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MICROPROPAGACION Y PRODUCCION DE
PLANTAS DEL BONETE O BIRRETE DE OBISPO,
CACTACEA ORNAMENTAL AMENAZADA DE
EXTINCION DEL DESIERTO CHIHUAHUENSE

Edith Villavicencio Gutiérrez”.
Antonio Cano Pineda”
Arturo Juarez Santana®

INTRODUCCION

La especie Astrophytum myriostigma Lem.,
llamada comunmente “birrete o bonete de obispo”,
se distribuye en el Desierto Chihuahuense, siendo
una planta de lento crecimiento y escasa en su
habitat natural y catalogada en la NOM-059-2001
(SEMARNAT-2001), como una planta de lento
crecimiento, escasa en su habitat natural que esta
amenazada de extincion (Figura 1). Por su
morfologia es apreciada por coleccionistas expertos
y/o aficionados nacionales y extranjeros, quienes la
utilizan como planta de ornato.

Es una especie que tiene gran demanda en
paises europeos y asiaticos donde existe una gran
aficibn por las cactaceas, por consecuencia se
requiere de su conservacion dado su gran potencial
de mercado.

La micropropagacibn es parte de la
Biotecnologia que a nivel mundial se ha utilizado
ampliamente en especies de interés econémico. Es
una técnica que utiliza el cultivo de tejidos
vegetales para multiplicar rapida y masivamente
una especie de interés, basandose en el concepto
de totipotencia vegetal, en el que se promueve el
desarrollo de un organismo completo, considerando
la diferenciacion celular y potencial genético del
genaotipo.

M. C. Investigador del Nodo Regional de la Red de Innovacién
Manejo Forestal Sustentable del Campo Experimental
Saltillo. CIRNE-INIFAP.

M. C. Investigador Coordinador Regional del Nodo de la Red
de Innovaciéon Manejo Forestal Sustentable del Campo
Experimental Saltillo. CIRNE-INIFAP.

®Ing. Agr. Técnico del Laboratorio de Cultivos Vegetales del
Campo Experimental Saltillo. CIRNE-INIFAP.

Mediante esta técnica se pueden obtener
plantas con diferentes propésitos en cantidades
suficientes, siendo wuna nueva opcién para
multiplicar genotipos que cuentan con pocos
individuos o tienen dificultades para propagarse por
meétodos convencionales como es el caso del
birrete de obispo. Las plantas que se desarrollan
aplicando esta técnica se pueden formar a partir de
pequefios segmentos (yemas, tallos, hojas) que
crecen dentro de un tubo o frasco en un medio
aseéptico (libre de microorganismos).

[N

Figura 1. Planta de “birrete o bonete de obispo” (Astrophytum
myriostigma Lem.).

La propagacion de plantas por medio del cultivo
de tejidos vegetales in vitro ha tenido en los Ultimos
afios una gran difusiébn, principalmente en
laboratorios comerciales productores de plantas de
ornato y en laboratorios de investigacion y
ensefianza.



Se considera que el uso de esta técnica ofrece
una alternativa para la conservacion de los
recursos genéticos y rescate de especies
amenazadas o en peligro de extincion.

En esta publicacién se describe un sistema de
micropropagacion desarrollado para A. myriostigma
Lem., cactdcea en estatus de riesgo que fue
generado en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales del Campo Experimental Saltillo CIRNE-
INIFAP de acuerdo con las etapas sefialadas por
Murashige (1974) y posteriormente revisadas por
Debergh y Maene (1981) y abarca, desde el
establecimiento de in6culos en laboratorio para su
micropropagacion hasta la obtencion de plantas en
invernadero.

CARACTERISTICAS DE LAS CACTACEAS

La palabra cactus proviene del griego kaktos que
se cree se utilizaba para nombrar a una planta
espinosa del sur de Europa y norte de Africa
parecida al cardo (Nobel, 1998). Los cactus son
plantas de origen americano que evolucionaron de
plantas herbaceas, trepadoras, tropicales cercanas
a las Pereskia. Las plantas de la familia Cactaceae
son dicotiledéneas adaptadas para sobrevivir en
climas aridos, debido a que tienen una cuticula rica
en ceras que les sirve para prevenir la pérdida de
agua y sus hojas han sido reducidas a espinas
(Newland et al., 1980; Montafio et al.,, 1993;
Hernandez y Godinez, 1994). Estas especies
presentan un tallo carnoso que puede crecer en
forma de 6rgano, globular, cilindrico, candelabro y
arbustivo, el cual funciona como elaborador de
carbohidratos  primarios  siguiendo la ruta
fotosintética del metabolismo &cido de las
crasulaceas (MAC).

En él se distribuyen meristemos laterales
frecuentemente latentes compuestos por dos
yemas, una que produce espinas y otra que
produce brotes axilares o yemas florales (Seeni y
Gnanam, 1980; Hubstenberger et al., 1992;
Montafio et al., 1993).

Estas yemas estan contenidas en las areolas y/o
mamilas, una estructura Unica en las cactaceas que
se distribuye en algunas especies a lo largo de las
costillas o pueden proyectarse en tubérculos como
en Leuchtenbergia sp (Starling, 1985).

CARACTERISTICAS DE LA ESPECIE
Astrophytum myriostigma Lemaire

El nombre de este género proviene del griego
“astron” que significa estrella y “phyton" planta
(Cuadro 1).

Cuadro 1. Clasificacion taxonémica de A. myriostigma

Lem.
REINO: Vegetal
SUBDIVISION: Angiospermae
CLASE: Dicotiledéneas
ORDEN: Cactales
FAMILIA: Cactaceae

(Clasificacién de Jussieu A. L.,1789)
SUBFAMILIA:  Cactoideae

TRIBU: Cacteae
GENERO. Astrophytum
ESPECIE: myriostigma

Forma de la planta.-Solitarias 0 cespitosas,
globulares a cilindricas usualmente 5 a 8 costillas,
raramente 10 en forma de estrella prominentes y
agudas. Al borde de las costillas presentan areolas
lanosas pequefias y muy juntas. Son
completamente inermes 'y estan cubiertas
generalmente de pelos parduscos y carecen de
espinas.




Altura y didmetro.- 10 a 60 cm de altura x 10 a 20
cm de diametro.

