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Efecto de las fitohormonas en la regeneracion in
vitro de Turbinicarpus gielsdorfianus (Werderm.) V.
John & Riha, una cactacea endémica de San Luis
Potosi en via de extincion.
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Resumen— Turbinicarpus gielsdorfianus (Werdem.) V. John
& Ria es un cactus amenazado de extincion. Para rescatar la
especie y establecer un sistema de micropropagacion comercial y
sustentable se llevé a cabo este estudio. Se aislaron y cultivaron
areolas en medio MS con tres diferentes citocininas: 2ip (0, 0.5, 1,
2,3,4,5y 6 mg L-1), KN (0, 1.5, 3, 6, 9, 12, 15 y 18 mg L-1), BA
0,05,1,2,3,4,5y 6 mg L-1). A los 150 dias se observaron dos
respuestas: produccion de raices y brotes. Todos los tratamientos
excepto el control lograron la produccion de raices adventicias
pero2ip2,3y4mgL-1;BA05,2y4mgL-1yKN6,9,12y 18
mg L-1 fueron los mejores (90%). KN 15 mg L-1 produjo el
mayor niumero de raices por explante (5), seguido de KN 1.5, 2ip
0.5, KN 9 y KN 12 mg L-1. Las tres citocininas evaluadas
rompieron la dormancia de las yemas, sin embargo, el nimero de
brotes producidos vari6 en funciéon de la concentracion
adicionada, siendo BA: 6 mg L-1 la que mayor niimero de brotes
generd (3.1 brotes por explante en promedio), seguida por la
citocinina 2ip: 2 mg L-1 (3 brotes por explante en promedio).
Dado lo anterior, se logré conocer el efecto de las fitohormonas
de tipo citocinina en la regeneracion in vitro de Turbinicarpus
gielsdorfianus (Werdem.) V. John & Ria.

I. INTRODUCCION

La familia Cactaceae es nativa de América. Su area de
distribucion abarca una gran superficie que incluye desde el
sur de Canada hasta Argentina. México es el pais que posee la
mayor diversidad de especies dentro de este grupo, ademas de
un alto indice (78 %) de endemismo (Hernandez y Godinez,
1994). Desafortunadamente, 255 taxones de cactaceas
mexicanas estan amenazados, de acuerdo a la Norma Oficial
Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010. Ademas, algunas
organizaciones internacionales como el Libro Rojo de la
IUCN y el Apéndice de la CITES incluyen en sus listados a
65 y 41 taxones, respectivamene. Entre las muchas cactaceas
mexicanas amenazadas, resultan de especial interés las del
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género Turbinicarpus, el cual es endémico de las regiones
centro y sur del Desierto Chihuahuense, el que se extiende
desde la Meseta Central de México hasta el Suroeste de los
EEUU. Este género incluye varias especies y subespecies de
cactus de tamafio relativamente pequefio que son muy
apreciadas por los coleccionistas debido a su belleza, 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 traido como resultado una intensa
colecta ilegal que ha afectado a las poblaciones silvestres.

Este fenomeno se agrava debido a que muchas de las
especies de este género tienen areas de distribucion muy
restringidas y son muy sensibles a los disturbios ecoldgicos,
por lo que su habitat estd siendo constantemente degradado
[1]. Algunas actividades humanas que se desarrollan en estas
areas de distribucion, tal como la extraccion de materiales
pétreos, han afectado y producido importantes disturbios de
los hébitats naturales de algunas especies del género [2]. La
conservacion de los individuos del género Turbinicarpus se
complica debido a su lento crecimiento y la reducida
capacidad para activar sus areolas y producir re-brotes en
condiciones ambientales naturales, lo cual da como resultado
una pobre capacidad de recuperacion de las poblaciones
naturales. Esta situacion se empeora si se considera que varias
especies tienen problemas de autoincompatibilidad, por lo que
manifiestan una muy baja produccion de semillas y una baja
tasa de germinacion, que solo llega a ser del 8% en algunas
ocasiones. Esto tltimo se debe tanto a la pérdida de viabilidad
como a la existencia de diversos mecanismos de latencia [3]

[4].

