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RESUMEN GENERAL
Morfologia, germinacidon, micropropagacion y analisis cromosdémico de cuatro
especies de cactaceas para su conservacion
Sinai Mariana Manzo Rodriguez, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2015

Las cactéceas tienen caracteristicas biologicas que las hacen uUnicas y ademas por los
servicios que ofrece al hombre como alimento, medicina, industrial, ambiental y ornamental.
Sin embargo, tiene un gran nimero de especies en riesgo principalmente por las actividades
antropogénica. Por lo que es fundamental el estudio y el manejo de esta familia al estudiar la
morfologia, viabilidad y germinacion de sus semillas, micropropagacion y estudio
cromosémico de Echinocactus platyacanthus Link & Otto, Echinocactus grusonii Hildm.,
Ferocactus pilosus Galeotti (Werderm) y Lophophora williamsii (Lem. Ex Salm-Dyck) J.M.
Coult. El area y el perimetro del embrién y la semilla se midieron y se caracterizaron. Se
evalué la viabilidad y la germinacion de las semillas en diferentes tratamientos, el indice de
velocidad germinativa (IVG) y su influencia en el vigor de las plantulas. Los tratamientos
para la micropropagacion fueron citoquininas con 1.0 mg L* de kinetina (K), 6-
bencilaminopurina (BA) y adenina N-isopentenil (2ip), solos 0 en combinacion con la auxina
acido naftaleno acético (ANA) con diferentes dosis y el control (medio MS sin reguladores).
El estudio cromosémico se realiz6 con &pices de la raiz de plantulas, las cuales se pre-
trataron con frio y colchicina, fijadas en Carnoy, la tincion fue con Feulgen y orceina
propionica y después se observaron en un microscopio Leitz Wetzlar. Los resultados
muestran diferencias entre las especies en el color, la estructura de la semilla, el area y el
perimetro de semillas y embriones. Las semillas de E. platyacanthus fueron las mas grande
y pesadas. E. platyacanthus mostré el mayor porcentaje de viabilidad (87.5%). F. pilosus
tuvo la mayor germinacién con tierra de monte-tezontle sin escarificacion (98%) y un IVG de
4.03 semillas d*. Mientras las semillas de E. grusonii con escarificaciéon, con 100% de
germinacion fue el mejor en tierra de monte-tezontle y en arena y con un IVG de 8.3y 8.1 s
d?, respectivamente. En la micropropagacion la mejor citocinina fue 2iP. El mejor
tratamiento fue E. platyacanthus con 1.0 2iP:0.1 ANA (mg L) con un promedio de 5.6 brotes
por explante. El enraizamiento fue mejor con MS sin reguladores (90%). Las plantulas
enraizadas en MS sin reguladores se aclimataron al 80%. E. grusonii es diploide y tuvo

cromosomas uniformes, pequefios metaceéntricos.

Palabras clave: viabilidad, reguladores de crecimiento y peso volumétrico.



GENERAL ABSTRACT

Cacti have biological characteristics that make them unique mainly for its great
variety of uses as food, medicine, industrial, environmental and ornamental value.
However, it has a large number of species at risk mainly due to anthropogenic
activities. So it is essential to study and learn the management of this family studing
factors like morphology, viability and seed germination, micropropagation and
chromosomal study on Echinocactus platyacanthus Link & Otto, Echinocactus
grusonii Hildm., Ferocactus pilosus Galeotti (Werderm) and Lophophora williamsii
(Lem. ex Salm-Dyck) JM Coult. The area and perimeter of the embryo and seed
were measured and characterized. Viability and germination of seeds in different
treatments, germination rate index (IVG) and their influence on seedling vigor was
evaluated. Treatments for micropropagation were cytokinins 1.0 mg L™ kinetin (K), 6-
benzylaminopurine (BA) and N-isopentenyl adenine (2iP), alone or in combination
with auxin naphthalene acetic acid (NAA) using different dose and a control (MS
medium without regulators). The chromosomal study was conducted in root tips of
seedlings, which were pretreated with cold and colchicine, fixed in Carnoy, staining
with Feulgen and orcein propionic and then observed under a microscope Leitz
Wetzlar. The results show differences between species in color, structure of the
seed, area and perimeter of seeds and embryos. E. platyacanthus seeds were larger
and heavier. E. platyacanthus showed the highest percentage of viability (87.5%). F.
pilosus had the highest germination using forest-tezontle’s soil without scarification
(98%) and IVG of 4.03 seeds d™*. Meanwhile seeds of E. grusonii with scarification,
with 100% germination, was the best in forest soil-tezontle and sand with IVG of 8.3
and 8.1 s d*, respectively. Best cytokinin micropropagation substance was 2iP. Best
treatment was 2iP on E. platyacanthus with 1.0: 0.1 ANA (mg L™) with an average of
5.6 buds per explant. Rooting effect was better with MS without regulators (90%).
Seedlings rooted in MS without regulators were acclimated to 80%. E. grusonii was

diploid chromosomes and had uniforms, small metacentric.

Keywords: viability, growth regulators and volumetric weight.
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I. INTRODUCCION GENERAL

La familia Cactaceae es endémica del continente americano, y abarca 300
géneros y un total de 2500 especies, se siguen descubriendo especies e inclusive
géneros como Geohintonia Glass & W.A.Fitz Maur., Cintia Knize & Riha y Yavia
R.Kiesling & Piltz (Kunte y Subik, 2004). México por sus peculiares condiciones de
latitud, topografia y clima es el pais que alberga, la mayor cantidad de especies, con
alrededor de 913 taxones (Bravo, 1978; Bravo-Hollis y Scheinvar, 2002; Kunte y
Subik, 2004; Jiménez, 2011). Las cactaceas, al ser consideradas endémicas, su
area de distribucion es restringida y muchas veces con la minima alteraciéon de su
hébitat llegan a desaparecer. Aunado a que tienen caracteristicas biolégicas propias
gue las hace mas sensibles, como es el lento crecimiento; baja propagacion ya sea
por semilla o vegetativa (hijuelos y esquejes), por lo que presentan un enorme
riesgo, sobre todo en aquellos lugares con frecuentes eventos de disturbio como
son: el desarrollo urbano, la expansion industrial, agricola y ganadera, la
introduccién de especies exdticas, la construccién de caminos y carreteras (Alanis y
Velazco, 2008; Hernandez y Godinez, 1994; Hernandez y Sanchez, 2002; Jiménez,
2011).

El 80% de las cactaceas en México son endémicas y un nimero considerable de
estas se encuentran en alguna categoria de riesgo. Entre estas especies se
encuentran: E. platyacanthus conocida como biznaga tonel grande, biznaga dulce o
burra, que se distribuye en el centro y norte del pais. Es una especie
sobreexplotada, principalmente para la elaboracion de dulce (acitron) y como
alimento para el ganado; F. pilosus llamada biznaga barril de lima, con presencia en
Coahuila, Durango, Nuevo Ledén, San Luis Potosi, Tamaulipas, y Zacatecas. Se
vende como planta de ornato, en época de sequia se utiliza como forraje, las flores y
los frutos se consumen; L. williamsii, hombre comun peyote, que se distribuye
Coahuila, Chihuahua, Durango, Nuevo Leén, San Luis Potosi, Tamaulipas, y
Zacatecas y EE. UU., Texas y Nuevo México, es usado en ceremonias religiosas y

medicinal; por lo que las tres especies estan en proteccién especial. E. grusonii,



nombrada como biznaga tonel dorada y asiento de suegra, se encuentra en
Querétaro, Hidalgo y San Luis Potosi. Se considera planta de ornato y estd en
peligro de extincion; con base a NOM-059-ECOL-2010 (Arias et al., 2005; Kunte y
Subik, 2004; SEMARNAT, 2010; Tropicos, 2013). Las cuatro especies son
recolectadas indiscriminadamente para el comercio, como plantas de ornato,
ademas, tres de ellas, son endémicas para México (Alanis y Velazco, 2008; Kunte y
Subik, 2004; Tropicos, 2013). Se encuentran en el apéndice Il de CITES (CITES,
2012).

Para comprender los ciclos de vida, los procesos de germinacion y el crecimiento
de las cactaceas, es importante conocer la morfologia y caracteristicas fisicas de las
semillas y plantulas, asi también en la identificacion de grupos taxondémicos. Al

haber pocos estudios es necesario realizar este tipo de trabajos en estas especies.

Dada la dificultad de conseguir material vegetativo y el obtener tejidos libres de
patégenos, dificultando su manejo., la germinacién es una opcion viable para lograr
mantener y preservar las especies de cactaceas. Sin embargo, la germinacion es
una de las etapas mas vulnerables en el ciclo bioldgico de las plantas. Dado que
cada especie tiene caracteristicas especificas fisicas y biolégicas, que ocasionan
comportamientos diferentes entre ellas conocer la capacidad de germinacion de las
semillas y desarrollar una planta normal, pues se sabe, por esta razdén es necesario
realizar pruebas que determinen el potencial que tienen las semillas en la
germinaciéon. Para determinar las probabilidades de sobrevivencia se requiere de
pruebas como la viabilidad con tetrazolio, mediante la tincion del embrién para definir
el porcentaje de germinacion (ISTA, 2005; Moreno, 1984). Hasta donde se sabe, la
prueba de viabilidad no se ha realizado en estas especies. La mayoria de los frutos
en las cactaceas producen numerosas semillas, muy pocas son las que llegan a

germinar y a desarrollarse para producir nuevas plantas.

Una opcidn para la conservacion y propagacion de cactaceas es la utilizaciéon de

la germinacion in vitro que entre sus ventajas es reducir el tiempo de germinaciéon y



aumentar el nimero de semillas germinadas (Pérez et al., 1998) respecto a la
producida en condiciones naturales; puede solucionar casos de inhibicion en la
germinacion, aumentar la tasa de germinacion, evitar el aborto, reducir el tiempo y
sincronizar la germinacion, para valorar la eficiencia de esta técnica in vitro se puede

comparar con el método convencional ex vitro.

Ademas, el uso del cultivo in vitro es importante para el rescate de especies con
alguna categoria de riesgo, en este caso las cactaceas, que en Meéxico se
encuentran en un alto numero de especies endémicas. Sin embargo, una de las
etapas esenciales para la micropropagacion de cualquier especie es la obtencion del
cultivo aséptico, lo que se lograra implementando técnicas para eliminar todo
patdgeno del explante. Los procedimientos varian de acuerdo al tipo de explante y

especie.

Otro aspecto importante que se debe de estudiar en este familia es a nivel
cromosomico en especial las diferencias cromosomicas que se pudieran presentar
entre las especies, por lo que los cromosomas son un apoyo para saber el fenotipo.
Pinkava et al. (1992) afirma que la comparacion del numero y morfologia
cromosOmica frecuentemente da lugar a identificacion de linajes evolutivos
desconocidos. Ademas, cuando la taxa de diferentes niveles de ploidia se hibridan,
se pueden encontrar ploidias intermedias en la progenie, por lo que los andlisis
cromosdémicos son un valioso apoyo a las observaciones de los fenotipos. En la
familia de las Cactaceas, el nUmero basico es x=11 y el nUmero de cromosomas
somaticos es en su mayoria 2n=22. Se han realizado algunos estudios
cromosomicos en Turbinicarpus vadezianus (Moller) Glass & Foster obteniendo
2n=2x=22 (numero basico x=11). Para las Opuntioideae K. Schum., de acuerdo a
Pinkava et al. (1985) el 63.3% de los taxa son poliploides; sin embargo, de una
observacion mas detallada de los recuentos mostr6 que solo en el grupo de las
especies de Opuntia de las series streptacantha Lem. y ficus-indicae (L.) Mill, existen
octoploides (2n=88). En pitahaya (Hylocereus spp. (A.Berger) Britton & Rose) los



cromosomas fueron observados en células de apices radicales, teniendo un namero

cromosomico de 2n=2X=22 (Grimaldo-Juarez, 2001).

Al considerar los aspectos sefialados anteriormente, en la presente investigacion se

plantearon los objetivos e hipoétesis siguientes:

II. OBJETIVOS

1. Caracterizar la semilla de E. grusonii, E. platyacanthus, F. pilosus y L.
williamsii, para identificar las diferencias entre estas especies.
Determinar el protocolo de la desinfeccion de la semilla.

3. Evaluar la viabilidad de las semillas en E. grusonii, E. platyacanthus, F.
pilosus y L. williamsii.

4. Conocer porcentaje, homogeneidad y velocidad de germinacién en diferentes
sustratos.

5. Detenerminar el efecto de los nutrimentos minerales en la germinacién in
vitro.

6. Establecer el protocolo, para evaluar el efecto de los reguladores del
crecimiento en las plantulas obtenidas de la germinacion in vitro en las cuatro
especies.

Conocer el efecto de las auxinas en la formacion de raiz en los brotes.

8. Evaluar la aclimatacion de los brotes enraizados in vitro en MS y en MS con
AIB.

9. Identificar los cromosomas de E. grusonii, E. platyacanthus, F. pilosus y L.
williamsii para describir y comparar las caracteristicas cromosémicas
(longitud, morfologia, numero, relacion de brazos) Dde caga una de las

especies.



. HIPOTESIS

La caracterizacion de las semillas de E. grusonii, E. platyacanthus, F. pilosus y
L. williamsii permitir4 establecer diferencias entre estas.

La semillas estaran libres de patégenos.

Las concentraciones elevadas de cloruro de tetrazolio reduciran el tiempo de
tincion en las semillas.

La técnica in vitro es una herramienta que favorecera el mayor porcentaje de
germinacion.

Las diferentes concentraciones de los nutrimentos minerales del medio de
cultivo Murashige y Skoog influiran en el porcentaje y velocidad de
germinacion.

La mayor concentracion de citocininas y menor concentracion de auxinas
estimulara la formacion de brotes.

La presencia de auxinas inducira la formacion de raiz.

La mejor aclimatacion de los brotes enraizados sera en MS con AIB.

La morfologia y el nimero de cromosomas, es igual en las cuatro especies.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1. Familia Cactaceae

Las cactaceas son un grupo de plantas muy caracteristico que se pueden
encontrar en diferentes zonas climaticas desde el célido al arido (Naffter, 2002). La
familia Cactaceae es endémica del continente americano, se distribuye desde Peace
River en el norte de Canada hasta la Patagonia en Argentina; desde el nivel del mar
hasta 5100 msnm en Perd. Se encuentran principalmente en zonas aridas y

semiéaridas, subtropicales y tropicales himedas (Bravo-Hollis y Scheinvar, 2002).

Las cactaceas son valiosas por la gran diversidad de formas que tienen, y
ademas se considera que dentro del grupo de plantas con flores que hay en América
es el mas diverso (Naffter, 2002). Arias (2007) menciona que es facil conocer esta
familia, pero cuando se trata de identificar géneros y especies es mas complicado.
Todas las especies son plantas perennes pero el habito de crecimiento puede variar
en arborescentes, arbustivos, trepador o epifito. Ademas, sus tallos son
fotosintéticos, generalmente suculentos, cilindricos, globosos o aplanados, también
puede ser simples o ramificados, la superficie del tallo puede ser lisa, tener podarios
(tubérculos) o costillas. Una caracteristica distintiva de esta familia son las areolas,
un tipo de braquiblasto o pequefia rama con varios meristemos cubierta de tricomas,
gue son las yemas de las cactaceas, si son vegetativas emergen espinas y a veces
hojas y si son reproductivas brotan las flores. Se puede observar en algunas
especies diferencias como en Melocactus que tiene cefalio (inflorescencia), puede
haber tricomas y cerdas largas. Por estas razones, se describiran a continuacion

solo las especies utilizadas en este trabajo.

