 30 d de cultivo se pasaron a
medio de expresidn y se evaluaron cada 15 d durante dos meses.
52.2.6 Experimento 6

Este experimento es la repcticion del trabajo realizado por Escobar (1986), se utilizd
un explante con dpice por unidad experimental del cultivar “desconocido™, que fueron
. cultivados en medio M3 suplementado con sacarosa, agar y el regulador de crecimiento BA
a diferentes concentraciones (0, 0.2, 2.2, 5.6 ¥ 1.2 mg/L) {Cuadro 1). Se tuvieron cinco
. fratamientos con cuatro repeticiones con un total 20 unidades experimentales. Las
~ evaluaciones se realizaron cada 13 d durante 100 d para posteriormente ser pasados a medio

de expresion.

F 5227 Expenimento 7

Para este experimento se tuvieron siete tratamientos con cuatro repeticiones con un
- total de 28 unidades experimentales dondé se utilizé un explante con apice por vnidad
experimental del cultivar “Lucia p03™, y se cultivé en medio MS suplementado con
sacarosa, agar v diferentes concentraciones de BA (0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 y 2.2 mg/L)
(Cuadro 1); a los 30 d se cultivo en medio de expresion. Se evaiud cada 15 d durante dos

mESCs.

 5.2.2.8 Expenmento 8
Se tuvieron cuatro tratamientos con ocho repeticicnes con un total de 32 unidades

experimentales donde se cultivaron dos explantes, uno con y otro sin apice, por umidad

expenmental, dei cultivar “blanca 1a™ en diferentes medios: MS, LOG (Casiro-Concha, er




al., 1990), MS-NH; {medio MS sin nitrato de amonio NHsNO1), MS-NH, + 500 mg/L de
hidrolizado de caseina. Suplementados con sacarosa, agar y 0.3 mg/L de BA (Cuadro 1). A_
los 30 d los explantes se subcultivaron en medio de expresion v las evaluaciones se

realizaron cada 15 d durante dos meses.

Cuadro |.Experimentos para la proliferacion de vemas.

Experimento Condiciones

1 Se utilizd un explante sin apice del cultivar “desconocido™ en MS con 0.5 ¥y 5.0

mg/L de KIN, 30 y 50 g/L de sacarosa y tiempo de induccion 15 v 30 d.

2 Se cultivé un explante sin apice del cultivar “desconocido™ en MS adicionado con

0.5 mg/L de KIN o BA v 30 v 50 g/L de sacarosa.

3 Se cultivé un explante con dpice del cultivar “descenocido™ en MS adicionado con

1.0 mg/L de KIN & 2ip con v sin carbon activado.

4 Se utilizaron dos explantes con dpice del cultivar “desconocido™ en MS con

diferentes dosis (G, 0.1, ¢.2. 0.3, 04 v 0.5 mg/L) de KIN.

5 Se utilizaron dos explantes con apice del cultivar “desconocido”™ en MS con
diferemes dosis {0, (.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 mg/L) de BA.

6 Se cultivd un explante con apice del cultivar “desconocido™ en MS adicionado con
diferentes concentraciones (0. 0.2, 2.2, 5.6 v 11.2 mg/L) de BA.

7 Se cultivd un explante con dpice del cultivar “Lucia p03™ en MS con diferentes
dosis 0, (0.1, 0.2,0.3,0.4,0.5 vy 2.2 mg/L) de BA.

8 Se utilizaron dos explantes del cultivar “blanca 1a”, con apice y otro sin dpice, se

cuitivaron en diferentes medios de cultivo {(MS, LOG, MS-NH,, MS-NH, + 500

mg/L de hidrolizado de caseina) adicionado con 0.3 mg/L de BA.

5.2.3 Etapa 3. Generacion de raices

Para la generacion de raiz se realizaron cuatro experimentos con plantas de los
cultivares “blanca 127", “morada 4™ y plantas del cultivar “desconocido™ Los cxplantes de
2 em de altura se pusieton en cuitivo en medio MS adicionade con reguladores de

L ~crecimiento del tipo de las auxinas.