Turbinicarpus gielsdorfianus (Werderm.) V. John & Riha,
es una especie considerada actualmente en estado critico por
la TUCN Red List of Threatened Species (lista roja de la
Uniodn Internacional para la Conservacion de la naturaleza) y
en categoria de amenazada (A) por la Norma Oficial
Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010 debido a la colecta
ilegal y pérdida de habitat, donde sus poblaciones han
disminuido un 80-90 % en los ltimos cinco afios, por lo que
es urgente la implementacion de técnicas de propagacion
intensiva para el rescate y conservacion de la especie. Una de
las alternativas mas prometedoras para la conservacion y uso
racional de este tipo de plantas la constituyen los sistemas de
cultivo o regeneracion in vitro.
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La propagacion masiva a través de las técnicas de
regeneracion in vitro o micropropagacion ya se ha logrado
con buenos resultados en varias especies del género
Turbinicarpus.  Existen reportes para  Turbinicarpus
pseudomacrochele [5], T. schmiedickeanus var. Klinkerianus
[6], T. laui [7], T. lophophoroides, T. pseudopectinatus, T.
schmiedickeanus subsp. flaviflorus, T. schmiedickeanus subsp.
klinkerianus, T. schmiedickeanus subsp. schmiedickeanus, T.
subterraneus, T. schmiedickeanus var. Schwarzii, T.
roseiflorus, T. valdezianus [8] [9] [10] [11] [12], T.
knuthianus [13] y recientemente para 7. ysabelae [14], mas
no los hay para la especie aqui propuesta. Por tal motivo, en
el presente estudio proponemos la regeneracion de plantas a
través de sistemas de cultivo in vitro como herramienta para el
rescate, conservacion y propagacion comercial de esta especie
amenazada por la extincion.

II. OBJETIVO

Conocer y evaluar el efecto de las fitohormonas
(citocininas) en la regeneracion in vitro de plantas de
Turbinicarpus gielsdorfianus (Werderm.) V. John & Riha.

III. MATERIALES Y METODOS

El material vegetal usado en este trabajo fueron plantas de 3
afios de edad de Turbinicarpus gielsdorfianus (Werderm.) V.
John & Riha las cuales fueron utilizadas como donadoras de
explantes para la proliferacion in vitro a través de la
activacion de areolas (yemas axilares), a las cuales se les
disecté manualmente el sistema radicular con la ayuda de un
bisturi previamente esterilizado y se colocaron en una
solucion de etanol al 75 % durante 10 minutos. Posterior a
esto, se pasaron a una solucion de hipoclorito de sodio al 30
% (v/v) preparada a partir del producto comercial Clorox con
el 6 % de Cl activo, mas 0.01 % del surfactante Tween-20
(SIGMA-ALDRICH) por un lapso de 20 minutos y bajo
agitaciéon continua, para después decantar la solucioén
desinfectante y el surfactante y enjuagar al menos cinco veces
con agua desionizada esterilizada. Finalizado lo anterior, las
plantas fueron colocadas en una solucion que contenia 1 ml de
PPM (Plant Preservative Mixture) por cada 100 ml de agua
desionizada estéril con el fin de asegurar la limpieza de los
explantes a través de éste biosida. Finalmente, con ayuda de
bisturi y pinzas esterilizadas, se cortaron fragmentos de tallo
con areolas (yemas axilares) y se sembraron en placas de
cultivo de 100 mm X 25 mm con 20 ml de medio basal M&S
[15] adicionado con diferentes tipos y concentraciones de
fitohormonas y ajustando el pH a 5,7. Los cultivos se
mantuvieron en un cuarto de incubacion iluminado con
lamparas de luz blanca de 75 W, con una intensidad luminica
de 250.25 Lux (25.075 umol) y fotoperiodo de 16 h luz y 8
de obscuridad a nivel de la placa. La temperatura de
incubacion se mantuvo a 25 = 2 ° C aproximadamente.
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Para el establecimiento de los cultivos e induccion de
respuesta morfogenéticas (organogénesis) se evalud la
respuesta de los explantes de Turbinicarpus gielsdorfianus
(Werderm.) V. John & Riha a diferentes concentraciones y
reguladores del crecimiento o fitohormonas (citocininas). Se
llevé a cabo un experimento con un disefio estadistico simple
y una distribucién completamente al azar con el proposito de
determinar la mejor concentraciéon y tipo de regulador del
crecimiento. Los tratamientos evaluados en este experimento
fueron diferentes concentraciones de las siguientes
citocininas: 2ip (0, 0.5, 1,2, 3,4, 5y 6 mg L-1), KN (0, 1.5, 3,
6,9,12, 15y 18 mg L-1) y BA (0, 0.5, 1,2,3,4,5y 6 mg L-
1), dando un total de 24 tratamientos (incluyendo el control)
los cuales estuvieron representados por 8 explantes (n=8). Las
variables evaluadas fueron: desarrollo de raices por explante
(DRE) [%], numero de raices por explante (NRE), desarrollo
de brotes por explante (DBE) [%] y niimero de brotes por
explante (NBE).

