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RESUMEN

Se establecié la técnica de micropropagacion mediante Ia
proliferacién de brotes axilares en Epithelantha micromeris var. micromeris.
Se considera una planta rara segun el Diario Oficial de la Federacion y se
encuentra en el apéndice Il del CITES. El trabajo se inicio con fa germinacion
aséptica de semillas, las plantulas fueron seccionadas (@pice y base), para
inducir la produccion de brotes con la aplicacion empirica de KIN hasta
obtener material suficiente para realizar los experimentos. Se utilizd el
disefio completamente al azar con un arreglo factorial incompleto 5 X 4 en
el que se probaron la citocininas (KIN y 2iP) en combinacién con la auxina
(ANA). Para el andlisis de los datos se utiliz Ila ANOVA y analisis de regresion
para superficie de respuesta. La principal variable de respuesta que se evallio
fue la produccion de brotes por explante. La interaccion KIN-ANA no tuvo
efecto significativo sobre la produccion, la media mas aita fue de 17.25
brotes por explante con KIN y 14.75 con 2iP-ANA. Para el enraizamiento se
utilizaron diferentes concentraciones de AIA, y un testigo (medio MS sin
reguladores de crecimiento), en el cual se presento el mejor enraizamiento.
Las plantas enraizadas se adaptaron con éxito a condiciones de invernadero

con un 84% de sobrevivencia.

vi



I. INTRODUCCION

1.1 Importancia y justificacion

Las cactidceas ocupan un sitio preponderante entre las familias
vegetales con especies en peligro de extincion, debido principaimente a la
destruccion de su habitat natural y la sobreexplotacion a la que estan
sometidas, en particular aquellas que tienen alto valor como ornamentales
(IUCN, 1983). México es considerado como el centro de diversidad genética
de esta familia y es el pais que cuenta con el mayor numero de especies, las
cuales constituyen una de las riquezas que menos hemos sabido aprovechar

(Pérez et al., 1995).

La propagacién de cactos por métodos éonvencionales (semilias o
hijuelos directamente en tierra), se ha venido utilizando para reproducir y
conservar estas especies, con la desventaja de que tienen bajas tazas de
germinacion, su crecimiento es muy lento y en muchos casos es dificil la
obtencion de germoplasma y material vegetativo. Las técnicas de
micropropagacion son una alternativa que ofrece ventajas sobre los
métodos convencionales, ya gue de esta forma es posible obtener grandes
cantidades de plantas a partir de fragmentos de tallo o apices de brote, los
cuales bueden ser utilizados como explante sin depender de la
disponibilidad de semillas y reduciendo considerablemente el ciclo de

cultivo.



Epithelantha micromeris var. micromeris se le considera como una
especie rara (Diario Oficial de la Federacion, 1994) de propagacién muy lenta,
ademdas de ser bastante cotizada por los coleccionistas como planta

ornamental.

Por lo anterior, la importancia de realizar el presente trabajo,
consistid en establecer la técnica de micropropagacion de Epithelantha
micromeris para que pueda ser reproducida en forma masiva y de esta

manera contribuir a su conservacion.



1.2 OBJETIVO

Establecer la técnica de micropropagacion mediante la proliferacion
de brotes axilares en Epithelantha micromeris var. micromeris, y Su

adaptacion a condiciones de invernadero

1.3 HIPOTESIS.

Con las concentracidnes adecuadas de auxinas y citocininas se

obtendra gran cantidad de brotes axilares.



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades sobre la familia Cactaceae

Las cactaceas son plantas autdéctonas del continente Americano. Se
encuentran distribuidas principalmente en regiones aridas o semidridas y
junto con otras especies caracterizan esos lugares (Bravo-Hollis, 1978),

existen 100 géneros vy 1500 especies (Barthlott y Hunt, 1993; Arias, 1997).

Sorprenden por las formas extraordinarias de sus tallos, la hermosura
de sus flores; son interesantes por la anatomia de sus estructuras y las
modalidades de su fisiologia, ambas indicadoras de su admirable adaptacion
a la sequia (Bravo-Hollis, 1978). La morfologia de estas plantas lieva en cierta
forma, impresos diversos caracteres que indican las condiciones del medio
en que viven. Como sus hojas modificadas y sus formas crasas. Ademds, por
sus caracteres de organizacidn, estructuraimente semejantes a las demads
dicotiledéneas, presentan habitos y caracteristicas anatoémicas de
adaptaciéon altamente especializadas que imparten una fisionomia
particular. De estas peculiafidades morfologicas se consideran responsables
el medio arido y desértico en que la mayoria de estas especies habitan, la
adaptacion de otras a la vida epifita o trepadora en las selvas tropicales
himedas. Cabe destacar también, los diversos tipos de polinizacié‘n que
experimentan, por medio de insectos, aves y quirépteros (Bravo-Hollis,

1978).



Entre las adaptaciones mds notables que el tallo adquirié en relacion
con la aridez, es la capacidad de almacenar y conservar el agua en sus
tejidos, esto debido al grado de desarrollo de los parénquimas, que son los
responsables de la suculencia; la reduccion de la superficie transpiratoria al
adquirir formas globosas, la atrofia del limbo de las hojas, hasta estados
vestigiales o su transformacidén en escamas, espinas y gidquidas, el
engrosamiento de la cuticula y de las membranas celuldsicas de los
tegumentos, la pruinosidad o las secreciones cerosas de las Ccélulas
epidérmicas, la disminucion y disposicion hundida de los estomas. A estas
adaptaciones hay que agregar las que permiten la absorcién rapida dei agua,
como la gran longitud que alcanzan algunas raices, y su conservacion en
enormes tubérculos que poseen ciertas especies, por la capacidad que tiene
el tallo de distenderse al acumuiar agua en sus parémaquimas; por lo cual, las
cactiaceas forman parte de un grupo de plantas llamadas xerdfitas o

suculentas (Bravo-Hollis, 1978).

Desde el primer contacto de los europeos con la flora del Nuevo
Mundo, las cactaceas llamaron la atencidon por sus formas caprichosas, el
fiero aspecto dado por las espinas, el variado colorido y la belleza de sus
flores, ademas por la utilidad que le brindan al hombre americano. Los
exploradores y conquistadores provenientes del Viejo Mundo lievaron
muestras de esta flora para ellos tan exotica, introduciendo su cultivo

(Bravo-Hollis, 1978).



El interés por estas plantas fue aumentando al transcurrir el tiempo, y
a partir del siglo XViI, llegaron a México insignes exploradores y naturistas
europeos que llevaron a sus respectivos paises, 10s mas variados ejemplares
de cactdceas mexicanas que cautivaron la atencién de cientificos,
horticultores y aficionados a Ias plantas. Al acentuarse la popularidad de este
tipo de plantas entre cientificos y aficionados, surgié la necesidad de
reunirse para intercambiar especimenes, ideas sobre taxonomia vy
nomenclatura, y experiencia sobre su cultivo. De esta manera comenzaron a

formarse las primeras asociaciones de cactofilos (Bravo-Hollis, 1978).