Tallo.- Simple con epidermis gruesa y dura debido
a dos estratos de células esclerenquimatosas.
Epidermis.- Verde presentando tricomas que lo
cubren como una lana dando un aspecto grisaceo a
blanco. Flores.- Surgen en el pice de la planta
como grandes margaritas de muchos pétalos y su
tamafio va de 3 a 8 cm de diametro. Son de color
amarillo, ocasionalmente con el centro rojo, éstas
brotan de areolas jovenes, son campanuladas
diurnas y presentan un brillo sedoso. Aunque
florecen durante todo el verano sus flores duran
pocos dias. Estambres.- Inferiores se encuentran
cerca de la base del estilo, siendo el anillo nectario
muy corto, otros se insertan uniformemente en el
resto del tubo floral. Ovario.- Grande y los évulos
estan insertos en la placenta. Fruto.- Globular color
castafio o rojizo, dehiscente, escamoso y en su
parte axilar presenta una lana mas o menos ocre;
algo carnoso y conserva adheridos restos del
perianto. Semillas.- Brillosas naviculares y en la
region aquillada se encuentra el embrién. Este es
ovoide 0 recto con cotiledones pequefios. El
micropilo es pequefio y se localiza cercano a la
region aquillada. La testa es lisa y quebradiza. En
la diseminacion de las semillas intervienen
activamente las hormigas. (Britton y Rose, 1963;
Sanchez, 1987; Bravo-Hollis y Sanchez 1991;
Moeller-Villar, 1993).

Distribucion.- Existen diversas variedades, entre
ellas, quadricostatum, con sélo 4 costillas y nudum,
de tallo color verde, sin restos de escamas. La
especie A. myriostigma se distribuye en las
regiones montafiosas del centro y norte de México
abarcando los estados de San Luis Potosi (mpio.
de Matehuala); Coahuila (mpio. de Saltillo y Ramos
Arizpe), Nuevo Ledn (mpio. Dr. Arroyo) vy
Tamaulipas (mpio. Jaumave y Tula) (Anderson,
2001).
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Habitat.- Suelos pedregosos calcareos de matorral
desértico rosetdfilo localizadas entre las grietas de
las piedras, asociada con Opuntia leptocaulis,
Agave lechuguilla, Euphorbia antisyphilitica.

Sinénimos

Echinocactus myriostigma Salm-Dyck

Cereus callicoche Galeotii

Astrophytum prismaticum Lemaire

Echinocactus myriostigma columnaris Shumann Gesamtb
Echinocactus myriostigma nudus R. Meyer.

ANTECEDENTES DEL CULTIVO DE
TEJIDOS EN CACTACEAS

Los primeros estudios de cultivo in vitro en
cactaceas fueron realizados por Minocha y Mehra
(1974), quienes intentaron generar brotes
adventicios de Mammillaria woodsii mediante la
formacion de callo a partir de yemas, plantulas y
partes florales, sin obtener resultados positivos.
Posteriormente, Mauseth y Halperin (1975) y
Mauseth (1976), abordaron el control hormonal
durante la diferenciacion, demostrando que los
brotes adventicios de Opuntia polyacantha podian
forzarse y crecer hasta generar una plantula. Dos
afios después estos autores propusieron la
generacién de brotes adventicios como la via de
regeneracion en Echinocereus, método que
posteriormente fue probado por Johnson y Emino
(1979 b) en M. elongata encontrando una eficiencia
baja en el nimero de brotes.

Subhash y Mehra (1974) estudiaron el aspecto
nutricional y morfogénico del callo, mientras que
Mauseth y Halperin (1975) y Mauseth (1979 b) el
control hormonal durante la organogénesis. Ellos
encontraron que la respuesta morfogénica esta
fuertemente influenciada por las fitohormonas y que
ésta depende del tipo y concentracibn que se
utilice.



Mauseth (1976, 1978 y 1979 a) fue el primero en
micropropagar cactdceas mediante el cultivo de
yemas axilares en letargo, mencionando que el
meristemo apical de la mayoria de las
espermatofitas estd compuesto por tdnica y
corpus; este Ultimo organizado en tres zonas, a)
célula madre central, b) zona periférica y c)
meristemo. Este autor agrega que la mayoria de los
meristemos axilares son quiescentes y que algunos
pueden tener un primordio axial localizado entre el
meristemo y la espina. Aiade que la actividad
mitética de cada una de las zonas difiere
significativamente, con la influencia de las
fitohormonas, encontrando que con &cido giberélico
el meristemo es también mitéticamente activo pero
no incrementa su tamafo; en cambio, con BA
(bencilaminopurina) se desarrollan  primordios
fotosintéticamente normales a partir del meristemo
axilar, el cual incrementa su tamafio y llega a ser
mitoticamente activo desarrollandose como brote.

Entre los trabajos sobre los factores que inciden
en la activacién de areolas se tiene el de Vyskot y
Jara (1984), Martinez-Vazquez y Rubluo (1989),
Clayton et al., (1990) y Dabekaussen et al. (1991).
Todos ellos han encontrado diferencias en la
eficiencia del método de propagacién, la cual se
expresa en el numero de brotes/explante.

APLICACION DEL CULTIVO DE TEJIDOS EN
CACTACEAS

El cultivo de tejidos no sélo se ha utilizado para
micropropagar y estudiar el efecto de los
reguladores de crecimiento durante la
morfogénesis, sino también para estudiar la
fotosintesis siguiendo la ruta del metabolismo &cido
de las crasulaceas (MAC) (Seeni y Gnanam, 1980),
describir la estructura del 4pice (Mauseth, 1983 a),
investigar la respuesta nutricional y morfogénica del
callo embriogénico (Subhash y Mehra, 1974),
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analizar isoenziméaticamente este tipo de tejido
(Machado et al., 1993), eliminar enfermedades
causadas por hongos y bacterias (Gratton y Fay,
1990), investigar la variacion somaclonal (Corneau
et al., 1990) y la produccién de fitoalexinas (Paré et.
al. ,1991).

Micropropagacion

A nivel comercial los métodos de propagacion
convencional en cactaceas son inadecuados,
debido a bajos porcentajes de germinacion, lenta
tasa de crecimiento y reducida cantidad de brotes
laterales (Zachary, 1981; Ault y Blackmon, 1987,
Hubstenberger et al., 1992; Montafio et al., 1993).

Al respecto, Yassen-Mohamed et al., (1995 a)
mencionaron que la propagacién sexual tiene
algunos inconvenientes comparada con la asexual,
en cuanto a segregacion genética y estado juvenil
largo, por lo que Hubstenberger et al., (1992)
propusieron la propagacion clonal a través de la
micropropagacion como una via factible en
cactaceas. Ellos agregaron que, a través de la
micropropagacion, se puede satisfacer la demanda
de plantas, haciendo que la extincién de las que
ahora se encuentran catalogadas como
amenazadas sea injustificable.

La micropropagacion se refiere a la propagacion
vegetativa de plantas in vitro; en este sistema se
utilizan como inéculos o explantes tejidos u 6rganos
gque se toman de una 0 mas plantas donadoras, los
cuales tienen meristemos preexistentes y a partir
de ellos se generan uno o mas brotes (Murashige,
1974; Villalobos y Thorpe, 1985; Pierik, 1987).