Con el fin de determinar el efecto de los tratamientos
probados, todos los datos obtenidos en este estudio fueron
sometidos a un analisis paramétrico de varianza (ANDEVA) y
los promedios fueron comparados con la prueba de Fisher
(5%) mediante el software XL-Stat 2009.3.02.

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

El presente trabajo se llevd a cabo con el propdsito de
establecer las bases para la propagacion asexual de
Turbinicarpus gielsdorfianus (Werderm.) V. John & Riha a
través del cultivo de tejidos. La técnica que se estudio fue la
activacion de yemas axilares (areolas) para la regeneracion de
brotes multiples.

Después de 82 dias de iniciados los cultivos se comenzaron
a producir dos tipos de respuestas morfogenéticas en los
explantes de algunos tratamientos: 1) la brotacion directa a
partir de la activacion de las yemas axilares presentes en las
areolas y 2) la produccion de raices adventicias (Figura 1). Es
importante mencionar que por naturaleza, esta especie vegetal
muestra tazas de crecimiento extremadamente lentas, por lo
que bajo condiciones in vitro se observd el mismo
comportamiento. Debido a esto, antes de realizar el conteo
final de los brotes se dio un subcultivo a medio fresco para
mantener vivos los explantes y permitir el crecimiento de los
brotes producidos.
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Figura 1. Explantes de Turbinicarpus gielsdorfianus
(Werderm.) V. John & Riha después de 83 dias de cultivo
sometidos a diferentes tipos y concentraciones de citocininas.
a y b inicio de la activacion de yemas axilares y desarrollo de
brotes (flechas negras); c y d brotes bien diferenciados y en
proceso de activo crecimiento producto de la activacion de
las areolas (flechas negras) y presencia de raices adventicias
en brote diferenciado y explante (flechas blancas).

A los 150 dias de iniciados los cultivos en los diferentes
tratamientos evaluados, y dadas las dos respuestas
morfogenéticas mencionadas con anterioridad todos los
explantes de los tratamientos probados se observd que
mostraron la regeneracion de brotes producto de la activacion
de las yemas axilares o areolas, asi como la regeneracion de
raices adventicias (Figura 2).

En términos generales, se observd que las tres citocininas
evaluadas en este experimento fueron capaces de romper la
dormancia de las yemas axilares de Turbinicarpus
gielsdorfianus (Werderm.) V. John & Riha, sin embargo, el
nimero de brotes producidos varid en funcion de la
concentracion adicionada a los medios de cultivo.

En el presente estudio se evaluaron las variables desarrollo
de raices por explante (DRE) [%], numero de raices por
explante (NRE), desarrollo de brotes por explante (DBE) [%],
nimero de brotes por explante (NBE).

El analisis de los datos obtenidos de la variable DRE revelo
diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos
evaluados segun los analisis de varianza (ANDEVA)
realizados.
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Figura 2. Secuencia de fotos donde se muestra la
regeneracion de brotes de Turbinicarpus gielsdorfianus
(Werderm.) V. John & Riha a partir de la activacion de las
yemas axilares (flechas negras) y la diferenciacion de raices
adventicias (flechas blancas) en los explantes utilizados en el
experimento de induccion después de 150 dias de cultivo.

En el Cuadro 1 se muestran los resultados de la prueba de
comparacion de medias de los datos obtenidos en la variable
DRE. En general, se puede observar que todos los
tratamientos desarrollaron raices adventicias (excepto el
control) siendo los tratamientos 2ip 2, 3 y 4 mg L-1; KN 6, 9,
12y 18 mg L-1 y BA 0.5, 2 y 4 mg L-1 los que mas
presentaron desarrollo de raices en sus explantes (90%).

En lo que se refiere al NRE, el analisis de los resultados
obtenidos de esta variable reveld diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos evaluados segin los
analisis de varianza (ANDEVA) realizados. Se pudo observar
que el valor promedio mas alto encontrado para esta variable
fue el tratamiento KN 15 mg L-1 donde se produjeron 5 raices
por explante, seguidos de KN 1.5, 2ip 0.5, KN 9 y KN 12 mg
L-1 (4.8, 4.6, 4.3 y 4.2 raices por explante respectivamente)
[Cuadro 1].
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Cuadro 1. Resultados de la prueba de comparacion de medias
de los datos de la variable DRE y NRE durante el cultivo de
Turbinicarpus gielsdorfianus (Werderm.) V. John & Riha,
después de 150 dias de cultivo.