Echinocacthus platyacanthus. Gémez (2001) y Kunte y Subik (2004) mencionan
gue se pueden encontrar variantes en esta especie. Tallo globoso que con los afios
pasa a columnar, desde 50 a 200 cm de altura y de 40 a 80 cm de didmetro con

epidermis color verde obscuro. Apice hundido con lana amarillenta. Costillas gruesas



y duras cuyo namero aumenta con los afios desde 5 a 8 en fase juvenil hasta 60 con
formas columnares en plantas de 100 afios. Areolas circulares a elipticas. Espinas
variables segun la edad de la planta, pero todas largas y gruesas, subuladas vy, al
principio, amarillas hasta con tintes rojizos, después de color castafio y pasan
finalmente a negruzcas, las radiales de 8 a 10 desde 3 a 4 cm de longitud, con los
afios se reducen hasta desaparecer, las centrales son cuatro en forma de cruz, a
veces solo 3 hasta 1, desde 5 a 10 cm de longitud. Flores numerosas entre la lana
del apice, de 5 a 7 cm de color amarillo. Fruto seco oblongo, amarillento, porta
escamas, lana y pelos. Semillas negras, se pueden conservar por mucho tiempo. Se
encuentra en los estados de Hidalgo, Querétaro, Puebla, Guanajuato, San Luis
Potosi, Coahuila, Nuevo Ledn, Tamaulipas y Zacatecas. Se reproduce por semillas
con proceso facil y crecimiento lento. Se cultivan a pleno sol en compuesto humifero
con buen drenaje, con riegos en primavera y verano. Sin riegos en invierno. Resiste

temperaturas de alrededor de -8°C.

Echinocacthus grusonii. Segun Gémez (2001) es una Cactacea globosa con el
tiempo algo cilindrico hasta de 130 cm de altura por 80 a 100 cm de didmetro con
epidermis de color verde claro. Apice con lana amarilla. Costillas de 21 a 37,
delgadas y altas. Areolas grandes y alargadas. Espinas amarillo oro, las radiales de
8 a 10, subuladas, de 3 cm de longitud. Espina central de 4 a 7 cm de longitud.
Flores pequefias campanuladas de 5 cm de diametro con pétalos lanceolados de
color amarillo cadmio con brillo sedoso, tardan muchas décadas en aparecer. Fruto
oblongo hasta esférico de 1.2 a 2 cm de didmetro cubierto de lana y escamas.
Semillas de 1.5 mm de longitud de color castafo, se pueden conservar por mucho
tiempo. Habitat: se encuentra cerca de los 2000 m de altitud en suelos pedregosos
entre arbustos y hierbas en Querétaro, San Luis Potosi e Hidalgo. Se produce por
semilla con proceso facil y crecimiento mediano. Se cultiva a pleno sol en suelos con
buen drenaje, con riegos abundantes en primavera y verano. Resiste temperaturas
de alrededor de 5°C.



Ferocactus pilosus. Kunte y Subik (2004) se refieren como una especie de las mas
voluminosas del género; puede alcanzar alturas de mas de 2 m y un didmetro de
medio metro. En vida silvestre forma agrupaciones arracimadas de gran numero de
ejemplares de unos 30 cm de diametro. Con espinas rojas, gruesas Yy lefiosas que
emergen junto con las espinas blancas y vellosas de las areolas elipticas y
relativamente grandes. Las flores miden 4 cm de longitud, su color oscila entre el
amarillo oscuro y el rojo anaranjado y producen frutos de sabor muy agrio,
escamosos, que pueden contener hasta 1000 semillas en su interior. Se distribuye
de San Luis Potosi y Durango hasta Nuevo Ledn y Coahuila. Se reproduce

Unicamente por semilla y se facilita su cultivo.

Lophophora williamsii. Gémez (2001) y Bravo-Hollis y Scheinvar (2002)
mencionan que es una planta globosa algo cespitosa con el 4pice hundido de unos 6
cm de altura por 12 cm de diametro en época de lluvias, pero en época de estiaje se
hunde por la pérdida de agua. Raiz napiforme. Epidermis de color verde-azulada,
debido a una capa cerosa que la protege. Costillas bien definidas de altura variable
formando tubérculos mas o menos altos. Areolas circulares con pelos blancos y
sedosos. Las flores brotan de la parte central de la planta, flores de 2,5 cm de
diametro de color rosa palido, tiene forma campanulada y florece de forma continua
durante todo el verano. Frutos claviformes blancos con semillas negras. Se
distribuye ampliamente desde México hasta Estados Unidos. Se reproduce por
semilla y se multiplican por hijuelos con proceso facil en ambos casos y crecimiento
mediano. Se cultiva en un sustrato estandar al sol o media sombra, regando
moderadamente durante primavera y verano. Si la planta esta seca, soporta heladas

cortas de hasta los 3°C.

Estas especies tienen varios usos que van desde el espiritual hasta planta
ornamental, por lo que esto hace mayor su demanda que junto a la sensibilidad de
estas especies ha provocado su reduccién en sus habitats naturales (Bravo 1978).
Ademas, la falta de conocimiento por parte de la poblacion e inclusive el poco

conocimiento a nivel académico aunado a otras actividades antropégenas como el



crecimiento urbano, apertura de espacios para la ganaderia y la agricultura (Arias et
al., 2005; Jiménez, 2011). Arredondo (2010) menciona que la propagacion de las
cactaceas es incipiente al compararla con otros paises como Japon, Alemania,
Inglaterra, Holanda y Brasil. Segun Nobel (2011) a consecuencia del cambio
climatico que esta enfrentando el planeta, las cactaceas van hacer las plantas del
futuro por sus caracteristicas fisiolégicas, su tolerancia a la sequia y altas
temperaturas. Por lo que es necesario hacer trabajos en estas especies, con el fin
de generar mas informacion especialmente en estudios morfolégicos que serviran a
la taxonomia vegetal, la cual no debe basarse exclusivamente en el adulto, sino
también debe incluir las fases juveniles (Millanez et al., 2008), promoviendo su
propagacion para su conservacion y satisfacer los mercados y asi poder reducir su

extraccion ilegal y destruccion de sus habitats (Giusti et al., 2002).

4.2, Viabilidad en cactaceas

Para poder obtener semillas con caracteristicas de alta calidad y mayor numero
de plantas normales es necesario realizar una serie de analisis como la prueba de
viabilidad.

Esta prueba es la indicada para conocer la viabilidad de semillas que presentan
latencia, o una velocidad de germinacion muy baja. Esta prueba utiliza el tetrazolio y
presenta la ventaja de poder realizarse rapidamente y no requiere de equipamiento
especial (Pérez y Pita, 2001). La prueba bioquimica de viabilidad, tiene como
propdsito mostrar que una semilla es viable por su actividad y asi pueda expresar su
potencial de producir una plantula normal, asi mismo revela semilla no viable o con

baja viabilidad al observar deficiencias y/o anormalidades.

ISTA (2005) y Craviotto (2007) mencionan que los objetivos de la Prueba

Topogréfica por Tetrazolio son:



1. Realizar una estimacion rapida de la viabilidad de las semillas y de aquellas
que presentan latencia.
Valoran la viabilidad de semillas con un alto porcentaje de latencia.

3. Detectar la presencia de varios tipos de dafos de procesamiento y cosecha

(dafio por calor, mecanico, por insectos).

El ensayo se basa en que una vez que los diferentes tejidos de la semilla se han
hidratado, en el embrion se activan rutas metabdlicas (Pérez y Pita, 2001). El
principio de esta prueba es la utilizacién de una solucion incolora llamada sal cloruro
de 2, 3, 5-trifenil tetrazolio como un indicador de varios procesos de reduccion que
ocurren en las células vivas. Una vez embebida la solucion de tetrazolio por las
semillas, en las células vivas se lleva a cabo la reaccion quimica de oxido-reduccion
en donde participan las enzimas deshidrogenasas que estan en los tejidos vivos.
Durante esta reaccion, los protones hidrégenos que se liberan en la respiracion
reducen al tetrazolio a formazan. El formazan es una sustancia estable, no difusible,
de coloracion rojiza, que permite distinguir las areas vivas de las semillas (areas de
color rojo o rosado segun la concentracion empleada de la sal), de las zonas
muertas (de color blanco) (Pita, 2001; ISTA, 2005; Pérez y Craviotto, 2007). Las
concentraciones utilizadas de tetrazolio en diversos trabajos varian de 0.1 a 1% y
debe hacerse en la obscuridad porque es sensible a la luz que pueden afectar los
resultados (Cota, 1985).

El color que toma la semilla es un factor importante para determinar la viabilidad
de la semilla, pero también se deben de tomar en cuenta otros factores para una
mejor interpretacion y clasificacion de estas como: homogeneidad del color,
turgencia de los tejidos; naturaleza de los dafios, localizacion de los dafios,
extension y profundidad de los dafios (ISTA, 2005; Craviotto, 2007).

La viabilidad medida con el Tetrazolio es una caracteristica Unica y distintiva de
una semilla latente. La viabilidad es claramente independiente de una prueba de

germinacion. Pero estan estrechamente relacionadas por lo que no habra diferencias
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significativas entre estas, solamente en algunos casos como lo expresan ISTA
(2005) y Craviotto (2007):

1. Las semillas sin latentes, sin estar duras o se ha tratado apropiadamente con
tratamientos de ruptura de latencia y no hay semillas duras.

2. Sin infecciones o se han desinfectado apropiadamente.

3. Sin estar pulverizadas en el campo, sin recubiertas durante el procesamiento
o al no ser fumigadas con productos quimicos dafiinos durante el
almacenamiento.

4. No han rebrotado.

5. Al no deteriorarse durante la prueba de germinacion en su duraciéon normal.

6. Han germinado bajo condiciones Optimas.

Son pocos los trabajos realizados para determinar la viabilidad en las semillas de
cactaceas pero hay algunos informes como Suarez (2011) en Selenicereus
megalanthus (Haw.) Britt & Rose (pitahaya amarilla) quien obtuvo tincion en todos
sus embriones con las concentraciones de 0.5, 0.75 y 1.0% de tetrazolio, mientras
con las concentraciones de 0.1 y 0.25% tuvo una tincidn tenue a una temperatura de
40°C. Lebn de la Luz y Dominguez (1991) sometieron semillas de Stenocereus
gummosus (Engelm.) Gibson & Horak bajo tres tratamientos: el primero, semillas
excretadas por el ave “carpintero de Gila”, el segundo fueron lavadas con agua y el
tercer tratamiento las semillas se obtuvieron directamente del fruto. Estos autores
usaron una concentracion de 1% de tetrazolio y obtuvieron 85, 90 y 0% de semillas
viables, respectivamente. Cota (1985) en Ferocactus latispinus (Haw.) B.R. & Rose
realizé la prueba de viabilidad con una concentracion de 0.1% y obtuvo un 70% de
semillas viables. Masini et al. (2014) obtuvieron un 73.3% de semillas viables de
Maihuenia patagonica (Phil.) Britton & Rosey y 66.7% de semillas viables en
Maihueniopsis darwinii (Hensl.) F. Ritter var. hickenii (Britton & Rose) con 1.0% de

tetrazolio.
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4.3, Germinacion en cactaceas

Existen dos formas de propagar las cactaceas, el mas utilizado es la propagacion
de tipo asexual que de manera convencional se utilizan esquejes, brotes e injertos
por lo que es un clon de la planta madre, con la finalidad de conservar las especies
pero tiene una desventaja al no obtener variacion genética. También esta la de tipo
sexual, que son las semillas por lo que si hay variacibn genética y es la mas
adecuada para su conservacion. Gomez (2001) menciona que en E. platyacanthus,
E. grusonii y F. pilosus solo se pueden propagar a partir de semilla por lo que la

etapa mas importante es la germinacién en estas especies.

Las semillas de las cactaceas son generalmente pequefas, pero en especies
mas primitivas llegan a medir hasta medio centimetro. Tienen formas diversas desde
globosas a reniformes con coloraciones que van de negro a crema. Estan integradas
por el embridn, cubiertas protectoras y a veces tienen restos de substancias
nutritivas. El embrion puede tener cotiledones grandes o pequefios, esto depende si
la especie es mas primitiva. Dentro de las cubiertas la mas externa, es la testa la
cual es gruesa y esta provista de diferentes estructuras o formaciones que actlan
como dispersores ya sea porque se adhieran a una superficie o rueden en
superficies o grietas. La gravedad, la lluvia, el viento o algunos animales las
transportan a lugares donde podran germinar. La germinacién es dificil en su medio
natural y a pesar de que los frutos generalmente producen muchas semillas, son
pocas las que germinan (Bravo, 1978; Rojas-Arechiga y Vazquez-Yanes, 2000;
Bravo-Hollis y Scheinvar, 2002). Pérez-Gonzalez et al. (2015) menciona que hay
especies de cactaceas con viviparidad facultativa (las semillas germinan dentro del

fruto) esto puede ser inducido por cambios ambientales inesperados.
Otra forma de propagacién es la técnica del cultivo de tejidos vegetales o in vitro

para obtener mayor numero de plantas en menor tiempo, espacio y libres de

organismos fitopatdégenos. Con el cultivo in vitro se puede sembrar cualquier 6rgano,
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tejido y célula que esté viva, como son las areolas y usar las semillas de las

cactaceas.

En algunas especies de la familia Cactaceae la semilla puede presentar latencia.
(Rojas-Arechiga y Vazquez-Yanes, 2000) mencionan que la latencia en plantas es
un proceso en el que las actividades fisiolégicas cesan, incluso cuando las
condiciones son adecuadas para la germinacion y es importante para la
supervivencia de la planta, principalmente cuando las condiciones ambientales no

son adecuadas.

En la naturaleza cuando la semilla es arrastrada (por el viento o la lluvia) o
comidas por algun animal como las aves, pequefios mamiferos, reptiles, murciélagos
0 insectos estan pasando por un proceso de escarificacion que ayuda en su
germinacion. Por esta razon, la escarificacion es una técnica que ayuda a que las
semillas con latencia germinen sincronizadas y mas rapido y con un mayor numero
de semillas germinadas en comparacion con aquellas sin escarificacion (Rojas-

Arechiga y Vazquez-Yanes, 2000).

En cactaceas se han hecho trabajos con relacién a la escarificacion de las
semillas. Hay especies que germinan rapidamente después de que se siembre la
semilla y también semillas que retrasen la germinacién por meses o afios, por lo que
podrian tener latencia. Bravo (1978) menciona que en la testa de las semillas hay
presencia de taninos y estos le confieren a la semilla mas dureza, ademas y al tener

ceras son impermeables al agua lo que ocasiona la latencia.

4.3.1. Germinacidon ex vitro

La germinacion en las cactaceas al utilizar sustratos es importante porque la
mayoria de los productores los utiliza, pero para que puedan ser analizados se
deben controlar los factores (temperatura, humedad y la iluminacion) y asi se

puedan reducir riesgos en las semillas con las caracteristicas que éstas tengan. Los
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sustratos son importantes para los estudios de germinacion y normalmente se
recomiendan aquellos que deben ser porosos y tener un buen drenaje, esto sirve
para la ventilacion y secado del sustrato al evitar la pudricién por exceso de agua.
Un punto importante para en el uso de sustratos es que deban ser materiales que se
pueden encontrar en la zona, porque es mas facil conseguirlos y el costo es menor
(ASYCS, 2010). Ademéas deben ser esterilizados para reducir ataque de

fitopatdgenos que se puedan encontrar en estos (Salas-Cruz et al., 2011).

Se han realizado algunos trabajos en las cactaceas para mejorar el porcentaje de
germinaciéon al usar sustratos. Alvarez y Montafia (1997) en Cephalocereus
chrysacanthus (Weber) Britton & Rose, Cephalocereus hoppenstedtii (Weber)
Schumann, Ferocactus latispinus (Haworth) Britton & Rose, Stenocereus stellatus
(Pfeiffer) Riccobono y Wilcoxia viperina (Weber) Britton & Rose no encontrando
diferencias en la germinacion de semillas previamente tratadas bajo dos condiciones
con suelos de la zona del Valle de Tehuacan. Rosas-Lopez y Collazo-Ortega (2004)
en Polaskia chichipe (Goss.) Backeberg y E. platyacanthus reportaron alto
porcentaje de germinacion para ambas especies en suelo-tepojal. Sanchez-Soto et
al. (2010) usaron suelo de la isla de Mazocahui (Sinaloa, Méx.) para la germinacion
de Mammillaria mazatlanensis K. Shum. ex Gurke, Stenocereus alamosensis
(J.M.Coul.) A.C.Gibson y K.E.Horak y Stenocereus thurberi subsp. thurberi (Engelm.)