Los brotes se obtienen de yemas axilares que se
desarrollan in vitro; estas estructuras estan
contenidas en areolas o mamilas y pueden provenir
de segmentos de plantas de vivero (Vyskot y Jara,
1984; Escobar, 1985; Yassen-Mohamed et. al.,
1995a), campo (Clayton et al., 1990) y de plantulas
germinadas in vitro (Fay y Gratton, 1992).
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Rodriguez-Garay 'y  Rubluo  (1992) vy
Hubstenberger et al., (1992) sefalan que en el
cultivo de yemas axilares aun existen varias
incognitas por resolver; sin embargo, este método
de clonacion puede ser eficiente en especies Utiles.

En la micropropagacion existen ventajas sobre
los sistemas convencionales de propagacion; sin
embargo, es importante mencionar que estas
ventajas dependen fuertemente de la
infraestructura con que se cuente, del valor
agregado que tenga en el mercado la especie que
desea propagarse, el nivel de produccion que
pretenda generarse y de factores inherentes al
método, como la condicién fitosanitaria de las
plantas donadoras de inGculos o0 explantes
(presencia de alguna enfermedad), la edad
fisiologica (juvenil, maduro), deficiencias
nutricionales, tamarfo Yy tipo de tejido seleccionado
como explante, los constituyentes del medio de
cultivo, las condiciones de incubacion, la
interaccion entre factores fisicoquimicos y eficiencia
en el numero de brotes generados/explante
(Escobar, 1985; Villalobos y Thorpe, 1985).

Desde el punto de vista cientifico, Ila
micropropagacion (cultivo de 6rganos o tejidos) es
una opcion para multiplicar ripidamente variedades
0 especies que cuentan con pocos individuos o que
tienen dificultades para propagarse por métodos
convencionales. A través de esta herramienta de
propagaciéon, se puede tener un mayor control
fitosanitario, generar plantas libres de virus (cultivo
de meristemos) y puede acelerarse el mejoramiento
genético proliferando en corto tiempo genotipos
sobresalientes.

Ademas de la micropropagacion, en el cultivo de
tejidos in vitro, pueden inducirse otras respuestas
morfogénicas como embriogénesis soméatica
(Subhash y Mehra, 1974; Machado et al., 1993) y
organogénesis (Minocha y Mehra, 1974; Sarling y
Dodds, 1983).

Propagacion clonal de plantas por cultivo
de tejidos

La propagacion clonal de plantas por cultivo de
tejidos se basa en el principio de que toda célula
vegetal tiene la informacibn genética para
regenerar un organismo completo y para que la
célula pueda expresar este potencial es necesario
que se le proporcionen las condiciones medio
ambientales adecuadas, utilizando principalmente
medios nutritivos de composicion definida en
recipientes de vidrio y condiciones asépticas en
todas las etapas de propagacion.

Estas condiciones han sido agrupadas de la
forma siguiente:

a) Condiciones quimicas o de medio de cultivo:
compuestos inorganicos como macro nutrientes y
micronutrientes; compuestos organicos como
carbohidratos, vitaminas, aminoacidos reguladores
del crecimiento, complejos organicos y sustancias
de soporte fisico (agar).

b) Condiciones fisicas: temperatura, iluminacion,
humedad relativa y gases atmosféricos.

Ventajas y desventajas de la propagacion

Villalobos y Thorpe (1985), citados por Estrada
(1988) y Sagawa y Kunisaki (1990), sefialan
algunas ventajas del cultivo de tejidos con respecto
a otros sistemas de propagacion (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Consideraciones del sistema de micropropagacion.

VENTAJAS DESVENTAJAS
v' Con una pequefia
cantidad de tejido, que . L
constituye  un  explante | ¥ La micropropagacion

indculo, potencialmente se
pueden regenerar millones de
plantas. El explante es un
fragmento de la planta que es
establecido in vitro.

requiere técnicas avanzadas e
instalaciones y equipo
especializados.

v' Esta técnica permite
multiplicar ~ especies  con
dificultades para ser
propagadas por métodos
convencionales.

v Se requiere desarrollar
métodos  especificos para
obtener resultados &ptimos
con cada especie.

v" El nimero de plantas del
genotipo de interés puede
incrementarse rapidamente y
en un tiempo mas corto que
la propagacion convencional.

v' Las plantulas inicialmente
son muy pequefias.

v Los niveles de
nutrimentos, luz, temperatura
y otros factores pueden ser
facilmente controlados para
acelerar la  multiplicacién
vegetativa y regeneracion.

v" Se pueden multiplicar
grandes cantidades de
plantas en un espacio
reducido, a bajo costo y en
tiempos econémicamente
costeables.

v'  Se puede controlar la
sanidad del material
propagado.

v Los materiales se
pueden transportar bajo las
condiciones in vitro a otros
paises con menos
restricciones.

v Para que sea factible su
aplicacién se requiere que la
propagacion in  vitro del
genotipo de interés sea
rapida, méas eficiente y menos
costosa que la propagacion
convencional o comercial que
se tenga registrada,
destacando sus diferencias
en cuanto a su volumen de
produccion, calidad y
uniformidad.
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METODOS USADOS EN LA
MICROPROPAGACION DE LAS ESPECIES
VEGETALES

a) Obtencién de embriones somaticos a partir
de callos o células en suspension.
b) Obtencién de brotes adventicios a partir de

callos o células en suspensién, para su posterior
enraizamiento.

C) Formacion de brotes adventicios
directamente del tejido, sin pasar por la etapa de
callo. Los brotes son posteriormente enraizados.

d) Inducciéon de brotes a partir de &pices o
yemas axilares, para su posterior enraizamiento.

Generalmente, un medio que contenga altos
niveles de auxinas inducira la formacion de callos.
También la combinaciéon de auxinas y citocininas
pueden promover la formacion de callos, pero si se
reduce la concentracidén de auxinas y se incrementa
la concentracion de citocininas se induce la
formacion de brotes (Dixon, 1985).

Para el caso de la regeneracion in vitro de
cactaceas, la cantidad de callo producido y la
eficiencia de organogénesis depende de las
variables siguientes:

v' Tipos y concentraciones de reguladores de
crecimiento en el medio de cultivo.

v' Condiciones de crecimiento de la planta
donadora.

v' Edad de la planta donadora.

v In6culo seleccionado.

v' Porcién y edad del tejido donador.

v' Genotipo de la planta donadora (Kut et al.,

1984).
12



ESQUEMA DE MICROPROPAGACION PARA
EL BIRRETE O BONETE DE OBISPO

De acuerdo con Litz y Gray (1992), la
micropropagacion es una técnica para multiplicar
especies o variedades en un tiempo mas corto,
comparado con el método de propagacion
tradicional (via sexual o asexual), por lo que se ha
considerado como una opcion para producir plantas
del birrete  (A. myriostigma Lem.) de manera
intensiva en cantidades suficientes, mismas que
pueden utilizarse con diferentes propadsitos.