3231 Expenmento 9
En este experimento se tuvieron seis tratamientos con ocho repeticiones con un total

de 43 vnidades expermentales. Se cultivé un explante con dpice por unidad experimental
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del cultivar “desconocido”, en medio MS adicionado con sacarosa, agar y fueron
suplementados con los reguladores de crecimiento AIB (4cido 3-indolbutirico) o ANA
(acido ¢-naftalenacético) (0.1 y 1.0 mg/L), ast como otro medio adicionado con carbon
activado y un medio mas libre de reguladores (Cuadro 2). A los 30 d se subcultivaron en

medio de expresién. Las revisiones se reahzaron cada 15 d por dos meses.

52.3.2 Expenimento 10

En este otro experimento para la produccion de raiz se tuvieron seis tratamientos
con seis repeticiones con un total de 36 unidades experimentales en el que se utilizaron dos
brotes con apice por unidad experimental del cultivar “desconocido™. Se cultivaron en
medio MS con sacarosa, agar y diferentes concentraciones de AIB (0, 0.1, 1.0, 5.0, 10.0
mg/L) y otro medio adicionado con carbdn activado (Cuadro 2). Las evaluaciones se

realizaron cada 15 d por unt mes, y después puestos en medio de expresion.

Cuadro 2. Experimentos para la generacion de raices.

i

Experimentos Condicioncs

9 Se cultivd un explante con apice del cultivar “descorocido™ en medto libre de
reguladores de crecimiento, otro medio adicionado con 0.1 v 1.0 mg/L de AlB ¢

ANA y otro medio con 2 g/L de carbén activado.

10 Se cultivaron dos explantes con dpice de! cultivar “desconocido™ en MS con
diferentes dosis {0, 0.1. 1.0, 5.0 v 10.0 mg/L) de AIB y otro medio adicionado con 2

gL de carbén activado.

11 1'Se utilizé un explante con apice del cultivar “blanca 1A™ en medio libre de

reguladores de crecimiento. otro medio adicionado con 0.1 v 1.0 mg/L de AlB o

ANA v otro medio con 2 g/L de carbon activado.

—-— e

Se utilizaron dos explantes uno con y otre sin apice del cultivar “morada 47 en MS

- libre de reguludores de crecimiento. otro adicionado con 0.1 mg-L de AIB v otro [

‘, medio con 2 gL de carbon activado. i
1




5.2.3.3 Experimento 11
Este experimento de enraizamiento fue la réplica del experimento 9. sélo que aqui

s¢ utilizaron explantes con dpice del cultivar “blanca 1a™ (Cuadro 2).

Figura I. Material vegetal. a) planta de Opuntia ficus-indica de ““cultivar desconocido™, b) planta de O. ficus-
indica (L.) Miller del cultivar “Lucia p03” y ¢) cladodio joven y fresco de @. ficus-indica del cultivar
“Tofio™.

5.2.3.4 Experimento 12

Para ¢l dltimo experimento para la produccion de raices se tuvieron seis
tratamientos con tres repeticiones con un total de 18 unidades experimentales donde se
utilizaron dos explantes. uno con y otro sin dpice, por unidad experimental, del cultivar
“morada 47. Se cultivaron en MS adicionado con sacarosa. agar y se compard la produccién
de raiz en un medio adicionado con AIB (0.1 mg/L). otro medio con carbén activado y otro
medio libre de reguladores (Cuadro 2). Las evaluaciones se realizaron cada 15 d por un mes

y después fueron puestos en medio de expresion. Se tuvieron seis tratamientos con tres

repeticiones con un total de 18 unidades experimentales.




Figura 2. Desinfeccion y establecimiento in vire de los cultivares “Tefio” y “Filiberte . a) y b} proceso de

desinleccion de los brotes. ¢) establecimiento de un explante i vitre y d) cuarto de incubacidn.




Figura 3. Material para el establecimiento ex vitro. a) sustrato utilizado v b) caja de crecimiento de 60

cavidades de 100 ¢m’ cada uno.

Figura 4. Tipos de explantes in vitro utilizados en los diversos experimentos. a) explantes con dpice y b) sin

dpice.