En Estados Unidos de América, el interés por las cactaceas se despertd
cuando esta Nacién adquiri6 como botin de guerra, los territorios
mexicanos perdidos en el conflicto bélico de 1847, 1os que comprendian
zonas dridas con abundantes cactaceas. La publicacién del informe de la
Comisidon dei Limite Territorial con México (Mexican Boundary Survery)
incrementa el interés en estas plantas, pues en la parte correspondiente a la
flora se dieron a conocer muchisimas nuevas especies, en la mayoria
descritas por el botdnico George Engelmann en su obra sobre cactaceas de
la frontera (Sanchez-Mejorada, 1979; citado en Bravo-Hollis y Sanchez-
Mejorada, 1991b).

A fines del siglo XIX, para hacer frente a la enorme demanda de
cactaceas mexicanas, se crea en nuestro pais una casa comercial dedicada a
la exportacion de estas plantas, cuya razén social era J.A. McDowell & Co.,
con oficinas en las ciudades de México, Monterrey y Nueva York. Para

satisfacer esta gran demanda de cactaceas como plantas de ornato u objeto
6



de coleccién, surgieron muititud de comercios dedicados a la importacion,
reproduccién y venta de especimenes, algunos de ellos con una produccion
muy superior al millén de ejemplares por aio. Los paises que han destacado
en la propagacion de cactos son Japon, Holanda, Béligica, inglaterra, Francia,
italia, Espafia y Estados Unidos de América. Lamentablemente Sus
establecimientos comerciales no satisfacen la siempre creciente demanda
de ejemplares, dando lugar a la importacion ilegal de especimenes
colectados en su habitat, colectas ilegitimas e irracionales que han puesto a
muchas especies en peligro de extincién, tanto en México como en algunos

paises de América de Sur en Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991b).

En la actualidad existen numerosos jardines publicos y privados que
cuentan con buenas colecciones de cactdceas. Entre los mas notables por su
contenido y belleza, podemos citar al Jardin Botanico Huntington, en
California, E.U.A., considerado como uno de 10s mas hermosos del mundo y
que cuenta con una extensa coleccion de cactaceas, el Jardin Botanico del
Desierto en el Parque Papago, Arizona, E.U.A.; y el Jardin Botanico del

Instituto de Biologia en la cuidad de México (Bravo-Hollis, 1991b).



2.2 Descripcion botanica y distribucibn de Epithelantha micromeris

(Engelmann) Weber ex Britton et Rose var. micromeris

Planta simple o a veces ligeramente cespitosa; ramificaciones, cuando
existen, en la parte lateral o inferior de los talios, pero desde su base. Tallo
pequeno, casi globoso de 2 a 4 cm de diametro; dpice hundido. Tubérculos
alrededor de 1 mm de longitud. Espinas todas radiales, alrededor de 20,
pequenas; las de las areolas apicales de 4 a 6 mm de longitud, conniventes
sobre el dpice, truncadas, pues la parte superior es caduca; las de las areolas
adultas, de cerca de 2 mm de longitud, aciculares, glandulosas, barbadas,
blancas, radiadas, horizontales, entrecruzadas con las areolas vecinas, pero
no ocuitando por completo el tallo. Raiz fasciculada. Se distribuye en los
Estados de Chihuahua y Durango, extendiéndose por el Norte hasta Texas,

Nuevo México y aun hasta Arizona (Bravo-Hollis, 1991a).

2.3 Estado de conservacion

Epithelantha micromeris se encuentra en la categoria de rara segun la
Norma Mexicana NOM-059-ECOL- 1994 que determina las especies y sub-
especies de flora y fauna silvestres terrestres y acuaticas raras, amenazadas y
en peligro de extincidén y las sujetas a proteccién especial, publicada en el
diario oficial de la federacion el dia 16 de mavb de 1994. En donde se
considera una especie rara, aquella cuya poblacién es bioldgicamente
variable, pero muy escasa de manera natural, pudiendo estar restringida a

un area de distribucion reducida a proteccion especial. Segun Hunt (1992), la

8



especie es insuficientemente conocida y se encuentra en el apéndice |l del

CITES.

2.4. La micropropagacion en la produccion de plantas

ES una técnica que permite el desarrollo de nuevas plantas en un
medio artificial, bajo condiciones asépticas y a partir de promociones muy
pequenas tales como embriones, semillas, tallos, dpices de brote o de raices,
callos, células individuales y granos de polen. Las aplicaciones principales de
esta técnica de multiplicacién masiva de plantas son: ia obtencién de plantas
libres de patégenos, el aislamiento de células o lineas celulares que puedan
convertirse en nuevas variantes de plantas y la muitiplicacién rapida en
condiciones asépticas (Hartmann et al., 1990; Debergh y Read, 1991; citados

en Orozco, 1993).

En algunas especies tal metodologia ha demostrado importantes
ventajas al compararse con los sistemas convencionales de propagaciéon. A

continuacion se indican las mas importantes segun Pierik (1990):

o El numero de plantas derivadas por genotipo, puede ser incrementado
aceleradamente.

e Se puede reducir el tiempo de mulitiplicacion. |

« Es posible multiplicar a partir de un espécimen gran cantidad de plantas—
utilizando una superficie reducida, a bajos costos y en cortos periodos de

tiempo.



e Permite ejercer un mayor control sobre ia sanidad del material de
propagacion.

« El material puede ser transportado in vitro de un pais a otro con menos
restricciones aduanales.

e Permite mulitiplicar rapidamente una variedad que esté en vias de

extincion.

2.4.1 Fases de 12 micropropagacion

Murashige (1974a; citado en Orozco, 1993) definié tres fases en el
proceso de multiplicaciéon de plantas in vitro, que describen l0s pasos a
seqguir en el procesos de micropropagacion; ademas, considerd diferentes
condiciones ambientales del cultivo, las cuales pueden ser modificadas de
acuerdo con cada necesidad. Los requerimientos de cada fase varian de
acuerdo con el método de propagacion usado y muchas veces el proceso de
Cultivo no se ajusta estrictamente a las fases estabiecidas, e incluso se
pueden omitir algunos pasos.

Algunos autores han sugerido que el tratamiento y preparacion de las
plantas madres, debe ser reconocido como una fase secundaria y en la
actualidad se reconoce una cuarta fase, en la que las plantas son transferidas
del laboratorio a condiciones externas en invernadero, (George vy

Sherrington, 1984; Dodds y Roberts, 1985; citados en Orozco, 1993).

i
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Fase 0. Preparacion de la planta madre seleccionada

originaimente este estado fue introducido con la finalidad de
controlar 10s problemas de contaminacion. Para ello las plantas madres
tipicas de una variedad vy libres de enfermedades, se hacen crecer en
invernadero. En esta fase se manipula temperatura, luz, humedad vy sanidad,
con el fin de lograr el mejor in6culo (Debergh y Maene, 1991; citados en

Orozco, 1993).