Las diferentes etapas de la micropropagacion
han sido descritas por Pierik (1987) y Margara,
(1988), y fueron evaluadas en el Laboratorio de
Cultivo de Tejidos Vegetales del Campo
Experimental Saltillo CIRNE-INIFAP para
determinar el esquema 'y técnica de
micropropagacion para esta especie. Se determind
gue el esquema abarca cuatro etapas que, en
conjunto, implican un periodo de ocho meses para
la produccion de vitroplantas.

La primera etapa es la de establecimiento, en
donde las semillas se establecen en un cultivo
aséptico in vitro. La segunda etapa es la de
multiplicacion, en donde se promueve la induccién
de brotes a partir de explantes tomados de
epicotilos. El enraizamiento y aclimatacion son las
etapas siguientes, en donde se promueve la
elongacion de los brotes y la induccién de raices.

Después que los brotes forman su sistema
radical, se ha completado la formacion de las
nuevas plantas, las cuales pueden posteriormente
aclimatarse en invernadero (Figura 2).

Para la produccién intensiva de vitroplantas de
esta cactacea, se requieren de segmentos de una o
méas plantas donadoras, mismas que se utilizan
para obtener brotes los cuales, al desarrollarse,
formaran nuevas plantas.
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De esta manera se puede continuar con la etapa
de multiplicacion, subcultivando los brotes en un
medio de cultivo definido para que éstos se
incrementen y continde su proliferacion. Asi es
como el Laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales del Campo Experimental Saltillo
(LACUTEV-CESAL), ofrece a los productores una
nueva opcion rentable para impulsar el desarrollo
productivo en la region.

| ESTABLECIMIENTO |
| ]

v

Figura 2. Esquema para la produccidon de vitroplantas del
bonete o birrete de obispo (A. myriostigma Lem).

14



Medio Nutritivo Base Cuadro 3. Componentes de los medios de cultivo para la produccion
de plantulas in vitro de A. myriostigma Lem.

Existen diferentes medios de cultivo, por lo que
su seleccion depende del objetivo que se persiga,

ya sea para el establecimiento in vitro 0 Peso Requerimiento para
multiplicacion. Composicion | Molecular e m_edlo
Milimoles | Micromoles
Los explantes requieren de un medio que © (mM) (UM)
suministre un balance nutricional adecuado para Macroelementos
que a corto plazo se obtenga un crecimiento NH,NO; 80.40 20.60
optimo. KNO, 101.11 18.80
El medio base que méas se ha utilizado para la MgS0O,.7H,0 246.48 1.50
produccion de plantulas in vitro de cactaceas es el KH,PO, 136.09 1.25
MS (Murashige y SkOOg, 1962), .EI cual se Ca(NOs), 236.15 3.00
c_omp_lementa_ con diferentes ,d_05|s de fitohormonas, Microelementos
vitaminas y ajustadores osméticos (Cuadro 3). IK 166.01 1.00
H3;BO; 61.83 1.00
MnS0O,4.4H,0 228.00 0.10
ZnS0,.7H,O 287.54 0.30
Na;Mo00O,.2H 241.95 0.01
CuS04.5H,0 249.68 0.001
CoClI.6H,0 239.93 0.001
Quelatos
Na,EDTA 372.24 1.00
FeS0O,.7H,0 278.28 0.90
Vitaminas
Acido 123.10 4.06
Piridoxina 205.60 2.43
Tiamina 337.30 0.29
Myoinositol 180.20 5.54
Aminoacidos
Glicina 75.07 0.26
Acido 238.30 0.49
Medio de Cultivo
Sacarosa | 342.30 87.64
Agar (6.0 g/l)

16
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Procedimiento para la elaboracién del
medio nutritivo

1) En un vaso de precipitado afiadir la cuarta
parte de agua destilada de la cantidad que se
desea preparar de medio.

2) Disolver la cantidad de sacarosa.

3) Afadir el volumen correcto de cada una de las
soluciones de microelementos y macroelementos
(Figura 3 c).

4) Anadir el volumen correcto de quelatos,
vitaminas, y aminoacidos.

5)  Adadir las fitohormonas si el medio nutritivo lo
requiere.

6) Mezclar estos componentes y aforar con agua
destilada a la cantidad que se desea preparar del
medio (Figura 3 e).

7) Introducir el electrodo del potenciémetro en la
muestra, esperar que el aparato tome la lectura y
ajustar el pH a 5.7. Para bajarlo agregar algunas
gotas de HCI 1N y para subirlo aplicar algunas
gotas de NaOH (Figura 3 d).

8) Colocar el medio en una parrilla para calentar
y agregar el agar, mezclar hasta diluirlo, antes de
ebullicion.

9) Vaciar el medio en los recipientes, ya sean
frascos, tubos o envases y esterilizar por 20
minutos en autoclave, considerando una
temperatura de 120 °C y 4 libras de presiéon (Figura

30).
10) Ya esterilizados, los recipientes se colocan en
un lugar limpio (Figura 3h).
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Figura 3. Elaboracion del medio nutritvo para la
microprogacion del bonete o birrete de obispo (A.
myriostigma Lem.) en el Laboratorio de Cultivo de
Tejidos Vegetales del Campo Experimental Saltillo
CIRNE-INIFAP (LACUTEV-CESAL).
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Vida del medio

El medio de cultivo se puede almacenar a
temperatura ambiente por una semana. Si se
requiere aumentar el tiempo de almacenamiento el
medio de cultivo tendra que refrigerarse. Sin
embargo, de preferencia se debe usar medio
fresco, siempre que sea posible.

PROCESO DE MICROPROPAGACION

ETAPA 1. ESTABLECIMIENTO DEL
INOCULO EN UN CULTIVO ASEPTICO

El propésito de esta etapa es establecer in vitro
un explante estéril en un medio de cultivo aséptico.
Esta es una etapa critica de gran importancia, dado
gue en este proceso intervienen factores que
determinan su éxito, como la contaminacion
enddégena o0 exdgena causada por bacterias y
hongos (Hubstenberger et. al., 1992). Este efecto
puede evitarse si se realiza una buena desinfeccion
en la que se involucran diferentes tipos vy
concentraciones de agentes desinfectantes, los
cuales no deben ser tdxicos y pueden
seleccionarse en funcién del tipo de explante que
vaya a utilizarse. Asimismo, debe evitarse aplicar
una alta concentraciéon de productos, ya que estos
pueden inhibir la germinacién o, la brotacion de
yemas. El protocolo de desinfeccibn es muy
importante, ya que de ¢él depende el
establecimiento in vitro del explante.

En esta etapa se utilizan semillas del birrete
como explante, mismas que se desinfectan
obteniendo en la etapa de establecimiento el 1% de
contaminacion, lo que equivale a obtener 1 tubo
contaminado por bacterias u hongos por cada 100
tubos establecidos, lo cual indica que la
desinfeccion realizada es satisfactoria eliminando
las particulas de polvo y microorganismos sin
provocar la muerte del tejido vegetal (Figura 4).
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Villegas (1996) y Paques (1991), agregan que,
ademas de eliminar la contaminacién, en esta
etapa se debe evitar la sobrehidratacion,
malformacién y oxidacion del tejido, ya que esto
puede generar plantulas o brotes anormales que
dificilmente podran multiplicarse.