Buxb. y lograron entre el 85 al 90% en los tratamientos utilizados.

4.3.2. Germinacién in vitro

El uso de técnicas como el cultivo in vitro en principio ayudan a la obtencién de
plantulas libres de patdgenos, ademas favorece la germinacion al poder obtener
mayor numero de semillas germinadas en menor tiempo, con sincronia y en menor
espacio. Ademas que a partir del cultivo de tejidos se puede hacer un banco de
germoplasma con el cual se pueda trabajar con diversos fines (Nava-Esparza y
Yafiez, 1984). En las cactaceas el medio de cultivo utilizado es el Murashige y

Skoog (1962) por ser un medio nutrimentalmente completo (Manzo, 2010).
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En la familia cactdceas hay trabajos que se enfoquen en la germinacion en
cactaceas a partir del cultivo in vitro. Elias-Rocha et al. (1998) en Mammillaria
candida (Scheidw.) Buxb. con los medios MS al 50 y 100% de MS sin escarificacion,
la germinacion fue mejor con el medio MS al 100%. De Medeiros et al. (2006) en
Notocactus magnificus (Ritter) Krainz con un medio MS al 100%, en donde alteraron
la temperatura con una camara Gerbox obtuvieron 26% de germinacion. Asi mismo,
hay trabajos en cultivo in vitro en semillas con escarificacion como Rosas-Lopez y
Collazo-Ortega (2004) en P. chichipe y E. platyacanthus realizaron diferentes
tratamiento de escarificacion obteniendo para P. chichipe sin escarificaciéon el mayor
porcentaje de germinacion y con E. platyacanthus tuvieron un mayor porcentaje de
germinacion con los &cidos (clorhidrico y sulfarico) en medio de cultivo sin MS.
Quispe et al. (2010) en Echinopsis pentlandlii (W.J. Hooker) S-D ex A Dietrich, E.
bridgesii S-D y E. lageniformis (Forster) H. Friedrich & G.D. Rowley. Otro sustrato
usado y reportado fue el papel filtro usado para la germinacion en los trabajos de
Mendez (2007) con Denmoza rhodacantha (Salm-Dyck) Britton & Rose y Ayala et al.
(2004) en Stenocereus beneckei (Ehrenb.) Buxb.

4.4, Micropropagacion en cactaceas

El cultivo de tejidos vegetales o cultivo in vitro es una técnica de propagacion
masiva de plantas en condiciones asépticas. También la micropropagacion tiene
otros fines como son: a nivel fisioldgico, genético, quimico (en la extraccién de
compuestos), industrial, comercial. Se puede utilizar casi cualquier parte de la planta
gue este viva (Pierik, 1990; Retes-Pruneda, 2007).

La aplicacion de esta técnica es apropiada en cactaceas porque son especies de
lento crecimiento, y al estar la mayoria de ellas amenazadas se debe acelerar su
multiplicacion para obtener un mayor numero de individuos y restablecer sus

poblaciones (Nava-Esparza y Yafez, 1984).
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Se mencionaran algunos trabajos realizados con esta técnica a partir de plantulas
germinadas in vitro: Nava-Esparza y Yarfiez (1984) en Cephalocereus senilis (Haw.)
Pfeiff. Martinez-Vazquez and Rublou (1989) en Mammillaria san-angelensis
Sanchez-Mejorada. Elias-Rocha et al. (1998) en Mammillaria candida (Scheidw.)

Buxb. De Medeiros et al. (2006) en Notocactus magnificus (Ritter) Krainz.

Mientras otros investigadores trabajan con alguna parte de la planta traida de
campo o0 bajo invernadero condiciones que hacen mas dificil controlar la
desinfeccién del explante sin dafarlo, ademas de ser un clon de la planta madre.
Aliyu y Mustapha (2007) en Opuntia ficus-indica. Chorefio-Tapia et al. (2002) en C.

selinis. Ramirez-Malagon et al. (2007) en varias especies de Mammillaria Haw.

45, Analisis cromosdmico en cactaceas

La familia Cactaceae tiene un numero cromosomico basico de x=11, diplode
(2n=22) (Cota y Wallace, 1995). Pinkava et al. (1992), Cota y Philbrick (1994)
consideran que los principales mecanismos de evolucién han sido la hibridacion y la
apomixis, principalmente en Opuntia, Mammillaria y Echinocereus. Powell y Weedin
(2001) mencionan que es importante conocer el nimero cromosomico dirigida a la

evaluacion de las poblaciones.

Los estudios detallados de los cariotipos en cactaceas que estan disponibles son
pocos. La falta de estudios se debe probablemente al tamafio de los cromosomas
que son relativamente pequefos y la dificultad en la preparacion de los tejidos y las
células para analizarlos. El mucilago esta generalmente presente en el tejido, lo que
dificulta la separacion de las células y los cromosomas, con lo que su observacion

es muy dificil (Cota y Wallace, 1995; Larrea-Alcazar, 2007).

Powell y Weedin (2001) observaron el nimero cromosémico en Ancistrocactus
tobuschii W. T Marshall ex Backeberg, Coryphantha dancanii (Hester) L. Benson, en

varias especies de Opuntia Mill. y Echinocereus Engelm. Pinkava et al. (1992)
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estudiaron en Carnegiea gigantea (Engelm.) Brotton & Rose, Coryphantha
robbinsorum (W. Earle) A. Zimmerman, C. robertii A. Berger, C. vivipara (Nutt.)
Brotton & Rose, Ferocactus cylindaceus (Engelm.) Orc., Lophocereus schottii
(Engelm.) Brotton & Rose, Echinomastus erectocentrus (J. Coulter) Brotton & Rose
var. erectocentrus, E. warnockii (L: Benson) Glass & Foster, en varias especies de
Echinocereus y Opuntia. Cota y Philbrick (1994) estudiaron varias especies de
Echinocereus. Todos observaron diploides y principalmente poliploides en Opuntia y

Echinocereus, mientras las demas especies fueron solo diploides.
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CAPITULO I. VARIACION MORFOLOGICA EN SEMILLAS Y PLANTULAS DE
CUATRO ESPECIES DE CACTACEAS

RESUMEN

En México podemos encontrar alrededor de 913 especies de cactaceas de las
cuales aproximadamente el 80% son endémicas. Las especies Echinocactus
grusonii, Echinocactus platyacanthus, Ferocactus pilosus son endémicas para
México, mientras Lophophora williamsii es localizada en México y Estados Unidos.
Las especies E. platyacanthus, F. pilosus, L. williamsii podemos encontrarlas en la
norma NOM-059-ECOL- 2010 en proteccién especial. Mientras que E. grusonii se
encuentra en peligro de extincion. Existe poca informacidén sobre las caracteristicas
morfolégicas y fisicas de las semillas y plantulas de E. grusonii, E. platyacanthus, F.
pilosus y L. williamsii. Por esta razon, el objetivo de este estudio fue proporcionar
informacion de las cuatro especies estudiadas que ayudaran a determinar las
diferencias entre éstas y otras especies. El area y el perimetro del embrion y la
semilla se midieron y se caracterizaron utilizando un analisis de imagenes. Los
resultados muestran diferencias entre estas especies en el color, la estructura de la
cubierta de la semilla, el area y el perimetro de la semilla y embriones. E.
platyacanthus tiene el area y el perimetro del embribn mas grande, el mas alto peso

volumétrico, y es la semilla mas grande de estas especies.

Palabras clave: peso de mil semillas, peso volumétrico y testa.
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ABSTRACT

In Mexico there are approximately 913 species of Cactaceae, out of which around
80% are native. Echinocactus grusonii, Echinocactus platyacanthus, Ferocactus
pilosus are endemic to Mexico, while Lophophora williamsii is found in Mexico and
the United States. E. platyacanthus, F. pilosus, L. williamsii are afforded special
protection under regulation NOM-059-ECOL- 2010. Meanwhile, E. grusonii is an
endangered species. Scarce information exists on the morphology and physical
characteristics of seeds and seedling of E. grusonii, E. platyacanthus, F. pilosus and
L. williamsii, For this reason, the aim of this study was provide information on these
issues in four species studied that will help determine differences between these and
other species. The area and perimeter of the embryo and seed were measured and
characterized using an analysis of images. Results show differences between these
species in color, structure of the seed coat, area and perimeter of the seed and
embryos. E. platyacanthus has the highest area and perimeter of the embryo, the

highest volumetric weight, and the highest mean seed of these species.

Keywords: thousand seed weight, volumetric weight and head.
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1.1. INTRODUCCION

En México podemos encontrar alrededor de 913 especies de la familia Cactaceae
de las cuales aproximadamente el 80% son endémicas (Bravo, 1978; Bravo-Hollis y
Scheinvar, 2002; Kunte y Subik, 2004; Jiménez, 2011).

E. platyacanthus Link & Otto conocida como biznaga tonel grande, biznaga dulce
o burra se distribuye en el centro y norte del pais, a pesar de su amplia presencia, es
una especie sobrexplotada, principalmente para la elaboracién de dulce (acitron) y
como alimento para el ganado; F. pilosus Galeotti (Werderm) llamada biznaga barril
de lima, biznaga cabuche o biznaga colorada, se distribuye en Coahuila, Durango,
Nuevo Ledn, San Luis Potosi, Tamaulipas y Zacatecas, se vende como planta de
ornato y las flores se consumen; L. williamsii (Lem. Ex Salm-Dyck) J.M. Coult.,
nombre comun peyote, se distribuye en México (Coahuila, Chihuahua, Durango,
Nuevo Ledn, San Luis Potosi, Tamaulipas, y Zacatecas) y EE. UU. (Texas y Nuevo
Mexico), es usado en ceremonias religiosas y medicinal; por lo que estan en
proteccion especial; mientras E. grusonii Hildm., nombrada como biznaga tonel
dorada y asiento de suegra, se distribuye desde Hidalgo hasta San Luis Potosi, se
considera planta de ornato, esta en peligro de extincion, en la NOM-059-ECOL-2010
(Arias et al., 2005; Kunte y Subik, 2004; SEMARNAT, 2010; Tropicos, 2011), son
sobre recolectadas indiscriminadamente para el comercio de especies, como plantas
de ornato, ademas, tres de ellas, son endémicas para México (Kunte y Subik, 2004;
Alanis y Velazco, 2008; Tropicos, 2011). Se encuentran en el apéndice 1l de CITES
(CITES, 2009).

Las semillas son 6vulos fecundados que mediante el proceso de germinacion
producen nuevas plantas (Bravo-Hollis y Scheinvar, 2002). Segun Engleman (1960)
las caracteristicas morfologicas de ovulos y semillas son utiles para la determinacion

de las relaciones taxondmicas.
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Las semillas de las cactaceas se caracterizan por la diversidad de formas que
varian de circulares, ovales, eliptica e incluso con formas irregulares, lo cual ha
resultado de gran utilidad para distinguir géneros y especies, asi poder obtener su
clasificacion, como es el caso de Mammillaria y Coryphantha. La primera tiene
semilla mas alargada, mientras que la segunda es mas ancha (Barthlott y Hunt,
2000; Bravo-Hollis y Scheinvar, 2002; Powell y Weedin, 2004). Los embriones
usualmente son curvados en las cactaceas, en subfamilia Opuntioideae tiene el
embridn cotiledones gruesos y carnosos, mientras en Cactoideae tiene cotiledones
reducidos (Barthlott y Hunt, 2000).

La testa de las semillas son de diversos colores variando desde negro al crema,
pasando por tonalidades pardas, castafias o con tintes rojizos. La estructura de la
testa donde puede ser lisa como en Pereskia, pero casi siempre esta provista de
ornamentaciones que depende de la forma o accidentes de las membranas de las
células de la capa externa, tales como engrosamiento 0 encogimientos,
abombamientos o hundimientos que dan origen a estructuras reticuladas,
corrugadas, faveoladas o tuberculadas. De estas formas y accidentes son
caracteristicas de determinados grupos taxonémicos (Bravo, 1978; Bravo-Hollis y
Scheinvar, 2002; Powell y Weedin, 2004).

La variacion en el tamafio de las semillas es un mecanismo importante en las
plantas, puede afectar la germinacion, la dispersion y probablemente puede afectar
el establecimiento de las plantulas (Wulff, 1986). Generalmente, las semillas de
cactaceas son pequefias, de 1 a 2 mm de longitud, pero en las especies mas
primitivas, como Nytocereus, llegan a medir medio centimetro (Bravo-Hollis y
Scheinvar, 2002; Powell y Weedin, 2004).

De acuerdo con Sanchez-Salas et al. (2006) y Ayala-Cordero (2004), el peso de
la semilla esta relacionada directamente con el tamafio. Asimismo, el peso afecta la
germinacion y las variaciones en el peso entre semillas de una misma especie

reflejan capacidades bioldgicas diferentes (Flores y Jurado, 2011).
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La morfologia de las plantulas es importante en el estudio de la vegetacion, o
para comprender el ciclo de vida, los procesos de germinacion y crecimiento de sus
especies (Moreno, 1996). Las plantulas de Ferocactus, Melocactus y Mammillaria
presentan cotiledones mas pequefios, siendo toda la plantula globosa u ovoide
(Bravo, 1978).

En general, es poca la informacibn que existe sobre la morfologia y
caracteristicas fisicas de la semilla de E. grusonii, E. platyacanthus, F. pilosus y L.
williamsii y de las cactaceas. El estudio morfologico y fisico de las semillas de estos
taxones, proporcionara informacion de las semejanzas o diferencias estructurales-
fisicas entre ellas que permitan, el entendimiento, la comprension de estos mediante
el andlisis de otros caracteres y el aporte que se pueda lograr en la realizacion de
estudios filogenéticos y taxondmicos, al obtener caracteristicas fisicas favorables en
las semillas son indicadores de calidad en la semilla. Por lo anterior, este estudio
tiene como objetivo aportar informacion sobre la morfologia y caracterizacion fisicas
de las semillas y plantulas estudiadas. Hipotesis: la caracterizacion de las semillas y
plantulas de E. grusonii, E. platyacanthus, F. pilosus y L. williamsii permite

establecer diferencias entre estas y otra especies.
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1.2. MATERIALES Y METODOS

1.2.1. Material vegetal

La semilla de E. grusonii, E. platyacanthus, F. pilosus y L. williamsii fue donada
por la Facultad de Estudios Superiores de lIztacala-Laboratorio de Cactologia del
Jardin Boténico del Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Autébnoma de
México y Centro Ecoturistico y de Educacion Ambiental Sierra de Guadalupe. De
100 semillas completas fueron mezcladas y se tomaron 30 al azar. La descripcion
morfologica y la caracterizacion de las semillas y plantulas se realizaron en el
laboratorio de semillas del programa de Genética del Colegio de Postgraduados.

1.2.2. Descripcién morfologica externa e interna de la semilla'y partes de

las plantulas

El andlisis de los caracteres externos e internos requiri6 una muestra de 30
semillas. Como caracteres morfologicos externos de la semilla se registraron forma,
color, tamafo y estructura de la testa. Para identificar las estructuras internas se pre
acondicionaron mediante remojo en agua destilada durante 48 h, para ablandar la
testa. Las semillas fueron disectadas longitudinal y transversalmente. Se realiz6 la

morfometria y la identificacidén de las partes que forman el embrién y las plantulas.

Para obtener las imagenes de las semillas y plantulas se usdé un microscopio
Tessovar de Carls Zeiss con camara digital para microscopia PAXcam 3. Las
imagenes digitales se editaron con el programa GIMP 2.8.4. La morfometria se hizo

con el programa Image Tool versién 3.0 (Wilcox et al., 2002).
El largo, el area y el perimetro de la semilla y embrion fueron analizadas

mediante un analisis de varianza y pruebas de medias (Tukey) HSD (a < 0.05) con
el programa estadistico SAS® (SAS Institute, 1998).
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1.2.3. Caracterizacion fisica de la semilla

Siguiendo los protocolos de ISTA (2005) y la FAO (2013) el peso de 1000
semillas de E. grusonii, E. platyacanthus y F. pilosus se estimé de la siguiente
manera: ocho repeticiones de 100 semillas tomadas al azar y se calculo la media
(mg), la varianza, la desviacién estandar y el coeficiente de variacion. Se tomo la
decision: Si el CV fuera igual o menor que 4.0, entonces se aceptaba y fue el valor
utilizado para otras semillas que no son pastos, y por lo tanto se calculo el peso de

1000 semillas, el cual es equivalente a la media aritmética por diez. P1000S= X x 10.