Fase 1. Establecimiento del cultivo aséptico

El propésito es iniciar el cultivo aséptico del genotipo 0 pianta
seleccionada, mediante una desinfecciOn superficial que se hace con
diferentes compuestos, siendo los mas comunes el hipoclorito de sodio o

calcio y alcohol a diferentes concentraciones.

Fase 2. Mulitiplicacion

Su objetivo es la obtencidn rapida de un gran numero de unidades
de multiplicacion (6rganos, brotes, embriones u otras estructuras) que
pueden dar, al concluir el proceso, plantas enteras. De ella derivan los
in6culos para las propagaciones subsecuentes. Aqui se deben considerar
aspectos como: a) numero de subcultivos; b) sistema de propagacié\n que se
refiere al tipo 'de explante y la tasa de propagacion a utilizar, y o
condiciones ambientales, las cuales resuitan de la interaccidn entre el

explante, el recipiente donde éste crece y las condiciones ambientales

1"



externas del cuarto de crecimiento (Murashige, 1978; Auge et al., 1986;

Debergh y Read, 1991; citados en 0rozco, 1993).

Fase 3. Enraizamiento

Los brotes o plantas producidas en la fase 2, generaimente son
pequefias e incapaces de crecer en forma independiente en un
determinado sustrato. Esta fase incluye el enraizamiento de brotes antes de
ser transferidos a condiciones de suelo. Algunas especies forman raices
adventicias directamente en el brote, pero otra necesitan que se provoque
antes de la elongacion del brote en un medio determinado. Luego, se pasa
al medio que tenga la capacidad de provocar la formacién de raices como el
medio Murashige y Skoog (1962) diluido a 50%. Asi mismo, se requiere
cambiar el balance hormonal, que consiste en eliminar 6 disminuir

citocininas y aumentar las auxinas, (0rozco, 1993).

Fase 4. Adaptacidn a condiciones ambientales (Aclimatacion)

Abarca el traspaso de plantas del medio aséptico de cuitivo al
ambiente de vida natural en el invernadero y luego a su sitio definitivo en el
suelo. Al principio de esta fase la plantula puede o0 no estar enraizada. En
cualquiera de l0s casos, para que pueda sobrevivir debe pasar por un
periodo de acllimatacién, en el que se deben de volver autétrofas,
desarrollando brotes funcionales y aumentando su resistencia a la
desecacidén y al ataque de patégenos (Hartmann et al., 1990; citado en

Orozco, 1993).
12



Estas etapas estan intimamente influenciadas por una serie de
interacciones incluyen al explante, el medio de cultivo y las condiciones
fisicas a las que se somete el explante (Thorpe y Patel, 1984; citados en

Estrada, 1988).

2.4.2 Método de produccion de brotes axilares

La micropropagacién consiste en producir plantas a partir de
porciones muy pequenas, tejidos 0 células cultivadas asépticamente en
recipientes que se pueda controlar estrictamente las condiciones
ambientales y nutricidn (Hartmann y Kester, 1992). Este cultivo se usa
principalmente en la propagacién de clones, cuya finalidad es producir
plantas de calidad uniforme seleccionada y en grandes cantidades (Hurtado

y Merino, 1987).

La proliferacion de brotes axilares consiste en romper la dominancia
de los brotes ya diferenciados en las plantas, proporciondndoles las
condiciones para su elongacion y diferenciacién de las raices para que se
pueda ser considerada como planta completa. Esta metodologia se emplea
basicamente en casos donde los procesos de organogénesis y
embriogénesis son dificiles (Hu y Wang, 1983; citados en Estrada, 1988), o
bien para mantener la estabilidad genética de la progenie (D'Amato, 1977;
citado en Estrada, 1988). Los eventos organogénicos que determinan la
formacion de plantas completas incluyen las fases criticas: 1) 1a induccién de

la brotacion, 2) Desarrollo y muitiplicacion de los brotes, 3) Enraizamiento de
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los brotes y 4 Obtencidn de plantas completas (Thorpe y Patel, 1984; citados

en Estrada, 1988).

Las investigaciones- realizadas en cacticeas, fueron enfocadas
inicialmente para la obtencidn de callos buscando la regeneracion posterior
de plantas completas, 10 que representa una via muy dificil de regeneracion;
actualmente, se ha encontrado un método efectivo llamado proliferacion
por brotes axilares o brotacién directa de yemas, concluyéndose en forma
general que las especies estudiadas han respondido favorablemente a este
método in vitro. Se han alcanzado las metas propuestas por varios

investigadores dedicados a la propagacion de cactos.

Pierik (1990), menciond que la proliferacion de yemas axilares (Figura
1), esta dada por la influencia de la concentracion relativamente alta de
citocininas que frena la dominancia apical y permite el desarrollo de las
yemas axilares latentes. Este es uno de los métodos mas importantes por las

siguientes razones:

1. Es mas simple que otros métodos de regeneracion.

2. La velocidad de multiplicacién es relativamente aita.

3. Mantiene una alta estabilidad genética.

4. El crecimiento de plantas obtenida es mas rapido, quiza debido al

fendmeno de rejuvenecimiento.
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ORIGINAL

PRODUCCION
DE BROTES

Figura 1. Representacidon esquemadtica de Ia induccion de yemas axilares para
la propagacién vegetativa de plantas.

En micropropagacion, el método de proliferacidon de brotes axilares
es muy utilizado a escala comercial, debido a que asegura la estabilidad
fenotipica del material obtenido. Los tallos resultantes son separados
individualmente 0 en grupos y cuitivados en medio nuevo para continuar el
proceso de proliferacion (Ramos y Rayo, 1992). 0 someterlos a un proceso de

enraizamiento y posterior adaptacion.

15



2.5 Condiciones de cultivo

ES necesario tanto en la investigacion como en la aplicacién practica
del cultivo in vitro, disponer de un incubador en el que se pueda controlar la
luz, temperatura y humedad. El incubador debe estar bien aislado, de
manera que no se vea afectado por los cambios de temperatura externos

(Ramos v Rayo, 1992).

2.5.1 Luz

La iluminacidn es suministrada generalmente por tubos fluorescentes
los tipos de lampara utilizados son blanca fria o grolux para todas las fases
del procesos de micropropagacion (Ramos y Rayo, 1992). La intensidad,
fotoperiodo y zona del espectro son tres pardmetros que se han
considerado para la optimizacion de los requerimientos luminosos en una
especie determinada. Normalmente en las fases de inicio y proliferacion de
tallos se utilizan niveles de radiacion entre 15 y 50 puE m? ¢?,
incrementandose estos valores hasta 150 microE m? s durante la Gitima fase
de cultivo con objeto de mejorar los porcentajes de supervivencia después
del transplante a invernadero. Los valores del fotoperiodo suelen oscilar
alrededor de 16 horas, que fue el 6ptimo observado por Murashige y Skoog

(1962), para la produccion de tallos en tejidos de callo de tabaco.
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2.5.2 Temperatura

La temperatura en el incubador debe mantenerse constante, a 24° C.
Puede ser mayor o menor dependiendo de la especie con la que se esta
experimentando. La temperatura optima para el crecimiento y desarrollo in
vitro, es generaimente 3-4°C mas alta que la correspondiente al crecimiento

in vivo (Ramos v Rayo, 1992).

