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RESUMEN

Se exploré la capacidad de regeneracion y propagacion
in vitro de 14 especies y subespecies de Turbinicarpus (Cac-
taceae), todas ellas amenazadas debido a la intensa colecta
ilegal y a la destruccion de su habitat. En todos los casos se
logro la formacion de brotes multiples por activacion de areo-
las. Se utilizo medio de Murashige y Skoog (MS) pH 5,7 con
30gl" sacarosa, 10gl' agar y varios tratamientos con las ci-
tocininas 6-bencilaminopurina (BAP) o 6-(yy-dimetilalilamino)
purina (2iP). Las eficiencias por especie en un solo ciclo de
proliferacion (60 £5 dias) estuvieron entre 4,0 brotes por ex-
plante en T. hoferi, en un tratamiento con 4,44uM BAP, hasta
26,3 brotes por explante en T. pseudomacrochele subsp. lausseri

con 3,33uM BAP. Siete de las especies estudiadas respondieron
mejor cuando se uso BAP, mientras que la 2iP arrojo mejo-
res resultados en cuatro de ellas. Las tres especies restantes
no mostraron diferencias en su respuesta a estas citocininas.
El enraizamiento de los brotes se logro en medio MS con 2gl
I carbon activado (CA), 2,46uM dacido indolbutirico (AIB) o
2,85uM dcido indolacético (AIA), con frecuencias de 54 a 97%.
La supervivencia de las plantas transferidas a suelo fue de en-
tre 40 a 92%, dependiendo de la especie. Con estos resultados

fue posible llevar a cabo la propagacion masiva in vitro de las

especies trabajadas, lo que puede constituir una herramienta
importante para su conservacion y uso racional.

a familia Cactaceae es

nativa de América y se

distribuye desde el sur
de Canada hasta Argentina, siendo Méxi-
co el pais que posee la mayor diversidad
de especies dentro de este grupo, ade-
mas de un alto indice (78%) de endemis-
mo (Hernandez y Godinez, 1994). Des-
afortunadamente, 255 taxones de cacta-
ceas mexicanas estan amenazados, de
acuerdo a la Norma Oficial Mexicana-
059-ECOL-2001. En regulaciones inter-
nacionales, 65 taxones se encuentran en
el Libro Rojo de la IUCN y 41 en el

Apéndice I de la CITES (Guzman et al.,
2007). Entre las muchas cactdceas mexi-
canas amenazadas, resultan de especial
interés las del género Turbinicarpus, el
cual es endémico de las partes centro y
sur del Desierto Chihuahuense, el que se
extiende desde la Meseta Central de Mé-
xico hasta los EEUU. Este género inclu-
ye varias especies y subespecies de cac-
tus pequefios que son muy apreciadas
por los coleccionistas debido a su belle-
za, a la facilidad con la que producen
flores y a su talla reducida, que permite
el mantenimiento de grandes colecciones

en espacios minimos. Lo anterior ha trai-
do como resultado una intensa colecta
ilegal que ha afectado a las poblaciones
silvestres. Este fenomeno se agrava debi-
do a que muchas de las especies de este
género tienen areas de distribuciéon muy
restringidas y su habitat esta siendo
constantemente degradado (Anderson,
2001). Algunas actividades humanas que
se desarrollan en estas areas de distribu-
cion, tal como la extraccion de materia-
les pétreos, han afectado de manera im-
portante a algunas especies del género
(Hernandez-Oria et al., 2007). La conser-
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vacion de las cactaceas del género Turbi-
nicarpus se ve también obstaculizada por
su lento crecimiento y la pobre capaci-
dad de recuperacion de las poblaciones
naturales. Esta situacion se debe en gran
medida a una muy baja produccion de
semillas aunada a su baja tasa de germi-
nacion, que sélo alcanza el 8% en algu-
nas de las especies del género. Esto ulti-
mo se debe tanto a la pérdida de viabili-
dad como a la existencia de diversos me-
canismos de latencia (Flores et al., 2005,
Flores et al., 2008).

Por otro lado, el género
Turbinicarpus es uno de los de mayor in-
terés desde el punto de vista fitoquimico,
pues producen diversos alcaloides que
podrian tener aplicaciones en farmacolo-
gia (Starha et al., 1999). Estos compues-
tos no han sido estudiados a fondo, y
mucho menos aprovechados, debido a la
gran dificultad que representa el obtener
tejidos de estas plantas en las cantidades
requeridas para su extraccion a causa de
su talla muy reducida, su baja tasa de
crecimiento, y su estatus de especies
amenazadas.