Se evalué el peso volumétrico (PV) de 800 semillas en E. grusonii, E.
platyacanthus y F. pilosus, mientras en L. williamsii se utilizaron 250 semillas. Las
semillas de las tres primeras especies se midieron con una probeta de 10 mL y con
L. williamsii se utilizé una jeringa de 1 mL. Los pesos de las semillas se obtuvieron

con una balanza analitica Ohaus®.
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1.3. RESULTADOS Y DISCUSION

1.3.1. Descripcion morfolégica externa e interna de la semillay partes de la

plantula.

Descripcion morfolégica externa e interna: E. grusonii presentd en la semilla una
forma piriforme, testa de color castafo rojizo brillante; la estructura de la testa era
lisa-reticulada (parecen escamas). Con la informacién que manejaron Barthlott y
Hunt (2000) se pudo obtener que la semilla fue ampliamente ovalada, ademas de
que la semilla tenia una configuracion del micrépilo desunido y orientacion oblicua.
Las partes de la semilla fueron testa, hilo, micropilo, embrion blanco curvo
(cotiledones, radicula e hipocotilo), perispermo y cresta funicular (Figura 1.1). En las
plantulas se identificaron cotiledones, meristemo apical, lanosidad, hipocotilo
globoso, raiz primaria y las raices secundarias. Las etapas de la emergencia de la

plantula de la semilla se muestran en la Figura 1.1.

Los resultados obtenidos para tamafio de la semilla y embrién se muestran en los
Cuadros 1.1y 1.2.

La semilla de E. platyacanthus es piriforme de color negro brillante, la estructura
de la testa lisa-reticulada (parecen escamas). Barthlott y Hunt (2000) mencionan
gue la semilla es ampliamente ovalada, el color va de negro a café brillante, ademas
de que tiene la semilla una configuracion del micrépilo desunido y orientacion
oblicua. En las semillas se identificaron la testa, hilo, micrépilo, embrién blanco curvo
(cotiledones, radicula e hipocotilo), perispermo y cresta funicular. En las plantulas se
reconocieron los cotiledones, meristemo apical, lanosidad (localizada en el 4pice de
la plantula), hipocotilo globoso, raiz primaria y las raices secundarias. La Figura 1.2
muestra las etapas de aparicion de la plantula de la semilla. Esta especie tenia
raicillas en la raiz principal, una caracteristica que Garcia de Almeida et al. (2009)

denomind como tricomas para Cereus hildmannianus.
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El tamafio de las semillas y los embriones de E. platyacanthus fueron mas
grandes (semilla: longitud 2.44, area 3.09 y perimetro 7.11; para embrién: longitud
1.98, area 1.33 y perimetro 5.53 mm) que de las E. grusonii, F. pilosus y L. williamsii
(Cuadro 1.1y 1.2).

La semilla de F. pilosus fue piriforme, de color castafio oscuro. La testa rugosa
faveolada (pequeiios hundimientos). Las partes de la semilla fueron testa, hilo,
micrépilo, embrion blanco curvo (cotiledones, radicula e hipocotilo), perispermo y
cresta funicular. Las plantulas tenian cotiledones, meristemo apical, lanosidad,
hipocotilo globoso, raiz primaria y las raices secundarias. Las etapas de la
emergencia de la plantula de la semilla se muestran en la Figura 1.3.

Los resultados obtenidos para tamafio de la semilla y el embrién se muestran en

los cuadros 1.1y 1.2.

La semilla de L. williamsii fue piriforme, testa de color castafio oscuro, como lo
reportdé Bravo (1978), pero Snicer (2009) reporté que la testa era negra. La testa
rugosa faveolada-verrucosa. Barthlott y Hunt (2000) indicaron que la semilla era
ampliamente ovalada, las gamas de color iban de negro a café mate (sin brillo),
ademas de que la semilla tenia una configuracion del micrépilo desunido y
orientacion basal. Las partes de la semilla fueron testa, hilo, micrépilo, embrion
blanco ovoide (cotiledones, radicula e hipocotilo) y cresta funicular. Las plantulas
con cotiledones, meristemo apical, lanosidad, hipocotilo globoso, raiz primaria y las
raices secundarias. Las etapas de la emergencia de la plantula de la semilla se
muestran en la Figura 1.4. El tamafio de la semilla y el embrion fueron de menor

tamafio en comparacion con las otras especies evaluadas (Cuadro 1.1y 1.2).

Bregman y Bouman (1983) mencionan que en general las semillas de las
cactaceas se pueden encontrar variaciones entre ellas. Sin embargo, Barthlott y
Hunt (2000) y Engleman (1960) observaron que las partes de las semillas en las

especies utilizadas en sus trabajos fueron las mismas reportadas en las cuatro
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especies de este trabajo (a excepcion de la cresta funicular no mencionada por
Barthlott y Hunt (2000).

Con respeto a la forma de la semilla de E. platyacanthus y L. williamsii (Elizondo
et al., 1994; Rojas-Arechiga y Vazquez-Yanes, 2000) tenia una forma piriforme,
coincidiendo con nuestras informacion para las cuatro especies (Figura 1.1, 1.2, 1.3
y 1.4).

La testa se formo por la cuticula corrugada o lisa (depende de la especie), y dos
tegumentos (Figuras 1.1, 1.2, 1.3, y 1.4 estaban juntos): el tegumento interno es una
membrana delgada alrededor del embrion en el final del micropilo, y el tegumento
externo (exotesta) es una pared gruesa con células taniniferas. Las mismas
estructuras se presentan en la Cactaceae segun reportaron Bregman y Bouman
(1983).

El color de la cubierta de la semilla de las cuatro especies de este estudio fue
diferente y existen posibles explicaciones. Segun Bravo (1978), fue debido a la
presencia de taninos en la testa de la semilla responsables para el grosor y color,
incluyendo tonos méas oscuros. Ademas, el cambio de color fue posiblemente
inducida por la oxidacién de los taninos (Bravo, 1978), asi como habia taninos que
podrian contener flavonoides responsables de los colores rosa, escarlata, rojo,
malva, violeta y azul en las plantas (Bravo, 1978; Latorre y Calderon, 1998; Pefia,
2006) (Figuras 1.1, 1.2, 1.3 y 1.4). Sin embargo, Martinez y Barcenas (2008)
informaron que los colores de la testa de la semilla en Stenocactus variaron de claro

a oscuro (negro), y pensaron gue era debido a la ausencia o presencia de taninos.

Las semillas de las cuatro cactaceas de este estudio presentaron algunas
caracteristicas en comun como que el embrién ocupo toda la cavidad de la semilla,
presencia de las cubiertas protectoras y, a veces, restos de substancias nutritivas
como el perispermo un tejido de almacenamiento formado a expensas de la nucela y

se forma durante el desarrollo del embrion. En L. williamsii (Figura 1.4) fue
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reabsorbido por el embrion como sucede generalmente en las semillas de otras
especies (Bregman y Bouman, 1983) (Figure 1.4). Sin embargo, el perispermos no
se adsorbio y estuvo cerca del micropilo en las especies E. platyacanthus, E.
grusonii y F. pilosus (Figura 1.1, 1.2, y 1.3). Varios autores reportan que el tamafo
de los cotiledones depende del género (Bravo, 1978; Bregman y Bouman, 1983;
Bravo-Hollis y Scheinvar, 2002) por lo que entre mas grande sean los cotiledones
son especies mas primitivas (Bravo 1978). En este estudio, los cotiledones fueron

pequefios en todas especies.

La emergencia de la radicula, en las cuatro especies de este estudio, presento el
tipo tres que es la mas comun en la familia de las Cactaceae y consiste segun
Bregman y Bouman (1983) que antes de que aparezca el embrion, el opérculo se
hace a un lado de la cresta funicular. Ademas, al emerger la radicula de la semilla en
las especies E. grusonii, F. pilosus y L. williamsii se observaron raicillas que fueron

mas delgadas y pequefias que en E. platyacanthus.

El hipocotilo de las cuatro especies fue verde con moteados blancos muy notorios

en L. williamsii.
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La longitud, el area y el perimetro de los embriones en las cuatro especies fueron
diferentes. El perimetro en la semilla de E. grusonii y L wiliamsii fue similar, y

diferentes estadisticamente en el resto de los valores (Cuadro 1.1y 1.3).

Las cuatro especies fueron segun Barthlott y Hunt (2000), en términos de su
longitud: E. platyacanthus semillas grandes, E. grusonii tenia semillas de tamafo
mediano, F. pilosus también tenia semillas de tamafio mediano y L. williamsii

semillas pequenias.

Cuadro 1.1. Prueba de medias de Tukey en los embriones de E. grusonii, E. platyacanthus,
F. pilosus y L. williamsii.

Especies Variables
Longitud (mm) Area (mm?) Perimetro (mm)
Echinocactus platyacanthus 198 a 1.32923 a 5.5346 a
Ferocactus pilosus 153 b 1.02692 b 48554 b
Echinocactus grusonii 148 ¢ 0.81692 ¢ 42723 ¢
Lophophora williamsii 096 d 0.52846 d 2.7592 d
DMS* 0.1326 0.1337 0.3457

*Diferencia Minima Significativa

Cuadro 1.2. Desviacion estandar en los embriones de E. grusonii, E. platyacanthus, F.
pilosus y L. williamsii.

Especies Desviacion estandar
Longitud (mm) Area (mm?) Perimetro (mm)
Echinocactus platyacanthus 0.13 0.10 0.16
Ferocactus pilosus 0.09 0.13 0.32
Echinocactus grusonii 0.16 0.15 0.45
Lophophora williamsii 0.12 0.12 0.32

La prueba de Tukey en los embriones encontré diferencias significativas para
todas las especies en las variables evaluadas (Cuadro 1.1). Por otro lado, la
desviacion estandar fue mayor en el perimetro en comparacién con el area y la

longitud en las cuatro especies de este trabajo (Cuadro 1.2).
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Cuadro 1.3. Prueba de medias de Tukey en semillas de E. grusonii, E. platyacanthus, F.
pilosus y L. williamsii.

Especies Variable

Longitud (mm) Area (mm?) Perimetro (mm)
Echinocactus platyacanthus 244 a 3.09091 a 7.1100 a
Ferocactus pilosus 1.79 b 1.49364 b 48327 b
Echinocactus grusonii 163 ¢ 1.24182 ¢ 4.0982 c
Lophophora williamsii 134 d 1.01455 d 3.9600 c
DMS* 0.1540 0.219 0.7276

*Diferencia Minima Significativa

Cuadro 1.4. Desviacion estandar en semillas de E. grusonii, E. platyacanthus, F. pilosus y L.
williamsii.

Especies Desviacion estandar

Variables Longitud (mm) Area (mm?) Perimetro (mm)
Echinocactus platyacanthus 0.15 0.36 0.72
Ferocactus pilosus 0.14 0.09 0.17
Echinocactus grusonii 0.13 0.06 0.15
Lophophora williamsii 0.11 0.09 0.22

Para la prueba de medias de Tukey, en las semillas se encontraron diferencias
significativas para todas las especies en las variables evaluadas (Cuadro 1.3). La
desviacion estandar en la longitud no tuvo variacion. En la variable area E.
platyacanthus fue mayor que en las otras especies. Finalmente, en el perimetro tuvo

mayor variacion en las cuatro especies (Cuadro 1.4).

1.3.2. Caracterizacion fisica de la semilla

1.3.2.1. Peso de 1000 semillas

El peso de 1000 semillas de E. grusonii, E. platyacanthus y F. pilosus mostrd que
el coeficiente de variacion fue menor de 4.0 (Cuadro 1.5). Por lo tanto, el resultado
de la prueba se aceptd segun el protocolo de ISTA (2005) y la FAO (2013). E.
platyacanthus tuvo el mayor peso de las semillas al compararlo con E. grusonii y F.
pilosus (Cuadro 1.5). Suarez (2011) estimdé el peso de 1000 semillas en
Selenicereus megalanthus e Hylocereus polyrhizus. En Selenicereus megalanthus

encontré 7.7 g donde el valor fue superior a las especies de este trabajo. Mientras
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gue para la especie Hylocereus polyrhizus obtuvo 2.4 g un valor menor a E.
platyacanthus y mayor que E. grusonii y F. pilosus (Cuadro 1.5). Con L. williamsii no

se realiz6 este calculo al no tener el nimero de semillas necesarias.

Cuadro 1.5. Analisis de varianza para el peso de 1000 semillas de las especies E. grusonii,
E. platyacanthus y F. pilosus.

Especie E. grusonii E. platyacanthus F. pilosus
Varianza 2.36 34.34 9.48
Desviacion estandar 1.54 5.86 3.08
Coeficiente de variacién (CV) * 1.71 1.76 2.28
Media (mg) 89.60 333.49 135.10
P1000S (g) 0.90 3.34 1.35

* Si el coeficiente de variacién era menor a 4.0 (el valor para otras semillas) los resultados obtenidos
se aceptaban.

1.3.2.2. Peso volumétrico

Los resultados para el peso volumétrico mostraron que E. platyacanthus y L.
williamsii tuvieron los valores mas altos y mas bajos, respectivamente. Los valores
para E. grusonii y F. pilosus fueron similares (Tabla 1.6). Prieto-Garcia et al. (2006)
obtuvieron en tres Opuntia spp. un promedio de 55.97, 64.22 y 65.29 Kg hL™. Se
observé que E. platyacanthus tenia la semilla con mayor peso volumétrico en
comparacion con Opuntia spp. Esto podria ser debido a la metodologia utilizada por
Prieto-Garcia et al. (2006), que varié un poco en relacion con nuestro método o
porque las semillas de E. platyacanthus eran semillas mas sélidas y pesadas.
Mientras tanto, las otras especies de este estudio tenian un peso volumétrico menor

en comparacién con Opuntia spp.

Cuadro 1.6. Peso volumétrico de las semillas de E. grusonii, E. platyacanthus, F. pilosus y
L. williamsii.

Especies E. grusonii E. platyacanthus F. pilosus L. williamsii
Peso (g) 0.651 2.680 1.088 0.222
Volumen (lmL) 1.2 3.2 2.0 0.44
Kg hL 54.25 83.75 54.40 50.45
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En los cactus no hay un valor estandar para las semillas de peso y P1000
volumétricos como otras especies (maiz y frijoles) que son indicadores de la calidad
de la semilla como fue establecido por ISTA (2005). Es por esta razén, que los
valores encontrados de estas dos variables son la primera contribucién de la especie
en este estudio con el fin de utilizar este conocimiento para obtener parametros de
calidad de las semillas en los cactus. Ademas, la descripcion de las caracteristicas
morfolégicas establecidas por otros autores como Barthlott y Hunt (2000) y Bravo
(1978) complementa el conocimiento con respecto a las cuatro especies de este

trabajo y podria servir como caracteristicas de clasificacion.
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1.4. CONCLUSIONES
Los caracteristicas morfolégicas de la semilla-plantula fueron similares para E.
grusonii, E. platyacanthus y F. pilosus; con la excepcién de L. williamsii que no tenia
perispermo y el embrién abarcaba todo el espacio en la semilla.

La semilla fue piriforme para las cuatro especies.

Las cuatro especies tienen diferencias en el color, estructura de la testa y tamafio

de la semilla-embrion (longitud, area y perimetro).

Las caracteristicas morfolégicas en estas especies se pueden utilizar como

informacion para la clasificacion de estas especies.

Echinocactus constituye un grupo heterogéneo debido a que las semillas de las
dos especias variaron significativamente en su tamafio, color de la testa y forma de
los cotiledones.

Las especies utilizadas variaron en peso volumétrico y peso de 1000 semillas.