. 3.2.4 Etapa 4. Adaptacion ex vitre

: De la etapa enterior se sumergieron los brotes de las plantas del cultivar
| “desconocido™ con raiz en agua corriente a 40 = 2°C para eliminar restos del medio de
cultivo, posteriormente se transfirieron a condiciones ex vitre y fueron plantados en sustrato
sin esterilizar a las siguientes proporciones de arena de rio, turba y agrolita (5.0:2.5:2.5) y
 arena de rfo, turba y agrolita (5.0:3.0:2.0) (Figura 3a), se utilizaron cajas de crecimiento de
60 cavidades de 100 cm’ de volumen cada uno (Figura 3b). Se colocaron a condiciones de
" invernadero con diferentes temperaturas (30 y 34 °C) e intensidades de luz (6,900 y 10,000
- lux). Se les aplico un fungicida de contacto (Titan") cada 13 d y otro sistémico (Robustus®)

3 d después de la aplicacion del fungicida de contacto durante dos meses.

| 5.3 ANALISIS ESTADISTICO
Los andlisis estadisticos empleados fue un disefios factorial con interacciones
(dobles y triples) ¥y comparacién miltiple de medias con la Prueba LSD (Diferencia

Minima Significativa), se utilizé el paguete estadistico Statgraphies® plus 4.0.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 EXPERIMENTOS
6.1.1 Etapa 1. Establecimiento in vitro

Se logrd con éxito el establecimiento in virro de los explantes provenientes de las
_ pencas jovenes de los cultivares "Tofio™ (Figura 5a) y “Filiberto™ (Figura 5b y 35¢).
utilizando un protocolo de desinfeccion diferente al utilizado por Juarez y Passera {2002),
L quienes emplearon brotes, mismos que fueron sumergidos primero en un lavado en etanol
b al 96% por 1 min, seguido por un lavado en hipoclorito de sodio al 20% pof 7 min y

b finalmente tres lavados en agua estéril.

E 6.1.2 Etapa 2. Proliferacion de yemas

| 6.1.2.1 Experimento |

! El primer experimento no indicd diferencias significativas en el nimero de brotes
generados durante las evaluaciones iniciaies para ninguno de los factores analizados, dosis
i de KIN 0.5 y 3.0 mg/L (Figura 6a) (p = 0.9187), concentracién de sacarosa 3 y 5% {p =
3 0.7210) y tiempos de induccion 15 y 30 d (p = 0.7595). En la cuarta evaluacion (60 d), las
dosis de KIN resultaron significativas (p = 0.0412); sin embﬁrgo, los promedios de brotes
ubtenidos resuitaron muy bajos y similares (0.5 mg/L = [.2 y 5.0 mg/L = 1.7 brotes), va
: que en trabajos similares utilizando BA se han reportado resultados de hasta ocho brotes
por explante (Mohamed-Yassen et al,, 1995; Silos-Espino er al.. 2006; Estrada-Luna er al.,
':‘_'2008). Un date interesante de resaltar es que [a concentracién de sacarosa no influyé en el
E alimero y tamafio de brotes generados puesto que la sacarosa aporta la energia necesaria
para ¢l desarrollo de los brotes, asi comeo para el factor tiempo de induccidn, ya que resulté
1estadisticameme igual inducir los brotes por 15 6 30 d. Resultados que favorecen el ahormro

ide sacarosa y tiempo de trabajo (Cuadro 3).

22 Experimento 2
El segundo experimento presento altas diferencias significativas en la produccion de
tes para el factor regulador de ¢recimiento (KIN o BA a 0.5 mg/ L: p = 0.0000): sin

bargo, fa sacarosa (3 y 3%) no presentd significancia (p = 0.4702), siendo KiN el que



presenta un mayor promedio (5.25 brotes), en comparacion con BA (0.73 brotes). Para la
produccion de brotes se recomienda utilizar KIN en lugar de BA de acuerde a jos trabajos
reportados por Ferreira e: al. (2006), Llamoca-Zarate et al., (1998), Angulo-Bejarano y
Paredes-Lapez, (2011} donde utilizaron el regulador de crecimiento BA para la produccion
de brotes. Para el facter de concentracion de sacarosa (3 y 5%) no presentd diferencias
significativas pues el namero de brotes generados (3 brotes) v el crecimiento en los brotes
son muy similares. alge diferentes a lo encontrade por Escobar er al (1986), donde
reportaron que el mayor crecimiento en €l explanie lo presentd la concentracion de sacarosa
al 5%. En cuanto al aspecto de los brotes, el mayor tamafio de Jos brotes observado lo
presenté KIN, sin embargo, BA presentd un nimero de brotes y un didmetro mayor en
comparacion con los otros reguladeores de crecimiento, esto se puede deber al efecto

generado por el regulador de crecimiento utilizado (Cuadro 3).