Una de las alternativas
mas prometedoras para la conservacion y
uso racional de este tipo de plantas la
constituyen los sistemas de cultivo in vi-
tro. La propagacion masiva a través de
esta técnica ya se ha logrado con buenos
resultados en algunas cactidceas mexica-
nas amenazadas de los géneros Pele-
cyphora (Pérez-Molphe-Balch y Davila-
Figueroa, 2002), Ariocarpus (Moebius-
Goldammer et al., 2003) v Mammillaria
(Ramirez-Malagén et al., 2007). En lo
que se refiere a especies del género Tur-
binicarpus, hay reportes en este mismo
sentido para 7. laui (Mata-Rosas et al.,
2001), T. lophophoroides, T. pseudopecti-
natus, T. schmiedickeanus subsp. flaviflo-
rus, T. schmiedickeanus subsp. klinke-
rianus, T. schmiedickeanus subsp. schmie-
dickeanus, T subterraneus y T val-
dezianus (Davila-Figueroa et al., 2005),
mas no los hay para las especies y subes-
pecies incluidas en el presente estudio.
Esto adquiere relevancia, ya que en repe-
tidas ocasiones se ha observado que cada
especie, o incluso subespecie, de cactacea
responde de manera diferente ante las
condiciones de cultivo, lo que hace nece-
sario conocer las respuestas de cada una
de ellas y desarrollar sistemas de cultivo
y propagacion masiva in vitro particula-
res para cada taxon (Hubstenberger et al.,
1992; Giusti et al., 2002). Asimismo, no
obstante los reportes anteriores, el nime-
ro de especies de cactaceas que han sido
trabajadas bajo sistemas de cultivo in vi-
tro es minimo con respecto al niumero to-
tal de taxones amenazados y al gran po-
tencial que esta técnica ha demostrado.
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La propagacion masiva
in vitro de cactaceas se ha logrado
usando tres vias de regeneracion dife-
rentes. Hay reportes de embriogénesis
somatica en Ariocarpus kotschoube-
yanus (Moebius-Goldammer et al.,
2003), asi como de regeneracion por or-
ganogénesis en Selenicereus mega-
lanthus (Pelah et al., 2002) y Notocac-
tus magnificus (de Medeiros et al.,
2006). Estos sistemas de regeneracion
pueden ser muy eficientes en cuanto al
nimero de plantas que se producen en
un corto tiempo. Sin embargo, cuando
se pasa por una etapa de tejido calloso
(embriogénesis somatica u organogéne-
sis indirectas), estas vias de regenera-
cion no garantizan la integridad genéti-
ca de los materiales generados, ya que
pueden inducir variacién somaclonal.
La tercera via de regeneracion in vitro
empleada en cactaceas, incluyendo el
presente estudio, es la activacion de
areolas. Esta consiste en estimular la
brotacion de las yemas axilares conteni-
das en esas estructuras, para luego en-
raizar y obtener plantas completas a
partir de los brotes generados. En este
proceso, la probabilidad de producir al-
teraciones genéticas en las plantas pro-
ducidas es mucho menor con respecto a
las primeras vias mencionadas, debido
a que no se pasa por una fase de tejido
calloso y solo se estimula el desarrollo
de meristemos preexistentes (Vyscot y
Jara, 1984). Esto es lo mas deseable
cuando se pretende conservar y propa-
gar germoplasma de especies silvestres
sin alterarlas genéticamente. La activa-
cion de areolas requiere la adicion de
citocininas al medio de cultivo, siendo
las mas usadas la bencilaminopurina
(BAP), también llamada benciladenina
(BA), y la 6-(y,y-dimetilalilamino)purina
(2iP), en dosis que deben ser determi-
nadas para cada especie.

En este marco, el pre-
sente trabajo tuvo por objetivo conocer la
capacidad regenerativa in vitro a través
de la activacion de areolas de 14 especies
y subespecies del género Turbinicarpus.
También se buscd inducir el enraiza-
miento de los brotes generados y estable-
cer en suelo plantas propagadas in vitro,
para tener asi sistemas completos de pro-
pagacion masiva. Estos sistemas permiti-
ran, en una primera instancia, la produc-
cién de grandes cantidades de plantas, lo
que disminuira la presion que la colecta
ilegal ejerce sobre las ya muy mermadas
poblaciones naturales. En el futuro, y
una vez hechos los estudios ecoldgicos y
genéticos pertinentes, las plantas produ-
cidas in vitro podrian ser reintroducidas
al ambiente natural con el fin de regene-
rar las poblaciones silvestres.

Materiales y Métodos

Los materiales vegetales
usados en este trabajo fueron plantulas
germinadas in vitro de las especies y
subespecies Turbinicarpus bonatzii Ger-
hart Frank, T hoferi Liithy & A.B. Lau,
T. jauernigii Gerhart Frank, 7. pseudoma-
crochele subsp. lausseri (L. Diers & Ger-
hart Frank) Glass, T. pseudomacrochele
subsp. pseudomacrochele (Backeb.) Buxb.
& Backeb., T. rioverdensis Gerhart Frank,
T. roseiflorus Backeb., T schmiedic-
keanus subsp. dickisoniae Glass & R.A.
Foster, I schmiedickeanus subsp. gracilis
(Glass & R.A. Foster) Glass, 7. schmie-
dickeanus subsp. macrochele (Werderm.)
N.P. Taylor, T. schmiedickeanus subsp.
schwarzii (Shurly) N.P. Taylor, T. swobo-
dae L. Diers, T. valdezianus subsp. albi-