El peso de mil semillas y el peso volumétrico son métodos seguros que podran

determinar la calidad fisica de la semilla y asi poder obtener pruebas confiables y

estandarizadas, para lograr resultados uniformes y repetibles.
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CAPITULO II. VIABILIDAD Y GERMINACION DE CUATRO CACTACEAS EN
PROTECCION ESPECIAL Y EN PELIGRO DE EXTINCION

RESUMEN

Echinocactus platyacanthus Link & Otto, Ferocactus pilosus Galeotti (Werderm),
Echinocactus grusonii Hildm y Lophophora williamsii (Lem. Ex Salm-Dyck) J.M.
Coult., son especies en riesgo. La viabilidad y la germinacion de las semillas son
esenciales para conocer y conservar estas especies. Se evalud la viabilidad de las
semillas. Se evaluaron en diferentes sustratos e in vitro en medio Murashige y Skoog
(MS) la germinacién, el indice de velocidad germinativa (IVG) y su influencia en el
vigor de las plantulas. La especie E. platyacanthus mostré el mayor porcentaje de
viabilidad (87.5%) con tetrazolio a 0.1%. Las semillas de las cuatro especies
germinaron mas rapido en los sustratos y fueron mejores que en el medio MS. El
valor mas alto de germinacion se observo en F. pilosus con tierra de monte-tezontle
sin escarificacion (98%) y con un IVG de 4.03 semillas por dia. E. grusonii inmerso
por 1 min, en &cido sulfurico como escarificador, fue el mejor en tierra de monte-
tezontle y en arena con 100% de germinaciéon y con un IVG de 8.3 y 8.1 semillas por
dia, respectivamente. Se encontrd relacion entre la viabilidad y la germinacion. Las

concentraciones altas de tetrazolio no favorecieron la tincion de los embriones.

Palabras clave: tetrazolio, indice de velocidad germinativa y vigor.
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ABSTRACT

Echinocactus platyacanthus Link & Otto, Ferocactus pilosus Galeotti (Werderm),
Echinocactus grusonii Hildm and Lophophora williamsii (Lem. Ex Salm-Dyck) JM
Coult., are species at risk. Viability and germination of seeds are essential to learn
and preserve these species. The viability of the seeds was evaluated. Germination,
germination speed index (IVG) and their influence on seedling vigor was evaluated
on different substrates and in vitro on Murashige and Skoog (MS). E. platyacanthus
species showed the highest percentage of viability (87.5%) 0.1% tetrazolium. The
seeds germinated faster substrates in MS medium. The highest value of germination
was observed in F. pilosus with forest soil-tezontle without scarification (98%) and an
IVG of 4.03 seeds per day. E. grusonii immersed for 1 min in sulfuric acid as a scaler,
it was the best-tezontle forest soil and sand with 100% germination and IVG with 8.3
and 8.1 seeds per day, respectively. Relationship between the viability and
germination was found. High concentrations not favored tetrazolium staining embryos

and treatments were best substrates.

Keywords: tetrazolium, germination speed index and vigor.
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2.1. INTRODUCCION

En México las zonas desérticas y semidesérticas representadas por los desiertos
de Sonora y Chihuahua, las Selvas Bajas Caducifolias y depresion de Balsas,
contienen gran diversidad de cactaceas. Entre las zonas con mayor diversidad en la
parte centro, destacan el Valle de Tehuacan-Cuicatlan y la Barranca de Metztitlan.
En estas zonas hay alrededor del 60% de las especies para México. Sin embargo,
es alarmante el niumero de estas especies de cactaceas que se encuentran en
alguna categoria de riesgo de extincion (Bravo, 1978; Bravo y Scheinvar, 2002;
Kunte y Subik, 2004; Arias et al., 2005; Jiménez, 2011).

..... Las especies E. platyacanthus, F. pilosus, L. williamsii y E. grusonii se distribuyen
en el centro y norte del pais. A pesar de su amplia distribucibn son especies
sobrexplotadas y recolectadas indiscriminadamente, principalmente como ornato,
alimento para el hombre y ganado; mientras L. williamsii es usado en ceremonias
religiosas y medicina. Estas condiciones de uso han colocado a E. platyacanthus, F.
pilosus y L. williamsii en la lista de especies con proteccién especial y a E. grusonii
en peligro de extincion de acuerdo a la norma NOM-059-ECOL-2010, (Kunte y
Subik, 2004; Arias et al., 2005 SEMARNAT, 2010; Trépicos, 2011). Los
Echinocactus y el Ferocactus, son endémicas de México (Kunte y Subik, 2004;
Alanis-Flores y Velasco-Macias, 2008; Tropicos, 2011). Las cuatro especies se
encuentran en el apéndice Il de CITES (2009) y E. grusonii esta en peligro critico
con base al catélogo de la UICN (CONABIO, 2014).

La propagacion de plantas por medio de semillas es de gran importancia para
mantener la diversidad genética de las especies, contrario a lo que ocurre con los
métodos de propagacion asexual o vegetativa (Amador-Alférez et al., 2013), por lo
que es necesaria la implementacion de mecanismos de propagacion eficientes para

la conservacion de la diversidad de sus poblaciones.
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La semilla es la estructura vegetal mas importante en el ciclo de vida de las
plantas superiores ya que permite perpetuar la especie y junto a la latencia y la
germinacién son mecanismos naturales para asegurarla. La semilla estd a menudo
bien equipada para sobrevivir largos periodos de condiciones desfavorables, y el
embridn esta protegido por una o varias capas de tegumentos (Vozzo, 2002). Varias
cactdceas presentan estas capas por lo que y se han usado tratamientos para
romperlas; por ejemplo, la inmersion en acido para simular el paso de las semillas
por el tracto digestivo de las aves, la aplicacion de reguladores de crecimiento como

las giberelinas y el lavado de la semilla.

El tiempo durante el cual las semillas puedan permanecer viables es muy variable
y depende, en gran parte, de las condiciones de almacenamiento. La viabilidad se
puede conservar adecuadamente bajo condiciones controladas para reducir la
actividad metabdlica del embrion sin embargo pueden influir otros factores (los
ambientales y los genéticos) en ella, no obstante, la viabilidad tiende a disminuir con
el tiempo (Cota, 1985). La viabilidad es importante, ya que permite conocer el
rendimiento potencial de las semillas y asi relacionarlos con el cultivo de las
cactaceas a gran escala, familia que tiene gran auge a nivel mundial (Cota, 1985).
La viabilidad expresa el potencial de una semilla para germinar por lo que este tipo
de pruebas estdn enfocadas en cultivos de importancia econémica como el trigo,
maiz, frijol, cebolla, etc. (ISTA, 2005), pero poco se ha hecho con otras especies
como las cactaceas, por lo que existe una necesidad de ampliar el conocimiento que

se tiene al respecto.

Los objetivos de este trabajo fueron determinar el protocolo de desinfeccion,
evaluar la viabilidad, germinacion y su indice de velocidad germinativa de las
semillas de las cuatro especies. Se espera obtener semillas libres de patégenos, las
concentraciones elevadas de cloruro de tetrazolio reducen el tiempo de tincion en las
semillas y la técnica in vitro es una herramienta que favorece el mayor porcentaje de

germinacion.
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2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Material vegetal

Las semillas de E. grusonii, E. platyacanthus, F. pilosus y L. williamsii fue
proporcionada por la Facultad de Estudios Superiores de lztacala-Laboratorio de
Cactologia del Jardin Botanico del Instituto de Biologia de la Universidad Nacional
Autonoma de México y el Centro Ecoturistico y de Educacion Ambiental Sierra de

Guadalupe.

2.2.2. Prueba de viabilidad

Se utilizaron 40 semillas por especie y se pre-acondicionaron mediante remojo en
agua destilada durante 48 h. Las semillas fueron disectadas longitudinalmente y los
embriones tratados con tetrazolio (2, 3, 5-cloruro de trifenil tetrazolio) (Sigma®) al
0.1, 0.5 y 1.0%, pH de 7.0 y a una temperatura de 40°C (Le6n de la Luz y
Dominguez, 1991; ISTA, 2005; Suarez, 2011). La concentracion de 0.1% se aplicé
en las cuatro especies, mientras que 0.5y 1.0% se utilizé para los embriones de los
dos Echinocactus y el Ferocactus. Para obtener las imadgenes de los embriones se
usd un microscopio Tessovar de Carls Zeiss con camara digital para microscopia
PAXcam 3. Las imagenes digitales se editaron con el programa GIMP 2.8.4 (Wilcox,
2002).

2.2.3. Germinacioén

Las semillas de E. grusonii, E. platyacanthus, L. williamsii tenian una edad de
aproximadamente 2 afios, mientras que las de F. pilosus tenia 3 afios, al tiempo de
la siembra. La desinfeccién de la semilla para la siembra in vitro se realizé al colocar
la semilla en N-(triclorometiltio)ciclohex-4-ene-1,2-dicarboximida (captan) vy
bactrimicin (estreptomicina + oxitetraciclina) a 2 g L™ en agua destilada por 2 h,

luego se puso en agua jabonosa por 40 min., en seguida se pasaron en alcohol al
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70% por 1 min., posteriormente se colocaron en cloro comercial (6% de hipoclorito
de sodio) al 20% por 20 minutos y finalmente se enjuagaron tres veces con agua
destilada estéril. Los sustratos se esterilizaron con cloro comercial al 15% por 20 min

y tres enjuagues con agua destilada.

Se prepararon seis tratamientos, los tres primeros fueron in vitro en el medio de
cultivo Murashige y Skoog (MS) (1962) al 100, 50 y 0%, complementado con glicina
(2.0 mg L), mio-inositol (100.0 mg L™), tiamina HCI (0.4 mg L™), piridoxina (0.5 mg
L), acido nicotinico (2.0 mg L™?) y sacarosa 30.0 g L. El pH fue de 5.7-5.8. Los
tratamientos se vertieron en frascos a 25 mL con tapas de plastico y se esterilizaron
en autoclave a 121°C durante 20 min. Los otros tres tratamientos fueron ex vitro
utilizando sustratos: arena (A), compost con tezontle (2:1/C-T) y tierra de monte con
tezontle (2:1/TM-T) previamente esterilizados. Los tres sustratos se colocaron en
cajas de plastico con tapa transparentes y en la parte superior se hicieron pequefios
orificios. Las semillas de Echinocactus se escarificaron con acido sulfarico al 100%
durante 0, 1 y 2 min. Los frascos y las cajas de los tratamientos se colocaron en el
area de incubacién, a una temperatura de 25°C+ 2, con 16 h de luz y 8 h de
obscuridad y a una intensidad luminosa de 62.5 umol-m™2-s™. El Gltimo recuento en
los tratamientos con MS fue a los 40 d y con los sustratos fue a los 25 d (al ser mas

rapida su germinacion).

Se calcul6 el indice de Velocidad de Germinacion (IVG) mediante la siguiente
expresion: IVG=)(ni/t); n=nimero de semillas germinadas en el i-ésimo dia y

ti=tiempo de dias, para la germinacion en el i-ésimo dia.

Se usaron disefios completamente al azar y factorial completamente al azar y
para todas las especies se consideraron cinco repeticiones con diez semillas cada
una. El analisis se hizo mediante ANOVA y pruebas de medias de Tukey HSD (a <
0.05) con el programa estadistico SAS® (SAS, 1998).
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2.3. RESULTADOS Y DISCUSION
2.3.1. Viabilidad

La prueba de Tukey no mostré diferencias significativas entre las especies a la

concentracion de 0.1% de tetrazolio (Figura 2.1).
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Figura 2.1. Porcentaje de viabilidad en cuatro especies de cactaceas en cloruro de tetrazolio
con una concentracion de 0.1% (Tukey, a< 0.05).

En las cuatro especies se pudo observar que aun después de 2 o 3 afios de
almacenamiento a temperatura ambiente la viabilidad fue mayor de 65%. Este
resultado de viabilidad es parecido al reportado por Cota (1985) de 70% de
embriones viables en Ferocactus latispinus (Haw.) B.R. & Rose, con una
concentracion de 0.1% de tetrazolio, pese a no mencionar la edad de la semilla.
Mientras un resultado contrario fue reportado por Suarez (2011) con 0.1% de
tetrazolio en Selenicereus megalanthus (Haw.) Britt & Rose (pitahaya amarilla) y con
semillas de 24 h de recolectada obtuvo una baja tincion en los embriones, atribuida
por el autor a una baja concentracion de deshidrogenasas. La coloracion rojiza varia
en las cuatro especies, tanto en la intensidad, como en su uniformidad (Figura 2.2).
Esta respuesta pudo deberse a la condicion fisiolégica o metabdlica de cada
especie, en lo relacionado con una mayor o menor actividad de las enzimas

deshidrogenasas que reaccionan con el tetrazolio para originar el formazan que es la
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coloracion rojiza producto de la reaccion en los tejidos vivos. Cota (1985) menciona
que el grado de envejecimiento en los tejidos puede presentar coloraciones palidas o
moteadas. En algunos embriones de este trabajo se pudo distinguir este tipo de

tinciones que podria atribuirse a la edad de la semilla (Figura 2.2).

L. williamsii no se us6 a las concentraciones de 0.5y 1.0% de tetrazolio por el
poco numero de semillas que no fueron suficientes para poderla integrar al ensayo,

por lo que solo aparecen las dos Echinocactus y el Ferocactus.

Figura 2.2. Prueba de viabilidad con cloruro de tetrazolio a 0,1% en E. platyacanthus (A), E.
grusonii (B), F. pilosus (C) y L. williamsii (D). Escala de 1 mm.

La prueba de Tukey si mostro diferencias significativas. Entre las especies y las
concentraciones se presentaron diferencias significativas, siendo el mejor
tratamiento el de 0.1% de tetrazolio en E. platyacanthus y las otras concentraciones

fueron semejantes (Figura 2.3).
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E. platyacanthus con 0.1% de tetrazolio mostr6 el mayor porcentaje de viabilidad.
Este resultado contrasta con el logrado por varios autores quienes usaron
concentraciones mas altas. Suarez (2011) obtuvo tincién en todos los embriones en
pitahaya amarilla a la concentraciones de 0.5y 1.0% de tetrazolio. Leén de la Luz y
Dominguez (1991) obtuvieron en semillas lavadas de Stenocereus gummosus
(Engelm.) Gibson & Horak 90% de viabilidad con 1.0% de tetrazolio. Masini et al.
(2014) con 1.0% de tetrazolio obtuvieron hasta un 73.3% de semillas viables de
Maihuenia patagénica (Phil.) Britton & Rosey y 66.7% de semillas viables en
Maihueniopsis darwinii (Hensl.) F. Ritter var. hickenii (Britton & Rose). Sin embargo,
la edad de la semilla pudo influenciar la viabilidad ya que Suarez (2011) y Ledn de la
Luz y Dominguez (1991) utilizaron semillas después de ser recolectada, mientras

Masini et al. (2014) almacend la semilla por 60 d.
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Figura 2.3. Porcentaje de viabilidad en tres especies de cactaceas en cloruro de tetrazolio a
las concentraciones de 0.1, 0.5y 1.0% (Tukey, a<0.05) en tratamientos.

Con las concentraciones de 0.5y 1.0% de tetrazolio se observé menor tincién de
los embriones que con 0.1%. Esto pudo deberse a una mayor “sobresaturacion” de
tetrazolio por lo que las enzimas no alcanzaron a reducir el compuesto para formar el

formazan (Figuras 2.2, 2.4y 2.5).
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Figura 2.4. Prueba de viabilidad con Figura 2.5. Prueba de viabilidad con cloruro
cloruro de tetrazolio a 0,5% en E. grusonii  de tetrazolio a 1,0% en E. grusonii (A), E.
(A), E. platyacanthus (B) y F. pilosus(C). platyacanthus (B) y F. pilosus(C).

