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Abstract

The plant species that belong to Turbinicarpus genera, have been extracted from their
natural ambiance, almost causing extinction, reason that makes necessary the
establishment of an in vitro propagation system that accelerates their multiplication in
number of generated plants and needed time, for making this possible, Turbinicarpus
schmiedickeanus ssp. gracilis, T. hoferi, T. schmiedickeanus ssp. klinkerianus and T.
pseudomacrochele ssp. krainzianus seeds were used alter being superficially sterilized
and placed during 48 h in distillate water for imbibition; then it sowed in contenders with
nutritious medium of Murashige and Skoog with 50 % of basal composition and
incubated for three months until the germination. The vitroplants gotten of the
germination phase where used to begin micropropagation, from those, some of them
were taken from seedlings of 0.5 cm of diameter and 0.7cm of length, planted in glass
bottles with 20 mL of Murashige and Skoog nutritious medium. Was used an
randomized experimental design with factorial arrangement; factor A were Turbinicarpus
species, factor B were kinds of cytokinins (2ip 5 mg L', Zeatina 1 mg L', BAP 1 mg L™,
K 1 mg L") and factor C auxin (ANA 0.05 mg L), having a total of 32 treatments; sixty
days after, the number of seedlings was measured. Was found significative differences
between species and kinds of cytokinins, but not for interactions where auxin took
participation. The genotype with more seedlings per each explant was: T.
schmiedickeanus ssp. klinkerianus followed by T. pseudomacrochele, T. hoferi and T.
schmiedickeanus ssp. gracilis; about the probed cytokinins, the Zeatina generated the
largest amount of seedlings per explants, followed by 2iP and BAP. The treatments with
auxin (ANA), presented the smallest number of seedlings for each explant.
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Resumen

Las especies pertenecientes al género Turbinicarpus han sido extraidas de su medio
natural causando casi su extincion, por lo que es urgente establecer un sistema de
propagacion in vitro que acelere su multiplicacion, tanto en tiempo como en numero de



plantulas generadas. Por esta razon el objetivo del presente estudio fue determinar el
tipo y combinacion de auxinas y citocininas del medio de cultivo para propagar in vitro
brotes de cuatro especies del genero Turbinicarpus. Se utilizaron semillas de
Turbinicarpus schmiedickeanus ssp. gracilis, T. hoferi, T. schmiedickeanus ssp.
klinkerianus and T. pseudomacrochele ssp. Krainzianus, Isa cuales se esterilizaron
superficialmente y se colocaron en imbibicion por 48 h en agua destilada estéril, luego
se sembraron en frascos con medio nutritivo de Murashige y Skoog al 50 % de su
composicion basal y se incubaron por 3 meses hasta su germinacion. Las vitro plantas
obtenidas de la fase de germinacién se utilizaron para iniciar la micropropagacion, de
ellas se tomaron brotes de 0.5cm de diametro y 0.7cm de longitud que se sembraron en
frascos de vidrio con 20 mL de medio nutritivo Murashige y Skoog. El experimento se
establecié bajo un disefio completamente al azar con arreglo factorial, donde el factor A
correspondio a especies de Turbinicarpus, el factor B a tipos de citocininas (2ip 5 mg L
' Zeatina1 mg L', BAP 1 mg L', K1 mg L")y el factor C auxina (ANA 0.05 mg L),
teniendo un total de 32 tratamientos; a los 60 d se evalué el numero de brotes. Se
encontraron diferencias significativas entre especies y tipos de citocinina, pero no para
las interacciones donde participd la auxina. El genotipo que produjo el mayor numero de
brotes por explante fue T. schmiedickeanus ssp. klinkerianus, seguida de T.
pseudomacrochele, T. hoferi y T. schmiedickeanus ssp. gracilis; en cuanto a las
citocininas probadas la Zeatina generd la mayor cantidad de brotes por explante,
seguida por 2iP y BAP. Los tratamientos con auxina (ANA) presentaron el menor
numero de brotes por explante.

Palabras clave: Turbinicarpus ssp, cactaceas, biotecnologia, reguladores de
crecimiento.

Introduccion

Cactaceae es la familia de plantas mas representativa de las zonas aridas y
semiaridas de México, donde podemos encontrar el 70 % de las especies existentes en
el mundo (Paredes et al., 2000). El género Turbinicarpus se compone de 20 especies
distribuidas en la Sierra Madre Oriental y las altas planicies de los estados de Coahuila,
Nuevo Ledn, Tamaulipas, San Luis Potosi, Zacatecas, Guanajuato, Querétaro e Hidalgo
(Hofer, 1994). Muchas de las especies de Turbinicarpus son muy apreciadas y
buscadas pues son consideradas raras y bellas, por lo que han sido extraidas de su
medio natural causando casi su extincion, por lo que todas las especies del género
Turbinicarpus estan incluidas en la lista roja del CITES (Apéndice |) y en la NOM-059-
ECOL-2001.