2.5.3 Humedad

Es conveniente que la humedad relativa en el incubador se mantenga
entre 60 y 70% aunque en el interior de los recipientes de cuitivo suele ser
mas alta (98%), que puede causar problemas de contaminacion por hongos
y vitrificacion; mientras que valores muy bajos provocan desecacion en el

medio de cuitivo y por consecuencia en los explantes (Ramos y Rayo, 1992).

2.5.4 Medio de cuitivo

Hartmann y Kester (1992), mencionaron que el medio de cultivo tiene
2 funciones principales. La primera es proporcionar nutrimentos basicos
para el crecimiento continuo de los explantes aislados y propdgulos
subsiguientes. La segunda es dirigir el crecimiento y desarrollo mediante
control hormonal (citocininas y auxinas). El control hormonal se realiza

|

mediante:
e La clase de regulador de crecimiento.

e Laconcentracion.
17



e Secuencia en que se proporcionen.

Los componentes esenciales del medio de cuitivo son sales minerales,
sustancias organicas y complejos naturales. Entre 10s que se encuentran
hidratos de carbono (sacarosa), vitaminas, aminoacidos, amidas, reguladores
de crecimiento y agar, (Ramos y Rayo, 1992). Los nutrimentos minerales son
esenciales para el crecimiento y desarrollo de las plantas, asi como Ios
azucares (Tabla 1. Ya que las plantas, tejidos, o células no son
completamente autotréficas cuando se desarrollan en estas condiciones

(Pierik 1990).

La combinacién de estos componentes, constituyen (3 mezcla
nutritiva del medio y en base a esto, se produce la regeneracion de las
plantas. En la actualidad existe una gran variedad de medios de cultivo con
formaciones especificas, siendo el MS el mds comunmente empleado

(Tisserat, 1985; citado en Estrada, 1988).
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Tabla 1. Conjunto de sustancias que se anaden a los medios nutritivos,
para inducir el crecimiento y desarrollo (Tomado de Pierik, 1990).

Necesidades nutricionales y hormonales de los cultivos de 6rganos y tejidos

vegetales.
Agua
Sustancias Macro Micro
sustancias organicas elementos elementos
Azucares N Fe Co
Aminoé&cidos p Zn Ni
vitaminas K B Al pH
Auxinas ca . Mn Mo
Reguladores | Citicininas Mg Cu l
de Giberelinas S
crecimiento | Acido abscisico
Etileno
Extracto de levadura
Mezclas de sustancias Leche de coco
poco definidas: Extractos vegetales
Hidrolizado de caseina
Peptonay triptona

2.5.5 Reguladores de crecimiento

El termino reguladores de crecimiento define a compuestos
organicos distintos de los nutrimentos vy que en pequenas cantidades
estimulan, inhibén 0 modifican de algun modo cualquier proceso fisioldgico
en las plantas (Barba, 1987). Estos compuestos tienen caracteristicas en

comun: actian en dosis muy bajas; en altas concentraciones son toxicas,
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sdlo interactian con otros reguladores; el funcionamiento esta

determinado por el equilibrio establecido entre ellos (Vidalie, 1986).

En los sistemas de regeneracion de plantas superiores, los reguladores
de crecimiento especialmente auxinas y citocininas, juegan un papel muy
importante. Se puede decir que el cultivo in vitro es imposible sin este tipo
de sustancias. La cantidad y tipo de reguladores a utilizar depende del

explante y de I2 especie vegetal que se trate (Pierik, 1990).

En plantas que no han sido estudiadas previamente, se debe plantear
si sus tejidos u 6rganos necesitan reguladores ex6genos para crecimiento y
desarrollo in vitro. Se debera determinar las cantidades absolutas y relativas
mediante experimentos de auxinas y/o citocininas que deben anadirse al
medio de cultivo. Otros reguladores como giberelinas y etileno pueden ser

necesarios (Pierik, 1990).

Auxinas

Deben su nombre a la accibn que ejercen sobre el alargamiento
celular, del latin auxesia (Vidalie,1986); generalmente producen elongacion
celular y expansién de los tejidos, division celular acelerada (formacion de
callo) y produccién de raices. Con bajos niveles de auxinas predomina la
formacion de raices adventicias, mientras que con altas concentraciones se
inhibe, y en cambio se estimula la formacion de callo (Pierik, 1990). Tienen

una accidon sobre el crecimiento celular: este efecto se debe al aumento
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consecutivo de la plasticidad en la pared esquelética y la penetracion de
agua a la célula. Por lo anterior la resistencia de la pared disminuye y la céluia
sealarga. Actuan en dosis muy bajas; de lo contrario son toxicas, se
utilizan en concentraciones de 0.001 a 10 mg/l. Las auxinas mas comunes

utilizadas son: IBA, ANA, AlA 'y 2,4-D (Pierik, 1990).

Citocininas

Las citocininas desempefian un papel importante en el campo
del cultivo in vitro de vegetales. Han permitido grandes avances en la
multiplicacion vegetativa (Vidalie, 1986). Generalmente estimulan la division
celular sobre todo en combinacidon con auxinas. Son muy activas y sus

acciones principales son:

Favorecer la divisidon celular, en este proceso son indispensables las
auxinas. Estas provocan la duplicacion del ADN vy las citocininas hacen
posible la separacién de los cromosomas.

« Intervienen en la organogénesis, en la que brindan estimulacion
considerable a la formacién de yemas; en contraste, son antagdnicas en la
rizogénesis.

e Producen efecto contrario a la dominancia apical; las yemas laterales
tratadas empiezan a crecer y a competir con el dpice principal. |

e L2 inducciénAin vitro de 6rganos por efecto de las citocininas esta

encaminada a la formacion de yemas, 1as cuales son obtenidas en base a
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una proporcion alta de citocininas con respecto a las auxinas (Barba,

1987).

En concentraciones altas (1-10 mg/h, pueden inducir la formacion de
brotes inhibiendo la formacion de raices. Las citocininas promueven la
formacion de brotes axilares porque suprimen la dominancia apical,
también retardan el envejecimiento (Pierik, 1990). Las citocininas mas

comunes son: BA, 2iP, BAP KIN y ZEA.

2.6 Antecedentes de la micropropagacion de cacticeas

Segun Minocha y Mehra (1974), el primer intento de
micropropagacion de cactus fue en 1957 cuando King reporté la induccion
de callo en varias especies de esta familia botanica, utilizd el medio de White

adicionado con 2,4-D.

Kolar et al. (1976), lograron la regeneracién de brotes producidos a

partir de callo de origen medular de Mammiliaria woodsil.

Por primera vez de manera explicita Mauseth (1977), dio importancia a
las técnicas de micropropagacion, para la conservacion de especies
amenazadas; puntualizando, que pocos son 10s esfuerzos realizados en tal
sentido. De especial interés fue la utilizacion de un medio de cuitivo de
cactos, quien reporté haberlo usado con éxito en 11 especies. Este medio es

una preparacion modificada de Lin y Staba (1961), donde el conteniendo de
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hierro es superior al 50% del medio MS (1962), y dos por ciento de azucar,

entre otras modificaciones.