2.3.2. Germinacién

Las semillas no presentaron contaminacion, debido a que el método de
desinfestacién fue el adecuado. Ademas, se observd que la germinaron fue mas
rapido en los sustratos que en el medio MS. Una explicacion para esto es que el
medios de cultivo MS utilizado en este trabajo fue sélido y al tener menor porosidad
por lo tanto menor oxigenacion que influyeron en el desarrollo de las plantulas que
fue menor al compararlas con los sustratos (TM-T, C-T y A) (Figura 2.6). También, al
tener menor porosidad no dejo absorber con facilidad el agua a las semillas
reduciendo la germinacion. Newell et al. (2003) realizaron un trabajo con especies
australianas colocadas en in vitro con agar poroso (MS) (se batid) con diferente
porosidad alcanzaron mayor aireacion comparado a al agar sélido (MS) y el sustrato
turba, arena y perlita (IVS) también poroso; Ellos observaron que el desarrollo de la
raiz fue mejor en los medios porosos in vitro y en el sustrato (IVS) comparandolos
con el medio s6lido. También mencionan que los sustratos porosos aumentaron la
aireacion lo que favorecié y disminuyo el tiempo de desarrollo de las raices lo mismo

gue beneficio a la plantula e incrementd la adaptacion de las obtenidas en in vitro.
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Se observaron diferencias significativas entre especies como entre tratamientos en
la prueba de Tukey. Los valores mas altos fueron para F. pilosus, E. platyacanthus y
L. williamsii, mientras los mas bajos para E. grusonii (Figura 2.6). Al realizar una
comparacion entre el tipo de sustrato contra medio MS el mayor porcentaje de
germinacion en general se presentd en los sustratos (Figura 2.8). Para los sustratos
TM-T (tierra de monte-tezontle) en F. pilosus alcanzé un 98% de germinacion, E.
platyacanthus en A (arena) obtuvo 94%, con L. williamsii fue TM-T (tierra de monte-
tezontle) con 82% y en E. grusonii con A 64% (Figura 2.6). En este trabajo se
lograron porcentajes mas altos al compararlos con los logrados por Rosas-Lopez y
Collazo-Ortega (2004) en E. platyacanthus y Polaskia chichipe (Goss.) Backeberg
con suelo-tepojal del 30 y 50%, respectivamente, al ser estos los porcentajes de

germinacion mas altos que obtuvieron.
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Figura 2.6. Porcentaje de germinacion con los diferentes tratamientos en las cuatro
especies (Tukey, a<0,05). TM-T: tierra de monte-tezontle, C-T: Compost-tezontle, A: arena y
medio MS: medio Murashige & Skooge.

Para el medio MS los porcentajes mas altos de germinacion fueron con F. pilosus
con 72% al 100% de MS, en E. platyacanthus fue 36% con 50% de MS, para L.
williamsii fue al 42% sin MS y en E. grusonii fue de 18% en MS al 50% (Figura 2.6).
Varios autores han reportado porcentajes de germinacion en otras especies de

cactaceas que son similares, superiores o inferiores a los logrados en este trabajo.
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Mata-Rosas et al. (2001) en Turbinicarpus laui Glass et Foster obtuvieron 40 y 50%
con MS al 100 y 50%, respectivamente. Garza et al. (2005) en Acanthocereus
occidentalis Britton & Rose obtuvieron 90% de germinacion con MS al 100%. Santos
(2005) con Ferocactus glaucescens Glass et Foster obtuvieron una germinaciéon de
48%, mencionando que el bajo porcentaje pudo deberse a la desinfeccion. Salas-
Cruz et al. (2011) en Astrophytum myriostigma Lem., A. capricorne (A. Dietr.) Britton
& Rose, Escobaria dasyacantha (Engelm) Britton & Rose, Echinocereus
reichenbachii (Terscheck ex Walp.) Haage, Sclerocactus scheeri (Salm-Dyck) N. P.
Taylor y Mammillaria prolifera (Mill.) Haw en promedio obtuvieron 63.3% de
germinacion con MS al 50% sin sacarosa. Este contraste de resultados con relacion
a los obtenidos en este trabajo puede deberse a las especies usadas por esos
autores o a otros factores como la edad y el manejo postcosecha y pretratamiento

de las semillas.

Un observacion que se hizo en este trabajo es con el agar (sin sales MS) para F.
pilosus, E. platyacanthus, L. williamsii y E. grusonii que tuvieron un 62, 16, 42 y 16%
de germinacién, respectivamente, mucho mas bajos que los logrados por Rosas-
Lépez y Collazo-Ortega (2004) en agar (sin nutrientes) en las especies E.
platyacanthus y P. chichipe del 80 y 60% de germinacion, respectivamente. Es
probable que la edad de la semilla haya influido en la germinacion al tener las
semillas de las especies estudiadas en la presente investigacion de 3 a 4 afos,
mientras Rosas-Lopez y Collazo-Ortega (2004) utilizaron semillas que tenian una

edad de 4 meses.

La germinacion en el medio MS inici6 entre los dias 13 y 34. En L. williamsii y F.
pilosus la germinacion inicio a los 13 d en los tres tratamientos con MS, mientras que
en E. platyacanthus se observo entre los 16, 17, 24 d en el medio MS a 100, 50, 0%
de su concentracion, respectivamente. E. grusonii se observé entre los 34-13-13 d
para 100, 50, 0% de MS, respectivamente. Este resultado es similar a reportado por
Rosas-Lopez y Collazo-Ortega (2004) al observar en agar sin sales MS que en E.

platyacanthus y P. chichipe la germinacion inicié a los 13 y 6 d, respectivamente.
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Esto indica que entre las especies y dentro de la misma especie puede haber

variacion en el tiempo de germinacion.

En L. williamsii, F. pilosus, E. platyacanthus y E. grusonii, la germinacion ocurrid
entre los 4-7 d en los sustratos tierra de monte-tezontle (TM-T) y arena (A),
respectivamente. Mientras que en compost-tezontle (C-T) fue entre los 9 y 17 d.
Rosas-Lopez y Collazo-Ortega (2004) obtuvieron en E. platyacanthus y P. chichipe
mayor velocidad de germinacion 3-4 d en suelo-tepojal parecido al encontrado en los
sustratos tierra de monte-tezontle (TM-T) y arena (A). El retraso que presenté el
sustrato C-T, pudo deberse que al faltarle de tiempo para que estuviera bien
compostado hubo presencia de hongos que afectd a las semillas y su germinacion,

posteriormente se pudieron controlar los patégenos.

En cuanto al vigor, fueron las plantulas que emergieron en el medio MS al 100%
(se desarrollaron mas rapido) (Figura 2.7 A, B, C, D) le siguieron las emergidas en el
medio al 50% (Figura 2.7 E, F, G, H) y por el contario en el medio sin nutrientes
tuvieron menos vigor (el desarrollo fue mas lento) (Figura 2.7 1, J, K, L). Elias-Rocha
et al. (1998) mencionaron que las plantas de M. candida sembradas en medio MS al
50 y 100% las semillas germinaron al mismo tiempo; ademas observaron que las
plantulas de estas especies fueron mas grandes y vigorosas con el medio MS al
100%. El resultado de Elias-Rocha et al. (1998) y el de esta investigacion sobre un
mayor vigor en las plantulas puede estar relacionado con la cantidad de nutrientes
contenidos en el medio MS al estar al 100%. Para los sustratos, tierra de monte-
tezontle (TM-T) (Figura 2.8 A, B, C, D) y compost-tezontle (C-T) (Figura 2.8 1, J, K, L)
mostraron plantulas mas vigorosas, mientras con la arena mostraron menos vigor
(Figura 2.8 E, F, G, H). El mayor vigor en los dos primeros sustratos quizas se debid
a que tenian mejores nutrientes y retuvieron mejor el agua para el desarrollo de las

plantulas.
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Figura 2.7. Plantulas de E. grusonii MS
100%(A), 50%(E), 0% (I) E. platyacanthus
MS 100% (B), 50% (F), 0% (J), F. pilosus
MS 100% (C), 50% (G), 0% (K) y L.
williamsii MS 100% (D), 50% (H), 0% (L).
En la letra K la escala de 1 mm, mientras
gue en las demas son 5 mm. Medio MS:

Figura 2.8. Plantulas en E. grusonii sustrato
tierra de monte (A), arena (E) compost (I) E.
platyacanthus tierra de monte (B), arena (F),
compost (J), F. pilosus tierra de monte (C),
arena (G), compost (K) y L. williamsii tierra
de monte (D), arena (H), compost (L). La
escala es de 5 mm.

medio Murashige & Skooge.

2.3.3. indice de Velocidad Germinativa

Este parametro sirve para saber el vigor que tienen las semillas de las especies.
Entre mas semillas germinen en los primeros dias mayor es el numero de semillas
germinadas por dia y mas oportunidades de generar plantas normales. ElI mejor
tratamiento para el indice de Velocidad Germinativa (IVG) de las cuatro especies se
dio en los sustratos comparados a los medio MS (Figura 2.9). Se destacaron: L.
williamsii en arena (A) y tierra de monte-tezontle (TM-T) con 4.27 y 3.55 semillas por
dia; seguido por F. pilosus en arena (A) y tierra de monte-tezontle (TM-T) con 4.18 y
4.03 semillas por dia, respectivamente; E. platyacanthus en arena (A) y tierra de
monte-tezontle (TM-T) con 3.2 y 3.08 semillas por dia, respectivamente, y por ultimo

E. grusonii en arena (A) y tierra de monte-tezontle (TM-T) con 2.53 y 1.67 semillas
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por dia, respectivamente. Mientras en E. grusonii con agar, las semillas no
germinaron (Figura 2.9). Salas-Cruz et al. (2011) obtuvieron un IVG en A. (5.27), A.
capricorne (5.16), E. dasyacantha (4.45), E. reichenbachii (3.36), S. scheeri (3.26) y
Mammillaria prolifera (2.85) semillas por dia en in vitro.
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Figura 2.9. indice de Velocidad Germinativa (IVG) con los diferentes tratamientos en las
cuatro especies. TM-T: tierra de monte-tezontle, C-T: Compost-tezontle, A: arena y medio
MS: medio Murashige & Skooge.

El IVG correspondié con lo obtenido en los porcentajes de germinacion en las
especies, en que el mayor nimero de semillas germinadas por dia fue en los
tratamientos con mayor porcentaje de germinacién. Las plantulas vigorosas tuvieron:
germinacién mas rapida, tuvieron mayor niumero de semillas germinadas y plantulas
normales. En general se obtuvieron porcentajes altos de germinacion, considerando
gue estas especies tienen problemas para su germinacion. También al ser
almacenadas las semillas a temperatura ambiente y la edad influyé en los
resultados.

2.3.4. Escarificacion en E. platyacanthus y E. grusonii.

En las especies y los tratamientos se encontraron diferencias significativas en la
prueba de Tukey. El mejor tratamiento de escarificaciéon en la germinacion de E.

grusonii fue con 1 min de &cido sulfurico en Ay TM-T con 100% de germinacion. En
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general se pudo observar un aumento en el numero de semillas germinadas en los
sustratos con escarificacion que sin esta. Solamente en agar y escarificacion por 1y
2 minutos no hubo semillas germinadas para las dos especies (Figura 2.10). Rosas-
Lépez y Collazo-Ortega (2004) observaron que el mejor tratamiento en P. chichipe
con acido sulfarico al 100% por 15 segundos en suelo-tepojal con 40% de
germinacion y en E. platyacanthus con acido sulfrico al 100% por 1h el mejor fue

90% de germinacion en suelo-tepojal.

E. platyacanthus en MS 50% alcanz6 un 96% de semillas germinadas con 1 min,
lo que sugiere que esta especie requiere de escarificacion para poder obtener un
porcentaje alto de germinacion. Este porcentaje es alto si se compara a los
obtenidos por los autores Moebius-Goldammer et al. (2003) quienes en Ariocarpus
kotschobeyanus (Lem.) K. Schum con una escarificacion de 2 min con acido
sulfarico en MS al 100% obtuvieron 70% de germinacion. Ademas, De Medeiros et
al. (2006) obtuvieron en Notocactus magnificus (Ritter) Krainz un porcentaje del 13%
de germinacion sin tratamiento y al utilizar una cdmara Gearbox (al alternar la

temperatura) solo lograron 26% de germinacion.
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Figura 2.10. Porcentaje de germinacion con los diferentes tratamientos de escarificacion en
E. platyacanthus y E. grusonii (Tukey a<0.05).
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Figura 2.11. indice de Velocidad Germinativa (IVG) con los diferentes tratamientos de
escarificacion en E. platyacanthus y E. grusonii.

Los sustratos TM-T y A con escarificacion presentan los valores mas altos del
namero de semillas germinadas por dia en E. grusonii. En E. platyacanthus los
sustratos TM-T y A con/sin escarificacion tuvieron los valores mas altos del nimero
de semillas germinadas por dia (Figura 2.11). Aun con los tres afios de
almacenamiento a temperatura ambiente, el pretratamiento en estas especies
demostré ser favorable al disminuir los dias de germinacion entre 4-17 d asi como

aumento el porcentaje la germinacion.
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2.4. CONCLUSIONES
El valor de esta investigacion radic6 en poder obtener los mejores tratamientos
para el manejo de las semillas con el fin de obtener plantulas mas vigorosas y un

mayor éxito en campo.

Los métodos de desinfeccion fueron los adecuados para obtener semillas libres

de patégenos.

El tetrazolio a una concentracion de 0,1% fue la mejor para tefiir los embriones de

las cuatro especies.

Los sustratos tierra de monte-tezontle y arena fueron los mejores tratamientos

para el tiempo de germinacién y el porcentaje de germinacion.

Se debe de escarificar las semillas de E. platyacanthus y E. grusonii para mejorar

la germinacion.
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CAPITULO lIl. MICROPROPAGACION DE CUATRO ESPECIES DE CACTACEAS
AMENAZADAS

RESUMEN

Echinocactus platyacanthus Enlace y Otto, Echinocactus grusonii Hildm.,
Ferocactus pilosus (Galeotti) Werderm y Lophophora williamsii (. Lem Ex Salm-Dyck)
JM Coult, son especies endémicas de México y se encuentran en una categoria de
riesgo; por esta razon, fue importante establecer la regeneracion in vitro de estas
especies. El medio de cultivo basico fue Murashige & Skoog (MS). Los tratamientos
fueron citoquininas 1.0 mg L* de cinetina o 6-furfurilaminopurina (K), 6-
bencilaminopurina (BA) y adenina N-isopentenil (2ip), solos o en combinaciéon con
auxina &cido naftaleno acético (NAA) en dosis de 0, 0.01, 0.1 mg L™* y testigo. Los
resultados indicaron que la mejor citocinina fue 2iP, en todas las concentraciones,
asi como en todos los tratamientos para regenerar brotes. El mejor tratamiento en E.
platyacanthus fue de 1.0 mg L™ 2iP y 0.1 mg L™ de ANA regenerando en promedio
5.6 brotes por explante. E. grusonii fue la especie con menor nimero de brotes
principalmente en K y BA. El enraizamiento in vitro en las tres especies fue mejor
con MS sin reguladores, alcanzé el 90% de los brotes enraizados. Las plantulas

enraizadas en MS sin reguladores se aclimataron en el 80%.

Palabras clave: reguladores de crecimiento, cactaceas, enraizamiento, aclimatacion.
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ABSTRACT

Echinocactus platyacanthus Link & Otto, Echinocactus grusonii Hildm.,
Ferocactus pilosus (Galeotti) Werderm and Lophophora williamsii (Lem. Ex Salm-
Dyck) JM Coult, are species endemic to Mexico, and are in a risk category; for this
reason, it was important to establish the in vitro regeneration of these species. The
basic culture medium was Murashige & Skoog (MS). The treatments were cytokinins
1.0 mg L™ kinetin or 6-furfurylaminopurine (K), 6-benzylaminopurine (BA) and N-
isopentenyl adenine (2iP), alone or in combination with auxin Naphthalene acetic
acid (NAA) in doses of 0-0.01-0.1 mg L™ and control. The results indicated that the
best was 2iP cytokinin, in all concentrations as well as in all treatments for
regenerating buds. The best treatment in E. platyacanthus was 1.0 mg L™ 2iP and
0.1 mg L™ of ANA by regenerating on average 5.6 buds per explant. E. grusonii was
the species with fewer buds mainly in K and BA. The in vitro rooting in the three
species was better with MS without regulators, reached 90% of rooted shoots.

Seedlings rooted in MS without regulators were acclimated in 80%.