florus Pazout in Pazout, Valnicek & Su-

bik y T. ysabelae (Schlange) Véac.John &
Riha. Estas plantulas fueron obtenidas a
partir de la germinacién en condiciones
axénicas de semillas procedentes tanto de
colecciones particulares como de viveros
especializados. Las semillas fueron lava-
das cinco veces con agua corriente con
0,1% Extran (Merck), luego se colocaron
por lmin en etanol 70%, y finalmente se
desinfectaron por 25min en blanqueador
comercial a base de hipoclorito de sodio
15%. Después de la desinfeccion, las se-
millas fueron enjuagadas cuatro veces
con agua destilada estéril y se inocularon
en condiciones asépticas en frascos de vi-
drio de 125ml de capacidad con 30ml de
medio basal. El medio usado contenia las
sales mayores y menores, asi como com-
puestos organicos de Murashige y Skoog
(1962; MS), todo al 50%. El pH se ajusto
a 5,7 y se adicionaron 30g1! de sacarosa
y 10g-1" de agar (PhytoTechnology®). Los
frascos con medio se esterilizaron en auto-
clave a 121°C por 15min. Una vez inocula-
dos con la semilla desinfectada, los reci-
pientes de cultivo se sellaron con pelicula
autoadherible de PVC (Vitafilm) y se man-
tuvieron bajo luz continua (lamparas fluo-
rescentes F21T5/4100 K; 54pmol'm?2-s') a
25 £2°C.

Las plantulas obtenidas
sirvieron como fuente de explantes para
la proliferacion in vitro a través de la ac-
tivacion de areolas. Sin embargo, debido
al nimero muy reducido de semillas, y
por lo tanto de plantulas disponibles en
todas las especies, fue necesario realizar
varios ciclos preliminares de proliferacion
in vitro del material vegetal. Con este fin,
se elimind la porcion basal y raices de
las plantulas generadas a partir de semi-
llas, y la porcion apical fue inoculada en
medio MS pH 5,7 adicionado con 30g-1!
sacarosa, 10g-1' agar y 4,44uM bencila-
minopurina (BAP), con el fin de inducir

115



la generacion de brotes a partir de las
areolas. Estos brotes fueron colectados y
transferidos a medio MS pH 5,7 adiciona-
do con 30gl! sacarosa, 10gl' agar y
2g1! carbon activado (CA; PhytoTechno-
logy), para permitir su crecimiento hasta
los 12-20mm. En algunos casos fue nece-
sario llevar a cabo 2 o 3 ciclos de proli-
feracion como el descrito para reunir el
material necesario para los experimentos
de regeneracion. Para esto, se elimind
tanto la porcion basal como la apical de
los brotes. El tejido restante se cortd
transversalmente para obtener rebanadas
de ~4mm de grosor conteniendo una o
dos filas de areolas, dependiendo de la
especie. Estos segmentos transversales
fueron inoculados con la parte cortada en
contacto con el medio, y manteniendo su
polaridad original, en medio de cultivo
MS pH 5,7 adicionado con 30g-1" sacaro-
sa, 10g-1" agar y cinco diferentes concen-
traciones de BAP (2,22; 3,33; 4,44; 5,55;
6,66uM) y de 6-(y,y-dimetilalilamino)pu-
rina (2iP) (4,92; 7,38; 9,84; 14,76 y
19,68uM), ambas citocininas de la marca
PhytoTechnology. Lo anterior se hizo con
el fin de seleccionar el tratamiento mas
eficiente para la generacion de brotes a
partir de areolas para cada una de las es-
pecies trabajadas. Para estos experimen-
tos se utilizaron 20-30 explantes por tra-
tamiento, dependiendo de la disponibili-
dad de material de cada especie, inocu-
landose dos explantes por recipiente de
cultivo. Los experimentos completos se
realizaron al menos dos veces de manera
independiente para cada especie. Para las
réplicas, se utilizd material vegetal gene-
rado en los experimentos previos. La in-
cubacion de los cultivos se realizé en las
mismas condiciones antes descritas y a
los 60 £5 dias de incubacion se determi-
n6é el nimero de brotes generados en
cada explante. Este es el tiempo en que
fue evidente la presencia de brotes dife-
renciados surgiendo a partir de las areo-
las de los explantes inoculados en todas
las especies. Con el fin de determinar el
efecto de los tratamientos probados den-
tro de cada una de las especies, los datos
se analizaron mediante ANDEVA, y la
comparacion entre las medias se hizo me-
diante la prueba de Tukey (p<0,05).

Para el enraizamiento,
los brotes generados en los experimentos
antes descritos se colectaron y transfirie-
ron a recipientes de cultivo de polipropi-
leno de 500ml de capacidad (Phytotech-
nology) con 100ml de medio MS pH 5,7
adicionado con 30gl! sacarosa y 10g1!
agar. Se probaron tres tratamientos: a)
2g-1" de CA, b) 2,46uM de acido indolbu-
tirico (AIB), y ¢) 2,85uM de acido indo-
lacético (AIA). En este medio se mantu-
vieron por 45 dias, transcurridos los cua-
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les se determind el porcentaje de brotes
que habian generado raices >lcm de lon-
gitud. Para estos experimentos se proba-
ron al menos 100 brotes por tratamiento
(10 por recipiente de cultivo). Con el fin
de seleccionar el tratamiento mas eficien-
te para cada especie, los datos se analiza-
ron mediante ANDEVA, y la compara-
cion entre las medias se hizo mediante la
prueba de Tukey (p<0,05).

