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RESUMEN GENERAL

PROTOCOLOS DE GERMINACION, MICROPROPAGACION Y
CONSERVACION in vitro DE CACTACEAS DEL GENERO Mammillaria

Dentro de la familia Cactaceae, el género Mammillaria es el que presenta el
mayor nimero de especies a nivel mundial, se estima que cerca del 85 % de las
especies de este género son endémicas de México. Por su naturaleza,
distribucion geografica y aprovechamiento clandestino como recurso ornamental,
79 especies se encuentran categorizadas dentro de la NOM-059-SEMARNAT-
2010. A nivel internacional cerca del 50% de las mamilarias registradas en la Red
List de la International Union for Conservation of Nature corresponden a especies
mexicanas. Ante tal situacion, el presente trabajo de investigacion tuvo como
objetivo general la generacion de protocolos de micropropagacion y conservacion
in vitro para seis especies del género Mammillaria como estrategia para la
propagacion de plantas que puedan conservarse tanto a nivel ex situ como in
vitro. En el primer experimento se evaluaron de manera comparativa diversas
variables relacionadas con la germinacion de semilla cigética, asi como la tasa
de crecimiento relativa en condiciones ex vitro e in vitro para M. albilanata, M.
bocasana, M. columbiana, M. rhodantha y M. spinosissima. En el segundo
experimento se evalud la respuesta in vitro a partir de tres explantes de M.
albilanata y M. haageana en medios suplementados con diferentes dosis de
reguladores de crecimiento vegetal. En el tercer experimento, se evalué el efecto
de tres osmolitos y dos niveles de temperatura en la conservacion de M.
haageana como estrategia de conservacion in vitro a corto plazo. Las mejores
respuestas en germinacion y tasa de crecimiento se obtuvieron en condiciones
in vitro. Existi6 una respuesta diferencial en el numero y tamafio de brotes
generados a partir de distintos explantes bajo diferentes tratamientos. Finalmente
la adicion de manitol en dosis de 30 y 45 g.L'y la incubacién a 24+ 1°C fue
efectivo como medio de minimo crecimiento.

Palabras clave: especies amenazadas, explante, Mammillaria, minimo
crecimiento, reguladores de crecimiento vegetal.

Tesis, Universidad Autbnoma Chapingo.

Autor: Gabriel Ramirez Gonzalez
Director: José Luis Rodriguez de la O.



GENERAL ABSTRACT

PROTOCOLS OF GERMINATION, MICROPROPAGATION AND in vitro
CONSERVATION OF CACTI OF Mammillaria GENUS

The genus Mammillaria, from the Cactaceae family, is the one that presents the
highest number of species worldwide, it is estimated that about 85% of the species
of this genus are endemic to Mexico. Due to its nature, geographical distribution
and clandestine use as an ornamental resource, 79 species are categorized
within the NOM-059-SEMARNAT-2010. Internationally, about 50% of the
mammillaries registered in the Red List of the International Union for Conservation
of Nature correspond to Mexican species. In view of this situation, the general
objective of this research was the generation of micropropagation and in vitro
conservation protocols for six species of the genus Mammillaria as a strategy for
the propagation of plants that may be conserved both ex situ and in vitro. In the
first experiment, several variables related to zygotic seed germination were
evaluated in a comparative manner, as well as the relative growth rate in ex vitro
and in vitro conditions for M. albilanata, M. bocasana, M. columbiana, M.
rhodantha and M. spinosissima. In the second experiment, the in vitro
response was evaluated from three explants of M. albilanata and M. haageana in
media supplemented with different doses of plant growth regulators. In the third
experiment, the effect of three osmolytes and two temperature levels on the
conservation of M. haageana were evaluated as a short-term in vitro conservation
strategy. The best responses in germination and growth rate were obtained under
in vitro conditions. There was a differential response in the number and size of
shoots generated from different explants under different treatments. Finally, the
addition of mannitol at doses of 30 and 45 g.L and incubation at 24 + 1 ° C was
effective as a minimal growth medium.

Key words: threatened species, explant, Mammillaria, minimal growth, plant
growth regulators.

Thesis, Universidad Autbnoma Chapingo.

Autor: Gabriel Ramirez Gonzélez
Advisor: José Luis Rodriguez de la O.



1. INTRODUCCION GENERAL

El constante deterioro de los ecosistemas por sobreexplotacion de los recursos
naturales, cambios en el uso de suelo, crecimiento demografico, calentamiento
global y demas actividades en donde el ser humano es el principal responsable,
ha acarreado entre otros problemas la disminucién y en algunos casos, la pérdida

de especies de flora y fauna a nivel mundial.

México ha suscrito acuerdos nacionales e internacionales para la proteccion de
la biodiversidad, entre ellos podemos destacar la Estrategia Mexicana para la
Conservacion Vegetal 2012-2030 (CONABIO, 2012), la Estrategia Nacional
sobre Biodiversidad en México 2016-2030 (CONABIO, 2016), el Plan Estratégico
para la Diversidad Bioldgica 2011-2020 (CONANP, 2016) y el Convenio sobre la
Diversidad Biolégica (CONANP, 2016), este ultimo vigente desde su firma en Rio
de Janeiro en 1992. Al mismo tiempo y tras la firma de este convenio se han
implementado medidas regulatorias cuya finalidad primordial es reducir el
impacto negativo que el ser humano causa al medio ambiente, asi como la
ejecucion de planes de manejo y conservacion in situ de especies sujetas a
proteccion a través de la NOM-059-SEMARNAT-2010 (DOF, 2010). Pese a la
suma de estos esfuerzos, el nimero de especies vegetales bajo categorias de

riesgos lejos de disminuir se ha elevado significativamente.

En el caso de las cactaceas, en 2001 se registraba un total de 255 especies
protegidas por la NOM-059-ECOL-2001 (Jiménez, 2011), ya para 2010 esta cifra
alcanzaba un valor de 324 especies (Royo, Melgoza y Quintana, 2014) de las
cuales 110 corresponden al género Mammillaria. Ante tal escenario, diversas
instituciones tanto gubernamentales como no gubernamentales implementan
diferentes estrategias de conservacibn de estos recursos. Desde el
almacenamiento de germoplasma en Bancos de Semillas de CONAFOR vy el
Centro de Recursos Genéticos del INIFAP, hasta el establecimiento de viveros
de produccion de cactaceas para reforestacion de areas que han sido
perturbadas. A nivel de investigacion, decenas de protocolos de
micropropagacion in vitro han sido desarrollados por investigadores de

3



instituciones tales como la UNAM, UDG, COLPOS y CHAPINGO, entre otras. No
obstante la existencia de tales protocolos, su aplicacion a veces es solo eficaz
para una especie, razon por la cual es necesario desarrollar protocolos para cada
una de ellas, ademas de que como en todas las cosas, éstos pueden ser

perfectibles.

En este sentido, el objetivo general de este trabajo de investigacion fue generar
protocolos de germinacion, micropropagacion y/o conservacion in vitro tomando
como modelo bioldgico seis especies del género Mammillaria (M. albilanata, M.
bocasana, M. columbiana, M. haageana, M. rhodantha y M. spinosissima) que
actualmente se encuentran categorizadas en la NOM-059-SEMARNAT-2010y la
Red List (IUCN,2018) y con ello aportar dentro de los esquemas para su

propagacion y conservacion.



1.1. OBJETIVO GENERAL

Generar protocolos de germinacion, micropropagacion y/o conservacion in vitro
para M. albilanata, M. bocasana, M. columbiana, M. haageana, M. rhodantha y

M. spinosissima.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Comparar los porcentajes, velocidad de germinacion, germinacion
media y tasa de crecimiento en condiciones in vitro y ex vitro de

cinco especies del género Mammillaria.

2. Establecer un protocolo para la produccién in vitro de plantas de M.

albilanata y M. haageana a partir de distintos tipos de explante.

3. Establecer un protocolo de conservacidbn a corto plazo que
contribuya a los esfuerzos por salvaguardar a la especie

Mammillaria haageana

1.3. HIPOTESIS

1. Las condiciones in vitro favoreceran la germinacion, y las distintas
dosis de sacarosa incorporadas al medio de cultivo generan
diferentes valores en la tasa de crecimiento, las cuales se asume

seran mayores a las generadas bajo condiciones ex vitro.

2. Existird una respuesta diferencial dependiendo de la combinacion

de factores tratamiento-explante.

3. La interacciébn osmolito-temperatura de incubacidon presentara
efectos mas significativos en la tasa de crecimiento relativo de las

plantas en comparacion al efecto de los factores aislados.

En las siguientes paginas se presentan cada uno de los experimentos realizados

para la verificacion de hipotesis y cumplimiento de objetivos.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. METAS DE AICHI PARA MEXICO

Durante décadas hemos escuchado una y otra vez que nuestro pais (México) es
una de las naciones con mayor riqueza bioldgica del planeta. La fauna y la flora
de nuestro pais no solo es ampliamente diversa, también resulta Unica para
muchas de las especies que solo se encuentran de manera natural presentes en

este territorio.

Desde 1993, luego de la firma del Convenio sobre la Diversidad Bioldgica en Rio
de Janeiro, México se ha comprometido constantemente con el desarrollo e
implementacion de politicas publicas, reglamentos, leyes y planes estratégicos
que salvaguarden la biodiversidad presente en las areas naturales protegidas
(ANP’s).

A finales de 2010, en la COP (Conference Of Parts) en la ciudad de Nagoya,
Japon se establecieron las metas de Aichi en donde nuestro pais se comprometio
a que en el afio 2020 el 17 % del territorio terrestre y aguas dulces se encontraria

dentro de superficies de conservacion en diferentes categorias (CONANP, 2016).

De acuerdo al informe dado a conocer por REDPARQUES, Pronatura México
(2018), hasta ese afio México tenia un avance del 76.47 % hacia el cumplimiento
de tales metas. La perspectiva de los expertos si bien era positiva en lo referente
al cumplimiento de los compromisos establecidos, también sefialaba como una
de las probleméticas de los paises de la region latinoamericana, los problemas
que siguen afectando a las ANP’s como lo son, el cambio climatico, la

deforestacion y la sobreexplotacion de los recursos naturales.

Por otro lado también sefialaba la importancia en la integracién de los pueblos
indigenas y comunidades locales para no solo alcanzar las metas fijadas, sino

también para mejorar sustancialmente el proceso mediante el cual se logran.



2.2. LA PROTECCION DE LA BIODIVERSIDAD EN MEXICO

La Ley General del Equilibrio Ecologico y la Proteccién al Ambiente (LGEEPA)
es la principal herramienta juridica para la elaboracion de regulaciones que
permiten la proteccion del ambiente y la biodiversidad, y al mismo tiempo
establecen los lineamientos, normas y leyes que regulan el aprovechamiento

racional de los recursos.

Desde 1998 hasta la fecha actual existen 12 leyes federales y 13 reglamentos
relacionadas directa o indirectamente con la regulacion del uso,
aprovechamiento, bioseguridad, sanidad y demas aspectos relacionados con la
biodiversidad vegetal (CONABIO,2012).

En temas de proteccion, uso y conservacion de especies vegetales, son 32 las
normas que actualmente se encuentran vigentes, 3 de ellas como Normas
Mexicanas (recomendaciones) y 29 como Normas Oficiales Mexicanas de

caracter obligatorio (NOM).