Figura 4. a.- Contaminacion de semillas del bonete o
birrete de obispo (A. myriostigma Lem). b.- Establecimiento de
la vitroplanta en un cultivo aséptico en el Laboratorio de Cultivo
de Tejidos Vegetales del Campo Experimental Saltillo CIRNE-
INIFAP (LACUTEV-CESAL).
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Semillas como fuente de indculo

Se tienen referencias de que en diferentes
semillas de cactaceas se ha logrado establecer un
cultivo in vitro sin bacterias y hongos
sumergiéndolas en etanol al 95 % por 2 min., luego
en hipoclorito de sodio al 2% (a partir de la
concentracion  comercial) por 7 min. 'y
enjuagandolas tres veces con agua estéril (Clayton
et al. 1990). Otros autores han utilizado hipoclorito
de sodio al 1%, mas unas gotas de surfactante por
10 min. obteniendo  también  resultados
satisfactorios (Hernandez, 1994).

Mauseth (1979 b) utilizé la misma concentracion
de hipoclorito de sodio que Hernandez y Godinez
(1994); sin embargo, él enjuagé las semillas con
HCI al 0.01 N estéril en lugar de agua. Por su
parte Martinez-Vazquez y Rubluo (1989) no
utilizaron etanol y aumentaron la concentracién de
hipoclorito de sodio al 6% por 20 min. y
posteriormente las enjuagaron tres veces con agua
doblemente esterilizada.

Como se observa, todos han generado para el
establecimiento aséptico diferentes protocolos de
desinfeccion y han utilizando agua destilada o
bidestilada estéril, diferentes concentraciones de
etanol, hipoclorito de sodio (ingrediente activo de
muchos blanqueadores comerciales) o hipoclorito
de calcio mas un surfactante para mejorar el
contacto entre el explante y el producto
desinfectante.

Las diferencias encontradas en la eficiencia del
protocolo de desinfeccion de las semillas depende
del tipo y tiempo de exposicion de los reactivos
empleados. La seleccion de éstos debe ser en
funcién de la consistencia de la testa, pues altas
concentraciones pueden dafiarla, necrosar el
micrépilo e impedir la emergencia de la radicula vy,
en caso extremo, matar al embrion.
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Del éxito que se tenga en la desinfeccion
dependerd el desarrollo futuro de la
micropropagacion. Para el caso de esta cactacea
se logro establecer un cultivo aséptico, mostrando
gue la eficiencia de un protocolo de desinfeccion
depende del tipo de tejido vegetal que se maneje y
del tiempo de exposicion de los reactivos
empleados.

Protocolo de desinfeccién

En la etapa de establecimiento in vitro se genero
una técnica de desinfeccion para las semillas de A.
myriostigma Lem. en la que es importante
considerar el tiempo de inmersién y concentracion
de agentes desinfectantes, para lo cual se
evaluaron ambos parametros seleccionando el
siguiente protocolo de desinfeccién (Cuadro 4).

Cuadro 4. Protocolo de desinfeccion optimizado para las
semillas de A. myriostigma Lem. utilizado en el
Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del

CESAL-INIFAP.
ANTES ** MODIFICADO?
-Lavar con agua estéril y jabon 5
-Lavar agua estéril y min.
jabdn 3 min.

-Sumergir en alcohol 70 % 6 min.
-Sumergir en alcohol 70

% 3 min. -Sumergir en Hipoclorito de sodio

al 100 %. (6% concentracion

-Sumergir en Hipoclorito comercial) por 5 min. més unas
de sodio al 100%. (6% gotas de tween 20.
concentracion

comercial) por 10 min. -Enjuagar 5 veces con agua

destilada estéril dentro de la
-Enjuagar 3 veces con campana de flujo laminar.

agua destilada estéril. .
9 -Establecer las semillas en tubo o

-Establecer en tubo. frasco con 5y 15 mL de medio
respectivamente.

*.- Hernandez y Godinez (1994) y Villegas (1996).
! - 90 al00 % de contaminacion.
2 -1 a5 % de contaminacion.
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Con este protocolo de desinfeccion no se dafié
ni quemod la testa de las semillas del birrete,
tampoco se necrosé el micrépilo y matd el embrion,
permitiendo la emergencia de la radicula durante la
germinacion (Figura 4b).

Germinacioén in vitro

Las semillas de esta cactacea estan formadas
por un embrién, material de reserva y tejidos de
proteccion, estos tegumentos forman una cubierta
protectora llamada testa que en el caso del birrete
es cerosa e impermeable al paso del agua. Como
ocurre con todas las especies de propagacion
sexual la germinacion de esta especie consiste en
la reanudacioén del crecimiento del embrién, el cual
ha permanecido en estado latente.

Durante el proceso de germinacion el
metabolismo celular de la semilla se incrementa, el
embrién activa su crecimiento, la cubierta de la
semilla se rompe y emerge la plantula (Besnier,
1989).

En la etapa de establecimiento se evalué el
efecto de seis diferentes medios de cultivo en la
germinacion in vitro (Medio Base de Germinacion
MBG), seleccionando el que registr6 mayor
porcentaje de germinacion y altura de las
vitroplantas.

En el caso del birrete, se encontré que el 100%
de las semillas de esta especie establecidas en el
MBG son quiescentes y viables presentando un
embrién vivo con capacidad para germinar (Figura
5).

Los resultados mostraron que esta cactacea no
requiere promotores de la germinacién para romper
el letargo morfologico que se presenta cuando las
semillas se hacen germinar en invernadero.

23

ssussussEaa r T
T :

) 4

-

1
bt o
s 41
=

=344
B i

i
++-4+-14
HH
Lilillid

Figura 5. Aspecto del hipocotilo y epicotilo de las semillas del
bonete o birrete de obispo (A. myriostigma Lem.), a
los 30 dias de germinadas in vitro en el LACUTEV-
CESAL.

Velocidad de emergencia

La emergencia de las plantulas de esta especie
obtenida en el LACUTEV-CESAL es mas rapida
bajo condiciones asépticas, que en condiciones ex
vitro, siendo el tipo de medio de -cultivo y
condiciones de incubacion in vitro lo que favorece
este proceso, inhibiendo el caracteristico letargo
morfolégico que se observa cuando las semillas
germinan en condiciones naturales, o cuando éstas
se hacen germinar en invernadero o vivero.

