
VI. ESTABLECIMIENTO Y PROPAGACI6N IN VITRO
 

DE CACTACEAS MEXICANAS
 

Ana Laura L6pez Escamilla 1, Laura Patricia Olguin Santos 2,
 

Judith Marquez Guzman3, Maritza L6pez Herrera1
 

lLaboratorio de Morfofisiologia Vegetal, Centro de Investigaciones Biol6gicas,
 
Universidad Aut6noma del Estado de Hidalgo, Carretera Pachuca-Tulancingo sin km 4.5,
 

CP 42184, Pachuca, Hgo., Mexico. lopeza@uaeh.edu.mx
 
2Unidad de Ambientes Controlados, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional Aut6noma
 

de Mexico. CP 04510, Mexico, D.F. Ipos@correo.unam.mx
 
3Laboratorio de Desarrollo en Plantas, Facultad de Ciencias, UNAM. CP 04510, Mexico, D.F.
 

jmg@hpfciencias.unam.mx
 

Introduccion 

EL CULTIVO de tejidos vegetales (CTV) representa una alternativa viable para la 

propagaci6n y conservaci6n ex situ de cact:keas y adquiere un mayor valor si estas se 

encuentran en alguna categoria de amenaza. Las tecnicas de micropropagaci6n han 

sido aplicadas a diversos miembros de la familia Cactaceae con avances significativos, 

muchos de estos trabajos se han realizado en diversos paises de Europa, Estados Unidos 

y Jap6n entre otros, con especies mexicanas desde hace ya varios afios (Vyskot y Jara, 

1984; Starling, 1985; Ault y Blackmon, 1987; Kolar et al.,1976; Johnson y Emino, 

1979, Mauseth, 1979; Simth et al., 1991; Stuppy y Nagl, 1992; Machado et ai., 1996; 

Papafotiou et al., 2001; Giusti et al., 2002) pero afortunadamente estas tecnicas tambien 

se han desarrollado en nuestro pais (Martfnez-Vazquez y Rubluo, 1989; Rodriguez

Garay y Rubluo, 1992; Olgufn, 1994; Perez-Molphe et al., 1998; Villavicencio et ai., 

1999; Mata-Rosas et ai., 2001; Davila-Figueroa, 2005; Rodriguez, 2006; Soria, 2006; 

Tapia, 2006; Diaz, 2007; Mendoza, 2007; Ramfrez-Malag6n, 2007; Zamora, 2007). 

El desarrollo de estas tecnicas nos permite realizar la propagaci6n masiva y 

tener material vegetal para llevar a cabo analisis fisio16gicos e histo16gicos que nos 

proporcionen informaci6n y asf comprender las caracterfsticas que presentan los 

cultivos in vitro y el desarrollo de los regenerantes. 

En el laboratorio de Morfofisiologfa Vegetal del Centro de Investigaciones 

Bio16gicas de la Universidad Aut6noma del Estado de Hidalgo, en conjunto con el 

Laboratorio del Desarrollo en Plantas y la Unidad de Ambientes Controlados de la 

Facultad de Ciencias de la UNAM, se establecieron las tecnicas de propagaci6n in vitro 
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de varias especies de cactaceas procedentes de los estados de Coahuila, Hidalgo y 

Oaxaca, para posterionnente, con los brotes regenerados de algunas de ellas, realizar 

estudios fisiologicos e histologicos. 

Micropropagacion 

La micropropagacion es quiza la tecnica mas empleada dentro del cultivo de tejidos 

vegetales para propagar plantas de interes horticola, ornamental y forestal, entre otros 

(Hu y Wang, 1983; George y Sherrigton, 1984; Debergh, 1987; Evans, 1990; George y 

Debergh, 2008). Este metoda se basa en la obtencion del mayor mlmero de plantas 

posibles, con caracteristicas uniformes, libres de enfennedades practicamente en 

cualquier epoca del afio y a partir de tan solo una pequefia porcion de tejido (explante 

inicial) que puede ser desde embriones, semillas, tallos, meristemos apicales, callos, 

celu1as aisladas 0 granos de polen (Hu y Wang, 1983; George y Sherrigton, 1984; 

Collin y Edwards, 1998, Aceves y Hernandez, 2000). El proceso de micropropagacion 

consta de cinco etapas (Evans, 1990; Phillips y Hustenberger, 1995; Collin y Edwards, 

1998; Razdan, 2003; George y Debergh, 2008), que de manera general consisten en 

10 siguiente: 

Etapa O. Se realiza la seleccion del material vegetal, el cual debe proceder de 

individuos sanos y estar en buenas condiciones. 