Una vez que los brotes
desarrollaron raices, se realizo el proceso
de adaptacion a suelo. Para ello, primero
se retird el sello y se aflojo un poco la
tapa del recipiente, y asi se dejoé por 7
dias. Luego, las plantas fueron retiradas
del medio de cultivo y éste se elimind
completamente con la ayuda de agua co-
rriente. Finalmente, se sembraron en ma-
cetas de plastico con una mezcla de tierra
comercial para macetas y arena (1:1) pre-
viamente humedecida. Las macetas se co-
locaron en bolsas de plastico cerradas y
se mantuvieron en una camara bioclimati-
ca a 26 £2°C con un fotoperiodo de 16h
de luz (lamparas fluorescentes F21T5/4100
K; 54pmol'm?-s7) por 8h de oscuridad. A
los 2-3 dias se comenzo6 a abrir la bolsa,
la cual se quitd por completo a los 15
dias. Las macetas se mantuvieron por 30
dias mas en la camara bioclimatica y lue-
go se llevaron al invernadero, regandose
cada 72h. La supervivencia en suelo de
las plantas generadas in vitro se determi-
no6 a los 30-45 dias. Se considerd que la
adaptacion fue exitosa cuando la planta
dio seflales de reiniciar su crecimiento ya
en condiciones ex vitro.

Resultados y Discusion

La germinacion in vitro
fue muy variable entre las especies traba-
jadas. Esta variabilidad se observo tanto
en los porcentajes finales de germinacion
(35-85%), como en el tiempo en que ésta
ocurrié (12-60 dias). Cabe mencionar que
se contd con un numero reducido de se-
millas, y en la mayoria de las especies no
se dispuso de informacién acerca del
tiempo y condiciones de almacenamiento
de las mismas. Por estos motivos, la in-
formacion obtenida en este punto del tra-
bajo no permite generar conclusiones
acerca de la tasa de germinacion de las
especies estudiadas. En trabajos similares
se ha reportado tasas de germinacion in
vitro de 41,7% para Turbinicarpus laui
(Mata-Rosas et al., 2001), y de 46-90%
para otras ocho especies y subespecies de
Turbinicarpus (Davila-Figueroa et al,
2005). Una tasa considerablemente menor
(13%) se reportd para el género Notocac-
tus (de Medeiros et al., 2006).

Se requirieron de 3 a 6
meses a partir de la germinacion para ob-

tener las plantulas de 4-5mm de altura,
necesarias para los experimentos siguien-
tes. En todos los casos, el numero de
plantulas que se generaron fue bajo (15-
50), por lo que se tuvo que recurrir a uno
o varios ciclos preliminares de prolifera-
cién a fin de generar el material vegetal
suficiente para los experimentos de rege-
neracion in vitro. Esos ciclos preliminares
se hicieron en medio de cultivo con
4,44uM de BAP, ya que se tenia informa-
cion previa de que esta citocinina, en la
concentracion usada, era capaz de inducir
la produccion de brotes en las especies de
ese género (Davila-Figueroa et al., 2005);
esto aun cuando no siempre es éste el
tratamiento mas eficiente para lograr ese
objetivo, y en ocasiones produce efectos
no deseados como la proliferacion excesi-
va de tejido calloso. En los ciclos preli-
minares de proliferaciéon se obtuvieron
promedios de 4-12 brotes por explante,
dependiendo de la especie. De esta forma
se generd el material vegetal necesario
para los experimentos cuyos resultados se
describen a continuacion.

Al probar los dos tipos y
las cinco diferentes concentraciones de
citocininas, se obtuvieron brotes a partir
de la activacion de areolas en todas las
especies y en todos los tratamientos. Sin
embargo, la eficiencia del proceso fue
muy variable (Tabla I, Figuras la-j). Cabe
mencionar que la toma de resultados se
hizo a los 60 +5 dias de incubacion con
citocininas, debido a que en ese momento
ya se observaron brotes bien diferencia-
dos en todas las especies. Sin embargo, la
produccion de brotes fue un proceso con-
tinuo en tanto no se agotara el medio de
cultivo ni la actividad de la citocinina
afiadida al mismo. Por ese motivo, a
tiempos de incubacion mas prolongados,
el nimero promedio de brotes por explan-
te fue proporcionalmente mayor (Figuras
le, j). Lo anterior se debe a la prolifera-
cién secundaria, esto es, a la produccion
de nuevos brotes a partir de las areolas
de los brotes generados en primer térmi-
no. Este fenémeno ha sido reportado ya
en otras cactaceas. En el género Pele-
cyphora, por ejemplo, es posible producir
en promedio 136 brotes por explante en
tiempos de incubacion prolongados (180
dias; Pérez-Molphe-Balch y Davila-Figue-
roa, 2002). En cuanto a la produccion de
brotes en las especies estudiadas, a los 60
+5 dias de incubacion, T. hoferi fue la es-
pecie que mostro la eficiencia menor, ya
que en el mejor tratamiento de acuerdo al
analisis estadistico (4,44uM BAP), se ob-
tuvo un promedio de 4,0 brotes por cada
explante. Sin embargo, es posible llevar a
cabo varios ciclos sucesivos de prolifera-
cion inoculando los brotes generados nue-
vamente en el medio con citocinina, mul-
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TABLA 1
EFECTO DEL TIPO Y CONCENTRACION DE CITOCININA EN LA GENERACION DE BROTES A TRAVES
DE LA ACTIVACION DE AREOLAS EN 14 ESPECIES O SUBESPECIES DE Turbinicarpus