6.1.2.3 Experimento 3

En el tercer experimento no se presentaron diferencias significativas entre los
reguladores de crecimiento (1.0 mg/L de KIN ¢ Zip) en el nimero de brotes generados (p =
0.6_939), con promedios muy bajos y parecidos (2ip = 2.1 brotes, figura 6b y KIN = 2.3
brE)tes), algo parecido a lo reportado en los trabajos realizados por Manzo (2010) con un
promedio para 2ip de 2 brotes y Estrada-Luna er al., (2008) ¢on un promedio de 2.2 brotes
-con KIN; sin embargo, en Ja primera evaluacion (15 d) indicd diferencias significativas en
| la interaccion entre los factores (regulador de crecimiento con/sin carbén activado p =
50.0407), también se presenta alta significancia en utilizar o no carbén activado (p =
;0.0075), siendo el medio sin carbon activado el que presenta un mayor promedio (3.1
brotes por explante) puesto que el carbén activado adsorbe las moléculas del regulador de

crecimiento presente en el medio (Cuadro 3).

6.1.2.4 Experimento 4
En el experimento cuatro se observo significancia entre las dosis utilizadas: 0, 0.1,
02,0304y 0.5 mgl de KIN (p = 0.0338). siendo 0.5 mg/L la mejor dosis con el mayor

promedio (6.0 brotes) con respecto a las demds dosis. algo muy diferente a lo encontrado en

¢l trabajo realizado por Estrada-Luna er al. (2008) donde observaron que la dosis con el




- mayor promedio (5.9 brotes por explantes) lo presentd la dosis de 3mg/L de KIN (Cuadro

- 3)

{ 6.1.2.5 Experimento 5

El experimento cince presentd alta significancia (p = 0.0000) entre las
concentraciones de BA (0. 0.1. 0.2 0.3, 0.4. 0.5 mg/L). siendo 0.4 mg/L la mejor dosis con
un promedio de 24.5 brotes, algo diferente a 1o reportado en el trabajo realizado por Garcia-
Saucedo er al., (2003), donde encontraron como mejor dosis 0.1 mg/L aunque con un
promedio menor de 9.6 brotes. Se observaron resultados diferentes a lo encontrado en
expetimentos anteriores donde el regulador de crecimiento KIN presentd mayor promedio
que BA esio fue a causa del factor genotipo, el cual se elimind al utilizar genotipos ya
seleccionados y bien diferenciados de otros. y también a que los explantes no estaban

previamente estimulados (Cuadro 3).

6.1.2.6 Expernimento &

El experimento seis es repeticion del trabajo realizado por Escobar ¢t al., (1986)
- utilizando las mismas dosis de BA (0, 0.2, 2.2, 5.6, 11.2 mg/L), en el presente trabajo se
observaron altas diferencias significativas entre las dosis {(p = 0.0001}), siendo la mejor 2.2
mg/L con un promedio de 53.75 brotes {(Figura 6c). Sin embargo el nimero de brotes fue
menor a lo reportado de 25,000 plantas en 100 d de cultivo (Escobar et al., 1986), donde

utilizaron kas mismas dosis de BA siendo la del mejor promedio 2.2 mg/L (Cuadro 3).

6.1.2.7 Experimento 7
El experimento siete presentd aita significancia (p = 0.0003) entre las dosis
utilizadas de BA (0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 y 2.2 mg/L). El mayor promedio {2.75 brotes) se

logrd con 0.3 mg/L (Figura 6d), algo muy diferente a lo obtenido por Chorefio-Tapia er ai.,

(2002) donde obscrvaron un promedio de diez brotes por explantes en medio MS, pero con

3.0 mg/L de BA (Cuadro 3).

i~
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Cuadro 3. Resuitados de Ia proliferacién de vemas.