Del andlisis realizado se determind que la
germinacion es epigea y que la emergencia de las
vitroplantulas se registra desde los siete dias
de incubacién in vitro, observandose un hipocotilo
pivotante fuerte, con un epicotilo compuesto por
dos hojas rudimentarias. En  condiciones
controladas, el MBG que influye en la velocidad de
germinacion de esta cactacea fue adicionado con
osmoacondicionadores (Tratamiento T5, ver cuadro
5).
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En este medio, desde los siete dias de
incubacion se registrd6 la mayor velocidad de
emergencia superando al resto de los medios de
cultivo utilizados en la etapa de establecimiento
(Cuadro 3). Esta tendencia se mantuvo hasta el
final de la evaluacion, aun cuando no hubo
diferencias  estadisticas entre  tratamientos,
mostrando que in vitro esta cactacea requiere de
hasta 42 dias para que las semillas completen su
proceso de emergencia, registrando en promedio
67 % de germinacion (Figura 6).

Figura 6. Velocidad de emergencia de las plantulas del bonete
o birrete de obispo (A. myriostigma Lem.), después de
42 dias de establecidas in vitro en el LACUTEV-
CESAL-INIFAP.

Porcentaje de germinacién

En los primeros 28 dias de incubacion se
encontraron diferencias significativas (P<0.05) entre
los MBG evaluados, siendo el medio adicionado
con osmoacondicionadores el que registré el mayor
porcentaje de germinacién (67.5%); sin embargo, al
final de la evaluacion todos los tratamientos fueron
estadisticamente iguales, encontrandose que en
condiciones in vitro esta especie puede alcanzar,
un porcentaje de germinacién superior a 65 % a
los 42 dias de incubacion (Cuadro 5).
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Las diferencias entre los MBG evaluados se
encontraron solamente en la altura y aspecto de las
vitroplantulas.

Aun cuando no hubo diferencias estadisticas, los
medios de cultivo adicionados con acido giberélico,
en general presentaron menores porcentajes de
germinacion que sus homélogos que no fueron
adicionados con este componente, registrando un
efecto inhibitorio. Esta respuesta indica que esta
especie no requiere promotores para la
germinacion y que la relacion endogena de
giberelina-citocinina promueve este proceso.

Cuadro 5. Porcentaje de germinacion de A. myriostigma Lem.

en diferentes medios de cultivo in vitro evaluados en
el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del

CESAL-INIFAP.
TRAT DIAS
7 14 21 28 35 42
T1 59y, 325, 4924 557 5 655, 684,
T2 88 300, 432, 5644 576, 623,
T3 36, 208a 366, 449, 610, 67.0,
T4 0 40, 12.0. 450, 68.0, 684,
T5 205, 375, 593, 675, 703, 703,
6 33, 333, 465  557. 656, 66.84

p= 6.7 29.2 44.2 58.0 64.6 67.2

MS= Medio Murashige-Skoog. AG;=Acido giberélico. MAAA = Medio
agar y osmoacondicionadores

T1.- MS; T2.- MS + AGg; T3.- MS %; T4.-MS Y2 + AGgs; T5.- MAAA; T6.-
MAAA + AGz Medias con la misma letra en cada columna difieren
significativamente (Tukey P < 0.05).

Alturay aspecto de las vitroplantas

Entre los MBG existieron diferencias en el
desarrollo de las Vvitroplantas, los medios
adicionados con el medio MS (Murashige y Skoog,
1962), con y sin promotores de la germinacién (T1
(MS) y T2 (MS + AGy), registraron la mayor altura
de las vitroplantas (12 mm); sin embargo, el 90%
de estas se sobrehidrataron o Vvitrificaron, efecto
gue es negativo para la micropropagacion de esta
cactdcea porque origina mayor acumulacion de
agua en el tejido parenquimatico,
desdiferenciandolo a callo, efecto que también se
ha observado en otras cactaceas en donde la
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concentracion total de sales y la relacion NO3:NH,4
del medio es alta.

Las vitroplantas desarrolladas en el MBG
adicionado con los nutrimentos del medio MS %
(Murashige y Skoog, 1962) con y sin promotores de
la germinacion (T3 y T4), no presentaron este
efecto registrando una altura de las vitroplantas de
9 mm. Las vitroplantas que se desarrollaron en los
MBG adicionados con osmoacondicionadores con y
sin promotores de la germinacion (T5 y T6)
registraron una altura 50% menor que en los demas
medios evaluados.

De los resultados encontrados en la etapa de
establecimiento in vitro del birrete, se determiné
gue, en el proceso de germinacién y desarrollo de
las vitroplantas, la seleccion del medio de cultivo es
importante y que el MBG adicionado con el medio
MS %, fue el que mejor promueve la germinacién y
la altura de las vitroplantas de A. myriostigma Lem.,
con las que se puede continuar con las siguientes
etapas del proceso de micropropagacion de esta
especie.

ETAPA 2. MULTIPLICACION O INDUCCION
DE BROTES

En esta etapa se busca producir un rapido
incremento de O6rganos y otras estructuras, las
cuales posteriormente pueden dar origen a brotes.

El desarrollo de estos brotes puede ser obtenido
a partir de la induccién de yemas axilares, érganos
o la induccibn de embriones, considerando un
determinado tipo de explante y una determinada
concentracion de reguladores de crecimiento
aplicados a un medio de cultivo base de
multiplicacion (MBM).

De las condiciones del medio de cultivo se
obtiene una tasa de multiplicacion que puede variar
dependiendo de la especie.
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Con esta cactacea el desarrollo de brotes se
logré mediante organogénesis directa y activacion
de areolas. La induccion de brotes del birrete se
obtuvo a partir de tres tipos de explante,
considerando un periodo de incubacion de 8
semanas (Figura 7).

Figura 7. Establecimiento de explantes en la etapa de
multiplicacion para la induccidn de brotes del bonete
0 birrete de obispo (A. myriostigma Lem.), en el
Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del
CESAL-INIFAP
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Los explantes incubados en un MBM elaborado
con los componentes del medio MS, adicionado
con una relacion de citocinina- auxina de 10:1
pueden producir dependiendo del tipo de explante
de 4 hasta 16 brotes por explante (Cuadro 6).

Cuadro 6. Respuesta morfogenética de diferentes tipos
de explante de A. myriostigma Lem. utilizados
en la induccion de brotes (MBM) en el
Laboratorio de Cultivo de Tejidos del Campo
Experimental Saltillo CIRNE-INIFAP.

TIPO DE NUMERO DE ALTURA
EXPLANTE BROTES/EXPLANTE | (mm)
BASAL 4.2 57
APICAL 36 55
SEGMENTOS
AXILARES 4.0 6.0

La tasa de multiplicacion para explantes basales
y apicales es similar a la reportada para los
géneros Coryphantha, Echinocereus y Mammillaria,
por lo que la tasa de multiplicacion es exponencial
manteniendo una relacion 1:4:4:4; sin embargo, con
los explantes tomados de las costillas de la planta
esta proporciéon se incrementa hasta 16 nuevos
brotes, que representa obtener por planta
fraccionada una relacion 1:16:16:16. Los brotes
generados en dichos explantes registran, en
promedio, una altura de 6 mm requiriéndose de un
subcultivo en medio fresco sin fitohormonas para
promover su elongacion y posterior enraizamiento.