Brotes por explante (promedio)f

Citocinina BAP (uM) 2iP (uM)

Especie 2,22 3,33 4,44 5,55 6,66 4,92 7,38 9,84 14,76 19,68
T. bonatzii 35¢ 39bc 4,1bc 3, 7bc 32c¢ 39bc 9,50a 11,3a 48b 4,4 bc
T. hoferi 3,7a 2,1b 40 a 3,7a 29ab 2,0b 1,7bc 15¢ 1.8bc 2,1b
T jauernigii 1,6 ¢ 24bc 29b 44a 40a 27b 30D 3,1b 24bc 26Db
T. pseudomacrochele subsp. lausseri 114b 263a 239a 10,5bc 128D 64d 82c 93¢ 10,7bc 7,1 cd
T. pseudomacrochele subsp. pseudomacrochele 43 ¢ 68bc 91b 122a 95ab 58c¢c 5,6¢ 7,6 b 73 Db 43 ¢
T. rioverdensis 38a 40 a 43 a 32ab 24b 35ab 3,0b 30b 32ab 3,7 a
T. roseiflorus 59ab 52b 46 b 510 53D 57ab 4,1b 22 ¢ 41b 7,5 a
T. schmiedickeanus subsp. dickisoniae 73 Db 6,4bc 6,8bc 52c¢ 48 c 11,0a 53¢ 57bc 7,6b 6,0 bc
T. schmiedickeanus subsp. gracilis 4.6 ¢ 6,3 Db 8,0 a 8,5a 94 a 64b 62b 6,4 b 42 ¢ 45 ¢
T. schmiedickeanus subsp. macrochele 10,1 a 9,3 a 72bc 79b 85ab 92a 88ab 10,0a 79 b 6,3 ¢
T. schmiedickeanus subsp. schwarzii 45 ¢ 42 ¢ 40cd 43¢ 32d 65b 65b 11,9a 10,7 a 45 ¢
T. swobodae 55a 49 a 43ab 36D 31bc 32bc 34D 28 ¢ 2,6 ¢ 1,9 ¢
T. valdezianus subsp. albiflorus 7,0 b 6,4 b 6,8 b 51bc 48 c¢ 1l,la 62bc 67b 103a 10,7a
T. ysabelae 10,1 a 6,9 Db 53bc 62D 48 ¢ 58b 54bc 45¢ 47 ¢ 3,1d

IMedias con letras iguales dentro de la misma especie no son estadisticamente diferentes (Tukey p<0,05). Resultados tomados a los 60 £5 dias
de incubacion.

tiplicando el material de forma exponen- pagacion). En el otro extremo, entre las 3,33uM BAP. De acuerdo al razonamien-
cial. Asi, con esta eficiencia de cuatro especies estudiadas estd 7. pseudomacro- to antes descrito, con esta eficiencia seria
brotes por explante, seria en teoria posi- chele subsp. lausseri, en la que se obtuvo en teoria posible generar mas de 300x10°
ble obtener 4096 brotes a partir de un un promedio de 26,3 brotes por explante brotes en igual tiempo. De acuerdo al
solo explante en un aflo (6 ciclos de pro- en el mismo periodo, usando en este caso andlisis de los resultados, en siete de las

Figura 1. Generacién de brotes a partir de activacién de
areolas en medio con citocininas en las especies. a: 7. ysa-
belae, a los 65 dias de incubacion (ddi) con 2,22uM BAP;
b: T. rioverdensis, a los 57 ddi con 4,44uM BAP; c: Turbi-
nicarpus schmiedickeanus var. schwarzii, a los 65 ddi con
9,84uM 2iP; d: T. pseudomacrochele var. lausseri, a los 58
ddi y e: a los 90 dddi con 3,33uM BAP; f: Turbinicarpus
valdezianus var. albiflorus (noétese la presencia de brotes vi-
trificados y pigmentos en la periferia; g: 7. jauernigii, a los
58 ddi con 5,55pM BAP (nétese la presencia de brotes ge-
nerados en el tejido calloso (flechas); h: 7. bonatzii, a los 60
ddi con 9,84uM 2iP; i: T. roseiflorus, a los 57 ddi con
2,22uM BAP; j: T. pseudomacrochele subsp. pseudomacro-
chele, a los 95 ddi con 5,55uM BAP. Barra= 10mm
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TABLA II
EVALUACION DEL ENRAIZAMIENTO DE LOS BROTES OBTENIDOS