Dentro de estas normas, una de las mas conocidas en temas de proteccion y
conservacion es la NOM-059-SEMARNAT-2010 (DOF.2010) que enlista bajo
diferentes categorias de riesgo/proteccion a las especies de flora y fauna que se
encuentran en peligro debido a la disminucién de ejemplares a consecuencia de
sobreexplotacion, cambios de uso de suelo, perturbacién de ambientes naturales,

entre otras causas.

2.3. CACTACEAS: PLANTAS EN PELIGRO

Distribuidos en la mayor parte de América, desde el sur de Canada hasta la
Patagonia Argentina, los cactus constituyen un grupo de plantas vasculares
cuyas adaptaciones biolégicas les han permitido adaptarse a  diversos
ecosistemas, desde los bosques templados y tropicales, hasta las dunas costeras
y zonas aridas y semiaridas del continente (Edwards, Nyffeler y Donoghue, 2005;

Torres, Méndez, Dorantes y Duran, 2010; Lema y Kulus, 2014).



Dentro de la familia Cactaceae se reconoce la existencia de 1453 especies
(Barthlott et al., 2015; cf. 1500 especies, Ramirez, et al., 2007). Un alto porcentaje
de ellas se distribuyen a lo largo y ancho del territorio mexicano. Hunt (2016)
reporta un total de 50 géneros con presencia en México, mientras que Villasefior
(2016) refiere un total de 69.

De acuerdo a lo sefialado por Royo et al. (2014), cerca de 324 especies de
cactaceas se encontraban en 2010 dentro de alguna de las categorias de
proteccion de la NOM-059, 110 de ellas corresponden al género Mammiillaria, el
grupo mas grande dentro de la familia Cactaceae y el de mayor endemismo en

nuestro pais.

El lento crecimiento, la baja tasa de reclutamiento de nuevos individuos, las zonas
de distribucion restringidas, y las perturbaciones ambientales a las que estan
sujetas debido a actividades antropogénicas han provocado un aumento cada
vez mayor en el nimero de especies que se han ido afadiendo al listado desde
sus origenes como la NOM-059- ECOL-1994 (DOF,1994).

2.4. EL GENERO Mammillaria

Caracterizado por sus formas cilindricas y globosas, ademas de la belleza de sus
coloridas flores, el género Mammillaria ha sido y sigue siendo actualmente el

grupo de cactaceas mas vulnerable.

De las 110 especies listadas en la NOM-059-SEMARNAT-2010, 24 de ellas se
encuentran listadas bajo la categoria de “Amenazada”, 10 en la categoria “Peligro

de Extincidon” y el resto en “Proteccién Especial’.

Por su parte la Red List reporta un total de 160 especies, de las cuales 84 se
encuentran en la categoria “Lest Concern”, 20 en “Endangered” , 18 en la
categoria “Vulnerable”, 15 en “Critically Endangered” , 5 en “Near Threatened” y

22 en “Data Deficient”.



2.5. ESTRATEGIAS PARA LA CONSERVACION

Las diferentes estrategias de conservacion para la biodiversidad establecidas
dentro del Plan Estratégico para la Diversidad Biol6gica 2011-2020 (CONANP,
2016) y la Estrategia Nacional sobre Biodiversidad en México 2016-2030
(CONABIO, 2016) contemplan esquemas de conservacion tanto in situ como ex
situ. Sin embargo, al igual que estrategias anteriores, se ha priorizado la actividad
de conservacion en los ambientes de distribucién natural, debido entre otros
factores a que con ello propician la conservacion de los ecosistemas y la
transmision entre generaciones del conocimiento que en esta materia se puede
desarrollar en las comunidades locales. No obstante también se contempla la
conservacion ex situ como estrategia complementaria a la anterior, bajo las

siguientes especificaciones:

“ Mejorar la coordinacion entre programas de conservacion ex situ, inter situ e in
situ.
- Fortalecer y operar programas de reproduccion para intercambio de
organismos de especies bajo conservacion ex situ.
- Establecer normas y procedimientos técnicos con estandares y criterios
bioéticos para la operacion de centros de conservacion ex situ, p. ej.
jardines botanicos “ (CONABIO,2016).

2.6. GERMINACION POR SEMILLA

Las semillas de las mamilarias se caracterizan por ser de tamafio muy pequefo
(0.7 a 1.5 mm), sus formas varian desde ovaladas, periformes y reniformes

(Arias, Gama y Guzman, 1997).

La produccién de plantas via semilla es factible en la mayoria de las especies,
sin embargo la presencia de mecanismos de latencia en algunas de ellas,
ademas de los requerimientos de almacenamiento postcosecha suelen alterar las

tasas de germinacion cuando esta es llevada a cabo de manera artificial (Flores



y Manzanero, 2003; Martinez, Flores, Lépez y Manzanero, 2004; Flores,

Manzanero, Rojas y Mandujano, 2008).

De manera natural, la germinacion de semillas puede ser muy baja, debido a que
las condiciones propias del ambiente en que estas plantas prosperan pocas
veces son favorables. Las altas temperaturas pueden inducir un periodo de
latencia secundaria conocida cominmente como termolatencia. De igual manera,
para que las semillas germinen requieren enterrarse en profundidades que
ademas de proporcionar la humedad suficiente, permita el paso de luz para
desencadenar los procesos fisiologicos en semillas del tipo fotoblastico positivo
(Rojas y Mandujano, 2017), no asi en aquellas que son fotoblasticas de tipo

indiferente, las cuales requieren mayormente humedad.

2.7. EL CULTIVO DE TEJIDOS COMO ESTRATEGIA DE PROPAGACION Y
CONSERVACION

Mediante las diversas técnicas de cultivo in vitro ha sido posible obtener gran
namero de plantas a partir de pequefios fragmentos con capacidad
meristematica. El cultivo aséptico de este tipo de tejidos bajo condiciones
controladas y medios de cultivo con reguladores de crecimiento vegetal, ha sido
una de las herramientas biotecnolégicas mas utilizadas a nivel comercial para la

produccion de plantas de interés agricola.

Por otro lado, el cultivo de células y érganos ha sido aplicado de manera eficiente
en investigaciones dirigidas a la propagacion y conservaciéon de recursos
vegetales que se encuentran amenazados. Se ha logrado la propagacion exitosa
de especies en riesgo tales como Mammillaria geminispina, Mammillaria
magnimamma, Mammillaria marcosii, Mammillaria mercadensis y Mammillaria
petterssonii (Ramirez y Salazar, 2016), asi como Mammillaria mathildae (Garcia
y Malda, 2010) y Mammillaria plumosa (Téllez et al., 2017). De igual manera, los
métodos de conservacion a corto plazo han sido especialmente exitosos en
especies cuyo uso primordial es ornamental, como Ranunculus asiaticus (Benelli,

Ozudrogu, Lambardi, y Dradi, 2012); Turbinicarpus spp. (Balch, Pérez y De La
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Rosa, 2012); Nandina domestica (Ozudogru et al., 2013); Castanea sativa
(Capuanay Di Lonardo, 2013).

2.8. FASES DEL CULTIVO in vitro

De acuerdo a lo reportado por Mroginski y Roca (1993), las fases del cultivo in

vitro se dividen en las siguientes:

FASE 0: Seleccion y preparacion de la planta madre. Para poder establecer
el cultivo en condiciones de asepsia, se deben obtener explantes con un nivel
nutricional y un grado de desarrollo adecuado. Es por ello que resulta necesario
seleccionar plantas saludables y vigorosas . La preparacion depende de la
procedencia de la planta, si proviene de vida silvestre es necesario mantenerla
bajo condiciones de vivero y aplicarle fungicidas y bactericidas a fin de eliminar o

bien disminuir la presencia de microorganismos patdgenos.

Fase 1: Desinfeccion del material vegetal. Consiste en la aplicacion de un
método de desinfeccion (desinfestacion) mediante el cual se eliminan
microorganismos patdgenos que continlden presentes aun después de la fase 0.
Existen diversas metodologias que pueden aplicarse pero la mas comudn
consiste en una serie de lavados y enjuagues con detergente, emulsificante,
alcohol e hipoclorito de sodio bajo diferentes concentraciones y tiempos de

inmersion.

FASE 2: Establecimiento in vitro (bioensayo). Una vez desinfestados los
explantes, se incuban en un medio basico MS simple, a fin de observar el
comportamiento del tejido vegetal. En esta fase pueden evaluarse (de ser

necesario) la adicién de antioxidantes al medio de cultivo.

FASE 3: Multiplicacion. En la fase de multiplicacion una vez determinadas las

condiciones béasicas para el cultivo in vitro de la especie de interés se evallan los
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efectos de reguladores de crecimiento vegetal (RGV) en la generacion de nuevos

brotes.

FASE 4: Enraizamiento. En esta fase, los brotes generados de manera previa
son individualizados y sembrados en medios de cultivo con la presencia de RGV

gue promuevan el desarrollo de raices.

FASE 5: Aclimatizacidon. Finalmente las plantulas generadas deben pasar por
un proceso de aclimatizacibn mediante el cual se vayan adaptando
paulatinamente a las condiciones ex vitro a nivel de vivero y posteriormente a

nivel de campo.

2.9 CONSERVACION in vitro

La conservacion in vitro se ha desarrollado como una estrategia para la
conservacion y el intercambio de recursos fitogenéticos. Una de sus principales
ventajas es que a través de este tipo de conservacion se puede almacenar una

gran cantidad de muestras en espacios sumamente reducidos.

Existen diferentes tipos de conservacion in vitro, dependiendo del tipo de
metodologia y periodos de almacenamiento requeridos. Para periodos de
almacenamiento a corto plazo (6 a 8 meses) y mediano plazo (+12), el objetivo
es reducir el crecimiento y aumentar los intervalos entre subcultivos. Esto se logra
modificando las condiciones de cultivo, principalmente reduciendo la temperatura
de cultivo. Para almacenamiento a largo plazo (teéricamente indefinido) el
material vegetal se puede almacenar sin alteracion o modificacién, bajo
condiciones de nitrégeno liquido (-196°C), mediante un tratamiento previo con

sustancias criopreservadoras (Engelmann, 1991).

Para la conservacion a corto plazo (estrategia de interés en este trabajo), se
deben considerar diferentes factores, entre los cuales destacan la temperatura,

la reduccion de nutrientes en el medio de cultivo, la incorporacion de osmolitos
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(Garcia, Feria y Acosta, 2007), el tamafio del envase de cultivo y la reduccién de

la intensidad de luz durante la incubacion.
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GERMINACION Y CRECIMIENTO ex vitro E in vitro DE CINCO ESPECIES
DE CACTACEAS DEL GENERO Mammillaria

RESUMEN

Se comparé la germinacion vy tasa de crecimiento (RGR) de M. albilanata, M.
bocasana, M. columbiana, M. rhodantha y M. spinosissima bajo condiciones ex
vitro e in vitro. En el primer caso se evaluaron porcentajes de germinacion (PG),
velocidad de germinacion (VG) y germinacion media (Gso). En el segundo, se
evaluo el RGR luego de 40 semanas de cultivo. El tratamiento in vitro consistio
de medio Murashige-Skoog (MS) al 25% para germinacion, y MS al 50% con
dosis de sacarosa (3, 6 y 9%) para crecimiento, mientras que el tratamiento ex
vitro fue a partir de una mezcla de tierra de hoja y tezontle (1:1). El analisis de
varianza y las pruebas de Tukey evidenciaron diferencias significativas entre las
respuestas generadas a nivel de tratamientos y especies (p<0.05), obteniéndose
mejores resultados en el tratamiento in vitro. Por otro lado, la incorporacion de
sacarosa al 6% y 9% generd una mayor tasa de crecimiento en la parte aérea ,
mientras que al utilizar 3% se present6 una tasa de crecimiento mayor en raices,
en ambos casos superiores al tratamiento ex vitro. La tasa de sobrevivencia de
plantas obtenidas en ambas condiciones fue del 100%.