Johnson vy Emino (1979a), reportaron la propagacion in vitro de
Mammillaria elongata, estableciendo que el balance de auxina-citocinina
requerido para iniciar la proliferacion de brotes es aparentemente

particular a cada especie de Mammillaria.

Johnson y Emino (1979b) propagaron exitosamente 8 especies de
cactus usando el medio MS y varios reguladores de crecimiento no

especificados por estos autores.

Mauseth (1979), reportd por primera vez la posibilidad de reproducir
cactos in vitro sin necesidad de usar la fase de callo. Su nueva técnica
consistié en el cultivo aséptico de yemas axilares, rompiendo la dormancia
mediante la aplicacion de reguladores de crecimiento. La parte crucial de su

experimento la sitlia en las concentraciones de la citocinina BAP.

Corona y Chdvez (1982), reportaron el primer intento de
micropropagar cactaceas en México, lograron la germinacion aséptica de 3
especies, resaltando la importancia de establecer metodologias de cultivo
de tejidos que permitan la propagacion masiva de cactaceas mexicanas de

interés horticola en vias de extincion.
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Vyskot y Jdra (1984), describieron Ia técnica basada en la estimuiacion
hormonal para el crecimiento y desarrollo de meristemos quiescentes en
Mammillaria carmenae; Mammillaria prolifera y Astrophytum myriostigma,
cultivados en un medio sélido MS enriquecido con AIA 0 ANA y BA 0 KIN (0.5
a 5.0 mg/l). Bajo estas condiciones se obtuvieron tallos directamente de los
meristemos axilares concluyendo que su método promete alta uniformidad

genética.

Navarro y Mendoza (1989), plantearon la importancia del cultivo in
vitro como instrumento para la propagacion de cacticeas con fines
comerciales y de conservacion. Por su parte Elizondo, Valdés y Rodriguez
(1990), plantearon el valor de los laboratorios de cultivo de tejidos en la

conservacion de cactaceas con problemas de sobrevivencia.

Clayton et al. (1990), reportaron haber efectuado experimentos
detallados acerca de los requerimientos de cultivo de 11 especies de
caticeas amenazadas, sus resultados demostraron que los medios MS y L2

son los apropiados para un amplio rango de estas especies.

Escobedo y Bustamante (1991), hicieron pruebas de germinacion de

semillas de diferentes cactaceas, entre ellas Ephithelantha micromeris,

donde se logré 12 morfogénesis en los explantes obtenidos de las plantulas

germinadas in vitro.
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Fray y Gratton (1992), hicieron referencia sobre cultivo de tejidos de
Epithelantha micromeris a partir de semillas germinadas in vitro para la

regeneracion de brotes laterales.

Hubstemberger et al. (1993), reportaron en un listado de cactiaceas
susceptibles a reguladores de crecimiento para su micropropagacion entre

ellas Epithelantha micromeris var. Bokei con 5 mg/l de 2iP y sin auxinas.

También se ha propuesto que la propagacion eficiente de cactaceas
cobra importancia por dos razones: la creciente demanda para uso
ornamental y 1a intensa destruccion del habitat, que las lieva a procesos de

extincién (Sanchez, 1991).

A partir de los ahos 80s se ha tenido éxito en la micropropagacion de
diferentes cacticeas como son: Ferocactus acanthoides (Ault y Blackmon,
1987); Mammillaria san-angelis (Martinez-Vasquez, 1989); Aztekium
(Rodriguez-Garay y Rublo, 1992); Melocactus bellavistensis (Hernandez et al
1993); Heliocereus elegantissimus var. elegantissimus, (Ortiz-Montiel y Vargas-
Figueroa, 1995); Ferocactus hamatacanthus, Ferocactus pilosus,
Coryphantha clavata, Astrophytum myriostigma entre otras especies (Pérez
et al. 1995); Strombocactus disiformis y Turbinicarpus pseudomacrochele

(Soitero, 1996).
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ll. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material bioldgico

El trabajo se inicio con la germinacion de semillas in vitro de
Epithelantha micromeris var. micromeris, procedentes de una planta
colectada en la localidad de La Rosa, Km 45 carretera Saitillo-Torredn,
Coahuila, México. La cual se encuentra actuaimente formando parte de la
coleccién de cactdceas del Jardin Botanico del Departamento de Botanica y

Zoologia de la Universidad de Guadalajara.

3.1.1 Establecimiento del cultivo aséptico

Las semillas provenientes de la planta madre fueron desinfestadas con
hipoclorito de sodio al 50% v/v durante 10 minutos, seguido de 3 enjuagues

con agua desionizada estéril y sembradas en medio MS.

3.1.2 Multiplicacion del material vegetativo

Una vez germinadas las semillas en condiciones asépticas, las plantulas
de aproximadamente 1 cm de altura, fueron seccionadas en dos (apice y
base) para inducir la produccidon de brotes en ambos, mediante la adicidn
empirica de cinetina al medio de cultivo, 1a cual indujo un mayor m]merb de
brotes hasta tener el suficiente material para realizar los experimentos

formales.
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3.1.3. EXplantes

Para realizar los experimentos se utilizaron brotes de 1.0 c¢m
aproximadamente, de aspecto uniforme y provenientes de cultivos en

medio sin reguladores de crecimiento.

3.2 Medio y condiciones de cultivo in vitro

Se utilizé el medio MS (Murashige y Skoog, 1962), suplementado con ia
mezcla de vitaminas L, (Phillips y Collins, 1979) (ver apéndice 2), 30 grs/l de
azucar, 10 gr/l de agar bacterioldgico, 1a adicion de los diferentes niveles de
la auxina (ANA) en combinacidn con las citocininas (KIN y 2iP). Se ajusto el
pH a 5.8. Se pusieron aproximadamente 25 mi del medio en frascos gerber y
se esterilizaron en olla de presiéon a 124° C con una presion de 1.3 Kg/cm?
durante 15 min. Los experimentos se mantuvieron en el incubador a 27° C (+

3) con un fotoperiodo de 16 horas fuz .

3.3 Disefo experimental

Se utilizé un disefio completamente al azar, los tratamientos fueron
dispuestos en arreglo factorial incompleto 5 X 4 con 4 repeticiones (Tablas
2 y 3). Este tipo de arreglos son de gran utilidad en trabajos exploratorios
cuando se sabe poco sobre niveles 6ptimos de los factores, o ni siquiera

cuales son importantes (Montgomery, 1991).
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El modelo polinomial de segundo orden se utilizo para el ajuste de la
curva, este modelo es de gran utilidad cuando existe curvatura en el

sistema y fue como siguiente:

Y =B0 +p1Xi +B2Xi% +¢

Yy = variable respuesta; BO= Intercepto; B1Y B2= constantes de ajuste;

X = variable independientey € = Error experimentai

3.4. Variable de respuesta

La variable estudiada fue el nimero de brotes producidos por
explante a los 60 dias de cultivo. Ademas se evalto el enraizamiento de los
brotes y la adaptacion de las plantas a condiciones de invernadero.