Etapa I. Se desarrollan las tecnicas de desinfeccion para lograr su 

establecimiento en condiciones asepticas. 

Etapa II. Se promueve la proliferacion, en la cual la formacion de los I 
1..

regenerantes se puede presentar por tres diferentes vias: a partir de yemas preexistentes 

a las cuales se promovio su proliferacion y crecimiento; por organogenesis, que 

consiste en la formacion de organos como rakes, hojas, tallos, llarnados estos ultimos 

brotes; y por embriogenesis somatica, que se forman a partir de celulas somaticas y no 

son el resultado de la fusion de gametos, los embriones somaticos son estructuras 

bipolares, por que tienen un eje apical-radical, estan aislados por un tejido epidermico y 

no poseen conexion vascular con el tejido materna (Jimenez-Gonzalez, 1998a). La 

organogenesis y embriogenesis somatica se puede dar de fonna directa, es decir las 

estructuras se generan directamente sobre el explante inicial 0 de forma indirecta 

cuando la formacion de los organos es precedida por la desorganizacion del explante 

en un tejido denominado callo, este se caracteriza por que presenta una division 

celular continua y forma un agregado irregular de celulas, que posteriormente es capaz 
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de reorganizarse y formar los organos. Todos los eventos que se suscitan durante esta 

etapa (callo, formacion de los diferentes organos y/o embriones) se denominan 

respuestas morfogeneticas, las cuales se expresan por la presencia de las hormonas 

endogenas del explante y de fitoreguladores adicionados al medio de cultivo. Las 

que mas se emplean dentro del CTV son las citocininas, solas 0 en combinacion con 

las auxinas en diferentes proporciones y concentraciones. 

Etapa III. Individualizacion y enraizamiento. Los brotes obtenidos se 

individualizan y subcultivan a un medio de cultivo fresco para promover su elongacion 

y posterionnente el desarrollo de rakes (enraizamiento), la cual puede llevarse a 

cabo en ausencia de auxinas (George y Shenington, 1984) empleando medio Murashige 

y Skoog MS (1962) completo 0 al 50% de sus componentes 0 puede presentarse de 

manera espontanea sin la adicion del fitoregulador; despues del enraizamiento las 

plantas regeneradas in vitro estan listas y pueden trasferirse a sustrato. Esta etapa es 

importante y es parte del proceso denominado aclimatizaci6n in vitro, que consiste en 

"obligar", modificando el contenido de sacarosa en el medio 0 reduciendo las sales, ente 

otros, a los regenerantes (tallos) para que cambien de una condicion heterotrofa a 

una autotrofa para que sean capaces de ser fotosinteticos y hacer mas probable su 

adaptacion y establecimiento a las condiciones ex vitro. En el caso de los embriones 

somaticos, estos pueden germinar y continuar su crecimiento; por su naturaleza bipolar 

no se requiere promover su enraizamiento, sino su maduracion para que puedan 

establecerse como plantulas. 

Etapa IV. Es la trasferencia de los tallos enraizados a un sustrato previamente 

esterilizado para que contimlen con el proceso de aclimatizacion 0 10 inicien, pero ya 

en condiciones ex vitro en un invernadero. Esta etapa es la mas critica, pues define el 

exito 0 el fracaso de todo el metodo en cuanto a productividad. 

Germinacion in vitro 

Las semillas utilizadas fueron obtenidas por colecta directa 0 por donaciones realizadas 

por el Jardin Botanico del Instituto de Biologia de la UNAM y el personal de la reserva 

de la biosfera Barranca de Metztitlan, Hidalgo (Etapa 0). 