Palabras clave: Mammillaria albilanata, Mamillaria bocasana, Mamillaria.
columbiana, Mamillaria rhodantha, Mamillaria spinosissima.

Tesis de Doctorado en Ciencias, Doctorado en Ciencias en Horticultura. Universidad Autbnoma
Chapingo.

Autor: Gabriel Ramirez Gonzélez
Director de Tesis: José Luis Rodriguez de la O.
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Germination and growth ex vitro and in vitro of five species of
cacti of the genus Mammillaria

ABSTRACT

The germination and growth rate (RGR) of M. albilanata, M. bocasana, M.
columbiana, M. rhodantha and M. spinosissima were compared under ex vitro
and in vitro conditions. In the first case, the percentages of germination (PG),
germination speed (VG) and medium germination (G50) were evaluated. In the
second, the RGR was evaluated after 40 weeks of culture. The in vitro treatment
consisted of 25% Murashige y Skoog (MS) medium for germination, and 50% MS
with sucrose dose (3.6 and 9%) for growth, while the ex vitro treatment was from
a mixture of leaf soil and tezontle (1: 1). The analysis of variance and the Tukey
tests showed significant differences between the responses generated at the level
of treatments and species (p <0.05), obtaining better results in the in vitro
treatment. On the other hand, 6% and 9% sucrose supplementation generated a
higher growth rate in the aerial part, while with 3% sucrose a higher growth rate
was found in roots, in both cases superior to the ex vitro treatment. The survival
rate of plants obtained in both conditions was 100%.

Key words: Mammillaria albilanata, Mamillaria bocasana, Mamillaria.
columbiana, Mamillaria rhodantha, Mamillaria spinosissima.

Thesis, Universidad Autbnoma Chapingo.

Autor: Gabriel Ramirez Gonzélez
Advisor: José Luis Rodriguez de la O.
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3.1. INTRODUCCION

El género Mammillaria comprende el grupo con mayor nimero de representantes
dentro de la familia Cactaceae con 171 especies (Novoa, Le Roux, Robertson,
Wilson y Richardson, 2015; cf. 200 especies, Navarro y Demeneghi, 2007) . El
85 % de ellas son endémicas de México, razon por la cual se considera como el
centro de diversificacion del género (Arias, Gama y Guzman, 1997; Martinez,
Ramos, Arroyo, Mandujano, y Golubov, 2016). Su mayor presencia se registra en
zonas aridas y semiéridas, pero también existen ejemplares que se distribuyen
en dunas costeras, bosque tropical caducifolio y bosque templado (Godinez,
Alvarez, Valverde y Ortega, 2003; Rzedowski, 2006; Torres, Méndez, Dorantes y
Duran, 2010). Desafortunadamente, desde hace casi una década 110 de las
mamilarias mexicanas se encuentran listadas en la Norma Oficial Mexicana
NOM-059- SEMARNAT-2010 bajo diferentes categorias de riesgo (DOF, 2010),
a nivel internacional el nimero de ejemplares mexicanos en riesgo alcanza
niveles cercanos al 50 % de un total de 164 especies reportadas por la

International Union for Conservation of Nature (IUCN, 2018).

Existen diversas razones que han desencadenado y en algunos casos agravado
dicha problemética. Aunqgue como género se distribuye en toda la Republica, a
nivel de especies, su distribucion suele ser restringida a regiones y zonas con
caracteristicas ambientales especificas (Santos, Velasquez y Gonzalez, 2005).
La extraccion de ejemplares adultos, el cambio de uso de suelo y la explotacion
de recursos del ambiente provocan una notable disminucion en el tamafio de las
poblaciones (Sotomayor, Arredondo, Sanchez, Méndez, 2004) més aun cuando
por condiciones geograficas se encuentran aisladas (Gémez y Hernandez, 2000;
Ferrer, Duran, Méndez, Dorantes y Dzib, 2011; Martinez et al., 2016). Por otro
lado, las mamilarias comparten las caracteristicas tipicas de la familia Cactaceae:
ciclo biolégico prolongado y un ritmo de lento crecimiento. Ello conlleva a que en
los primeros estadios de su desarrollo presenten altas tasas de mortalidad y como
consecuencia la poblacion se estanca en individuos ya adaptados,

mayoritariamente adultos (Godinez et al., 2003). De manera previa a este periodo

19



de sobrevivencia y adaptacion, el reclutamiento de nuevos individuos por medio
de la germinacion de semillas, resulta mas bien un hecho esporadico que
depende en gran medida de una serie de condiciones ambientales que raramente
se presentan (Ferrer et al., 2011), traduciéndose en una disminucién sustancial

del éxito reproductivo (Martinez, Molina, Golubov, Vazquez, y Mandujano, 2014).

A nivel experimental se han analizado factores tales como la temperatura,
fotoperiodo y promotores de germinacion y sustratos que al ser modificados
incrementan los porcentajes y velocidad de germinaciéon (Navarro, Demeneghi,
2007; Sanchez, Reyes, Garcia, y Terrazas, 2010; Flores y jurado, 2011). La
mayor parte de estos trabajos se han realizado en condiciones de invernadero,
aunque también existen otros desarrollados bajo condiciones in vitro (Salas,
Foroughbackch, Diaz, Cardenas, y Flores, 2011; Rodriguez, Poot, Rangel,
Vaquera, Gonzalez, y Trevifio, 2018).

Bajo este marco, la presente investigacion tuvo como objetivos comparar los
porcentajes, velocidad de germinacion, germinacion media y tasa de crecimiento
en condiciones in vitro y ex vitro de cinco especies del género Mammillaria
listadas en la NOM-059-SEMARNAT-2010.

3.2. MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Las especies en estudio fueron: M. albilanata, M. bocasana, M. columbiana, M.
rhodantha y M. spinosissima, cuatro de ellas catalogadas en la NOM-059-
SEMARNAT-2010 (DOF, 2010) bajo la categoria Proteccion especial (Pr),
mientras que M. rhodantha se encuentra categorizada como Amenazada (A). El
material vegetal fue donado por la Asociacion de Productores de Cactaceas y
Suculentas de México (APC A.C.). Las semillas recién recolectadas se
empagquetaron en sobres de papel Kraft y almacenadas durante un mes a una

temperatura promedio de 24+ 1°C en completa oscuridad y en un ambiente seco.

20



Desinfestacion de semillas

Las semillas se seleccionaron para cada especie bajo criterios de homogeneidad
en tamafio, color y forma. Posteriormente se desinfestaron mediante una serie
de lavados con agua corriente mas detergente y Tween 20° ; inmersién en etanol
al 70% durante 5 minutos; inmersion en una solucion de hipoclorito de sodio al

10% durante 15 minutos y finalmente dos lavados consecutivos con agua estéril.
Germinacion

Para evaluar la germinacion de las semillas se compararon dos tipos de
tratamientos: in vitro y ex vitro. En el primer caso, la preparacion del medio de
cultivo in vitro estuvo basada en las sales MS (Murashige y Skoog, 1962) al 25
%, suplementadas con 0.40 mg.L* de Tiamina,100 mg.L* de Myo-inositol, 3 %
de sacarosa con un pH 5.7+0.1 y 3% de Gelrite Gellan Gum (Sigma®) como
agente gelificante. Para el tratamiento ex vitro se emple6 una mezcla estéril de
tierra de hoja y tezontle (1:1), ligeramente humedecida y colocada dentro de

contenedores plasticos transparentes a modo de invernadero.

Las semillas de cada especie se distribuyeron bajo un disefio completamente al
azar en cada uno de los tratamientos experimentales con un total de cinco

repeticiones con 12 semillas por repeticion.

La incubacién de los tratamientos fue bajo condiciones controladas de luz y
temperatura: 16 horas luz/8h oscuridad con una intensidad luminica de 30
umol-m2 sy una temperatura de 24+ 1°C,durante un periodo de 30 dias

después de la siembra (dds).

El criterio para definir una semilla como germinada fue la emergencia de la
radicula. Las variables respuesta fueron: porcentaje final de germinacion (PG),
velocidad de germinacion (VG) mediante el método propuesto por Maguirre
(1962) y germinacion media (Gso) correspondiente al numero de dias
transcurridos después de la incubacion, para alcanzar el 50% del porcentaje final

de germinacion.
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Tasa de crecimiento

En una segunda fase experimental, las plantas obtenidas in vitro se conservaron
en sus medios respectivos durante un periodo de dos meses posteriores a la
germinacion. Luego de ello, se seleccion6 de manera aleatoria una muestra de
36 plantas de cada especie, salvo el caso de M. spinosissima donde el tamafio
de muestra fue de 33 plantas. Bajo un disefio completamente al azar, se
distribuyeron 12 y 11 repeticiones respectivamente en tres medios de cultivo.
Para este experimento, se emplearon medios MS al 50% suplementados con
0.40 mg.L* de tiamina,100 mg.L* de myo-inositol, 3 % , 6% y 9% de sacarosa
respectivamente, gelificados con 2.5 % de Gelrite Gellan Gum (Sigma®) vy
ajustados a pH 5.7+£0.1. Se registraron las diferencias entre valores iniciales y
finales de altura, diametro medio, y longitud de raiz (tomando en consideracion
Unicamente la raiz principal), para estimar la tasa de crecimiento relativo (RGR,
por sus siglas en inglés) bajo la formula: (Vy —V;)/(V;/S) donde: V = valor final,
V;= valor inicial y S = nimero de semanas con base en lo reportado por
Sumaryono, Wirdhatul y Ratnadewi (2012). El periodo de incubacion fue de 280
dias bajo condiciones de ambiente controlado: 16 horas luz/8h oscuridad con una
intensidad luminica de 30 pmol-m=2 -s' y una temperatura de 24+ 1°C. En el
caso de las plantas obtenidas ex vitro se registraron las mismas variables bajo
las mismas condiciones ambientales durante el mismo periodo de tiempo, con un

riego por semana.
Aclimatizacidn

Finalmente las plantas obtenidas in vitro se aclimatizaron en la misma mezcla de
sustrato que aquellas generadas ex vitro y se evalué la sobrevivencia luego de
60 dias.

Analisis estadistico

En la parte de germinacion, se realiz6 una transformacion de los datos obtenidos
en porcentaje a fin de normalizarlos mediante la funcién arcoseno de la raiz

cuadrada de PG, denotada por la férmula: PGi=arcoseno VPG, donde PGt es el
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porcentaje de germinaciéon transformado y PG es el porcentaje a transformar
dado enunrangode Oal (Rodriguez, Valdés, y Rodriguez, 2012). Para analizar
los datos de PGt VG y Gso se realizd un ANDEVA de dos factores:
(tratamiento/especie) y una prueba de medias de Tukey con una p= 0.05. Con
respecto a la estimulacion de crecimiento, los datos obtenidos fueron sometidos
a un ANDEVA de dos factores: Tratamiento/Especie seguidos de una prueba de
medias de Tukey con una p= 0.05. Todos los procedimientos estadisticos se

procesaron con el software Minitab® v.18 (Minitab, State College, PA, USA).