DE CADA ESPECIE O SUBESPECIE DE Turbinicarpus Y SOBREVIVENCIA

DE LAS PLANTULAS EX VITRO

de organogénesis indirecta ya se
habia reportado para T Jlaui
(Mata-Rosas et al., 2001). Sin
embargo, como ese proceso pue-

Especie

Enraizamiento (%)"

Supervivencia

de favorecer la aparicion de va-
riacion somaclonal en las plantas

Tratamiento 2 g'1"CA  2,46uM AIB 2,85uM AIA ex(lyvul)’{ °  generadas (Oliveira ef al., 1995),
— no es recomendable para la con-
I bonatzii 7la 52b 56b 35 servacion de la integridad gené-
;J}.z;ﬁ Zu’gii gz Z 247‘ lc> ig E jg tica de los materiales vegetales
T. pseudomacrochele subsp. lausseri 97 a 73 b 58 ¢ 76 S(;m;(;[il((’)ll(q)s a este sistema de pro
T. pseudomacrochele subsp. pseudomacrochele 76 a 590b 51b 83 pag ’ En  cuanto  al
T. rioverdensis 42D 54 a 22 ¢ 76 . .
T. roseiflorus 64 a 44 b 40 b 58 enraizamiento de 'los brotegr ge-
T. schmiedickeanus subsp. dickisoniae 56 a 26 b 32Db 65 nerados m’wtr 0, .este ocurrio ‘.16
T schmiedickeanus subsp. gracilis 58D 77 a 86 a 90 manera mas 'eﬁ01ente en medio
T. schmiedickeanus subsp. macrochele 96 a 90 a 90 a 92 basal sin auxinas y con 2g-I" CA
T. schmiedickeanus subsp. schwarzii 8l a 62 b 54 b 56 en 11 de las especies trabajadas
T. swobodae 85 a 66 b 54 b 55 (Tabla II). En estas especies, los
T. valdezianus subsp. albiflorus 61 a 43 b 36 b 60 tratamientos con auxinas provo-
T. ysabelae 50 b 96 a 40 b 60 caron la aparicién de tejido ca-

1 Datos tomados a los 45 d de incubacioén. Valores con letras iguales dentro de la misma especie no son

estadisticamente diferentes (Tukey p<0,05).

§ Datos tomados a los 30-45 dias después de la transferencia a suelo.

especies estudiadas, 7. hoferi, T. jauerni-
gii, T. pseudomacrochele subsp. lausseri,
T. pseudomacrochele subsp. pseudoma-
crochele, T. schmiedickeanus subsp. gra-
cilis, T. swobodae y T. ysabelae, 1a mejor
respuesta ocurrio al utilizar BAP, mien-
tras que en cuatro, 7. bonatzii, T. schmie-
dickeanus subsp. dickisoniae, T. schmie-
dickeanus subsp. schwarzii 'y T val-
dezianus subsp. albiflorus, la 2iP fue la
citocinina mas eficiente. En las tres espe-
cies restantes, 7. rioverdensis, T. roseiflo-
rus 'y T. schmiedickeanus subsp. macro-
chele, las dos citocininas mostraron un
efecto similar, ya que entre los mejores
tratamientos hubo algunos con BAP y
otros con 2iP (Tabla I). En un trabajo an-
terior, realizado con otras 8 especies y
subespecies de este género, se observo un
rango de generacion de brotes por explan-
te de 7,8 a 19,7 siendo la respuesta de
seis especies mas eficiente con BAP,
mientras que otras dos respondieron me-
jor a la 2iP (Dévila-Figueroa et al.,
2005). En comparacion, la capacidad de
regeneracion in vitro reportada para Ario-
carpus kotschoubeyanus fue de 6,3 brotes
por explante (Moebius-Goldammer et al.,
2003), para Notocactus magnificus fue de
6,0 brotes por explante (de Medeiros et
al., 2006) y en diez especies de Mammi-
llaria, los valores oscilaron entre 2,4 y
17,4 brotes por explante (Ramirez-Mala-
gon et al., 2007).