3.5. Experimentacion

3.5.1 Experimentos conducidos con KIN y ANA

como fuente de citocininas se utilizo KIN en diferentes

concentraciones combinadas con ANA como fuente de auxina (Tabla 2).
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Tabla 2. Arreglo factorial conducido en Epithelantha micromeris para la
produccion de brotes con KIN-ANA.

0.0
A
N 0.02
A
mg/i 0.2
2.0

Partiendo del andlisis de los resultados obtenidos del experimento
anterior, se probaron concentraciones mas altas de KIN (10, 12 y 14 mg/h sin
considerar el ANA, debido a que no presentd efectos significativos. Se

realizaron procedimientos de analisis de varianza, comparaciéon de medias

KIN mg/i
00 2.0 4.0 6.0 8.0
Trat.1 Trat. 5 Trat. 9
Trat. 3 Trat. 7
Trat. 2 Trat. 6 Trat. 10
Trat .4 Trat. 8

por Ia prueba de Duncan y regresion polinomial-de segundo orden.

3.5.2. Experimentos conducidos con 2iP y ANA

Para este experimento se probaron las concentraciones de la tabila 3,
se les aplicé un andlisis de varianza, la comparacion de medias por

tratamiento mediante la prueba de Duncan y regresion para superficie de

respuesta.
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Tabla 3. Arreglo factorial conducido en Epithelantha micromeris para la
produccion de brotes con 2iP-ANA.

2iP mg/l.
0.0 : 2.0 4.0 6.0 8.0
0.0 Trat1 Trat.5 Trat. 9
A
N 0.02 Trat.3 Trat.7
A
mg/l 0.2 Trat.2 Trat.6 Trat.10
2.0 Trat.4 Trat.8

3.5.3. Enraizamiento de los brotes in vitro

con los brotes producidos en los experimentos anteriores se realizé
otro para evaluar el enraizamiento, utilizando la auxina AlA, la cual fue
aplicada en bajas concentraciones (0.0, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 y 0.10 mg/)
para la induccién de raices. Este ensayo fue evaluando a los 60 dias de

cultivo tomando en cuenta el numero de raices y su apariencia.

3.5.4. Adaptacion a condiciones de invernadero

Las plantas previamente enraizadas in vitro se trasplantaron en
charolas de adaptacién con una mezcia estéril de turba (peat moss), arena y

agrolita en proporcion 1:1:1, y se evalluo el porcentaje de sobrevivéncia y
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adaptaciéon a los 60 dias de cultivo, siendo esta la etapa final de Ia

metodologia utilizada (Figura 2)

3.6 Analisis estadistico

La variable de respuesta fue el nimero de brotes producidos por
explante, ademds se estudi6 el efecto de los reguladores de crecimiento y
su interaccion. Se aplicaron procedimientos de andlisis de varianza para
determinar la significancia del modelo, comparacion de medias, regresion
polinomial de segundo orden y regresion para superficies de respuesta.
Montgomery (1991) definié que la superficie de repuesta es un conjunto de
técnicas matematicas y estadisticas utiles para modelar y analizar problemas
en los cuales una respuesta de interés es influida por diferentes variables y
el objeto es optimizar la repuesta. Se utilizé el programa SAS para los analisis
estadisticos y Statgraphics, para las elaboracién de graficas de contorno y

superficie.
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Citocinina

'

Experimentacién

Auxina

Planta madre Plantulas provenientes Multiplicacién del
material vegetativo

con semillas de semilla

Produccién
de brotes

Adaptacién Ptantacién Enraizamiento
a invernadero en charolas

Andlisis
de brotes estadistico

Figura 2. Representacion esquematica de la metodologia utilizada.
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V. RESULTADOS

4.1 Resuitados con KIN y ANA

En este experimento se encontro que la KIN por si sola produjo efecto
altamente significativo mientras que el ANA y la interaccion KIN-ANA no

presentaron efectos sobre la produccion de brotes.

Tabla 4. Andlisis de varianza para produccién de brotes con KIN-ANA en
Epithelantha micromeris.

FUENTE q CUADRADO VALORF PROB >F
MEDIO R
ANA 2 0.265351 0.01 0.9915
KIN 3 390.461111 12.55 0.0001 **
ANA*KIN 3 5.836111 0.19 0.9040
Error 30
Total 38

** Altamente significativo.

En base a l0s resultados obtenidos en Ia primera fase se observé una
relacion directamente proporcional entre la concentracién de KIN vy el
nimero de brotes, lo que dio la pauta para probar niveles mas altos de KIN
(10, 12, v 14 mg/l, donde se observo una respuesta maxima seguida de un
descenso en Ia produccién de brotes. En el analisis de regresion, se encontré
que la respuesta maxima esperada es de 15.14 brotes por explante con 12

-mg/l de KIN (Figura 3). Para el ajuste de los puntos de la curva se siguié un

modelo polinomial de segundo orden.
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Figura 3. Respuesta de Epithelantha micromeris a diferentes niveles de KiN.

Con la comparaciéon de medias se formaron 4 grupos donde se
observd un grupo lider que corresponde a {as concentraciones de 8 a 14

mg/1 (tabla 5).
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Tabla 5. Comparaciéon de medias del nlimero de brotes por explante con KIN

en Epithelantha micromeris, prueba de Duncan.

! Grupo Media Repeticiones KiN g/, |
TA 17.000 2 10
A 16.500 8 8
A 14.750 4 14
allB 12.500 a 12
~ |B|[¢C 7.750 8 6
Bl|c 5.857 7 4
c 4.000 8 2
0.000 8 o)

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

La media mas alta fue de 17.25 brotes por explante con 8 mg/l de KIN y

una desviacion estandar de 5.73 (Tabla 6).

Tabla 6. Medias de produccion de brotes por tratamiento con KIiN

en Epithelantha micromeris.

Niveles de KIN No. de Medla brotes por]  Desviacion standar. -
mo/l. repeticiones. explante. ':

0 4 0.0000000 0.0000000

2 4 3.0000000 5.3541261

4 4 5.5000000 2.3804761

6 3 8.5000000 3.1091264

8 4 17.2500000* 5.7373048

10 4 17.0000000 6.6833126

12 4 12.5000000 3.8729833

14 4 14.7500000 6.3442888

* Media mas alta.
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4.2 Resultados con 2iPy ANA

En este experimento se probaron las concentraciones de la Tabla 3 y
en el andlisis de varianza se observd que tanto el 2iP como el ANA fueron
altamente significativos; ademas, la interaccion fue significativa sobre la

produccion de brotes (Tabla 7).