Condiciones Resultados r

Se utilizd un explante sin apice del [p 0.0412. mejor dosis KIN 5.0 mmLﬂ

cultivar “desconocido™ en MS con KIN Icon promedio de |.6 brotes (- 1.37. +

0.5 ¥ 3.0 mg/L, sacarosa 30 vi0aly |1.89)
tiempo de induccién 15 y30d.
2 Se cultive un explante sin dpice del 2= 0.0000. mejor dosis KIN 0.5 mg/L !
’ cultivar “desconocido™ en MS I con promedio de 5.2 brotes (- 4.65, +
adicionado con KIN 0 BA 0.3 mgly |584)
sacarosa 30 y 50 g/

3 Se cultivd un explante con apice del £ =0.6939, promedios similares: 2ip 2.1
cuitivar “desconocido™ en MS ¥ KIN 2.3 brotes. Con o sin carbon
adicionado con KIN ¢ 2ip 1.0 mg/L con | activade p = 0.0075, el mayor promedio
0 sin carbén activado lo presento el medio sin carbén activado

(1.3 y 3.1 respectivamente (- 2.2], +
3.98)

4 Se utilizaron dos explantes con dpice P =0.0338, mejor dosis 0.5 mg/L con un
del cultivar “desconocido™ en MS con | promedio de 6 brotes (- 4.56, + 7.43)
diferentes dosis de KIN 0,0.1,02 03,
0.4y 0.5 mg/l. J

5 Se utilizaron dos explantes con épice £ =10.0000, mejor dosis 0.4 mg/L con un
det cultivar “desconocido™ en MS con promedic de 24.5 brotes (- 22.00, +
diferentes dosis de BA 0.0.1. 0.2, 0.3, 26.99)

0.4, 0.5 mg/L
6 Se cultivé un explante con apice del Fp = 0.0001. mejor dosis 2.2 mg/L con un
cultivar “desconocido™ en MS promedio de 33.7 brotes ( 46.84, +
adicionado con diferentes 60.63) l
concentraciones de BA 0, 0.2.2.2. 5.6 v JJ
i11.2mg/L i
7 f Se cultivé un explante con dpice del Jp 0.0003. meior dosis 0.3 mg/l. m

j cultivar “Lucia p03” en MS con Jpromﬁ.dlo de 9. 7 brotes (- 8.03. + 11 46)
| diferentes dosis de BA0, 0.1, 0.2, 0.3, |

10.4,0.5 2.2 mg/1. ' |
| ]




3 Se utilizaron dos explantes del cultivar | Apice p= 0.0033, el mayor promedio
“blancz 12", uno con #pice y otro sin fue de 6.2 brotes (- 3.63.+ 6.92) lo

Apice, se cultivaron en diferentes presento el explante con apice. Medio de
medios de cultivo {{L.OG, MS-NH 4,

MS-NH+ 500 mg/L de hidrolizado de | MS-NH ; con 7.2 brotes promedio (-

cultjve p= 00000, el mejor fue el medio

caseina) adicionado con 0.3 mg/L de 6.36, + 8.2}

BA | J

6.1.2.8 Experimento §
| En el experimento ocho se encontrd alta significancia para ambos factores (con 6 sin
| dpice (p = 0.0033) y medio de cultivo @ = 0.0000), donde el explante con apice presenta un
“mayor promedio (6.2 brotes), algo parecido a lo encontrado por Mohamed-Yassen er al.
| (1995), donde reportaron un promedio de hasta 5.6 brotes utilizando explantes con apice.
El mejor promedio en cuanto al otro factor (medio de cultivo) lo presentd el medio MS-
NH, (promedio = 7.2 brotes), ésto difiere a lo encontrado en el trabajo realizado por Castro-
Concha, e al. (1990) donde utilizaron ef medio LOG para producir brotes en otra especie
de planta suculenta (dgave requilana Weber) este medio con un promedio espectacular de

hasta 37 brotes (Cuadro 3).

6.13 Etapa 3. Generacion de rajces
6.1.3.1 Expenimento 9 _

Este experimento mostrd diferencia significativa (p = 0.0176) entre los tratamientos
en la primera evalvacién (15 &) para el factor analizado (reguladores de crecimiento: IBA o
ANA al 1.0 y 0.1 mg/L} para el numero de raices generadas, siendo el medio con carbén
activado el de mayor promedio: sin embargo, los promedios entre este medio ¥ el medio
MS libre de reguladores de crecimiento (Figura 7a) son muy simmlares v bajos {1.250 y
1.123 raices por cxplante respectivamente). contrario a lo reportado en el trabgjo realizado
por Garcia-Saucedo ¢f af, {(2005) con un promedie superior (24 raices por explante)
utilizando el medio 0.5x MS con 1.! mg/L de IBA. No obstante en las evaluaciones
siguientes no presentéd significancia estadistica {p = 0.9559), puesto que los promedios son

muy similares entre si ya que se dejd de generar raices {Cuadro 4).