Tratamiento (mg L-1) Valor medio DRE Valor medio NRE
(%)
2ip 0.5 78.75 ab* 4.62 abc*
2ip 1.0 67.50 ab 2.12 defg
2ip 2.0 90.00 a 3.00 abedef
2ip 3.0 90.00 a 3.62 abcdef
2ip 4.0 90.00 a 3.25 abedef
2ip 5.0 56.25b 1.50 fg
2ip 6.0 67.50 ab 2.25 defg
KN 1.5 67.50 ab 4.87 ab
KN 3.0 56.25b 2.12 defg
KN 6.0 90.00 a 3.25 abedef
KN 9.0 90.00 a 4.37 abed
KN 12.0 90.00 a 4.12 abcde
KN 15.0 78.75 ab 5.00 a
KN 18.0 90.00 a 2.75 abedef
BA 0.5 90.00 a 4.00 abcde
BA 1.0 78.75 ab 2.25 defg
BA 2.0 90.00 a 2.62 bedef
BA 3.0 67.50 ab 2.37 cdef
BA 4.0 90.00 a 3.00 abedef
BA 5.0 67.50 ab 2.12 defg
BA 6.0 58.50 b 1.87 efg

*Los valores con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo a la
prueba de comparacién multiple de Fisher (o = 0.05).

Se tienen reportes de la generacion de raices adventicias en
condiciones in vitro en explantes de Ortegocactus
macdougallii 'y Turbinicarpus swobodae [16,17] al usar
combinaciones de hormonas que incluyen Auxina:Citocinina
(ANA:BA) en concentraciones de 3 mg L-1, mostrando ser
este balance en las concentraciones de los dos reguladores del
crecimiento el adecuado para controlar la diferenciacion y
desarrollo de raices. Sin embargo, en los tratamientos usados
en el presente trabajo no se adicionaron auxinas y también se
observod la presencia de raices adventicias. Esta respuesta
puede deberse a que la concentracion enddgena de auxinas de
éstos explantes eran adecuadas para promover la generacion
de raices adventicias, tal y como sucede cuando se somete a
enraizamiento un esqueje en condiciones de vivero [18] [19].

Los datos obtenidos sefialan que todas las citocininas
evaluadas en las diferentes concentraciones adicionadas en los
medios de cultivo fueron capaces de inducir la diferenciacion
de raices, lo cual contrastd con lo observado en los
tratamientos control; sin embargo, el niimero de raices
producido estuvo influenciado fuertemente en relacién a la
concentracion, aunque no se aprecia una tendencia clara.

Respecto a la regeneracion de brotes, el analisis de los
resultados obtenidos de la variable DBE revel6 diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos evaluados
segun los analisis de varianza (ANDEVA) realizados.

En el cuadro 2 se muestran los resultados de la prueba de
comparacion de medias. Se pudo observar que el valor
promedio mas alto encontrado para esta variable fueron los
tratamientos 2ip 2,3 y4mgL-1; BA2y3mgL-1 yKN9mg
L-1 donde el 90% de los explantes regeneraron brotes
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derivados de la activacion de las yemas axilares. El resto de
los tratamientos oscilo entre el 45 y 78.7 % de explantes que
presentaron activacion meristematica axilar.

En cuanto a la variable NBE, se observo que la respuesta a
la activaciéon de yemas axilares fue satisfactoria en varios
tratamientos. El andlisis de los resultados obtenidos de la
variable revelo diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos evaluados segin los analisis de varianza
(ANDEVA) realizados. Se pudo observar que el valor
promedio mas alto encontrado para esta variable fue el
tratamiento BA 6 mg L-1, seguido del tratamiento 2ip 2 mg L-
1y KN 12, BA 5 y BA 3 mg L-1 donde estos ultimos tres no
muestran diferencias significativas entre ellos, pero resultaron
estadisticamente diferentes a los promedios de los
tratamientos restantes. En términos generales, se podria
considerar que el tratamiento con BA 6 mg L-1 resulto ser el
mejor, ya que la tendencia muestra que indujo el mayor
numero de brotes por explante (3.1). Debemos resaltar que las
concentraciones evaluadas para BA muestran que conforme se
incrementan estas, se logré una mayor induccion de brotes
(BA 4, BA 5 y BA 6 mg L-1 produjeron 1.5, 2.6 y 3.1 brotes
por explante respectivamente), sin embargo, con el rango de
concentraciones evaluadas no se alcanzé el punto maximo de
produccion de brotes. Contrario a esto, con KN y 2ip
logramos obtener el 6ptimo tratamiento dentro del rango de
las concentraciones evaluadas, ya que en el caso de KN en el
tratamiento de 12 mg L-1 produjo un valor medio de 2.7
brotes por explante, el cual se redujo cuando se increment6 la
concentracion a 15 mg L-1 (1.7 brotes por explante en
promedio). De manera similar se observd en 2ip, donde en el
tratamiento de 2 mg L-1 produjo un valor medio de 3 brotes
por explante, reduciéndose éste cuando se incremento de 3 a 6
mg L-1 (entre 1.8 y 1.6 brotes por explante en promedio)
[Cuadro 2].