La propagacion de cactaceas a partir de semillas o en forma vegetativa es muy lenta
por lo que es urgente el desarrollo de un sistema de propagacién in vitro que permita
salvarlas de la extincion, ademas de contribuir a su conservacion como recurso
genético y a su posible aprovechamiento comercial. La propagacion in vitro permite
romper el letargo que presentan sus semillas para luego acelerar el proceso de
propagacion, tanto en tiempo como en numero de plantulas generadas, pues con este
sistema se pueden propagar todas las plantulas deseadas a partir de una sola semilla



(Malda et al., 1999), por lo anterior el objetivo del presente estudio fue determinar
el tipo y combinacién de reguladores de crecimiento (auxina y citocinina) del medio de
cultivo para propagar in vitro brotes de Turbinicarpus, ( T. schmiedickeanus ssp.
gracilis, T. hoferi, T. schmiedickeanus ssp. klinkerianus y T. pseudomacrochele).

Metodologia experimental

Germinacion in vitro de semillas

Las semillas se sometieron a un proceso de esterilizacion que consistié en sumergirlas
en etanol 70 % por un minuto; enjuagarlas con agua destilada estéril por un minuto;
colocarlas en hipoclorito de sodio al 10 % por 20 min y finalmente enjuagarlas tres
veces con agua destilada estéril por un minuto; enseguida se colocaron en imbibicion
por 48 h en agua destilada estéril y luego se sembraron bajo condiciones de asepsia
absoluta en frascos con medio nutritivo de Murashige y Skoog al 50 % de su
composicion basal, 20 g L de sacarosa, 250 mg L' de myo-inositol, 1 mg L de
piridoxina-HCI, 1 mg L' de tiamina-HCI, 8 g L' de agar con pH = 5.7 y se esterilizé a
120 °C durante 15 min. Los frascos conteniendo las semillas se llevaron al cuarto de
incubacion donde permanecieron por 3 meses.

Desarrollo de vitroplantas

Una vez que las semillas germinaron, las vitroplantas se trasvasaron a frascos gerber
con 20 mL de medio nutritivo de Murashige y Skoog, adicionado con 100 mg L™ de
myo-inositol, 1 mg L™ de piridoxina-HCI, 1 mg L™ de tiamina, 1 mg L' de acido nicotinico,
1 mg L' de AG3 (acido giberélico), 20 g L™ de sacarosa 8 gL de agar con pH=5.8y
se esterilizé a 120 °C durante 15 minutos. Los frascos se colocaron en el cuarto de
incubacion a temperatura de 25 °C + 2 °C, fotoperiodo de 12 h e intensidad luminica de
2000 lux durante 30 d para obtener plantas de tamafio adecuado para extraer los
explantes a partir de los cuales se inici6 la micropropagacion.

Propagacion in Vitro

Las vitroplantas de T. hoferi, T. schmiedickeanus ssp. klinkerianus'y T.
pseudomacrochele se seccionaron de manera horizontal en tres partes, tomando la
parte basal y media de 0.5 cm de diametro y 0.7 cm de longitud como explante y
eliminando la porcion del apice, para Turbinicarpus schmiedickeanus ssp. gracilis cada
plantula completa se consideré como un explante, los que se sembraron en frascos
gerber con 20 ml de medio nutritivo Murashige y Skoog adicionado con 30 g L™ de
sacarosa, 250 mg L' de myo-inositol, 1 mg L™ de piridoxina-HCI, 1 mg L™ de tiamina-
HCly 8 g L de agar con pH = 5.8y se esterilizd a 120 °C durante 15 min. Los frascos
se colocaron en el cuarto de incubacion a temperatura de 25 °C £ 2 °C, fotoperiodo de
12 h e intensidad luminica de 2000 lux.




El experimento se estableci6 bajo un diseio completamente al azar con arreglo
factorial, donde el factor A correspondi6 a especies de Turbinicarpus, el factor B a tipos
de citocininas (6-(y,y-dimetilalilaminopurina (2iP) 5 mg L', Zeatina 1 mg L', 6-
bencilaminopurina (BAP) 1 mg L' , Kinetina (K) 1 mg L") y el factor C a
concentraciones de auxina (&cido naftalenacético (ANA) 0.0 y 0.05 mg L"), teniendo un
total de 32 tratamientos. Se colocaron cuatro brotes por frasco gerber considerando
cada frasco como una repeticion y se establecieron 5 repeticiones por tratamiento. Se
evalué el numero de brotes por tratamiento a los 60 d; finalmente se practicaron
pruebas de comparacion de medias de rango multiple de Duncan para encontrar la
diferencia entre tratamientos con un nivel de significancia (P<0.05).