Tabla 7. Andlisis de varianza para produccion de brotes con 2iP- ANA,
en Epithelantha micromeris .

i Fuente GL Cuadrado . ValorF Prob. >iF-;
' medio o :
ANA 2 99.5502949 6.36 00051+
2ip 3 1204252137 7.7 0.0006* *
ANA*2iP 3 70.3354701 4.5 0.0104 *
Error 30
Total 38

** Altamente significativo.

* Significativo

Se realizd la comparacion de medias obtenidas por tratamiento,
donde se observa el grupo “A" constituido por los tratamientos con 4y 8
mg/l de 2iP y 0.2 de ANA, donde son estadisticamente similares 14.75y 9.75

brotes por explante (tabla 8).

37



Tabla 8. Comparacién de medias del nimero de brotes por explante por
tratamiento con 2iP-ANA en Epithelantha micromeris, prueba de Duncan.

Crupo Media D. estandar No. de Niveles 2ip | Niveles ANA |
repeticiones mg mg/l -
A “18.750 |7.1355915 a 2 02
IA B 9750  |4.6457866 4 8 0.2
c 7.750  |4.6457860 4 2 2
c|o 6.500  |4.5092497 4 8 0
c|o 6.250  |1.7320508 4 6 0.02
c| o 6.000 [5.3150729 3 6 2
clp 2.500 |2.0816660 a 2 0.02
c|o 1.750  |1.5000000 4 4 0
D 0.000 |0.0000000 a 0 0.2
D 0.000  |0.0000000 a 0 0

*Media mas aita.

En la grafica de superficie se puede apreciar que el punto

estacionario es un maximo que se situa en la confluencia de 4.74 mg/l de

2iP y 1.02 mg/l de ANA, donde tedricamente se obtendran 21.53 brotes por

explante. La respuesta es sensible tanto al 2iP como al ANA ya que al

desplazarse en cualquier direccion el resultado es diferente. En la grafica

de contorno se observa mejor este efecto, ya que cada curva corresponde

a la respuesta dada por ambos factores y su interaccién.
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Las predicciones obtenidas de la regresién, pueden ser mayores O

menores que las medias maximas reales de brotes por explante, esto se

debe a que las curvas y superficies de respuesta estan ajustadas (Tabla 9).

Tabla 9. Comparacion del numero de brotes por explante reales y tedricos

obtenidos en Epithelantha micromeris.

lfﬁ'valor real delos | Media mdxima real | Valor critico de los | Punto estacionario |
| factores (mg/l (brotes por expiante) factores (mg/ (media de brotes por-
C explante teérloos’
KINS .0 17.25 KIN 12.00 X7
ANAOQ .0
2iP4.0 14.75 2iP4.72 21.53
ANA 0.2 ANA 1.02

4.3. Enraizamiento de los brotes

En las pruebas realizadas con AlA, se observo enraizamiento en todos
los tratamientos, pero conforme se incremento la concentracion, las raices
se presentaron en menor numero, ademas fueron cortas, deformes y
débiles, asumiendo que el AlA produjo efectos inhibitorios ya que el testigo

presentd el mejor enraizamiento.

4.4 Adaptacion a condiciones de invernadero

En las plantas enraizadas in vitro que fueron llevadas a condiciones de
invernadero, se obtuvo un 84% de sobrevivencia a los 60 dias cuando se

. !
realizé la evaluacion.
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V. DISCUSION

En trabajos ya publicados, se menciona que la utilizacion del medio MS
suplementado con la mezcla de vitaminas L, y ciertos reguladores de
crecimiento, favorecen exitosamente la micropropagacion de diversas
especies de cactos en forma masiva Jonhson y Emino, 1979b; Vyscot vy Jara,
1984; Fray y Cratton, 1992). En el presente trabajo, también se obtuvieron
buenos resultados utilizando este medio en E. micromeris, coincidiendo con

lo ya reportado.

Es posible la micropropagacion mediante la induccion de brotes
axilares, al romper la dominancia apical por efecto de los reguladores de
crecimiento. Este método ha dado buenos resuitados en cactaceas. La
regeneracion de plantas completas es bastante rapida utilizando el método
de brotes axilares, se puede decir que es el mejor método de regeneracién
para fines de produccion masiva ya que garantiza la estabilidad genética de
los clones, tal y como se observd en esta especie, donde los brotes
producidos tuvieron un rapido crecimiento, presentaron uniformidad y
fueron idénticos al explante original. Las citocininas son consideradas

esenciales para estimular las areolas e inducir la formacion de nuevos brotes.

Las citocininas KIN y 2iP fueron eficientes para romper la dominancia
apical lo que permitié la formacion de numerosos brotes. El ANA ha sido

utilizado en combinacién con diferentes citocininas para la propagacién de
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cactaceas, esta interaccion ha dado buenos resultados pero solo cuando el
ANA se adiciona en bajas menores de 0.02 mgl/l.

En la presente investigacion, se demostré gque la fuente de citocinina
influencia la accién del ANA, la cual en combinacion con KIN no presento
efecto significativo, la produccion de brotes fue debido al efecto de KIN,
observandose que el 2iP en combinacion con niveles bajos de ANA,,
favorecen la produccion de brotes, pero al aumentar su concentracion de
ANA, 1a respuesta disminuye y se incrementa la formacion de callo. Desde el
punto de vista econémico, es préferible utilizar la KIN, aunque se adiciona en

concentraciones cercanas al doble el costo es mas bajo que el 2iP.

A pesar de que ANA fue altamente significativo en los experimentos
con 2iP, se puede demostrar que la auxina por si sola no induce la formacion
de brotes, ya que en los tratamientos con los diferentes niveles de ANA en
ausencia de 2iP la produccion fue cero. La significancia de la interaccién
ANA-2iP al parecer se debe a un efecto sinergistico del ANA que parece

potencializar el efecto de Ias citocininas.

Debe existir un balance auxina-citocinina, pero el tipo de reguladores
y las concentraciones que se adicionan al medio, dependen de la especie

con que se trabaje.

En esta investigacién se encontré que E.. micromeris produce un

promedio de 17.25 brotes por explante utilizando 8 mg/l de KIN, o bien 14.75
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brotes anadiendo 4 mg/l de 2iP y 0.2 mg/l de ANA. Estos valores
corresponden a las medias maximas reales encontradas en los tratamientos,
que pueden ser mayores 0 menores a los tedricos obtenidos de la regresion,

debido a que estos ultimos son el resuitado de un proceso de ajuste.

Los procedimientos de regresibn polinomial y superficies de
respuesta, fueron de gran utilidad para encontrar las concentraciones
optimas de reguladores para la produccién maxima esperada, a partir de las

cuales se establecio el sistema de propagacion masiva para esta especie.

Ortiz-Montiel y Vargas-Figueroa (1995), obtuvieron buenos resultados
utilizando AIA el bajas concentraciones para el enraizamiento de Heliocereus
elegantissimus. En el caso de E. micromeris, también se utilizaron bajas
concentraciones de AlA pero los brotes del testigo (tratamiento sin auxinas)
fueron los que mejor enraizamiento presentaron y los tratamientos que se
les adiciond AIA las raices fueron muy cortas y en algunos casos nulas, por 1o
cual se asume que este regulador es inhfbitorio para el enraizamiento de

esta especie.