Cuadro 4. Resultados para la proliferacion de raices

Experimento Condiciones Resultades

9 Se cultivo un explante con dpice det ‘p = 0.0176, el mejor promedio fue de
cultivar ~desconocido™ en MS libre de | 1.2 raices (- 0.86. + 1.63) v lo
reguladores de crecimiento, otro MS presentd el medie con carbdn activado
adicionado con 0.1 ¥ 1.0 mg/L de AlB o
ANA y en MS adicionado con 2 ¢/L de

carbon acuivado

10 - | Se cultivaron dos explantes con apice del | = 0.0447, el mejor promedio fue 6.8 ‘
cultivar “desconocido™ en MS con raices (- 5.67, + 7.92} v lo presentd el
diferentes dosis de AIB 0, 0.1, 1.0, 5.0 y | medio sin reguladores de crecimiento

10.0 mg/L. y en MS con 2 g/L de carbén

activado

11 Se utilizé un explante con apice del p=0.1897, no se presenté diferencias
cultivar “blanca 1 A" en MS libre de significativas entre los tratamientos
reguladores de ¢recimiento, en MS (promedio — 1.09, + 8.23)

adicionado con 0.1 y 1.0 mg/L de AIB o
ANA y en MS con 2 g/L de carbon

activado
12 Se utifizaron dos explantes uno con o sin | No se presento diferencias
apice del cultivar “morada 4™ en M3 significativas para ningin de los

libre de reguladores de crecimiento, AIB | factores analizados: reguladores de
0.1 mg/L y 2 g/L de carbon activado crecimiento p = 0.2692 (promedios —

0.96, + 2.36) y explante con 6 sin

apice p = 0.2840 (promedios — 0.82, +

L 2.06)

6.1.3.2 Experimento {0

El analisis estadistico de este experimento presentd diferencias significativas {p =
0.0447), entre las dosis reguladores de crecimiento IBA al 0, 0.1, 1.0, 5.0 v 10.0 mg/L
(figura 7b). el mayor promedio de raices producidas se observd en el medio MS [ibre de

reguladores de crecimiento (6.8 ruices). esto concuerda con lo observado por Chorefio-

I~
wn



Tapia et al, (2002). donde se obtuvo la formacién de raiz en medio MS libre de
reguladores de crecimiento en Cephalocerens seniles, ya que la misma planta reaiiza una

produccién enddgena de los reguladores de crecimiento (Cuadro 4).

6.1.3.3 Experimento 11

No se observaron diferencias significativas (p = 0.1897) entre los tratamientos (IBA
0 ANA al 1.0 y 0.1 mg/L), sin embargo, el mayor promedio fue la dosis de 0.1 mg/ L de
ANA (10.3 raices) (Figura 7c), esto concuerda con lo encontrado por Pelah et al., (2002)
donde para la produccion de raiz en Sefenicercus megalanthus utilizaron la misma dosis de

ANA (Cuadro 4).

6.1.3.4 Experimento 12

En este altimo experimento no se obtuvo significancia entre los factores analizados
{reguladores de crecimiento p = 0.2692 y explante con o sin apice p = 0.2840), sin
embargo, el medio adictonado con carbon activado y explante con dpice presenta el mayor
promedio (2.3 raices). todo lo contrario a lo reportado por Escobar er al, (1986), donde
observaron un mayor promedio (18 raices por explante) en el medio suplementado con 9.3

mg/L de IBA (cuadro 4).