KEYWORDS: growth regulators, cactus, rooting, acclimatization.
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3.1. INTRODUCCION

El 80% de las cactaceas en México son endémicas, segun Jiménez (2011) son
alrededor de 730 especies y un numero considerable de estas, segun SEMARNAT
(2010) se encuentran en alguna categoria de riesgo alrededor de 276 especies,
como: Echinocactus grusonii Hildm., nombrada “asiento de suegra” y que se
distribuye desde Hidalgo hasta San Luis Potosi, se considera una planta de ornato y
esta en peligro de extincion. Echinocactus platyacanthus Link & Otto conocida como
“biznaga tonel grande”, se distribuye en el centro y norte del pais, a pesar de amplia
distribucion, es una especie sobreexplotada, principalmente para la elaboracion de
dulce (acitron) y como alimento para el ganado. Ferocactus pilosus Galeotti
(Werderm) llamada “biznaga barril de lima”, se encuentra en Coahuila, Durango,
Nuevo Ledn, San Luis Potosi, Tamaulipas, y Zacatecas, se vende como planta de
ornato, en época de sequia se utiliza como forraje, las flores y los frutos se
consumen. Lophophora williamsii (Lem. Ex Salm-Dyck) J.M. Coult., nombre comun
“‘peyote”, no es endémica al distribuirse en México (Coahuila, Chihuahua, Durango,
Nuevo Leon, San Luis Potosi, Tamaulipas, y Zacatecas) y EE. UU. (Texas y Nuevo
Mexico), es usado en ceremonias religiosas y medicinal; por lo que estan en
proteccion especial; en la NOM-059-ECOL-2010 (Kunte y Subik, 2004: Arias et al.,
2005; SEMARNAT, 2010; Tropicos, 2011). Son especies recolectadas
indiscriminadamente para el comercio, como plantas de ornato y se encuentran en el
apéndice Il de CITES (CITES, 2015).

Estas cuatro especies tienen caracteristicas bioldégicas que las hacen mas
vulnerables, como es el lento crecimiento y la dificultad de que la semilla germine en
condiciones naturales. Por otro lado existe la dificulta de conseguir material
vegetativo para su propagacion y la obtencion de tejidos libres de patdgenos, por lo
que dificulta su manejo, aunado a la presion antropogénica en la que se encuentran.
Es por esto que se hace necesario el uso de técnicas, que aseguren la
supervivencia y el rescate de estas especies que estan en alguna categoria de

riesgo de manera que se plantearon los objetivos siguientes: establecer el protocolo
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para conocer el efecto de los reguladores del crecimiento en las plantulas de las
cuatro especies, obtenidas de la germinaciéon in vitro; determinar el efecto de la
concentracion de los reguladores de crecimiento en la formacion de brotes, de raiz

en los brotes; y por ultimo, evaluar el porcentaje de aclimatacion de las plantulas.
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3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Material vegetal

Se utilizaron plantulas de semillas germinadas de E. grusonii, E. platyacanthus, F.
pilosus y L. williamsii que fueron donadas por la Facultad de Estudios Superiores de
Iztacala-Laboratorio de Cactologia del Jardin Botanico del Instituto de Biologia de la
Universidad Nacional Autbnoma de México y Centro Ecoturistico y de Educacion

Ambiental Sierra de Guadalupe.

3.2.2. Establecimiento e induccién de brotes

Se emplearon 100 plantulas de 0.5 cm de longitud por especie, obtenidas de
semillas germinadas in vitro. Como inéculo se utilizo la parte aérea, y se retird la
raiz. Los explantes se transfirieron al medio Murashige & Skoog (MS) (1962) con
sales al 100%, complementado con glicina (2.0 mg L™), mio-inositol (100.0 mg L™),
tiamina HCI (0.4 mg L™), piridoxina (0.5 mg L™), &cido nicotinico (2.0 mg L™) y
sacarosa (30.0 g L™). El pH se ajusté entre 5.7-5.8 con 0.1 N de hidréxido de sodio o
con 0,1 N de &acido clorhidrico. El medio de cultivo se esterilizé6 a 121°C durante 15
minutos. Los tratamientos consistieron en el empleo de reguladores de crecimiento:
6-(y, y-dimetilalilamino) purina (2iP), bencil aminopurina (BA), cinetina (K) 1.0 mg L
'como citocininas solas y en combinacién con la auxina acido naftalenacético (ANA)
en las concentraciones 0, 0.01, 0.1 mg L™ y el testigo (medio MS sin reguladores).
Los frascos se colocaron en el area de incubacion, a una temperatura de 27°C+2

con luz constante y a una intensidad luminosa de 62.5 pmol-m?.s™.

3.2.3. Enraizamiento

Los brotes se enraizaron en medio MS al 100% sin reguladores de crecimiento y
en medio MS al 100% con 0.5 mg L™ de AIB.

73



3.2.4. Aclimatacion

Los brotes con raiz fueron colocados en el area de incubacion, a una temperatura
de 27°C+2, para su aclimatacion. Se colocaron en cajas de plastico transparentes
desechables y en la parte superior se hicieron orificios pequefios. El sustrato
utilizado fue tierra de monte con tezontle (2:1) tamizado con una malla de 0.5 cm,
esterilizado y se regaron cada tres dias. Se dejaron en el area se incubacién por
ocho meses. Después las plantas obtenidas se llevaron a un tanel con una

temperatura promedio de 19°C y riegos semanales.

Las variables evaluadas fueron: tipo y color de callo, numero de brotes, brotes
qgue formaron raiz y plantulas aclimatadas. Se utilizaron cinco repeticiones para la
micropropagacion, 30 repeticiones en enraizamiento (cada frasco fue una unidad
experimental) y 25 en aclimatacion (cada caja fue una unidad experimental). Se
utilizé en micropropagacion un disefio completamente al azar con un arreglo factorial
(3X10, donde, tres especies x diez MS con diferentes concentraciones de
reguladores de crecimiento y MS sin reguladores), en enraizamiento fue 3x2 (tres
especies x brotes colocados en MS y MS con AIB) y en aclimatacion fue 3x2 (tres
especies x especies enraizadas en MS y MS con AIB, colocadas en tierra de monte
con tezontle). El analisis de los datos consistié en un andlisis de varianza y pruebas
de medias (Tukey) HSD (a<0.05) con el programa estadistico SAS® (SAS Institute
1998).
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3.3. RESULTADOS

3.3.1. Formacién de brotes

En la fase de micropropagacién no se presentd contaminacion en ningun de los

tratamientos.

El testigo (explantes colocados en MS sin reguladores de crecimiento) promovio

pequefias formaciones de callos y de raiz en los tejidos en las tres especies.

L. williamsii no aporto la informacion esperada, ya que solamente se obtuvieron
tres brotes en un callo con 0.1 ANA:1.0 mg L1 K y los demés explantes se perdieron
por oxidacion aun en el testigo. Por esta razén, ya no se afadié esta especie en los

calculos estadisticos.

Todos los tratamientos con reguladores de crecimiento se estimulé la formacion
de callo. Los callos en E. platyacanthus fueron compactos, color verde obscuro y en
algunos callos presentaron pequefias zonas friables, mientras en E. grusonii y F.

pilosus presentaron callos menos compactos, verdes claros con partes

hiperhidratadas (Figura 3.1).

Figura 3.1. Tipo y color de callo-brotes con y sin hiperhidratacién (A) E. platyacanthus, (B)
F. pilosus y (C) E. grusonii (escala a 1 cm).
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E. platyacanthus no presento brotes en el tratamiento 1.0 K, mientras en E.
grusonii no indujeron brotes en los tratamientos 0.01 ANA:1.0 K, 0.01 ANA:1.0 BA,
1.0 Ky 0.1 BA y en F. pilosus 0.01 ANA:1.0 K y 0.1 ANA:1.0 BA (mg L) (Figura
3.2).

La prueba de medias Tukey (a<0.05) en las especies y las concentraciones
presentaron diferencias significativas (Figura 3.2). La brotacion inicio a las cuatro
semanas después de su siembra. El mejor regulador de crecimiento fue el 2iP para
las tres especies, al tener brotes en todas las repeticiones. En general, la
combinacion de ANA con BA no favorecio el rebrote, en tanto la adicion ANA con K
hubo una mejor respuesta, el BA sin auxina tuvo mejor respuesta, mientras con K se

observé lo contrario (Figura 3.2).

E. platyacanthus fue la especie que obtuvo mayor rebrote. El mejor tratamiento
fue 0.1 ANA: 1.0 2iP mg L™ con un promedio de 5.6 brotes por explante. Mientras E.
grusonii fue el que formo menor nimero de rebrote ya sea con K y BA solas o
combinacion con ANA. El mejor tratamiento para esta especie fue 0.01 ANA: 1.0 2iP

mg L™ con un promedio de 3.4 brotes por explante (Figura 3.2).

Pywmsebe e snmpers de bandes

Figura 3.2. Promedio (desviacion estandar) del nimero de brotes por explante de E.
platyacanthus, E. grusonii y F. pilosus, con sus tratamientos, prueba de medias Tukey (a <
0.05).
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3.3.2. Formacion de raiz

El enraizamiento no mostré diferencias significativas en la pruebas de medias y

se obtuvieron porcentajes mayores del 70% de brotes con raiz (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Porcentajes de enraizamiento y prueba de medias en E. platyacanthus, E.
grusonii y F. pilosus con y sin AIB. Prueba de medias Tukey (a < 0.05).

Los brotes que estuvieron en medio MS sin AIB mostraron raices numerosas, por
lo que las plantulas crecieron mejor comparadas con las que estuvieron en el medio
MS con AIB (Figura 3.4). En el medio MS se obtuvo 90% de enraizamiento para las
tres especies. Los brotes hiperhidratados que formaron raiz se restablecieron

(coloracion verde oscuro).

Figura 3.4. Formacion de raiz con MS (A-B-C) y AIB (D-E-F) en F. pilosus (A-D), E. grusonii
(B-E) y E. platyacanthus (C-F) (escala a 1 cm).
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El nimero de raices primarias, en promedio, en el medio MS sin reguladores, fue
de diez, ocho y 15 para F. pilosus, E. grusonii y E. platyacanthus, respectivamente.
La abundancia de las raices secundarias en E. grusonii fue mayor comparada a F.
pilosus y E. platyacanthus. Por el contrario con el medio MS suplementado con AIB
el numero de raices primarias en promedio fueron cinco, cuatro y una en F. pilosus,

E. grusonii y E. platyacanthus, respectivamente.
3.3.3. Plantulas aclimatadas

Los brotes con raiz de F. pilosus, E. grusonii y E. platyacanthus, sometidas en los
medios MS sin reguladores y MS con AIB; no mostraron diferencias estadisticas
significativas en su aclimatacion (Figura 3.5) y se obtuvieron porcentajes entre el 60
al 80% de plantulas aclimatadas. Sin embargo, en el medio MS mostraron el 80% de

aclimatacioén, para las tres especies (Figura 3.5).
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Figura 3.5. Porcentaje y prueba de medias Tukey (a < 0.05).de plantulas aclimatadas en
raizadas en diferentes tratamientos

En general el desarrollo de brotes de las plantulas obtenidas a partir del medio
MS sin reguladores, fue mayor, en comparaciéon con las plantulas obtenidas del
medio MS con AIB (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Aclimatacion en tierra de monte y tezontle de plantulas enraizadas en MS (A-B-
C) y AIB (D-E-F) de F. pilosus (A-D), E. grusonii (B-E) y E. platyacanthus (C-F) (escala a 1
cm).
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3.4. DISCUSION

3.4.1. Formaciéon de brotes

La presencia de los reguladores de crecimiento fue necesaria para la formacion
de brotes en los tejidos de E. platyacanthus, E. grusonii y F. pilosus al compararlos
con el testigo donde no hubo brotes. En L. williamsii, probablemente la presencia de
los metabolitos secundarios (alcaloides) o el estrés provocado al hacer los cortes
indujeron la oxidacion de los explantes como lo reporta Azofeifa (2009) para otras

especies en general.

La formacién de callo fue favorecido principalmente con el uso de reguladores de
crecimiento que aquellos comparados con el testigo. Se sabe que la formacion del
callo puede causarlo algun tipo de dafio con la presencia de auxinas en el medio de
cultivo (George, 1993). Mata et al. (2001) observaron que el desarrollo de callo en
Turbinicarpus laui Glass et Foster, fue mayor en los tratamientos con reguladores de
crecimiento que sin estos. Ruvalcaba-Ruiz et al. (2010) observaron la formacion de
callo en Coryphantha retusa (Britton & Rose), con los tratamientos de ANA. En este
trabajo, el tipo de callo y sus tonalidades varié segun la especie. En E. grusonii y F.
pilosus el callo fue un verde claro y poco compacto, mientras que en E.
platyacanthus fue de coloracion verde obscuro y compacto. Las tonalidades claras
también las observaron De Medeiros et al. (2006) en Notocactus magnificus
(F.Ritter) Krainz ex N. P. Taylor, en sus tratamientos formaron callos compactos, y

mencionaron que hubo disminucion en la clorofila.

La brotacién inicio a las cuatro semanas con 2iP por lo que fue lenta la formacion
de brotes comparada con la obtenida por De Medeiros et al. (2006) en N.
magnificus, que ya tenian seis brotes por explante con BA después de las cuatro
semanas. Mientras Balch et al. (1998) comentaron que el inicio de los rebrotes en 21

especies de cactaceas fue entre las 6-12 semanas, mucho mas lento que en las
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especies utilizadas en este trabajo. Posiblemente se deba a las caracteristicas

biologicas de cada especie

El mejor tratamiento fue con la citocinina 2iP con y sin auxina en las tres especies
utilizadas en este trabajo. El tratamiento con el mayor nimero de brotes por explante
fue con 0.1 ANA: 1.0 2iP (mg L™) en E. platyacanthus con 5.6 brotes por explante,
por lo que si se le da mayor tiempo podria favorecer la induccién de un mayor
namero de brotes por explante. Mata et al. (2001) obtuvieron los mejores resultados,
269.8-146.2 brotes por explante después de 14 semanas con (8.8-13.32 uM BA con
y sin ANA) 1.98-3.0 mg L™ BA, en T. laui. Ruvalcaba-Ruiz et al. (2010) obtuvieron
mAas rebrotes en cortes apicales y laterales, con una media de 8.8-10.4 brotes,
respectivamente y después de 70 d tuvieron hasta 14 brotes por explante en
Coryphantha retusa (Britton & Rose) con 2.0 mg L™ BAP sin ANA. Davila-Figueroa et
al. (2005) obtuvieron en diferentes especies de Turbinicarpus (Backeb.) Buxb. &
Backeb. 7.8 a 19.7 brotes por explante con BA y 2iP sin auxinas. Balch et al. (1998)
tuvieron de 2.15-16.75 brotes en promedio en 21 especies y con E. platyacanthus y
F. pilosus mencionaron que fue de 9.0 y 5.1 brotes cifra mayor que en las especies
de este trabajo. Mientras De Medeiros et al. (2006) en N. magnificus observaron, en
promedio, seis brotes en (22.2uM) 5.0 mg L™ en BA y cinco brotes en (2.9 AlA: 4.6K
M) 0.5:0.9 mg L. Gémez et al. (2006).en Myrtillocactus geometrizans (Martius)
Console con 0.1 AIA: 0.5 BA (mg L™); de la parte apical obtuvieron 7.6 brotes por

explante, similares a los obtenidos en este trabajo.

En E. grusonii con K y BA no formé o fue baja la formacion de brotes, por lo que
no se recomienda el uso de estos reguladores para esta especie. Aira de Medeiros
et al. (2006) obtuvieron mas rebrotes en N. magnificus con Ky BA. Aliyu y Muatapha
(2007) con BAP obtuvieron brotes, sin mencionar cuantos, en Opuntia ficus-indica
(L.) Mill.

Las especies se comportaron diferentes en cada tratamiento, por lo que su

plasticidad morfo-génica puede ser menor 0 mayor segun la especie, por lo que hay
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que utilizar un tratamiento particular y asi obtener mas brotes para cada una de

ellas.

3.4.2. Formacion de raiz

El enraizamiento inici6 a las tres semanas en las tres especies para todos los
tratamientos. Este resultado es una semana mas al obtenido por Mata et al. (2001)
para T. laui en MS quienes reportaron solo dos semanas después de sembradas
para la formacion de las raices. Estos resultados fueron similares a lo reportado por
Balch et al., (1998) en 21 especies con AlA o AIB cuyo enraizamiento inicio entre las

tres y cinco semanas.