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Germinacién

Se presentd una respuesta diferencial en la germinacion promovida en los
diferentes niveles de los factores tratamiento y especie. En el tratamiento in vitro
presentd un efecto positivo sobre el valor de PGt de mayor tamafio en
comparacion con el que se obtuvo a nivel ex vitro (Figura 1). De manera global,
se observé un incremento promedio del 25 % sobre los valores de PGt, lo cual se

tradujo en una mayor germinacion para las cinco especies (Cuadro 1).

13 1

1.2 A

1.1 A

Medias

0.9 4

0.8
ex vitro in vitro

Tratamiento Especie

Figura 1. Gréfica de efectos principales para PGt. Especie: M. albilanata, M
bocasana, M. columbiana, M. rhodantha, M. spinosissima, (30 dds).
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Porcentajes de Germinacion (PG)

El andlisis de varianza y la prueba de Tukey evidenciaron diferencias
significativas en los valores generados por los distintos niveles de tratamiento
germinativo sobre las variable respuesta (p=0.012). Los valores mas altos de PG
bajo condiciones ex vitro se obtuvieron en M. bocasana y M. rhodantha, sin
embargo bajo condiciones in vitro ambas especies compartieron valores de PG
con M. columbiana y M. rhodantha que estadisticamente solo fueron diferentes
de los obtenidos en M. spinosissima (p=0.023), la cual fue en ambos casos la
especie con menor PG.

Cuadro 1. Porcentaje de germinacion, velocidad de germinacion e indice de
germinacion (30 dds).

Especie PG exvivo PG i vivo VG exvivo VGinvivo Gspexvioo  Gsoinvioo
M albilanata 6060 926a 13906 273b 12500 10.1b

M bocasana 852a 933a 240a 330a 1520a 9.70b

M columbiana 59.9 be 939a 1440 2.85ab 1640 a 12.60 a

M rhodantha. 76.3 a 990a 226 ab 2.80ab 13.20 ab 11.80a

M spinossisima 486¢ 55.1b 1.16 b 1.83b 1480a 1250 a

Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre los valores promedio
de acuerdo a la prueba de Tukey (p< 0.05).

Los resultados obtenidos en este experimento mostraron porcentajes de
germinacion similares a los reportados para el género Mammillaria bajo
condiciones ex vitro. Flores et al. (2006) reportaron porcentajes de germinacion
de diversas especies de cacticeas utilizando arena como sustrato y un
fotoperiodo de 14 horas luz/10h oscuridad a 25°C . Para M. bocasana reportaron
porcentajes de germinacion del 83 %, valor ligeramente inferior al obtenido en
este trabajo (85.2%), mientras que para otras especies del mismo género (M.
aurelianata, M. plumosa, M. orcuttiy M. longimamma) el intervalo de porcentajes

reportado fue de entre el 42 % al 75% coincidentes con los registrados para las
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especies consideradas en este experimento. Considerando las condiciones de
germinacion naturales como condiciones ex vitro, se observo un mayor contraste
con lo reportado para M. gaumeri, especie para la cual se reportan porcentajes
de germinacion de apenas el 2.9% de una siembra total de 1500 semillas (Ferrer,
Duran, Méndez, Dorantes y Dzib, 2011).

Con respecto a la germinacién in vitro se obtuvo valores que en general
sobrepasaron el 90% coincidiendo con lo reportado por Ruedas, Valverde y
Castillo (2000) para especies como M. magnimamma (95%) y fueron también
superiores a lo sefialado para M. haageana y M. carnea cuyos maximos fueron
de 76.71 y 72.87% (Benitez, Orozco, y Rojas, 2004). Por otra parte, Salas et al.
(2011) reportaron porcentajes de germinacion en medio MS al 50% para
Mammillaria prolifera cercanos al 23%, mientras que para M. pectinifera los
valores maximos reportados por Villanueva, Navarro y Eliosa (2016) fueron
ligeramente superiores al 35%. Ambos casos presentan valores mucho menores
al porcentaje de germinacion mas bajo observado en esta investigacion (51.1%

para M. spinosissima).

Como se pudo advertir en las dos condiciones germinativas, M. spinosissima
presento los menores porcentajes de germinacion, esto pudo deberse a que tal y
como sefialan Trejo y Garza (1993) existen algunas cactaceas cuyas semillas
pese a ser recién recolectadas, no siempre tienen la mejor viabilidad en los
primeros meses tras la cosecha, y mejoran su viabilidad al cabo de un par de

anos.
Velocidad de germinacion (VG)

Para la variable VG, el mayor valor se obtuvo en M. bocasana bajo ambas
condiciones de germinacion, las cuales al ser comparadas entre si resultaron ser
estadisticamente diferentes (p=0.016). Las especies restantes también
presentaron incrementos en cuanto a la VG en el tratamiento in vitro, pero en el
caso de M. spinosissima este incremento no fue significativo entre tratamientos
(p=0.062).
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Para condiciones ex vitro Flores y Jurado (2011) reportaron valores de 1.25 para
A. myriostigma, mientras que para otras cactaceas como Pilosocereus
pachycladus el valor reportado fue de 3.91 (Abud, Goncgalves, Reis, Pereira y
Bezerra, 2010). Los valores obtenidos para esta variable en la presente
investigacién coinciden dentro de este intervalo, siendo el menor de 1.16 para

M. spinosissima y de 2.40 el mayor en M. bocasana.

Respecto a la germinacién in vitro, Salas et al. (2011) reportan valores de VG de
0.42 +0.08 en medios de cultivo MS al 50% gelificados y suplementados con 10%
de sacarosa. Especificamente para M. prolifera el valor de VG fue de 0.1, valor
muy por debajo de lo obtenido para las especies aqui evaluadas, donde la de
menor VG (M. spinosissima) supera mas de 18 veces dicho valor de referencia.
En contraste, Santos, Martin del Campo, Arredondo y Santos (2001) reportan
valores de hasta 8.98 obtenidos para A. myriostigma en medios MS al 50%. En
este sentido deben tenerse en consideracion las caracteristicas propias de las
semillas, asi como su fisiologia, ya que si bien las velocidades de germinacién
no rebasan el valor de 3.50, los porcentajes de germinacién en cuatro de las cinco

especies sobrepasan el 90%.
Germinacion media (Gso)

Los resultados obtenidos en condiciones ex vitro contrastan con lo reportado por
Sanchéz et al. (2010) para M. mazatlanensis donde el valor de Gso (Tso) fue de
6.3 dias, mientras que el valor mas bajo obtenido en este caso fue de 12.5 dias
para M. albilanata. Pese a ello, cabe aclarar que M. mazatlanensis fue incubada
durante el periodo de germinacion 5°C por arriba de la temperatura utilizada en
este experimento, lo cual puede influir sustancialmente en el valor de la variable.
Por su parte Navarro, Cervantes y Lazaro (2008) sefialan que la germinacién de
M. hamata y M. sphacelata ocurri6 hasta la segunda y cuarta semana
respectivamente (14 y 28 dias), con lo que podemos inferir que los valores para
Gso son mayores a algunos de los obtenidos para las cinco especies evaluadas,
y que pese a pertenecer al mismo género cada especie muestra un

comportamiento diferente.
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La mayor reduccion en dias se presento en la condicion in vitro para M. bocasana
con 9.7, mientras que la menor ocurrié en M. rhodantha (11.8 contra 13.2 dias ex
vitro). Estos resultados contrastan con lo reportado para especies de este mismo
género, donde por ejemplo, M. magnimamma alcanzé el valor Gso a los 3.4 dias
(Ruedas, Castillo, y Valverde, 2000).

En general se observé que en la condicion in vitro se dio una reduccion
significativa en el tiempo en dias para alcanzar el 50% de germinacion. Esto
puede atribuirse principalmente a que las semillas asi sembradas estuvieron
expuestas a una imbibicion continua lo que facilita y acelera los procesos

fisiol6gicos previos y durante la germinacion.
Tasa de crecimiento

Se presentan a continuacion los valores de RGR calculados para altura, diametro
y longitud de raiz en condiciones ex vitro e in vitro. Si bien existen estudios donde
se ha calculado el valor de RGR en cactaceas, en la mayoria de los casos esto
se ha realizado a partir del calculo de biomasa tanto en peso seco como en peso
fresco (Ruedas et al., 2000; Martinez y Valverde, 2008; Balen et al., 2013) o
bien respecto a aproximaciones geométricas del volumen de la planta (Loustalot,

Malda, Suzan, Hernandez y Guevara, 2014).

En consecuencia, se pretende que los resultados obtenidos en este experimento
constituyan un nuevo aporte para la medicidén de tales variables, describiendo lo

encontrado.
RGR altura

Existié diferencia estadistica entre los efectos generados en RGR a nivel de
tratamientos (p=0.034). De manera global, se puede observar que bajo
condiciones in vitro la tasa de crecimiento es mucho mayor en todas las especies
en comparacion con lo que se obtuvo bajo el tratamiento ex vitro (Figura 2). A
nivel de especies, de acuerdo a la prueba de Tukey se presenté diferencia
estadistica entre la tasa de crecimiento de M. albilanata y M. spinosissima, bajo

todos los tratamientos.
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M.albilanata M.bocasana  M.columbiana M.rhodantha M.spinossisima

Figura 2. Efecto en el valor de RGR de altura bajo tratamientos in vitro con tres
dosis de sacarosa vs tratamiento ex vitro, después de 280 dias de incubacion.

En todas las especies se observé un incremento en la tasa de crecimiento bajo
los medios suplementados con dosis de 6% y 9%. Sin embargo no hubo
diferencia estadistica entre estas dos (p=0.106), lo cual sugiere que la adicion de
concentraciones mayores de sacarosa no necesariamente genero incrementos

mayores a los que se obtuvieron con suplementaciones de 60 g.L™.

Las plantas mas altas se presentaron en M. albilanata bajo el tratamiento al 9%
de sacarosa con una media de 68 mm y una RGR de 0.16, mientras que para
esta misma especie bajo el tratamiento ex vitro se alcanz6 una altura promedio
de 36 mm y una RGR de 0.07. El resto de las especie se distribuyd en rangos de
RGR de 0.5 a 0.15 y alturas de 34 mm a 63 mm.

RGR didmetro

Al igual que en el caso anterior, el valor de RGR fue mayor en el tratamiento in
vitro y a su vez dentro de éste en los medios de cultivo suplementados con dosis

de 6% y 9% de sacarosa los cuales no fueron significativamente diferentes de
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acuerdo con la prueba de medias de Tukey, generando valores de RGR muy

cercanos entre si para cada especie (Figura 3).
W3% 06% M9% Bexvitro

0.14 A 3
0.12 - & - £a

0.08 A1
0.06 A

0.04 A

RGR (mm/mm/semana)

0.02 4

0.00 -

M.albilanata M.bocasana M.colubiana M.rhodantha M.spinossisima

Figura 3. Efecto en el valor de RGR de diametro bajo tratamientos in vitro con
tres dosis de sacarosa vs tratamiento ex vitro, después de 280 dias de
incubacion.

Los mayores diametros se presentaron en M. albilanata con tamafios promedio
de 19 mm en el mejor de los tratamientos (6%) mientras que el menor crecimiento

se dio en M. bocasana donde el diametro promedio fue de 10 mm.

RGR longitud de raiz

Los valores de RGR en raiz presentaron diferencias significativas entre los
tratamientos in vitro y el tratamiento ex vitro (p=0.014). Las raices mas grandes
se desarrollaron en los tratamientos suplementados con el 3% de sacarosa
(Figura 4).