Para el establecimiento en condiciones asepticas de las semillas (Etapa I) y 

promover su germinacion in vitro, estas fueron sometidas a un proceso de escarificacion 

y/o desinfeccion, sembradas en medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) (1962), y 

mantenidas en condiciones de incubacion de 26 ± 2°C, fofoperiodo 16/8, para 

57
 



promover su germinacion. Este proceso involucra la reactivacion del metabolismo que 

comprende el crecimiento del embrion y termina cuando emerge la radfcula (Bewley 

y Black, 1994). Se considero como semilla germinada aquella cuya radfcula habfa 

emergido. En la Tabla I puede observarse que en la mayorfa de las especies trabajadas 

los porcentajes de germinacion estan por arriba del 70%, 10 que nos indica inicialmente 

que la viabilidad de las semillas es favorable, aunque en algunos casos haya trascurrido 

mas de un aiio de haber sido colectadas y que las tecnicas de desinfeccion desarrolladas 

asf como el medio de cultivo empleado fueron los adecuados. Los porcentajes de 

germinacion en Astrophytum eaprieorne (100%), Astrophytum myriostigma (91%), 

Eehinoeaetus grusonii (96%), Epithelantha mieromeris (80%), Theloeaetus bieolor 

(96%), Theloeaetus rineonensis (94%) son aceptables en proporcion al numero de 

semillas disponibles; en cambio, hay casos como Eehinoeereus reiehenbaehii y 

Mammillaria pottsii que, a pesar de contar con mas de 300 semilias para establecerlas 

y genninarlas in vitro, los porcentajes de germinacion fueron menores: 55 y 76% 

respectivamente, 0 como Mammillaria eoahuilensis cuyo porcentaje de germinacion 

(32%) fue el mas bajo. Esto resultados probablemente estan muy relacionados con 

la fecha de colecta de las semillas y las caracterfsticas propias de la especie, ya en 

M. eoahuilensis los ensayos se realizaron en el 2004 con semilias colectadas en 1999, 

10 que probablemente se haya reflejado en el bajo porcentaje de viabilidad. 

Aunado a esto es importante sefialar que por diversos factores, durante el 

proceso de desarrollo y crecimiento de las plantulas in vitro, estas se pueden oxidar, 

contaminar, detener su desarrollo 0 hiperhidratar, 10 que provoca la ruptura y 

desorganizacion de sus tejidos, mermando el numero de plantulas que pueden ser 

utilizadas como fuente de explante y reduciendo la posibilidad de explorar mas 

combinaciones y concentraciones de fitohormonas (Tabla 1). 

Etapa de proliferacion 

Aquellas plantulas que alcanzaron una talla de 0.5 a 1 cm de altura, 10 cual puede 

demorar de tres a cuatro meses, fueron seccionadas dependiendo del tamaiio y 

caracterfsticas morfologicas de la plantula, en diferentes tipos de explantes: apicales, 

laterales y/o longitudinales y se sembraron en medio de cultivo (MS), adicionado con 

diferentes concentraciones y combinaciones de citocininas/auxinas (Etapa III), fue 

posible obtener la regeneracion de brotes por organogenesis directa principalmente 

por la activacion de meristemos preexistentes, que en cactaceas se denominan areolas. 
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Tabla I 

Porcentajes de geminaci6n in vitro de diferentes especies de cactaceas 

*Tesis de licenciatura en proceso 

ESPECIE No. DE No. DE SEMILLAS % DE SEMILLAS REFERENCIA 
SEMILLAS GERMINADAS GERMINADAS 

Astrophytum ornatum 45 37 82 Mendoza, 2007 

Cephaloeereus senilis 50 49 98 Tapia,2006 

Echinoeaetus grusonii 110 105 96 Rodrfguez,2006 

Eehinoeereus reiehenbaehii 330 181 55 Gutierrez * 
Epithelantha mieromeris 120 97 80 Hernandez" 

Mammillaria coahuilensis 124 40 32 Flores, 2008 

Mammillaria sehiedeana 95 70 73 Soria, 2006 

Theloeaetus bieolor 90 84 96 Zamora, 2008 

Theloeaetus rineonensis 68 64 94 Dfaz, 2008 

En algunos casos podria pensarse que estas tecnicas no son redituables, ya que 

se obtuvo un menor numero de brotes que semillas inicialmente germinadas; no hay 

que olvidar que finalmente el numero de semillas que germinan no llegan a 

desarrollarse como plantulas y ser fuente de explantes. En la Tabla 2 se muestra el 

numero de brotes que se obtuvo en el mejor tipo de explante y tratamiento con 

fitoreguladores en cada especie; en Astrophytum capricorne (64), A. myriostigma (28), 