Si se establecen 100 explantes, en un periodo
de ocho semanas se pueden producir de 400 a
1600 nuevos brotes, mismos que formaran las
nuevas vitroplantas. Esta produccion triplica el
volumen de plantas que pueden obtenerse por
métodos convencionales.
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ETAPA 3. ENRAIZAMIENTO

En esta etapa se pretende promover la
rizogénesis mejorando la accion de las auxinas
enddgenas.

Algunas especies de cactaceas presentan una
alta concentracion enddgena de auxinas, que
promueve el enraizamiento de los brotes en el
mismo medio de cultivo utlizado para la
multiplicacién (MBM), sin necesidad de aplicar esta
fitohormona. En algunas especies el proceso de
enraizamiento puede realizarse directamente in
vivo en invernadero, mientras que en otras se
requiere que los brotes desarrollados sean
subcultivados en medios especificos para la
induccién de raices.

En todos los casos referidos, el proceso de
rizogénesis es mediado por dicha fitohormona
siguiendo tres etapas:

o Etapa de los fenoles.- Estos tienen un efecto
sinergistico, inhibiendo la enzima AIA oxidasa.
Esta inhibicién permite que la auxina se acumule
en la parte basal del brote, promoviendo la
division celular e induciendo la formacion de
raices.

o Etapa de Induccibn  Temprana.- Los
monofenoles se cambian a polifenoles e
inactivan a la auxina dando comienzo a la
tercera etapa.

e Etapa Iniciacion Tardia.- Los primordios se
organizan y finalmente se da el crecimiento y
diferenciacion de raices.

El enraizamiento in vitro puede ser afectado por
la especie, tipo y tamafio del explante, estado
fisiolégico del tejido, numero de subcultivos,
composicion del medio de cultivo y condiciones de
incubacion.
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Starling y Dodds (1983) y Roberts y Matthews
(1995), sefialan que el sistema radical desarrollado
in vitro no es completamente funcional, por lo cual
sugieren el enraizamiento in vivo; sin embargo,
Cabaleiro (1991), demostré que a pesar de que las
raices generadas in vitro son mas delgadas que las
generadas in vivo, ambas tienen la misma
capacidad para absorber nutrientes. El problema
del enraizamiento in vitro consiste en que las raices
llegan a ser largas y numerosas, haciéndose
sensibles al dafio mecanico cuando se realiza el
transplante al suelo.

Con esta cactacea se evalué la induccién de
raices en un medio base (MIR) adicionado con tres
niveles de osmoacondicionadores (1= 8.76, 2=
11.6 y 3= 14.6 pM) y cuatro niveles de auxinas (a=
0.0, b= 12.43 x 10", c= 18.64 x 10™" d= 24.86 x 10"
de AIB). Para el enraizamiento in vitro, se utilizaron
brotes elongados de 15 mm de altura de A.
myriostigma, encontrandose que el proceso de
rizogénesis se presenta desde las cuatro semanas
de incubacion y que en todos los tratamientos
existieron diferencias altamente significativas
(P<0.01) en altura de las plantas y namero de
raices, asi como diferencias significativas (P<0.05)
en longitud de raices.

NUmero de raices

El medio MIR adicionado con el tratamiento T7
(11.6 pM de CH»01; y 18.64 x 107 de AIB)
resulté significativo en el proceso de induccion
radicular, registrando, en promedio 3.4 raices por
planta sin la presencia de callo (Cuadro 7).

El MIR adicionado con los tratamientos T10, T11
y T12, registraron un efecto negativo
desdiferenciando el tejido parengquiméatico formando
callo y raices.
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La presencia de tejido desdiferenciado afecté el
namero y longitud de raices, quienes registraron
valores menores al tratamiento T7.

El tratamiento T9 tuvo un efecto negativo en los
tres parametros evaluados, incidiendo fuertemente
en el nimero de raices el cual fue el mas bajo (0.3)
(Cuadro 7).

Cuadro 7. Enraizamiento in vitro de plantulas de A.
myriostigma Lem. obtenido en medio MIR
con diferentes concentraciones de auxinas
en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos del
Campo Experimental Saltillo CIRNE-INIFAP.

ALTURA NUMERO LONGITUD

TRATAMIENTO PLANTA  RAICES RAIZ
(mm) /PLANTA (mm)

Ti(1+a) 16.8 abc 1.92 abc 7.7 ab
T2(1+b) 19.5a 2.7ab 5.4 ab
T3 (1+c¢) 17.5 abc 1.3 abc 3.0ab
T4 (1+d) 17.8 abc 2.4 abc 5.0 ab
T5(2+a) 15.6 bc 1.1 abc 9.1a
T6 (2 +b) 17.5 abc 1.9 abc 6.3 ab
T7 (2+¢) 18.2 ab 34a 5.0 ab
T8 (2 +d) 17.8 abc 2.0 abc 2.6ab
T9(3+a) 14.2c 0.3c 29ab
T10 3 +b) 16.7 abc 0.6 bc 29ab
T11 (3+c¢) 16.2 abc 1.0 bc 1.7b
T12 (3 +d) 18.0 ab 1.6 abc 3.6ab

1.- 8.76; 2.-11.6; 3.-14.6 uM de C12H»,011

a.- 0.0; b-12.43 x 10™; c.- 18.64 x 10™; d.- 24.86 x 10" de AIB)

Valores con la misma letra dentro de columnas no difieren
significativamente (Tukey P < 0.05).
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Longitud de raices

La concentracion de auxinas tiene un efecto
sinergista en el numero y longitud de raices. Al
respecto, se encontré un efecto inverso en los
tratamientos T5 (11.6 uM de C1,H»01;y 0.0 x 10™
de AIB) y T7 (11.6 pM de Cy,H,,01; y 18.64 x 10™
de AIB).

El primero registr6 un numero de raices bajo
(1.1 raices por planta) pero mayor longitud
radicular (9.0 mm) que el resto de los tratamientos.
En cambio, con el tratamiento T7 el niumero de
raices registr6 la media mas alta (3.4 raices por
planta) con una longitud de 5.0 mm, la cual fue a
excepcion de los tratamientos T5 y T11
estadisticamente igual al resto de los tratamientos
(Cuadro 7).

Altura de la planta

En altura de la planta el tratamiento T2 (8.76 uM
de C1pH2,04; ¥ 12.43 X 10'de AIB) registrd la media
mas alta (19.5 mm), siguiéndole en orden de
importancia los tratamientos T7 y T12, quienes
registraron una media estadisticamente igual (18.0
mm). Una altura inferior la registraron el resto de
los tratamientos, siendo el tratamiento T9 el que
presentd la media mas baja (14.2 mm) (Cuadro 7).