Los tratamientos con 6 % y 9% también incrementaron la tasa de crecimiento de
manera similar y cercana a lo obtenido bajo dosis de 3% en cuatro de las cinco

especies, curiosamente aquellas en las cuales el desarrollo de la parte aérea fue

29



mayor. Para el caso de M. spinosissima no hubo diferencia en el valor de RGR

bajo las tres concentraciones de sacarosa (p=0.63).

W3% O6% O9% BMexvitro

0.30 -~

0.25 A

0.20 A }

RGR (mm/mm/semanas)
-
=

0.10 4

0.05 4

0.00 +

M.albilanata  M.bocasana M.columbiana M.rhodantha M.spinossisima

Figura 4. Efecto en el valor de RGR de longitud de raiz bajo tratamientos in vitro
con tres dosis de sacarosa vs tratamiento ex vitro, después de 280 dias de
incubacion.

La adicién de carbohidratos en el medio de cultivo in vitro mejoré el crecimiento
de las plantulas. Al encontrarse en condiciones controladas de humedad,
temperatura y luz, la tasa fotosintética disminuye, sin embargo la suplementacion
con sacarosa compensa y estimula el crecimiento de las plantas al mantener la
presidn osmatica en la célula que en consecuencia aumenta su tamafo, de
acuerdo con lo reportado por Kozai, Kubota, y Ryoung (1997). No obstante, se
puede inferir en cuanto a los resultados obtenidos que la suplementacion con
dosis por encima del 6% no generd incrementos significativos en todas las
especies, en algunas incluso se presentd disminucion en el valor de RGR en
diametro lo cual pudo deberse al potencial hiperosmaético en el medio de cultivo
tal y como sefialan Martinez, Andrade, Villegas, Villegas y Lopez (2011), mientras
gue en raiz, el RGR es mayor en medios con 3%, sin embargo el desarrollo de

raices secundarias fue mucho mayor en las otras dos concentraciones.
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Aclimatacién

Finalmente después del periodo de aclimatacién la sobrevivencia en plantas

producidas tanto a nivel in vitro como ex vitro fue del 100%.

3.4. CONCLUSIONES

La germinacién in vitro de semillas de las especies evaluadas present6 mejores
respuestas en comparacion con el tratamiento ex vitro en todas las variables. Al
incrementar el nivel de nutrientes in vitro y suplementar con dosis de sacarosa
entre el 3% y 6% se promovio un mayor crecimiento en las plantas durante el
mismo lapso de tiempo que de manera ex vitro, ademas de que el porcentaje de

sobrevivencia final fue del 100 %.

La medicion de las variables altura de planta, didmetro de planta y longitud de
raices resultaron un buen indicador para evaluar la tasa de crecimiento relativo
(RGR). A diferencia de la RGR basada unicamente en biomasa, la RGR calculada
bajo las variable ya mencionadas, nos permite conocer las caracteristicas del

desarrollo de las plantas obtenidas.

Finalmente, los resultados obtenidos se podrian implementar como una
estrategia que contemple la germinacion y crecimiento in vitro, obteniendo
plantas mas grandes y vigorosas en un menor tiempo para poder dirigirlas a

esquemas de conservacion ex situ e in situ de estas especies.
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PROPAGACION in vitro DE DOS ESPECIES AMENAZADAS DEL GENERO
Mammillaria (CACTACEAE)

RESUMEN

Se presentan los resultados para la propagacion in vitro de Mammillaria albilanata
y Mammillaria haageana; especies listadas bajo categorias de proteccion en
normas nacionales y catélogos internacionales debido a su constante explotacion
como recurso ornamental. En la etapa de induccién y multiplicacion de brotes se
utilizaron explantes basales, intermedios y apicales provenientes de plantas
germinadas in vitro. Se evalu6 el tipo de respuesta, nimero y altura de brotes a
partir de cada tipo de explante bajo seis combinaciones de benciladenina (BA) y
acido 3-indol acético (AIA). Las mejores respuestas se generaron bajo la
combinacion en relacion 1:1 de BA:AIA en ambas especies, no obstante a nivel
de explante para M. albilanata el explante intermedio resultd mas eficiente,
mientras que para M. haageana lo fue el de tipo basal. En la etapa de
enraizamiento se observd desarrollo de raices bajo todos los tratamientos
evaluados, sin embargo el porcentaje de enraizamiento, longitud y biomasa de
raiz mejoro significativamente en medios suplementados con 1.0 mg.L* de AlA.
Finalmente en la etapa de aclimatacion la sobrevivencia de las plantas generadas
de esta manera fue del 100 % para ambas especies.

Palabras clave: Especies amenazadas, Mammillaria albilanata, Mammillaria
haageana, Micropropagacion, Organogénesis.
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In vitro PROPAGATION OF TWO THREATENED SPECIES OF Mammillaria
GENUS (CACTACEAE)

ABSTRACT

The results for the in vitro propagation of Mammillaria albilanata and Mammillaria
haageana are presented; species listed under protection categories in national
standards and international catalogs due to their constant exploitation as an
ornamental resource. In the stage of shoot induction and multiplication, basal,
middle and apical explants from plants germinated in vitro, were used. The type
of response, number and height of shoots were evaluated from each type of
explant under six combinations of benzyladenine (BA) and 3-indole acetic acid
(AIA). The best responses were generated under the combination in a 1:1 ratio of
BA: AIA in both species, however at explant level for M. albilanata the
intermediate explant was more efficient, while for M. haageana it was the basal
type . In the rooting stage, root development was observed under all the
treatments evaluated, however the percentage of rooting, length and root biomass
improved significantly in media supplemented with 1.0 mg.L* of AIA. Finally, in
the acclimation stage, the survival of the plants generated in this way was 100%
for both species.

Key words: Threatened species, Mammillaria albilanata, Mammillaria haageana,
Micropropagation, Organogenesis.

Thesis, Universidad Autbnoma Chapingo.

Autor: Gabriel Ramirez Gonzélez
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4.1. INTRODUCCION

Distribuidos en la mayor parte de América, desde el sur de Canada hasta la
Patagonia Argentina, los cactus constituyen un grupo de plantas vasculares
cuyas adaptaciones biolégicas les han permitido adaptarse a  diversos
ecosistemas, desde los bosques templado y tropical, hasta las dunas costeras y
zonas aridas y semiaridas del continente (Edwards Nyffeler y Donoghue, 2005;
Torres, Méndez, Dorantes y Duran, 2010; Lema, y Kulus, 2014). Dentro de la
familia Cactaceae se reconoce la existencia de 1453 especies (Barthlott et al.,
2015; cf. 1500 especies, Ramirez et al., 2007). Un alto porcentaje de ellas se
distribuyen a lo largo y ancho del territorio mexicano. Hunt (2016) reporta un total
de 50 géneros con presencia en México, mientras que Villasefior (2016) refiere
un total de 69, no obstante ambos autores coinciden en que el género

Mammillaria resulta ser el que tiene mayor presencia y endemismo en México.

Las especies que comprenden el género Mammillaria se caracterizan por sus
formas globosas o cilindricas con presencia de multiples tubérculos con espinas
(mammas) a lo largo de su cuerpo. La caracteristica mas vistosa son sus flores
de colores variados que rematan la planta a modo de corona.
Desafortunadamente esto mismo ha propiciado la explotacion y saqueo
desmedido de decenas de especies que son altamente apreciadas por su

caracter ornamental (Jiménez y Jiménez, 2007; Goettsch et al., 2015).

Mammillaria albilanata y Mammillaria haageana son dos especies que
actualmente se encuentran listadas tanto en la NOM-059- SEMARNAT
(DOF,2010) como en la Red List de la International Union for the Conservation of
Nature and Natural Resources (IUCN, 2018). Si bien en ambos casos se les
considera bajo una categoria de proteccion menor, el continuo saqueo y
perturbacion de sus zonas de distribucion natural podrian derivar en un
decremento del numero de ejemplares silvestres y con ello impactar
negativamente en la conservacion de dichos recursos. Ante este panorama

resulta prioritario evaluar alternativas de propagacion masiva de ejemplares que

39



permitan tanto la conservacion del recurso genético como también su
aprovechamiento de manera consciente y sustentable, sin que ello afecte el
desarrollo de las poblaciones naturales. Actualmente se dispone de un gran
namero de protocolos de cultivo de tejidos que han sido desarrollados para
diversas especies de Mammillarias que se encuentran bajo presiones similares
(Ramirez y Salazar, 2016;Téllez et al., 2017; Lazaro, Mata, Gonzéalez, Arias y
Reverchon, 2018). No obstante, no existe un protocolo Unico que pueda
implementarse para todas ellas puesto que su micropropagacion depende de
diversos factores, entre los cuales destacan las caracteristicas genéticas de la
propia especie, el tipo de explante utilizado y la concentracion y naturaleza de los
reguladores de crecimiento vegetal empleados (Kulus, 2015). Bajo este contexto,
el objetivo de este trabajo fue establecer un protocolo para la produccién in vitro
de plantas de M. albilanata y M. haageana a partir de distintos tipos de explante,
a fin de que usarse con fines ornamentales comerciales y en esquemas de

conservacion ex situ.

4.2. MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se utilizaron plantas de M. albilanata y M. haageana de cuatro meses de edad,
germinadas in vitro. A partir de ellas se tomaron explantes de la region basal,

intermedia y apical, todos con presencia de areolas.
Etapa de induccion y multiplicacién

Para esta etapa se prepararon los tratamientos basados en medios de cultivo MS
(Murashige y Skoog,1962) al 100%, suplementados con 100 mg.L! de
myoinositol, 0.40 mg.L? de tiamina y 3% de sacarosa, adicionalmente se
emplearon combinaciones de concentraciones de benziladenina (BA) y (AlA) en
el ordende 0.0, 1.0y 2.0 mg L. Los medios fueron ajustados a un pH 5.7 £ 0.1,
gelificados con 7 g.L* de agar agar y esterilizados en autoclave a 121°C y 1.5 kg

cm2 durante 20min. Los explantes fueron sembrados en frascos de 120 ml con
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20 ml de medio. En cada tratamiento se sembraron 15 repeticiones por explante
para cada una de las especies. La incubacion se realizoé durante 112 dias bajo
condiciones de fotoperiodo 16/8h luz/oscuridad a una intensidad luminica de 30
umol m2 s (los primeros 14 dias) y de 50 pmol m2 sty 24 + 1°C de temperatura

durante el periodo restante.
Etapa de enraizamiento

Luego de la etapa de induccién, se seleccionaron brotes que presentaron un
desarrollo normal y uniforme, caracterizados por presentar tejido vigoroso,
estructuras definidas y sin sefiales de vitrificacion. Los brotes se individualizaron
y se sembraron en tubos de ensayo de fondo plano (120X24mm) con 10 ml de
medio de cultivo, con un total de 30 repeticiones por tratamiento para cada

especie.