Echinoeereus reiehenbaehii (24), Mammillaria pottsii (92), Theloeaethus bieolor (57) 

el numero de brotes obtenidos es menor al numero de semillas que lograron germinar, 

pero hay casos en que la cantidad de brotes es mayor del doble 0 triple con relaci6n 

al numero inicial de semillas germinadas, como en Astrophytum ornatum (178), 

Cephaloeereus senilis (357), Eehinoeaetus grusonii (271), Mammillaria eoahuilensis 

(113), M. sehiedeana (224), 10 que refleja la eficiencia del sistema. En ambas 

situaciones la ventaja de tener los cultivos establecidos en condiciones asepticas es 

que nos permite utilizar nuevamente los brotes como fuente de explantes y exponerlos 

a una combinaci6n de fitoreguladores mas favorable e incrementar el numero de 

brotes, generando a la vez un banco de germoplasma in vitro. 

Solamente en Leuehtenbergia prineipis se present6 de forma espontanea la 

formaci6n de embriones somciticos, a partir de un explante lateral sembrado en medio 

MS+ 1 mgL'1 de Benciladenina (BA), el calla y los embriones; despues han sido 

subcultivados en MS+ CA (lg L't) YMS 50%+ CA (lg L'I) para su mantenimiento. 
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En la mayorfa de los casos el proceso de embriogenesis en cact,keas es un 

evento esponidico y existen pocos reportes sobre ella (Tabla If): Ariocarpus restusus 

(Stuppy y Nagl, 1992), Turbinicarpus pseudomacrochele, Mammillaria san-angelensis 

(Santacruz-Ruvalcaba et at., 1998); Ariocarpus kotschobeyanus (Moebius-Goldammer 

et at., 2003); en Opuntia ficus-indica se han caracterizado las diferentes etapas de la 

embriogenesis somatica (Linhares et al., 2006). 

Tabla II 
Numero de brotes obtenidos a partir de diferentes tipos de exp1antes y en 1a mejor combinaci6n I 

de fitoreguladores (tratamiento) de cada especie 
REFERENCIANo. DE BROTES POR 

EsPECIE TIPO DE EXPLANTE 
TRATAMIENTO
 

Astrophytum capricorne Longitudinal 64
 

Astrophytum myriostigma Apical 28 IAstrophytum ornatum Longitudinal 178 Mendoza, 2007 

Cephalocereus senilis Longitudinal 357 Tapia, 2006 

Echilwcactus grusoltii Longitudinal 271 Rodriguez, 2006 

Echinocactus plaryacanthus Longitudinal 92 Saby et al., 2004
 

Echinocereus reichenbachii Apical 8 Gutierrez*
 

Longitudinal 21 

Lateral 24 

Epithelanrha micromeris Apical 55 Hernandez" r 
ILateral 92 

Mammillaria coahuilellsis Apical 49 Flores, 2007 I 
I 

Lateral 113 

Mammillaria crucigera Longitudinal 15 Olguin et al., 2004 I
I 

Mammillaria pOllsii Longitudinal 256 Miguel* 

Mammillaria schiedealla Longitudinal 224 Soria,2006 

Thelocactus bicolor Longitudinal 57 Zamora, 2007 

Thelocactus rinconellsis Apical 80 Diaz, 2007 

Lateral 64 

*Tesis de licenciatura en proceso 

Establecimiento ex vitro 

Como ya se ha mencionado el exito de la rnicropropagaci6n es el establecimiento en 

condiciones ex vitro del material vegetal regenerado. Continuando con las etapas de la 

micropropagaci6n, los brotes posteriormente de su elongaci6n se individualizaron y 

subcultivaron para promover su enrizamiento, la cual se dio de novo en la mayorfa 

de ellas, a excepci6n de Echinocereus reinchenbachii y M. pottsii, a las que se ha 

tenido que agregar auxinas para promover la formaci6n de rakes. 