El porcentaje de enraizamiento fue de 70-90%, por lo que se considero alto al
compararlo con el obtenido por varios autores. De Medeiros et al. (2006) en N.
magnificus fue del 45% utilizando MS sin reguladores de crecimiento. Davila-
Figueroa et al. (2005) obtuvieron del 50.1-94.2% de enraizamiento en diferentes
especies de Turbinicarpus utilizando MS y AIB. Mata et al. (2001) informan que
brotes en T. laui observaron un 50% con MS. Gémez et al. (2006) observaron en M.
geometrizans 75% de enraizamiento con 50 AIA y 7.0 AIB (mg L™,
respectivamente. Sin embargo, fue ligeramente bajo si se comparan con los
logrados por Balch et al. (1998), quienes reportaron para las 21 especies,
enraizamiento arriba de 75% con AIA o AIB dentro de las cuales estaban
consideradas E. platyacanthus y F. pilosus que tuvieron porcentajes de 95 y 100%.
Ruvalcaba-Ruiz et al. (2010) obtuvieron el 100% de enraizamiento en C. retusa con
MS.

Para la formacion de raiz en los brotes cultivados en medio MS no fue necesaria
la presencia de AIB. Lo cual puede significar que exista alguna inhibicion de raiz por
la presencia del regulador. Ademas, al no usar este reactivo se podria lograr una
reduccion de insumos. Esta misma observacion fue hecha por Davila-Figueroa et al.

(2005) en diferentes especies de Turbinicarpus obtuvieron enraizamiento mas alto
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con MS comparado con AIB, lo que estos resultados fueron similares a lo obtenido

en este trabajo.

3.4.3. Plantulas aclimatadas

Las plantulas enraizadas en MS mostraron un 80% de sobrevivencia en este
trabajo. Este resultado es igual o ligeramente bajo si se compara con los obtenidos
por otros autores. GOmez et al. (2006) obtuvieron un 84% de plantulas de M.
geometrizans adaptadas. Mata et al. (2001) tuvieron una sobrevivencia en T. laui del
94-100%. Balch et al. (1998) en las 21 especies observaron una sobrevivencia del
70-95% incluidas E. platyacanthus y F. pilosus, ambas con 95% de sobrevivencia.
Ruvalcaba-Ruiz et al. (2010) refieren que el porcentaje de plantulas aclimatadas en
C. retusa, fue del 95%.
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3.5. CONCLUSIONES

Se concluyd que el uso de esta técnica in vitro es una herramienta importante
para estudiar y mantener germoplasma. También es un método que puede ayudar a
producir mayor numero de plantas para satisfacer los mercados y asi reducir la

presion antropogénica excesiva que sufren estas especies.

El mejor tratamiento para la formacién de brotes en E. platyacanthus fue 0.1
ANA:1.0 2iP mg L™, en E. grusonii 0.01 ANA:1.0 2iP mg L™ y en F. pilosus 0.1
ANA:1.0 2iP mg L™.

El mejor tratamiento para la formacion de raiz en E. platyacanthus, E. grusonii y
F. pilosus el mejor fue con MS sin reguladores.

El mejor tratamiento para la aclimatacion fueron las plantulas de E.

platyacanthus, E. grusonii y F. pilosus obtenidas del enraizamiento con MS sin

reguladores y sembradas en tierra de monte con tezontle.
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CAPITULO IV. NUMERO CROMOSOMICO DE TRES ESPECIES DE CACTACEAS
EN RIESGO

RESUMEN

Se determiné el niamero y morfologia de los cromosomas en tres especies
cactaceas de Echinocactus platyacanthus Link & Otto, Ferocactus pilosus Galeotti
(Werderm) y Echinocactus grusonii Hildm, son especies que se encuentran en una
categoria de riesgo. Los cromosomas fueron observados en células de &pices
radicales pre-tratadas con colchicina al 0.05% por diferentes horas y en frio por 24-
36 h; se fijaron en Carnoy. La tincién de los cromosomas se hizo con Feulgen vy el
aplastado con orceina propionica al 2 %. Solo en E. grusonii se observaron los
cromosomas en metafase, el nUmero cromosomico diploide fue 2n=2x=22 en 2 h de

colchicina. Los cromosomas fueron homogéneos y metacéntricos.

Palabras clave: colchicina, solucion de Feulgen, cloroformo y cariotipo.
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ABSTRACT

The number and morphology of chromosomes in three species of cacti
Echinocactus platyacanthus Link & Otto, Ferocactus pilosus Galeotti (Werderm) and
Echinocactus grusonii Hildm determined, are species found in a risk category.
Chromosomes were observed in root cells pretreated with 0.05% colchicine in
different times and in cold for 24-36 h; they fixed in Carnoy. The staining of
chromosomes was done with Feulgen and crushed with propionic orcein 2%. E.
grusonii only chromosomes were observed at metaphase, the diploid chromosome
number was 2n = 2x = 22 in 2 hours colchicine. Chromosomes were homogeneous

and metacentric.

Keywords: colchicine, Feulgen solution, chloroform and karyotype.
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4.1. INTRODUCCION

La familia se divide en 4 subfamilias: Pereskioideae, Opuntioideae, Cactoideae y
Maihueniodeae (Nyffeler, 2002). La subfamilia Cactoideae incluye 85% de la
diversidad de especies en la familia y exhibe las especies mas exuberantes. La tribu
Cacteae estd incluida en esta subfamilia, que se encuentra principalmente en
habitats aridas o semiaridas en América del Norte (Bravo, 1978; Cota et al. 1996;
Bravo-Hollis y Scheinvar, 2002) y en esta tribu estdn los generos Ferocactus Britton
& Rose y Echinocactus Link & Otto. E. platyacanthus y F. pilosus estan en la norma
NOM-059-ECOL- 2010 en proteccion especial. Mientras E. grusonii se encuentra en
peligro de extincion (SEMARNAT, 2010).

Los estudios cromosomicos aportan informacién que ayuda a esclarecer las
relaciones taxondmicas y filogenéticas; ademas muchas especies de cactaceas no
han sido analizadas citolégicamente y el nimero basico es x=11 (Reyes-Valdez et
al., 2000; Baker et al., 2009; Paez et al., 2012). Paez et al. (2012) menciona que la
mayoria de las especies presentan cariotipos simétricos y el 70% de las especies

son diploides.

Reyes-Valdez et al. (2000) mencionan que la especie mas estudiada es Opuntia
gue forma diploides (2n=2x=22) hasta poliploides octaploides (2n=8x=88). Pinkava
et al. (1992) y Swanson (1958) menciona que la poliploidia o alteraciones del
ndmero basico de cromosomas es considerada uno de los factores determinantes en
la evolucion y clarificacion taxondmica de las especies. Larrea-Alcazar (2007) indica
gue en las cactaceas se pueden encontrar diferentes niveles de ploidia siendo este

un mecanismo rapido de especiacion.

Grimaldo-Juarez et al. (2001) mencionan que la presencia de un niumero mayor
de cromosomas metacéntricos en los cariotipos indica que éstos son poco
evolucionados o primitivos y cuando los cariotipos estan integrados por cromosomas

asimétricos su evolucion es considerada mayor.
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La falta de informacion cromosémica y la necesidad de contribuir al conocimiento
de las tres especies de cactaceas como recursos nativos de México, hizo que se
propusiera el siguiente objetivo: describir y comparar las caracteristicas

cromosomicas de las tres especies y asi poder identificarlas.

90



4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Material vegetal

Se utilizaron plantulas de semillas germinadas de E. grusonii, E. platyacanthus y
F. pilosus que fueron donadas por la Facultad de Estudios Superiores de Iztacala -
Laboratorio de Cactologia del Jardin Botanico del Instituto de Biologia de la
Universidad Nacional Autbnoma de México y Centro Ecoturistico y de Educacion

Ambiental Sierra de Guadalupe.

4.2.2. Determinacién del nimero de cromosomas

Se obtuvieron las raices de plantulas sembradas con papel filtro (grado 40,
WHATMAN®) en cajas Petri de vidrio (3.5X1.0 cm). El &rea de incubacion, donde se
colocaron las cajas Petri con las semillas, se mantuvo con temperatura de 26°C+2,
luz constante e intensidad luminosa de 62.5 pmol-m?.s™. Las raices recolectadas

para el pretratamiento presentaron color blanquecino y longitud de 0.5a 1 cm.

Para la observacion de los cromosomas se realizo:

1. Pre-tratamiento: las raices colectadas se colocaron en cajas Petri de vidrio
(3.5X1.0 cm) con papel filtro el cual se humedecié con colchicina al 0.05%,
posteriormente las cajas se envolvieron en papel aluminio para que
estuvieran en obscuridad por 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5 y 5.0 h. También
se pre-trataron en frio colocando las raices en un termo con hielo (4°C) por 24
y 36 h.

2. Fijacion: se realizé en Carnoy con etanol absoluto-acido acético glacial-
cloroformo en relacion 3:1:1 (v/v). Utilizando tiempos de fijacion de 24-48 h,
posteriormente se almacenaron en etanol al 70% a temperatura ambiente por
5-10 d.

3. Hidralisis: las raices se colocaron en HCI 1N a 60°C por 11 min.
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. Tincion: las raices se tifieron con el reactivo de Feulgen, durante 5 min a
60°C. Posteriormente se colocaron en orceina propionica 2% por periodos de
0.5a3.0h.

. Preparacion: sobre el portaobjeto se coloca un segmento de la parte apical
de la raiz y una gota de orceina al 2 %, se colocdé sobre ambos un
cubreobjeto se golpea hasta que el tejido es dispersado, posterirmente se
observé al microscopio.

. Observacion y determinacion de los cromosomas: las observaciones se
hicieron en un microscopio Leitz Wetzlar modelo DIALUX 20 E, a 10, 40, 63y
100X, se tomaron fotografias.

. La observacion y el conteo de los cromosomas: se hizo a partir de las
fotografias, las cuales se observaron con el programa GIMP 2.8.4 (Wilcox et
al. 2002).
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4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1. NUmero cromosémico

En F. pilosus lo que se observo fueron células con sus nucleos.

El ndmero cromosomico somatico observado en E. grusonii fue diploide
(2x=2n=22) esto se observé con pre-tratamiento colchicina 2 h (Figura 4.1) y los
cromosomas de E. platyacanthus se observaron en profase tardia, los cromosomas
apenas se alcanzan a distinguir (2n=22) con el pre-tratamiento en frio por 24 h.
Coincidiendo con lo obtenido por Cota y Wallace (1995) en algunas especies de
Echinocereus Engelm. en las cuales observaron en cromosomas mitéticos diploides
x=11 (2n=22), sin embargo en cinco variedades del genero E. engelmannii (Parry ex
Engelm.) Lem obtuvieron poliploides. Grimaldo-Juarez et al. (2001), en seis especies
de Hylocereus spp (A.Berger) Britton & Rose. observaron un nimero cromosomico
diploide (2n=2x=22). Powell y Weedin (2001) encontraron en algunas especies de
Opuntia Mill., Echinocereus, Ancistrocactus tobuschii W.T. Marshall ex Backeberg,
Coryphantha duncanii (Hester) L. Benson y Echinomastus warnockii (L. Benson)
Glass & Foster como numero cromosémico n=11. Pinkava et al. (1992) en varias
especies de cactaceas encontraron numeros cromosémicos de n=11. Cota et al.,
(1996) en las 14 especies de Ferocactus encontraron un ndmero cromosoémico de
x=11. Reyes-Valdez et al. (2000) en Turbinicarpus valdezianus (Moller) Glass &
Foster encontraron como numero basico de los cromosomas x=11. Paez et al.
(2012) en Gymnocalycium saglionis Britton es diploide con nimero gamético n= 11y

somatico 2n=2x=22.
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Figura 4.1. Cromosomas de apices de raiz a 100x en E. grusonii en 2.0 h de colchicina.

Figura 4.2. Cromosomas en profase tardia de apices de raiz a 63x en E. platyacanthus en
24 h frio.

4.3.2. Morfologia de los cromosomas

En E. grusonii la mayoria de sus cromosomas son uniformes metacéntricos.
Majure y Ribbens (2012) en Opuntia fragilis, O. humifusa s.l., y O. macrorhiza s.l. los
cromosomas de las tres especies fueron pequefios y la mayoria de forma

homogénea, tipicamente metacéntrica.
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Figura 4.3. Morfologia de los cromosomas a 100x en E. grusonii con un pre-
tratamiento en 2 h de colchicina.

Cota, J. H. y R. S. Wallace (1995) en algunas especies de Echinocereus
observaron cromosomas relativamente simétricos, la mayoria cromosomas
metacéntricos. Observaron también satélites en los brazos cortos de los
cromosomas. Cota et al., (1996) en 14 especies de Ferocactus, sin estar incluido F.
pilosus, obtuvieron cromosomas mitdticos en metafase los cuales fueron
homogéneos en su morfologia general, ademas en todas las especies se
encontraron cromosomas metacéntricos y submetacentricos, con cinco cromosomas
con cojinete y un par con satélites. Paez et al. (2012) en Gymnocalycium saglionis

Britton observaron un cariotipo formado de 11 pares de cromosomas metaceéntricos.
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4.4. CONCLUSIONES

Con los resultados que se obtuvieron se puede decir que tanto E. grusonii como

E. platyacanthus son dipliodes.

E. grusonii tiene cromosomas homogéneos que van de ser pequefos

metacéntricos.
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CONCLUSIONES GENERALES

Los caracteristicas morfolégicas de la semilla-plantula fueron similares para E.
grusonii, E. platyacanthus y F. pilosus; con la excepcién de L. williamsii que no tenia

perispermo y el embrién abarcaba todo el espacio en la semilla.

La semilla fue piriforme para las cuatro especies.

Las cuatro especies tienen diferencias en el color, estructura de la testa y tamafio

de la semilla-embrion (longitud, area y perimetro).

Las caracteristicas morfolégicas en estas especies se pueden utilizar como

informacion para la clasificacion de estas especies.

Echinocactus constituye un grupo heterogéneo debido a que las semillas de las
dos especias variaron significativamente en su tamafio, color de la testa y forma de

los cotiledones.

Las especies utilizadas variaron en peso volumétrico y peso de 1000 semillas.

El peso de mil semillas y el peso volumétrico son métodos seguros que podran
determinar la calidad fisica de la semilla y asi poder obtener pruebas confiables y
estandarizadas, para lograr resultados uniformes y repetibles.

El valor de esta investigacion radico en poder obtener los mejores tratamientos
para el manejo de las semillas con el fin de obtener plantulas méas vigorosas y un

mayor éxito en campo.

Los métodos de desinfeccion fueron los adecuados para obtener semillas libres

de patégenos.
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El tetrazolio a una concentracion de 0,1% fue la mejor para tefiir los embriones de

las cuatro especies.

Los sustratos tierra de monte-tezontle y arena fueron los mejores tratamientos

para el tiempo de germinacion y el porcentaje de germinacion.

Se debe de escarificar las semillas de E. platyacanthus y E. grusonii para mejorar

la germinacion.

Se concluyd que el uso de esta técnica in vitro es una herramienta importante
para estudiar y mantener germoplasma. También es un método que puede ayudar a
producir mayor numero de plantas para satisfacer los mercados y asi reducir la

presidn antropogénica excesiva que sufren estas especies.

El mejor tratamiento para la formacion de brotes en E. platyacanthus fue 0.1
ANA:1.0 2iP mg L™, en E. grusonii 0.01 ANA:1.0 2iP mg L™ y en F. pilosus 0.1
ANA:1.0 2iP mg L™

El mejor tratamiento para la formacion de raiz en E. platyacanthus, E. grusonii y

F. pilosus el mejor fue con MS sin reguladores.
El mejor tratamiento para la aclimatacion fueron las plantulas de E.
platyacanthus, E. grusonii y F. pilosus obtenidas del enraizamiento con MS sin

reguladores y sembradas en tierra de monte con tezontle.

Con los resultados que se obtuvieron se puede decir que tanto E. grusonii como

E. platyacanthus son dipliodes.

E. grusonii tiene cromosomas homogéneos que van de ser pequefos

metacéntricos.
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