En lo que se refiere a
otro tipo de respuestas al cultivo in vitro,
en varias de las especies trabajadas se
observd la produccion de tejido calloso,
sobre todo en los explantes tratados con
BAP. Sin embargo, ese tejido no fue de-
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masiado abundante, ni impidi6 la genera-
cién de brotes. En el caso de la especie
Turbinicarpus valdezianus var. albiflorus,
se observo la produccion de abundantes
pigmentos, seguramente del grupo de las
betalainas, en el tejido calloso (Figura
If). Este fendmeno ha sido reportado y
estudiado en el género Mammillaria, en
donde se generaron callos productores de
betaxantinas (Santos-Diaz er al, 2005).
En T valdezianus var. albiflorus se pre-
sentd ademas la vitrificacion o hiperhi-
dratacion de ~35% del total de brotes ge-
nerados. Cabe aclarar que estos brotes hi-
perhidratados, al no tener la capacidad de
generar una planta viable, no fueron con-
tabilizados para los resultados que se pre-
sentan en este trabajo. En el resto de las
especies, la hiperhidratacion de los brotes
generados fue practicamente nula. Esto se
debié muy posiblemente a la inclusion en
el medio de 10g-1" de agar en lugar de los
7-9¢'1" que normalmente se utilizan en
este medio. Con ello la disponibilidad de
agua en el medio de cultivo se reduce y
se evita la hiperhidratacion de los tejidos.
En otros trabajos se reportan problemas
mucho mads severos relacionados con la
hiperhidratacion de los brotes generados
in vitro, llegandose a presentar ese feno-
meno hasta en el 85% de los mismos
(Giusti et al., 2002). Por otro lado, en la
especie T. jauernigii se observd también
la generacion de callo y la produccion de
brotes a partir de éste (Figura 1g). Esos
brotes fueron mas pequefios que los pro-
ducidos en las areolas y tampoco fueron
incluidos en los resultados mostrados en
la Tabla I. La capacidad del tejido calloso
para generar brotes adventicios a través

lloso en la parte basal de mu-
chos de los brotes, inhibiendo
asi la aparicion de raices. Eso
coincide con lo reportado por
Santos-Diaz et al. (2003) para
Pelecyphora aselliformis. So6lo en las es-
pecies Turbinicarpus rioverdensis, T. sch-
miedickeanus subsp. gracilis y T. ysabe-
lae, el enraizamiento fue mas eficiente en
presencia de auxinas. En siete de las es-
pecies trabajadas, T. jauernigii, T. pseu-
domacrochele subsp. lausseri, T. schmie-
dickeanus subsp. gracilis, T. schmiedic-
keanus subsp. macrochele, T. schmiedic-
keanus subsp. schwarzii, T. swobodae y
T. ysabelae, la eficiencia de enraizamien-
to puede considerarse satisfactoria, ya
que supero el 80%. En las otras especies,
T. bonatzii, T. hoferi, T. pseudomacroche-
le subsp. pseudomacrochele, T. rioverden-
sis, T. roseiflorus, T. schmiedickeanus
subsp. dickisoniae y T. valdezianus subsp.
albiflorus, se observaron eficiencias de
entre 56 y 76%, por lo que seria impor-
tante encontrar tratamientos que pudieran
elevar estos valores. Las tasas de enraiza-
miento in vitro reportadas en un trabajo
anterior para otras ocho especies y subes-
pecies de Turbinicarpus oscilaron entre
54 y 94% (Davila-Figueroa et al., 2005).
En otros géneros se han reportado efi-
ciencias menores, por ejemplo 45% de
enraizamiento para Notocactus (de Me-
deiros et al., 2006).

La morfologia de los sis-
temas radicales generados in vitro fue va-
riable entre las especies trabajadas (Figu-
ras 2a-e¢). Durante la etapa de enraiza-
miento, también se observo el crecimien-
to de los brotes, los cuales alcanzaron un
mayor vigor. En otros casos, como en 7.
pseudomacrochele var. lausseri, los bro-
tes en medio de enraizamiento cambiaron
su morfologia juvenil por la adulta (Figu-
ra 2e), llegando incluso a producir flores
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tuirse en una fuente ilimitada
de material vegetal para ser
utilizado en el estudio y apro-
vechamiento de los compues-
tos quimicos producidos por
estas plantas, sin necesidad de
afectar a las poblaciones sil-
vestres.
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Figura 2. Plantas generadas mediante el enraizamiento de brotes generados in vitro de a: Turbinicarpus
bonatzii, b: T. valdezianus var. Albiflorus, c: T. roseiflorus, d:T. pseudomacrochele subsp. Pseudomacroche-
le, e: T. pseudomacrochele subsp. lausseri (ndtese la morfologia juvenil de las dos plantas de la izquierda,
en contraste con la morfologia adulta de las de la derecha), f: floracion in vitro de un brote de T. schmie-
dickeanus subsp. gracilis. Barra= 10mn

in vitro, fendmeno observado en T. sch-
miedickeanus subsp. gracilis (Figura 2f).
Esto confirma lo reportado por Malda et
al. (1999), en el sentido de que el cultivo
in vitro acelera el desarrollo de las cacté-
ceas acortando notablemente su periodo
juvenil, constituyéndose ésto en una ven-
taja adicional de esta técnica.