El desarrollo de un sistema radicular es importante ya que perrnite llevar a 

cabo el establecimiento de los brotes enraizados y realizar su aclimatizaci6n in vitro y/o 

ex vitro. En esta fase se consider6 el numero de blJtes que generaron rakes (brotes 
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enraizados) y el porcentaje de estos que lograron sobrevivir ex vitro; el criterio de 

sobrevivencia fue determinado cuando se observ6 un incremento en la talla del brote, 

la formaci6n de nuevos tuberculos, de rakes, el crecimiento de nuevas espinas. De 

las especies propagadas se logro el establecimiento en condiciones ex vitro con 

porcentajes favorables de sObrevivencia, siendo el mas alto en Eehinoeaetus grusonii 

en donde se obtuvo el 100%, seguido de Theloeaetus rineonensis (92%), A. omatum 

(88%), Mammillaria sehiedeana (83%) y Theloeaetus bieolor (81 %); en contraste, 

Astrophytum myriostigma, Cephaloeereus senilis y Mammillaria eoahuilensis, 

mostraron bajos porcentajes de enraizamiento (20, 39, 52% respectivamente) (Tabla 3). 

Esto nos indica que es necesario establecer 0 buscar estrategias para su 

aclimatizaci6n desde su condici6n in vitro, y a la vez proporcionar mas cuidados al 

momento de su trasferencia ex vitro. 

j 

j Diversos trabajos reportan porcentajes de sobrevivencia en otras especies de 

la familia Cactaceae como Coryphantha macromeris del 55% (Smith et al., 1991), 

Sehlumbergera truneata, Turbiniearpus laui, ambos con 70% (Perez et al., 1998; 

Santos-Dfaz et al., 2003); Ephithelatha mieromeris, 80% (Velasquez-Enciso y Soltero

Quintana, 2001); Peleeyphora aselliformis y P. strobiliformis, 88% (Perez-Molphe

Balch y Davila-Figueroa, 2002); Thurbiniearpus laui, con 94-100% (Mata et al., 2001). 

En estos trabajos generalmente no se indica el numero de brotes regenerados que 

se establecieron ex vitro y la cantidad de ellos que sobreviven realmente despues de 

un tiempo; en nuestros resultados es posible ver que la cantidad de brotes enraizados 

es favorable, pero es evidente que existen problemas al momenta de su trasferencia a 

condiciones ex vitro, ya que en realidad no 10gran establecerse todos, a excepcion de 

Eehinoeaetus grusonii (Tabla Ill). 

EI numero de plantas puede incrementarse notablemente si se proporcionan 

mas cuidados en esta etapa, ya que generalmente en esta fase las plantas son 

susceptibles a la deshidrataci6n, por que sus cutfculas son delgadas y los estomas se 

encuentran abiertos. Para esta parte se encaminaran esfuerzos dirigidos a incrementar 

el numero de individuos. 
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Tabla III 

Numero de brotes enraizados in vitro y porcentajes de sobrevivencia ex vitro en condiciones de 

invernadero de diferentes especies de cactaceas micropropagadas 

NLlMEkODE 
%OE 

BROTES NUMERO DE BROTES 
ESPECIE SOBREVIVENCIA REFERENCIA 

ENRAIZADOS IN QUE SOBREVIVIERON 
EX VITRO 

VITRO
 

ASlrophylu/11 myriosligma 30 6 20
 

ASlrophylu/11 ornalu/11 218 191 88 Mendoza, 2007 

Cepha[ocereus senilis 470 185 39 Tapia, 2006 

Echinocaclus grusonii 553 553 100 Rodriguez, 
2006 

Echinocaclus plaryacanlhus 100 75 75 Saby* 

Echinoeereus reichenbachii 160 104 65 Guitierrez" 

Mammillaria coahuilensis 254 13439 52 Flores, 2007 

Mammillaria erueigem Olguin-Santos el 
0[,,2004 

Mammillaria sehiedeana 335 279 83 Soria, 2006 

Thelocaellls bieolor 113 91 81 Zamora, 2007 

TheloeaelUs r;neonensis 318 292 92 Diaz, 2007 

*Tesis de licenciatura en proceso 
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