En cuanto a la adaptacién a condiciones de invernadero, se puede
considerar que el porcentaje de sobrevivencia fue aceptable (84%); el cual
podria aumentar si las condiciones de temperatura, humedad e intensidad

luminosa fueran controladas con mayor precision.



V1. CONCLUSIONES

. Las citocininas KIN (cinetina) Yy 2iP (dimetilalilamino purina), favorecieron

significativamente la produccién de brotes en E. micromeris.

. La auxina ANA (dcido naftalenacético) estimula la produccién de brotes

s6lo en combinacidn con la citocinina 2iP.

. La KIN por si sola estimula la produccién de brotes sin que el ANA

intervenga.

. El AIA afecté de forma negativa la produccidon de raices en l0s brotes,

estas se produjeron espontdneamente en medio de cultivo MS sin

reguladores de crecimiento.

. Se establecid la técnica de micropropagaciéon mediante la proliferacion

de brotes axilares y las plantas producidas fueron adaptadas

exitosamente en un 84% a condiciones de invernadero.

. Se acepta la hipétesis al comprobar que realmente las concentraciones

adecuadas de citocininas y auxinas inducen la produccién de brotes

axilares.
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APENDICE 1.

Componentes del medio Murashige y Skoog (1962).

F SALES. CANTIDADES
1. Nitrato de Amonio (NF,NO;! 7,650 ma/l
2. Nitrato de Potasio (KNO,) 1,900 magf
3. Cloruro de Caicio (€acl) 440 g/l
4. Suifato de Magnesio (Mgso, 370 mg/l
5. Fosfato de Potasio (KH,PO,) 170 mgi
6. 5al SGdica EDTA (NAEDTA) 37.3 mgh
7. Acido Borico (H;B0y 6.3 mg/l
8. Suifato de Manganeso (MnSO,, 16.9 mg/l
9. Sulfato de Zinc Zns0;,) 8.6 ma/l
70. Yoduro de Potasio Kl 0.83 ma
11, Molibdato de Sodio (Na,Mo0y 0.25 maJi
12. Sulfato Cuprico (Cuso,) 0.025 mal/l
13, Cloruro de Cobalto CoCly 0.025 ma/l
14, Sulfato Ferroso (Fesoy 27.8 Mg/l
APENDICE 2
Mezcla de vitaminas L, (Phillips y Collins, 1979).
VITAMINA CANTIDAD.
Tnositol 250 mg/l
Piridoxina 0.5 myg/l
Tiamina 2.0 mail




.GLOSARIO

Aciculares: Se dice de las hojas y espinas muy delgadas, largas y puntiagudas
a manera de agujas.

Agar: Un producto de origen vegetal (obtenido a partir de algas), que se
Utiliza para solidificar medios nutritivos.

Agrolita: Mineral expandido en forma de espuma que da porosidad a los
sustratos para el cuitivo de plantas.

Agua desionizada: Agua libre de compuestos inorganicos.
Apice: Extremo final o terminal de un 6rgano (punta).

Areola: Organos caracteristicos de las cactdceas en donde se encuentran las
yemas axilares, las cuales pueden dar origen a brotes, flores o
espinas.

Asepsia: Técnicas aplicadas para mantener libres de gérmenes al material
biolégico, instrumental y equipo.

Atrofia: Cambio de conformacién o tamaino de células, tejidos u 6rganos,
cuya degeneracion causa mal desarrollo o disturbios fisiolégicos.

AuXinas: Grupo de reguladores de crecimiento (naturales o sintéticos) que
promueven y controlan el crecimiento y elongacion celular y en
algunos casos division; frecuentemente inducen fa apariciéon de
raices adventicias e inhiben el desarrollo de yemas adventicias en los
explantes.

Axilar: Que se origina en las axilas de 1as hojas.
Brote: Yema en estado de desarrollo.

Cacto: Neologismo aplicado en espainol para designar a los miembros de la
familia cactaceas.

Cactaceas (cactaceae): Familia botdnica de plantas dicotiledéneas casi
suculentas originarias del Continente Americano.

Caduca: Organos poco durables, caedizos, como las hojas de las plantas que
se pierden en la época de sequia, 0 como la lana de las aréolas de
muchas especies de cactaceas.

Cespitosa: Capaz de formar césped. Tratandose de cactaceas, dicese de las
plantas que amacollan, es decir que son capaces de formar nuevos

brotes en la base 0 a 10s lados dei tallo.
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Conniventes: Organos que estdn mas 0 menos separados en la base se
aproximan hasta ponerse en contacto, o casi asi, por su extremo
superior.

Citocininas: Grupo de reguladores del crecimiento (naturales o sintéticas)
que promueven la divisién celular y frecuentemente la formacion de
yemas adventicias (en explantes). En la mayor parte de los casos
inhiben la formacidn de raices adventicias y disminuyen Ia
dominancia apical.

Clon: Grupo de células, tejidos o plantas que son en principio
genéticamente idénticas.

Cultivo de tejidos: Cultivo de protoplastos, células, tejidos, 6érganos,
embriones 0 semillas in vitro.

Dominancia apical: Fenémeno por el que Ia yemé terminal de un vastago
impide el crecimiento de yemas axilares.

Embriogénesis: Proceso por el cual un embrion se desarrolla a partir de una
célula huevo, o asexualmente a partir de una o un grupo de células.

Esterilizar: Eliminacion de microorganismos, por ejemplo, por medio de
sustancias quimicas, calor, irradiacion o filtracién.

Explante: Fragmento de una planta utilizado para su propagacion.

Fasciculado: Agrupando hacecillos 0 manojitos, como las gloquideas de
especies de Opuntia, o las espinas radiales superiores de ciertas
especies del género Coryphantha.

Fotoperiodo: Lapso de tiempo en que los cultivos se exponen a la luz.

Genotipo: Individuo que contiene en sus céluias uno o0 mas pares de genes
cada uno de ellos con su capacidad mayor o menor de expresion
segun su condicidn hereditaria. El genotipo no es observable, pero
en segregantes y estudiado matematicamente tanto los fenotipos
COMO a sus proporciones, se puede definir uno o varios genotipos.

Glandula: Célula o conjunto de células capaces de producir, acumular o
expeler una secrecion.

Glauco: Color verde claro con matiz ligeramente azulado.

Gléquidas: Galismo por gloquidio. Tricomas unicelulares con pequefias puas
apicales retrorsas que penetran facilmente en un cuerpo extraino
pero salen con dificultad. En cactaceas son pluricelulares y, en
México, se llaman vulgarmente “aguates” o “ahuates”.
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Vitaminas: Grupo de compuestos organicos que a veces se afiaden al medio
nutritivo.

Vitrificacién: Hiperhidricidad de las células, apariencia vidriosa.

Xeroéfilas: Cualquier vegetal adaptado a los climas secos o0 con periodos de
sequia mas 0 menos largo.

Yema: Abuitamiento del tallo de fas plantas que dan origen a brotes O
flores.
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