6.14 Etapa 4. Establecimiento ex vitro

Para el establecimiento ex vitro se logrd un 98% de sobrevivencia (Figura 8a) a los
30 d de ser cultivado en el sustrato con arena de rio, turba y agrolita (5.0: 2.5: 2.5) v puesto
en el invernadero con una temperatura de 34°C y con la mayor intensidad de luz {10,000
luxes). En un trabajo realizado por Estrada-Luna et al, (2002) reportaron un 100% de
sobrevivencia utilizando un sustrato compuesto de arena de rio, turba y vermiculita
{1.0:2.0:1.0), va que contiene menos arena de rio. o que permite una menor perdida de

agua y una mavor humedad en el sustrato; sin embargo, las plantas se alongaron al necesitar

una mayor wtensidad de luz (Figura §b).




<
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Figura 5. Establecimiento in vitro de explantes de Opuntia ficus-indica. a) explante del cultivar “Tofo™

cultivado en medio Murashigue y Skoog (MS) adicionado con 6-furfurilaminopurina (KIN), b) y ¢) explantes

del cultivar “Filiberto™ establecidos en MS adicionado con KIN.




Figura 6. Proliferacion de yemas de Opuntia ficus-indica. a) brote generado a los 15 d de cultivo de un
explante en medio Murashigue y Skoog (MS) con 6-furfurilaminopurina (KIN) a 5.0 mg/L, b) brotes
obtenidos de un explante a los 45 d de cultivo en el medio MS adicionado con 6-y-y- dimetilalilaminopurina
(2ip) a Img/L. y carbén activado (2g/L). ¢) brotes generados a los 75 d en el medio MS adicionado con 2.2
mg/L 6-bencilaminopurina (BA), d) generacion de brotes a los 30 d de un explante del cultivar “Lucia p03”

cultivado en medio MS adicionado con BA.,




Figure 7. Produccidn de raices de Opuniia fieus-indica. 2) produccion de raiz a los 15 ¢ de un explane
cuitivado en medio Murashigue y Skoog (MS) sin reguiadores de crecimicno. b produccion de raiz a los 135
d de cultivado en MS con 3.0 mg/L de dcido 3-ndolbutirice (1BA). ¢ generacion de raiz en un explante del
cultivar “hlanca TA™ 1 los 30 d de cultivo en MS adicionado con 0.1 mg/L de deido u-nattalenacetico (ANA)
y d) produccion de ruiz a los 30 d de un explante del cultivar “morada 47 en medio MS con 2 /L de carbon

activado.




Figura 8. Establecimiento ex vitre de plantulas de Opuniia ficus-indica del cultivar “desconocido”. a)

pldntulas con 30 d de enraizamiento in vitre y recien sacadas para la adptacién a ex vitre. b) plantulas con 120

d de adaptacién a condiciones de invernadero.




7. CONCLUSIONES

I. Para la proliferacién de brotes se recomienda utilizar el medio MS adicionado con
el regulador de crecimiento BA a una concentracion de 2.2 mg/L, va que se obtiene
mayor cantidad de brotes (hasta 53 brotes por explante}, con 3% de sacarosa ya que
seria un ahorro de ésta, al usar una concentracion mas baja y sin carbén activado, va
que sin bien adsorbe moléculas de las sustancias de desecho de las plantas del

medio, también captura reguladores de crecimiento.

2. En cuanto el tiempo de estimulacion de meristemos se recomienda mantenerlos en
medio de estimulacién durante 30 d para después pasarlos a medio de expresion, ya
que después de este tiempo dejan de desarrollarse brotes y se pueden pasar a medio

de crectmiento ¢ enraizamiento.

No se presentaron diferencias significativas al utilizar explantes con apice o sin

)

apice; sin embargo, se recomienda utilizar explantes con dpice por tener una menor

manipulacién al momento de hacer el cultivo.

4. En la proliferacion de raices se recomienda utilizar medio libre de reguladores de
crecimiento y sin carbon activado, puesto que seria mas barato al no necesitarlos y
hacer un gasto innecesario, ya que la misma planta realiza una produccién enddgena
de sus propias auxinas. Pero si se va a utilizar reguladores de crecimiento se

recomienda utilizar dosis bajas ya sea de IBA o ANA (0.1 mg/L).

5. El establecimiento ex vitro se realizé con €xito bajo condiciones de invernadero, a
una temperatura de 34°C e intensidad de 10,000 lux. Se recomienda utilizar arena

de rio, turba y agrolita (5.0: 2.5: 2.3) como sustrato, ya que presentd un mayor

porcentzje de sobrevivencia (98%).
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