Se observd que las tres citocininas a diferentes
concentraciones lograron el rompimiento de la dominancia
apical de los explantes, dando como resultado la activacion
de los meristemos axilares. Este proceso se logro inducir sin
la adicion de auxinas en el medio. En muchas cactaceas
sometidas a la propagacion in vitro, la adicion de auxinas al
medio de cultivo favorece una interaccidon positiva y cierto
balance con las citocininas que parece ser de gran importancia
cuando se desea la produccion de brotes [20] [21]. Sin
embargo, muchas veces esta interaccion induce también una
respuesta indeseable: la produccién de callos. Debido a que la
activacion areolar y la consecuente brotacion directa también
se ha observado en algunas especies con la sola presencia de
citocininas [22] [23] [24] y muy especialmente con el género
Turbinicarpus [25] [26], estos resultados demuestran, que al
menos para el género, parece seguir siendo mas efectivo, en
cuanto a niimero de brotes producidos por explante, el uso de
reguladores de tipo citocinina sin la adiciéon al medio de
auxinas.
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Cuadro 2. Resultados de la prueba de comparacion de medias
de los datos de la variable DBE y NBE durante el cultivo de
Turbinicarpus gielsdorfianus (Werderm.) V. John & Riha,
después de 150 dias de cultivo.

Tratamiento (mg L-1) Valor medio DBE Valor medio NBE
(o)

2ip 0.5 67.50 abc* 0.87 def*
2ip 1.0 56.25 be 1.00 def
2ip 2.0 90.00 a 3.00 ab
2ip 3.0 90.00 a 1.87 abcde
2ip 4.0 90.00 a 1.87 abcde
2ip 5.0 56.25 be 0.87 def
2ip 6.0 67.50 abc 1.62 bede
KN 1.5 45.00 ¢ 0.50 ef
KN 3.0 56.25 be 1.37 cde
KN 6.0 78.75 ab 1.62 bede
KN 9.0 90.00 a 2.12 abed
KN 12.0 78.75 ab 2.75 abe
KN 15.0 67.50 abe 1.75 abcde
KN 18.0 78.75 ab 2.12 abed
BA 0.5 78.75 ab 1.62 bede
BA 1.0 67.50 abe 1.00 def
BA 2.0 90.00 a 1.50 cde
BA 3.0 90.00 a 2.62 abc
BA 4.0 78.75 ab 1.50 cde
BA 5.0 78.75 ab 2.62 abc
BA 6.0 67.50 abe 3.12a

*Los valores con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo a la
prueba de comparacién multiple de Fisher (o = 0.05).

V. CONCLUSIONES

- Se logrd conocer el efecto de las fitohormonas de tipo
citocinina en la regeneracion in vitro de Turbinicarpus
gielsdorfianus (Werdem.) V. John & Ria.

- Laregeneracion de brotes en los cultivos fue el resultado de
la activacion de los meristemos o yemas axilares presentes en
las aréolas.

- La regeneracion de brotes estuvo bajo el control de las
citocininas 2ip, KN y BA, siendo BA 6 mg L-1 la que mayor
nimero de brotes generd (3.1 brotes por explante en
promedio), seguida por la citocinina 2ip 2 mg L-1 (3 brotes
por explante en promedio), KN 12, BA 5y BA 3 mg L-1 (2.7,
2.6 y 2.6 brotes por explante en promedio respectivamente).

- Todos los tratamientos experimentales evaluados para
Turbinicarpus gielsdorfianus (Werderm.) V. John & Riha
lograron inducir la diferenciacion de raices adventicias en los
explantes.
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