Los medios de cultivo se prepararon con sales MS al 50 % suplementadas con
100 mg.L! de myoinositol, 0.40 mg.L? de tiamina, 3% de sacarosa, 1g.L! de
carbén activado y dos dosis de AIA (0.5 y 1.0 mg.L™') mas un tratamiento testigo
sin regulador de crecimiento vegetal (RCV). La incubacion se realizé durante 6
semanas bajo condiciones de fotoperiodo 16/8h luz/oscuridad a una intensidad

luminica de 50 umol m2 sty 24 + 1°C de temperatura.
Aclimatizacion

La aclimatizacion de plantas enraizadas se realizd bajo condiciones de
invernadero en una mezcla de sustrato de tezontle y tierra de hoja en proporcion
1:1. En los primeros 42 dias se realiz6 un riego cada tercer dia, a partir de la
séptima semana (49 dias) el riego se redujo a dos veces por semana y finalmente

alos 112 dias el riego se aplicé una vez semanalmente.
Analisis estadistico

Se evalué el tipo de respuesta morfogénica por tipo de explante y tratamiento,
para ello se analizd el numero de brotes y su altura mediante un analisis de
varianza y una prueba de Tukey (p=0.05). Posteriormente para la etapa de

enraizamiento se determind el porcentaje de enraizamiento en cada tratamiento,
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y se aplicé un andlisis de varianza y prueba de Tukey (p=0.05) para las variables
longitud de raiz y biomasa en peso fresco con una submuestra destructiva de 10
repeticiones por tratamiento. Por ultimo, para la etapa de aclimatacion solo se
registro el porcentaje de sobrevivencia de las plantas. Los analisis de datos se
realizaron con el software estadistico Minitab® v.18 (Minitab, State College, PA,
USA).

4.3. RESULTADOS

Todos los tratamientos indujeron la formacion de brotes tanto en M. albilanata
como en M. haageana. A nivel de explantes, se presentd una respuesta de tipo
organogénico superior al 90% en las dos especies; solo en algunos casos el
explante gener6 callo de tipo compacto. En general en ambas especies hubo
variacion respecto al numero de dias de incubacion necesarios para generar los
primeros brotes (Figura 5), obteniéndose en primer término a partir del explante
basal, no obstante se observo una formacion de brotes méas temprana en los

explantes de M. haageana.
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Figura 5. Dias necesarios para la formacion de brotes y porcentaje de respuesta
organogénica segun tipo de explante.
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Proliferaciéon de brotes

Se generaron brotes en los tres tipos de explantes para cada especie, en algunos

casos el nimero de brotes se incrementd en un mismo tipo de explante al cambiar

el tratamiento (Figura 6a-d) observandose interaccién entre ambos factores

(Cuadro 2).

Cuadro 2. Efecto de diferentes concentraciones de BA y AlA en la formacion de
brotes y altura a partir de tres diferentes tipos de explantes de M. albilanata y M.

haageana después de 112 dias de incubacion.

Especie Explante BA AIA Numero de Tamafio de
(mg.L ™) (mg.L?) brotes* brotes* (mm)
M. albilanata
Basal 0.66 +0.15¢ 7.16 £0.23 a
1.0 0.73+0.18 bc 6.94 +0.16 ab
1.0 240+0.30 a 7.04+0.02a
1.0 1.0 1.86 +0.30 ab 6.64+0.16 b
1.0 2.0 1.66+0.18 a 5.03+0.08 ¢
2.0 1.0 1.73+0.22a 6.14+0.21b
Intermedio 1.20+0.22d 6.86 £ 0.33 ab
1.0 2.00+0.25cd 7.04+041a
1.0 3.66+0.34b 544 +0.02¢c
1.0 1.0 7.40+0.49a 5.66 +0.09 ¢
1.0 2.0 3.40 £ 0.30 be 6.31+£0.11 b
2.0 1.0 3.00 £ 0.32 bc 5.81+0.17 bc
Apical 2.13+0.25b 5.60+0.23 a
1.0 1.86+0.19b 549+03la
1.0 3.86+0.32a 5.58+0.45a
1.0 1.0 446 +0.37 a 496 +£0.38a
1.0 2.0 3.56+0.43 a 5.11+0.39a
2.0 1.0 1.46+0.25b 5.13+0.35a
M. haageana Basal 1.66+0.18b 472+0.11a
1.0 1.73+0.20b 5.02+0.36 a
1.0 1.86+0.53b 5.04+0.12a
1.0 1.0 9.63+0.60 a 4.64 +0.66 ab
1.0 2.0 8.53+0.47 a 3.96+0.38b
2.0 1.0 8.02+0.23 a 5.11+0.19a
Intermedio 1.40+0.21c 5.66 +0.53 b
---- 1.0 1.80+0.14c 7.01+£0.14a
1.0 5.26+0.31b 541+0.22b
1.0 1.0 6.63+0.79b 5.67+0.15b
1.0 2.0 8.05+0.53 a 5.27+0.14b
2.0 1.0 8.72+0.18 a 6.79+0.11a
Apical 2.03+0.24c 6.40+0.16 a
1.0 243+0.23¢c 5.19+0.22 b
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1.0 ---- 256+0.28¢c 5.32+0.18b

1.0 1.0 7.02+0490D 6.11+0.25a
1.0 2.0 7.86 +0.36 a 6.24 £0.27 a
2.0 1.0 7.12+0.04 Db 5.83+0.25a

*medias + SE de explantes de cada tipo por tratamiento. Las medias seguidas por la misma letra
en cada columna no difieren significativamente a un nivel del 5% por la prueba de Tukey.

La suplementacién con RCV potencializé la proliferacién de brotes que en
algunos casos mostro diferencias estadisticas, sin embargo existié una dosis a
partir de la cual la respuesta (dependiendo del tipo de explante) lejos de
incrementarse, disminuyd, tal y como ocurrié en las combinaciones de relacion
2:1 de AIA:BA y BA:AIA para los explantes basal e intermedio de M. albilanata.
En cambio para M. haageana la respuesta se incrementé en los explantes

intermedio y apical cuando la proporcién de RCV sobrepaso la relacion 1:1.

Altura de brotes

En general, salvo casos especificos (Cuadro 2) la mayoria de los brotes
generados presentaron un mayor tamafio en medios con dosis bajas o nulas de
RCV. En M. albilanata los mayores tamafos de brote se generaron a partir de
explantes basal e intermedio, mientras que en M. haageana estos se presentaron

en el explante de tipo basal.

Cuando el niumero de brotes aumentd el tamafio de los brotes disminuyd y
viceversa, sin embargo en aquellos tratamientos donde se obtuvo explantes
grandes (>10 mm), un porcentaje cercano al 25% presentd hiperhidratacién de
tejido lo cual no es una caracteristica deseable para la micropropagacion de este
tipo de especies, debido a que requieren de un proceso de recuperacion que

involucra la aplicacion de otros medios de cultivo.

Porcentaje de enraizamiento

En todos los tratamientos se indujo la formacién de raices para ambas especies
aproximadamente a los 30 dias de incubacion. Mientras que para M. albilanata

no hubo una diferencia significativa respecto al efecto de la suplementacion con
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AlA frente al testigo, en M. haageana si se presenté un aumento en relacién al

porcentaje de enraizamiento (Cuadro 3).

Cuadro 3.Efecto de diferentes concentraciones

brotes de M. albilanata y M. haageana.

de AIA en el enraizamiento de

Especie AlA Porcentaje de Longitud de Biomasa de
mg.L? enraizamiento raiz* (mm) raiz* (mg)

M. albilanata 80.0 19.4+045b 17.4+0.23b
0.5 93.3 21.3+052b 18.3+0.16b
1.0 86.6 345+0.33a 27.1+0.02a
76.6 16.7+0.36b 10.5+0.13¢c

M. haageana 0.5 96.6 285+0.77a 21.4+0.26Db
1.0 93.3 30.2+064a 26.3+0.39a

*medias + SE de explantes de cada tipo por tratamiento. Las medias seguidas por la misma letra
en cada columna no difieren significativamente a un nivel del 5% por la prueba de Tukey.

Longitud de raiz

Las raices mas largas se generaron en tratamientos que contenian AlA (Figura
6e-j). En el caso de M. albilanata el aumento en la concentracion de la auxina
incrementd sustancialmente la longitud de la raiz, en tanto que para M.
haageana la longitud de la raiz mostré independencia con respecto a la dosis del

RCV (cuadro 3).

Biomasa de raiz

Por otra parte, el desarrollo de raices secundarias fue mayor tanto para M.
albilanata como para M. haageana cuando se increment6 la dosis de AlA (Figura
6e-i), lo cual impacté de manera significativa en los registros promedio de dicha

variable resumidos en el cuadro 3.
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Figura 6. Brotes de M. albilanata a partir de explante intermedio en tratamiento
testigo a) y b) suplementado con 1.0 mg.L* de BAy 1.0 mg.L* de AIA; Brotes de
M. haageana a partir de explante basal en tratamiento testigo c¢) y (d
suplementado con 1.0 mg.L* de BAy 1.0 mg.L* de AIA. Desarrollo de raices de
M. albilanata en tratamiento testigo e), 0.5 mg.L* de AIA f) y 1.0 mg.L* de AIA
g); Desarrollo de raices de M. haageana en tratamiento testigo h), 0.5 mg.L* de
AIA i) y 1.0 mg.Lt de AIA j). Formacién de brotes a las 16 semanas.
Enraizamiento a las 6 semanas. Barra= 5 mm.

4.4. DISCUSION

En la mayoria de los casos la obtencion de brotes se ha dado a partir de la
activacion de areolas presentes en explantes de diversas regiones de la planta
(Ramirez et al., 2007;Soria, Lopez y Olguin, 2012; Téllez et al., 2017). En este
sentido, los resultados de este trabajo sefialan que sin importar el tipo de
explante, bajo las dosis de RCV evaluadas el principal tipo de respuesta fue de
tipo organogénico y se dio a partir de la tercera y cuarta semana en ambas
especies, a diferencia de lo reportado para otras cactaceas cuyo inicio de
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formacion de primordios llegd a ser de 84 dias (Pérez, Pérez, Davila y Villalobos,
2002). La respuesta de tipo callogénico fue de entre el 5y 9 %, ligeramente menor
al 15% reportado para otras cactaceas propagadas en medios de cultivo

suplementados con &cidol-naftalacético (Pérez et al., 2002).

Bajo las mismas dosis de RCV (1:1) los explantes intermedio de M.albilanata) y
basal de M. haageana promovieron el mayor nimero de brotes, evidenciando la
importancia en la eleccién del explante y su interaccion con dosis de RCV
suplementadas en medios de cultivo. La presencia o ausencia de BA y AlIA
promovieron un desarrollo diferencial de brotes que fue mas evidente en los
explantes de M. albilanata, en cambio para M. haageana hubo casos en los que
el incremento de la relacion de RCV no presenté diferencias estadisticas. Estas
respuestas diferenciales podrian estar ligadas directamente a la presencia
endogena de fitohormonas en cada tipo de explante que al someterse a la
suplementacion con auxinas y citocininas exogenas presentan una modulacion
diferencial de la expresién genética que promueve la organogénesis (Pernisova
et al., 2009; Su, Liu y Zhang, 2011).

En trabajos reportados para este tipo de especies, no se presenta la
segmentacion de explantes que contemplen la region intermedia, sino solo la
basal, apical y regiones laterales (Soria et al., 2012; Retes, Valadez, Pérez y
Pérez, 2007). No obstante, al confrontar los resultados obtenidos con aquellos
donde se compara la respuesta basal y apical, hemos observado que nuestros
resultados contrastan con lo sefialado para especies como M. mathildae donde
el explante apical generd aproximadamente el doble de brotes en comparacion
con el explante basal en ausencia de BA y AIA y cuando estos estuvieron
presentes en multiples combinaciones, no hubo formacion de brotes (Garcia y
Malda, 2010).