Del andlisis realizado se determind que el
tratamiento que promueve el enraizamiento in vitro
de los brotes de A. myriostigma Lem. es el MIR
adicionado con (11.6 puM de Cy5H»,01; y 18.64 X
10* de AIB) obteniendo en 7 semanas plantas con
3.4 raices, con una longitud mayor o igual a 5.0
mm.

Estas nuevas vitroplantulas pueden aclimatarse
y seguir su fase de invernadero (Figura 8).
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Figura 8.NUumero y longitud de raices de las vitroplantas del
bonete o birrete de obispo (A. myriostigma Lem.),
generados en el medio de cultivo MIR en el
Laboratorio de Cultivo de Tejidos del CESAL-
INIFAP.

ETAPA 4. ACLIMATACION

La etapa de aclimatacién es la culminacién del
proceso de micropropagacion, donde se debe de
producir el mayor numero de plantas como
producto terminado con alta calidad fitosanitaria a
bajo costo.

En la etapa de endurecimiento o aclimatacion,
se requiere que las plantas pasen de su condicion
heterétrofa a autétrofa. El endurecimiento puede
realizarse en una camara de crecimiento o en
invernadero; en ellos, se someten las plantas a una
atmosfera de alta humedad relativa, temperatura de
20 a 25 °C y puede aplicarse algun tipo de
enraizador comercial. En esta etapa, las plantas se
preparan para un cambio ambiental y fisioldgico, en
donde se requiere que el tallo y hojas generen una
capa de cera, los estomas sean fisiolégicamente
funcionales para que puedan controlar la
transpiracion y el aparato fotosintético genere sus
propios carbohidratos.
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Dumas y Monteuuis (1995), sefialan que el paso
de la condicion in vitro al invernadero es esencial
para el éxito en la micropropagacion. Este se logra
manteniendo el material en areas con alta
humedad relativa (90 - 100%) por un periodo de
tiempo determinado, reduciendo las sales durante
los subcultivos previos a la aclimatacion e
incrementando la concentracion de sacarosa para
que los carbohidratos sirvan de fuente de energia
durante el enraizamiento.

La aclimatacion consisti6 en lavar con agua
corriente las vitroplantas de esta cactacea y
posteriormente aplicar una solucion 1:1 de
fungicidas y bactericidas previo a su
establecimiento en el invernadero del CESAL.

Las vitroplantas se establecieron en charolas
con diferentes mezclas de sustrato esteril:
Sl1=Peatmoss (P)+Agrolita (A)+Humus (H); S2=
Suelo organico+A+H; S3= Suelo arenoso+A+H;
S4= Arena fina+P+A y S5= Gravilla+P+H, todos en
una relacién 75:20:5. Las plantulas se mantuvieron
8 semanas en invernadero, manteniendo la
humedad relativa del 90% aplicando un riego diario
por nebulizacién, durante los primeros quince dias,
logrando de este modo su aclimatacion.

Porcentaje de supervivencia

Entre sustratos se encontraron diferencias
significativas, siendo los sustratos arenosos S3 vy
S4, donde se obtuvo el mayor porcentaje de
plantas aclimatadas (96.5 %, en comparacion con
las plantas establecidas en sustrato organico (S2),
donde la mortalidad de las plantas fue mayor. En
otras especies de cactaceas, Vyskot y Jara (1984),
obtuvieron porcentajes de supervivencia similares,
mostrando que el tipo de sustrato influye
significativamente en este proceso. A nivel
comercial el sustrato S1 ha sido utilizado para el
endurecimiento en otras especies ornamentales de
tallo suculento; sin embargo, la alta capacidad de
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retencion de humedad de este y del sustrato S2
afecto la supervivencia de las plantas del birrete.

Los tratamientos S3 y S5 registraron una
supervivencia estadisticamente igual, pero este
altimo resulté mas poroso afectando negativamente
el desarrollo de las plantas (Cuadro 8).

Cuadro 8. Porcentaje de supervivencia e incrementos en
la altura de las plantulas de A. myriostigma
Lem. en el invernadero del CESAL-CIRNE-

INIFAP.
Al DIAS AF
RAT. S (%)
(mm) | 7 14 21 28 | (mm)

S1 75.00 ¢ 13.4 2.2 4.1 7.8 10.2a | 23.6a

S2 | 81.39 bc 9.7 18 3.6 6.3 74 a 17.2a

S3 | 94.44 ab 12.4 12 21 2.6 41ab |16.6 ab

S4 | 99.17 a 14.5 0.3 0.2 0.2 13ab [15.9ab

S5 | 89.08 abc | 13.9 -1.3 -1.0 -0.2 -58¢c 81c

X 87.82 12.7 13 25 4.1 5.7 18.3

S= Supervivencia; Al= Altura inicial; AF= Altura final.

Sustratos: S1.- Peatmoss (P)+Agrolita (A)+Humus (H); S2.- Suelo
organico+A+H; S3.- Suelo arenoso+A+H; S4.- Arena fina+P+A y S5.
Gravilla+P+H.

Valores con la misma letra dentro de columnas no difieren
significativamente (Tukey P < 0.05).

Incrementos en Altura

Las plantas que fueron establecidas en los
sustratos S1 y S2 duplicaron su altura inicial
superando al resto de los tratamientos; sin
embargo, ambos presentaron una supervivencia
menor al 81%. Johnson y Emino (1979) proponen
que en cactaceas, se utilicen sustratos porosos
como los sustratos S3 y S4, los cuales fueron
estadisticamente iguales; sin embargo, las plantas
crecidas en el sustrato S4 presentaron menor
desarrollo que las plantas establecidas en el
sustrato S3 (arena+A+H) en relacion 75:20:5 por lo
gue este Ultimo es el tipo de sustrato requerido para
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la aclimatacion de las plantas generadas por cultivo
de tejidos del birrete, debido a que pueden
obtenerse altos porcentajes de supervivencia (94%)
e incrementos en altura de las plantas.

CONCLUSIONES

Bajo el esquema laboratorio-invernadero esta
tecnologia puede aumentar la produccion de este
tipo de especies en mas del 400%, en comparacion
con la produccién convencional.

En el mercado de las ornamentales, Ila
produccion de especies de cactaceas en estatus de
riesgo no supera el 5% de las 100 mil plantas
anuales que se producen a nivel nacional, por lo
que existe interés en incrementar la produccion con
especies de cactaceas de alto valor agregado
producidas bajo este esquema.

Esta tecnologia generada para la
micropropagacion de esta cactdcea @ (A.
myriostigma) puede aplicarse en laboratorios e
invernaderos comerciales con registro dedicados a
la produccién de plantas de ornato que se localizan
en Coahuila, Morelos, Jalisco, Estado de México,
San Luis Potosi y Nuevo Leon.
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