La supervivencia en sue-
lo de las plantas generadas in vitro oscild
entre 40 y 92% (Tabla II). En el caso de
los valores mas bajos, seria recomendable
probar otros substratos con el fin de in-
crementar la frecuencia de supervivencia.
En su habitat natural, estas especies se
encuentran en suelos pedregosos, muy
pobres en materia orgéanica, y en algunos
casos calcareos. Eso podria considerarse
para probar otros substratos o mezclas
que pudieran incrementar la tasa de su-
pervivencia en suelo de algunas de aque-
llas especies que mostraron una baja efi-
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ciencia en esta etapa. Eso seria indispen-
sable para contar con un sistema comple-
to y eficiente de propagaciéon masiva in
vitro. En otras especies de Turbinicarpus
se han reportado tasas de supervivencia
en suelo de 65 a 98% (Davila-Figueroa et
al., 2005), mientras que en géneros dife-
rentes hay valores de 76 a 92% (Giusti et
al., 2002). En algunas cactaceas, como
Notocactus, este proceso es critico y solo
se llega a una eficiencia del 20% (de Me-
deiros et al., 2006).

En conclusion, se de-
mostré que la regeneracion y propaga-
cion masiva in vitro fueron posibles en
las 14 especies y subespecies de Turbini-
carpus estudiadas. Esta tecnologia tiene
el potencial de ser una herramienta im-
portante para la explotacion racional y
conservacion de este recurso natural. Fi-
nalmente, debe subrayarse que esos sis-
temas de cultivo in vitro podrian consti-

g DRC y MSDR.
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IN VITRO CULTURE AND PROPAGATION OF THREATENED CACTI OF THE Turbinicarpus GENUS
Ma. de Lourdes de la Rosa-Carrillo, Manuel S. Dominguez-Rosales, Martha E. Pérez-Reyes and Eugenio Pérez-Molphe-Balch

SUMMARY

In vitro regeneration and propagation capacity was explored
in 14 species and subspecies of Turbinicarpus (Cactaceae), all
threatened due to the intensive illegal collection and to the de-
struction of their habitats. In all cases multiple shoot formation
on explants from in vitro germinated plantlets was achieved
through areole activation. Murashige and Skoog medium, pH 5.7,
was used, supplemented with 30g-l' sucrose, 10g-l" agar and sev-
eral treatments with the cytokinins 6-benzylaminopurine (BAP)
or 6-(y,y-dimethylallylamino)purine (2iP). Efficiencies ranged from
4.0 shoots per explant in T. hoferi, in a treatment with 4.44uM
BAP, up to 26.3 shoots per explant in T. pseudomacrochele sub-
sp. lausseri, this using 3.33uM BAP. These results were obtained

in a single proliferation cycle (60 =5 days). Seven of the stud-
ied species responded better when BAP was used, while 2iP in-
duced better results in four species. The three remaining species
showed no differences in their response to both cytokinins. Root-
ing of in vitro generated shoots was achieved on MS basal me-
dia with 2g'l' activated charcoal, 2.46uM indole-3-butyric acid
(IBA) or 2.85uM indole-3-acetic acid, with frequencies rang-
ing from 54 to 97%. Frequencies of survival of the plants, once
transferred to soil, were from 40 to 92%. With these results, it
was possible to carry out the massive in vitro propagation of the
utilized species; which can represent an important tool for their
conservation and rational use.

CULTIVO E PROPAGACAO IN VITRO DE CACTACEAS AMEACADAS DO GENERO Turbinicarpus
Ma. de Lourdes de la Rosa-Carrillo, Manuel S. Dominguez-Rosales, Martha E. Pérez-Reyes e Eugenio Pérez-Molphe-Balch

RESUMO

Explorou-se a capacidade de regenerag¢do e propagag¢do in
vitro de 14 espécies e sub espécies de Turbinicarpus (Cacta-
ceae), todas elas ameagadas devido a intensa coleta ilegal e
a destrui¢do de seu habitat. Em todos os casos se conseguiu
a formagdo de brotes multiplos por ativacdo de aréolas. Uti-
lizou-se meio de Murashige e Skoog (MS) pH 5,7 com 30g-l'
sacarose, 10gl' agar e varios tratamentos com as citocininas
6-bencilaminopurina (BAP) o 6-(yy-dimetilalilamino)purina
(2iP). As eficiéncias por espécie em um so ciclo de prolifera-
¢do (60 5 dias) estiveram entre 4,0 brotes por explante em T.
hoferi, em um tratamento com 4,44uM BAP, até 26,3 brotes por
explante em T. pseudomacrochele subsp. lausseri com 3,33uM

BAP. Sete das espécies estudadas responderam melhor quando
se usou BAP, enquanto que a 2iP mostrou melhores resulta-
dos em quatro delas. As trés espécies restantes ndo mostraram
diferengas em sua resposta a estas citocininas. O enraizamento
dos brotos se conseguiu em meio MS com 2g'I'' carvdo ativado
(CA), 2,46uM dcido indolbutirico (AIB) o 2,85uM dcido indol-
acético (AIA), com frequéncias de 54 a 97%. A supervivéncia
das plantas transferidas a solo foi de entre 40 a 92%, depen-
dendo da espécie. Com estes resultados foi possivel realizar a
propaga¢do massiva in vitro das espécies trabalhadas, o que
pode constituir uma ferramenta importante para sua conserva-
¢do e uso racional.
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