Por otra parte, el nimero de brotes generados a partir de los explantes con mejor

respuesta para las dos especies [(7.40) para M. albilanata y (9.63) para M.
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haageana] fue superior a lo reportado para M. haageana con 7.4 brotes en
promedio en dosis cercanas a 3.0 mg.L?* de BA (Pérez, Santos, Ramirez y
Ochoa, 2015), asi como lo sefialado por Ramirez y Salazar (2016) para M.
geminispina (1.6), M. magnimamma (1.6), M. marcosii (1.6), M. mercadensis (1.1)
y M. petterssonii (1.7), y M. mathildae con un promedio de 4.09 en rangos
similares (Garcia y Malda, 2010). Los mayores tamafios de brotes se generaron
en aquellos explantes y tratamientos donde el numero de brotes fue reducido, en
cambio donde hubo una alta proliferacion de brotes su tamafio fue variable y
extremo. Este tipo de resultado si bien no es reportado por algun autor en
especies de este género, resulta de suma importancia de acuerdo al esquema
de micropropagacion que se pretenda llevar a cabo, de tal manera que se puede
subcultivar un explante en medios suplementados con RCV a medios sin tales
sustancias a fin de incrementar el desarrollo de los brotes, o bien individualizando
los brotes generados por tamafios, asegurando una micropropagacion continua

en diferentes etapas de desarrollo.

En cuanto al enraizamiento Téllez et al. (2017) sefialan que para M. plumosa la
generacion de raices tuvo lugar en medios MS sin la presencia de auxinas luego
de un periodo de incubacion de 90 dias. Por su parte Quiala et al. (2009) sefialan
que aun en medios MS reducidos al 50% y sin auxinas es posible promover la
rizogénesis en cactaceas. En este sentido, la formacion de raices se pudo
observar claramente a los 30 dias de incubacion, tanto en medios de cultivo con
y sin auxinas, sin embargo, aquellos que contenian AIA presentaron una mayor
eficiencia en el enraizamiento (cuadro 3). Estos resultados fueron superiores a lo
reportado para el enraizamiento en medios suplementados con 0.5 mg.L*de AIA
0 AIB en M.carmenae, M.herrerae y M. theresae con tasas de respuesta de 67.2,
59 y 54.8% respectivamente (Retes et al., 2007).

La adicién de 1.0 mg.L? AIA al medio MS supuso un mayor crecimiento de las
raices en ambas especies y al mismo tiempo incremento el desarrollo de raices

secundarias, generandose una mayor biomasa en comparacion con lo obtenido
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en los otros tratamientos. Esto supone un desarrollo de raices vigorosas y
abundantes lo cual constituye uno de los factores fundamentales en el proceso
de transferencia de la planta a condiciones ex vitro para su aclimatacion, tal y
como sefialan Nath, Teixeira y Talukdar (2006). Los resultados al respecto de
esto Ultimo mostraron una tasa de sobrevivencia del 100 % de las plantas
enraizadas bajo medios suplementados con AlA, y aunque en este caso no se
registraron otro tipo de variables, las plantas provenientes del tratamiento con 1.0

mg.L* mostraron un mejor desarrollo aun cuando los riegos fueron reducidos.

4.5. CONCLUSIONES

Se puede concluir de modo general que la micropropagacion de M.albilanata y
M.haageana fue mejor cuando se emplearon explantes de tipo intermedio y basal
respectivamente inoculados en medios de cultivo con dosis en relacién 1:1 de BA
y AlA. Los brotes obtenidos de esta forma respondieron mejor al tratamiento de
enraizamiento con 1.0 mg.L* de AIA y la sobrevivencia de las plantas generadas
confirma que los protocolos obtenidos fueron eficientes. Con esta informacion, a
nivel de cultivo de tejidos se contribuye a la propagacién y conservacion (in vitro
y/o ex situ) de estas especies mexicanas, que si bien no presentan niveles altos
de vulnerabilidad, la presién en sus ambientes de distribucién y el saqueo de las

mismas podria derivar en un riesgo mayor para la sobrevivencia de las mismas.
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CONSERVACION in vitro DE Mammillaria haageana EN MEDIOS DE
MINIMO CRECIMIENTO

RESUMEN

Mammillaria haageana es una especie endémica de México que actualmente se
encuentra listaba bajo la categoria “Proteccién especial” en la NOM-059-
SEMARNAT-2010, debido a la sobre explotacién del recurso y deterioro de sus
ambientes de distribucion natural. En la basqueda de una alternativa para la
conservacion de este recurso, se exploraron las condiciones de conservacion de
brotes in vitro bajo medios MS suplementados con manitol, sacarosa y sorbitol
en dosis de 30,45y 60 g.L ! incubados a 4 y 25°C con un fotoperiodo de 16 horas
luz y 8 oscuridad. Se evalué el porcentaje de sobrevivencia, nimero de brotes,
presencia de raiz, asi como la tasa de crecimiento relativo (RGR) para la variable
biomasa. Los resultados indicaron que la adicién de manitol en dosis de 45 g.L!
y la incubacion a 25°C ralentizan el crecimiento vegetal de los explantes , sin
afectar su capacidad organogénica luego de 8 meses de conservacion,
pudiéndose considerar como un medio de minimo crecimiento efectivo para la
conservacion a corto plazo de esta especie.

Palabras clave: manitol, micropropagacion, organogénesis, osmolito, sorbitol
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In vitro CONSERVATION OF Mammillaria haageana IN MINIMAL GROWTH
MEDIA8

ABSTRACT

Mammillaria haageana is an endemic species of Mexico that is currently listed
under the category "Special Protection” in NOM-059-SEMARNAT-2010, due to
over-exploitation of the resource and deterioration of its natural distribution
environments. In the search of an alternative for the conservation of this resource,
the conditions of conservation of shoots in vitro were explored under MS media
supplemented with mannitol, sucrose and sorbitol in doses of 30.45 and 60 gL-1
incubated at 4 and 25 ° C with a photoperiod of 16 light hours and 8 dark. The
percentage of survival, number of shoots, presence of root, as well as the relative
growth rate (RGR) for the biomass variable were evaluated. The results indicated
that the addition of mannitol in doses of 45 gL* and the incubation at 25 ° C slow
down the plant growth of the explants, without affecting their organogenic capacity
after 8 months of conservation , and can be considered as a means of minimum
growth effective for the short-term conservation of this species.

Keywords: mannitol, micropropagation, organogenesis, osmolite, sorbitol

8 Thesis, Universidad Autonoma Chapingo.

Autor: Gabriel Ramirez Gonzélez
Advisor: José Luis Rodriguez de la O.
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5.1. INTRODUCCION

Existen especies que por sus caracteristicas biologicas, zonas de distribucion
restringidas, usos tradicionales y/o comercializacién, son mas susceptibles a
desaparecer (Martinez, Sosa y Noguera, 2014). Muchos miembros de la familia
Cactaceae se encuentran en esta situacion, tal y como sucede con especies

como Mammillaria haageana.

Se distribuye naturalmente en los estados de Chiapas, Colima, Guerrero, Oaxaca
y Puebla (Hernandez y GOmez, 2015), esta cactacea ha sido constantemente
extraida de manera ilegal para su comercializacion como planta de ornato. Esta
situacion ha impactado negativamente en el tamafio de sus poblaciones
naturales a tal grado de ser considerada desde hace afios bajo la categoria de
riesgo “Proteccion especial” dentro de la NOM-059-SEMARNAT-2010 (DOF,
2010) y como “Least Concern” en la Red List of Threatened Species de la
International Union for the Conservation of Nature and Natural Resources, con

una tendencia poblacional en disminucion (IUCN, 2018).

Si bien existen leyes de proteccidén y programas de conservacion in situ para
este tipo de especies, la vigencia de dicha categorizacién advierte que tales
medidas no han sido suficientes, por lo cual, deben considerarse otras

alternativas que permitan conservar este recurso.

Dentro de estas alternativas, el cultivo in vitro de tejidos vegetales se ha
constituido como una gran herramienta en la conformacion de protocolos de
propagacion masiva de plantas, que a su vez pueden ser destinadas a esquemas
de conservacion ex situ o in situ (Ramirez et al.,2007; Garcia y Malda, 2010;
Soria, Lépez y Olguin, 2013; Téllez et al., 2017). De igual manera a nivel in vitro,
existen trabajos dirigidos a la conservacion de recursos genéticos a corto,
mediano y largo plazo, aplicado a semillas, fragmentos nodales, botones florales,
meristemos apicales y embriones somaticos (Kaviani, 2011; Cruz, Gonzéalez y
Engelmann, 2013; Ojo, Veena y Tapan, 2018). Una de las principales ventajas

de este tipo de conservacion es el almacenamiento del germoplasma en grandes
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cantidades en espacios reducidos; bajo condiciones totalmente controladas se
garantiza la disponibilidad de material vegetal sano en todo momento. De este
modo un recurso amenazado podria ser conservado y al mismo tiempo servir de
material parental para micropropagar ejemplares que pudieran destinarse a
programas de reintroduccién en la naturaleza, conservacion en parques Yy/o
jardines botanicos o bien, comercializarlos bajo el cumplimiento de leyes y

normas regulatorias.

El método de minimo crecimiento empleado en la conservacion a corto plazo es
el que mejor se ajusta a la conservacion de plantas que ademas de su
importancia como recurso genético presentan un potencial de uso ornamental
(Benelli, Ozudogru, Lambardi, y Dradi, 2012).

Bajo este método se han desarrollado protocolos para la conservaciéon de
especies amenazadas como Splachnum ampullaceum (Mallon, Barros, Luzardo
y Gonzalez, 2007), Ramonda serbica, Ramonda nathaliae (Gashi, Abdullai, Sota
y Kongjika,2015) y Dianthus ingoldbyi (Silva, Ozudogru, Reis y Lambardi, 2018)
por mencionar algunas. Mediante la reduccion de nutrientes, la adicién de
agentes osmoticos, modificaciones en las condiciones de luz y temperatura
durante el almacenamiento, es posible ralentizar el crecimiento de una planta sin
gue ello afecte su desarrollo posterior toda vez que estas condiciones vuelven a

ser 6ptimas para la especie (Garcia, De Feria y Acosta, 2007).

En cactaceas se han desarrollado un gran namero de protocolos de
micropropagacion in vitro, sin embargo, los trabajos dirigidos a la conservacién
mediante métodos de crecimiento minimo son escasos, siendo los mas
destacados los reportados para 16 especies del género Turbinocarpus (Balch,

Pérez, Reyes y De La Rosa, 2012).

Ante este panorama, el objetivo de la presente investigaciéon fue desarrollar un
protocolo de conservacion a corto plazo que contribuya a los esfuerzos por

salvaguardar a la especie Mammillaria haageana.
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5.2. MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Como fuente de explantes se seleccionaron brotes sin raiz de dos meses de edad
con caracteristicas uniformes respecto a tamafo y vigor. Estos brotes fueron
obtenidos a partir de plantas clonadas bajo condiciones in vitro en medio MS
(Murashige y Skoog, 1962) al 100%, suplementado con 1mg.L* de benciladenina

y 1mg.L* de acido 3-indol acético.
Tratamientos de minimo crecimiento

Los medios de cultivo se elaboraron a partir de sales inorganicas MS al 20 %
suplementadas con 100 mg.L' de myo-inositol, 40 mg.Lt y 3.5 g.L! de
Gelrite Gellan Gum (Sigma®) previamente ajustados a un pH de 5.7+ 0.1. (30, 45
y 60 g.L?). Se evaluaron un total de 9 tratamientos con diferentes osmolitos:
sacarosa, manitol y sorbitol (Sigma®) en concentraciones del orden de 30, 45y
60 g.L 1. Los medios fueron esterilizados a una presiéon de 1.5 kg cm? y una
temperatura de 121 °C durante un periodo de 15 minutos. La siembra se realizo
en frascos con capacidad de 250 ml conteniendo 20 ml de medio de cultivo. Los
explantes fueron sembrados en cada uno de los tratamientos hasta completar
un total de 12 repeticiones, registrandose como dato inicial la biomasa de cada
brote. La incubacion se realizé bajo fotoperiodo de 16/8h luz-oscuridad, con una
intensidad luminica de 30 umol m? s y dos temperaturas (4 y 25+1°C) durante

un periodo de 8 meses (245 dias).

Analisis estadistico

Los experimentos se realizaron por duplicado bajo un disefio completamente al
azar. Se registr6 el porcentaje de sobrevivencia, numero de brotes y
presencia/ausencia de raiz. Para calcular la tasa de crecimiento relativo (RGR

por sus siglas en inglés) se aplicé la férmula propuesta por Hoffmann y Poorter
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(2002): RGR=In W2-In W1/(t>-t1) donde; In= logaritmo natural, W2 =peso final (mg),
W1 =peso inicial (mg), t2= tiempo final en dias (d) y to= tiempo inicial en dias (d).
Posteriormente estos datos se sometieron a un analisis de varianza, seguido de
una prueba de Tukey (p<0.05), mediante el software estadistico Minitab® v.18
(Minitab, State College, PA, USA).

5.3. RESULTADOS Y DISCUSION

A nivel de efectos principales se observé que tanto la temperatura como el tipo y
concentracion del osmolito generaron cambios significativos en los porcentajes
de sobrevivencia de los brotes sembrados (Figura 7). La interaccion de ambos
factores paso6 de ser positiva cuando cambié el nivel del factor temperatura a
negativa cuando este factor se mantuvo fijo y se modific6 el nivel de

concentracion del osmolito.
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Figura 7.Porcentaje de sobrevivencia luego de 245 dias de incubacion.
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La presencia de brotes solo se manifesté en el tratamiento control (sacarosa
30g.L?1) aunque fue minima, generandose un maximo de 2 brotes muy pequefios
en algunas de las repeticiones. Por otro lado la presencia de raices fue baja en
los brotes incubados a 4 °C, observandose promedios de enraizamiento de 33.3
% . De igual manera en la incubacion a 25°C se presentaron porcentajes de entre
el 41.6 al % 75% en los tratamientos con sacarosa y sorbitol (30 g.Lt) y manitol
(30y 45 g.L?), aunque los tamarios de las mismas apenas alcanzaron un maximo

de 5 mm (Figura 8).

Tasa de crecimiento relativo

La incorporacion de dosis elevadas de los osmolitos evaluados ralentizé
significativamente el incremento de biomasa en los brotes incubados. Solo en el
caso de los tratamientos con sacarosa a 30 g.L! se registraron los valores de
RGR mas elevados en comparacion con los demas tratamientos (Cuadro 4). Por
otro lado , los tratamientos con manitol (45 y 60 g.LY) mostraron diferencias
significativas respecto a los valores de RGR generados bajo las mismas dosis

con sacarosa Yy sorbitol cuando su incubacion se realizé a 25°C.

Cuadro 4.Tasa de crecimiento relativo (RGR) en mg. d-1 después de 245 dias
de incubacion.

Osmolito Temperatura °C Concentracion g.L*
30 45 60

Manitol 4 0.0018 b 0.0011 a 0.0009 a
Sacarosa 4 0.0031 a 0.0009 a 0.0010 a
Sorbitol 4 0.0018 b 0.0010 a 0.0008 a
Manitol 25 0.0026 b 0.0020 b 0.0018 b
Sacarosa 25 0.0078 a 0.0038 a 0.0030 a
Sorbitol 25 0.0025 b 0.0023 ¢ 0.0023 ¢

* |etras diferentes sefalan diferencias estadisticas
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La incubacion en 4°C indujo una disminucion en la RGR en comparacion con lo
que ocurrié cuando la incubacién se realiz6 a una temperatura de 25° C , sin
embargo los porcentajes de sobrevivencia bajo esta temperatura fueron muy
bajos, ademas de que aquellos brotes que sobrevivieron presentaron
caracteristicas menos vigorosas (Figura 8A-C) comparadas con la incubacion a
25°C (Figura 8D-F). El valor de RGR en el tratamiento con sacarosa (30g.L?) a
25°C fue 3.00 y 3.25 veces elevado que lo observado en el tratamiento con
manitol y sorbitol en el mismo nivel. El incremento en biomasa en este
tratamiento fue de 354.5% respecto a su biomasa inicial, dicho valor se
encuentra en los rangos de crecimiento reportados para cactaceas del género
Turbinicarpus en medios de minimo crecimiento, donde se presentaron tasas de
incremento en biomasa de entre el 164% para T. schmiedickeanus y 3520%
para T. hoferi bajo el tratamiento control: 30 g.L de sacarosa e incubacién a
25+ 2°C (Balch, Pérez y De La Rosa, 2012).

Por otro lado los tratamientos con manitol presentaron los valores de RGR mas
bajos tanto en concentraciones de 45 g.L'!, sin embargo al aumentar la
concentracién a 60 g.L'! aunque el valor de RGR fue menor también lo fue el

vigor y sobrevivencia de los brotes (Figura 8G-H).

El efecto osmético del manitol a 45 g.L* gener6 incrementos de biomasa de
170%, este valor también se encontrd dentro del rango reportado por Balch et al.
(2012) para 16 especies del género Turbinicarpus, donde los valores oscilaron
entre el 120 a 700% aproximadamente cuando se empleé manitol, aunque en
este caso la concentracion fue a 30 g.L* pero con una temperatura de incubacion
similar (25°C).

Respecto al sorbitol solo a la concentracion de 30 g.L* se comporté de manera
similar al manitol presentando incrementos en biomasa de 165% pero con un
valor de RGR que estadisticamente no fue diferente a lo obtenido con manitol a
la misma concentracion. En las concentraciones restantes los valores de RGR

fue menor que lo que se obtuvo con sacarosa pero superiores a lo generado por
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el efecto osmoético del manitol. Balch et al. (2012) reportaron que el efecto
osmotico de sorbitol y la incubacion a 25°C fue ligeramente inferior al efecto del
manitol en 12 de las 16 especies de Turbinicarpus conservadas bajo medios de

minimo crecimiento, generando valores mas altos de RGR.

Figura 8.Incubacién a 4 °C con A) Sacarosa, B) Manitol y C) Sorbitol con 30 g.L-
1. Incubacién a 25 °C con D) Sacarosa, E) Manitol y F) Sorbitol con 30 g.L-1; G)
Incubaciéon a 25 °C y H) 4° C con Manitol a 45 g.L-1; I).Recuperacién y
multiplicacion de los brotes. Tamafio de barra =5 mm

Los brotes del tratamiento con manitol (45 g.L) se recuperaron y sembraron en
medio MS al 100% con 1.0 mg.L* de BA y 1.0 mg.L* de AIA (Figura 8.1),
observandose una alta respuesta en la formacion de brotes, indicador de que no
existié alteracion en la capacidad organogénica del explante, posteriormente

estos se enraizaron en medio MS al 50% con 1.0 mg.L* de AIA.
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5.4. CONCLUSIONES

La concentracion de 45 g.L! y la incubaciéon a 25° C fueron la combinacién
optima de los factores osmolito-temperatura debido a que bajo estas condiciones
se presentaron los valores mas bajos de RGR y al mismo tiempo valores altos de
sobrevivencia de explantes (91.6%). En este medio la generacion de nuevos
brotes fue despreciable durante el periodo de incubacion (245 dias), sin embargo
una vez recuperados Yy cultivados en medios MS con reguladores de crecimiento
vegetal, la respuesta organogénica evidencio la eficacia del tratamiento como

medio de minimo crecimiento y como estrategia de conservacién a corto plazo .
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6. DISCUSION GENERAL

Las técnicas de cultivo in vitro, medios de cultivo y tratamientos de incubacion
empleados en los tres experimentos mejoraron significativamente la propagacion
de las especies de estudio en comparacién con lo que se obtuvo de manera ex

vitro y con algunos de los trabajos reportadas para especies del mismo género.

Las variables evaluadas en la germinacion fueron en todos los casos superiores
cuando el método de germinacion se realizé de manera in vitro. Los porcentajes
de germinacién superaron en la mayoria de los casos el 90% en medios de cultivo
basicos, sin necesidad de aplicar tratamientos pregerminativos (como la
escarificacion) o la adicion de sustancias estimuladoras de la misma como la
giberelina (Amador, Diaz, Loza y Bivian, 2013). La velocidad de germinacién
también aumento, mientras que el nimero de dias para obtener la germinacion
media se acortd. Cuando las plantas fueron subcultivadas en medios con una
mayor aporte de carbohidratos en medios ligeramente gelificados se observo un
incremento en la tasa de crecimiento en comparacion con las plantas que se

conservaron en el sustrato donde habian germinado.

La importancia de estos resultados radican en el hecho de que mediante la
aplicacion del protocolo resultante se podrian obtener plantas vigorosas y de
mayor biomasa en un menor tiempo. En teoria estas plantas tendian una mayor
capacidad de adaptacion y sobrevivencia en campo y podrian utilizarse para

programas de reintroduccion.

En dos de las especies estudiadas (M. albinalana y M.haageana) se observé una
respuesta organogénica de tipo diferencial dependiendo del tipo de explante
sembrado. Este sin embargo, aument6 o disminuyd su respuesta en formacion
de nuevos brotes cuando interactlio con dosis de reguladores de crecimiento
vegetal. La respuesta promedio en formacién de brotes para M. haageana (9.63)
fue superior a los promedios reportados por Pérez, Santos, Ramirez y Ochoa
(2015) con un total de 7.4 brotes en medios con dosis cercanas a 3.0 mg.L? de
BA.
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Determinar qué tipo de explante y bajo que dosis se potencializa la mayor
formacion de brotes y posteriormente su individualizacion para generar nuevas
plantas podria ser de gran utilidad en la produccion masiva de plantas con fines
de comercializacibn ornamental, siempre y cuando se cumplan con los
requerimientos legales del aprovechamiento de este tipo de especies, sin
impactar negativamente a las poblaciones silvestres como consecuencia del

saqueo y sobreexplotacién clandestina.

Finalmente, la conservacion del tejido vegetal explorado para la especie M.
haageana bajo la concentracion de 45 g.L! y 25°C suma a los escasos trabajos
de conservacioén in vitro reportados para cactaceas. Balch, Pérez y De La Rosa
(2012) coinciden en el empleo de sustancia tales como el manitol y el sorbitol
para ralentizar el crecimiento vegetal y con ello establecer estrategias de

conservacion in vitro a corto plazo para este tipo de recursos.
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7. CONCLUSION GENERAL

Los resultados presentados en cada uno de los experimentos realizados en este
trabajo de investigacién, dan cuenta de la importancia que el cultivo de tejidos
vegetales tiene sobre la propagacion y conservacion de especies amenazadas,

en este caso cactaceas del género Mammillaria.

Mediante las técnicas aplicadas en cada experimento se cumplié con el objetivo
general de obtener protocolos que si bien, de manera aislada aportan al
conocimiento de la comunidad cientifica respecto a los trabajos de manejo in
vitro, de manera conjuntan pueden considerarse dentro de un esquema
altamente eficaz para conservar un grupo de especies que ademas de estar en
constante riesgo, también son altamente demandadas en el comercio de plantas

de uso ornamental.
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