Resultados y discusion

Los cuadrados medios y valores de Fc para numero de brotes generados por
explante a los 60 d de Turbinicarpus hoferi, T. schmiedickeanus ssps. y T.
pseudomacrochele en medio nutritivo MS mostraron que los factores: especies,
citocininas y auxina, asi como la interaccién de especie-citocininas resultaron ser
altamente significativos (Cuadro 1).

Cuadro 1. Cuadrados medios y valores de Fc para numero de brotes por explante de
T. hoferi, T. schmiedickeanus ssps. y T. pseudomacrochele a los 60 dias.

Fuentes de
Y CM Fc
Variacion
Especie 30.0546875 41.69 **
Citocinina 13.9192708 19.31 **
Auxina 9.7515625 13.53 **
Especie x o
Citocinina 11.8251736 16.40
Especie x 0.6776042 0.94 NS
Auxina
C'tXC'r."”a X 08234375 1.14MS
uxina
Especie x
Citocinina x 0.4703125 0.65"°
Auxina
Error 0.7208984
Total

** Valor altamente significativo; NS, Valor no significativo



La comparacién de medias DMS, (P<0.05) para numero de brotes por explante
generados por las cuatro especies de Turbinicarpus muestré que el genotipo que
presentd mejor respuesta fue T. schmiedickeanus ssp. klinkerianus con 4.6 brotes por
explante; seguida por T. pseudomacrochele con 3.8, T. hoferi con 3.4 y en ultimo lugar
T. schmiedickeanus ssp. gracilis con 2.5. (Cuadro 2). Lo anterior coincide con lo
reportado por Pérez et al. (1995), quienes al desarrollar sistemas de propagacion in
vitro obtuvieron respuestas muy variables entre las especies para generacion de brotes.

Cuadro 2. Comparaciéon de medias (DMS, 0.05) para numero de brotes por explante de
T. hoferi, T. schmiedickeanus ssps.y T. pseudomacrochele a los 60 dias.

Especies Media
T. schmiedickeanus ssp. 46438 a
klinkerianus
T. pseudomacrochele 3.8375 b
T. hoferi 3.4188
T. schmiedickeanus ssp. gracilis 2.5625

En cuanto a tipos de Citocinina, la Zeatina (1 mg L") presenté el mayor
promedio de brotes por explante (4.6 brotes? mientras que el tratamiento con el
promedio mas bajo fue el de Kinetina (1 mg L), con 3.1 brotes (Cuadro 3). Diversos
autores han utilizado citocininas para la morfogénesis en cactaceas, al respecto
Velazquez y Soltero (2001) encontraron que la Kinetina y el 2IP presentaron efectos
altamente significativos sobre la produccidn de brotes de Epithelantha micromeris, Ortiz
y Vargas (1995) observaron que la activacion de areolas por la Kinetina se traduce en la
formacion de brotes y plantulas completas; mientras que Dabekaussen et al. (1991)
mencionan que la citocinina BAP es un requisito esencial para la activacion de areolas,
lo que permitd la micropropagaciéon de Sulcorebutia alba.

Cuadro 3. Comparaciéon de medias (DMS, 0.05) entre Citocininas para numero de
brotes por explante a los 60 dias.

Citocininas Media
Zeatina (1 mg L™ 46425 a
2IP (5 mg L™ 3.5188 b
BAP (1 mg L™ 33750 b c

Kinetina (1 mg L™) 3.1063




La comparacion de medias para numero de brotes por explante a los 60 d con
diferentes citocininas mostré que T. schmiedickeanus ssp. klinkerianus fue la especie
que presentd la mayor cantidad de brotes en el tratamiento de Zeatina (1 mg L") con
5.9 (Figura 1 y 2), seguida de T. hoferi que en el mismo tratamiento generd un
promedio de 5.9 brotes por explante, en tercer sitio como especie T. pseudomacrochele
produjo la mayor cantidad de brotes, 5.3 en el tratamiento con 2IP (5 mg L'1) y
finalmente T. schmiedickeanus ssp. gracilis se comporté mejor ante BAP (1 mg L™) con
3.9 brotes por explante en promedio.
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Figura 2. Comparacion de medias para nUmero de brotes por explante de Turbinicarpus
klinkerianus a los 60 dias con diferentes citocininas
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Figura 1. Brotes de Turbinicarpus schmiedickeanus ssp. klinkerianus




de manera enddgena. Al respecto varios autores han encontrado que la mejor
respuesta para la produccion de brotes en cultivo in vifro de algunas especies de
cactaceas se presenta con bajas concentraciones de auxina, en ausencia de la misma y
en combinacién con concentraciones moderadas a altas de citocininas (Clayton et al.,
1990; Arenas et al., 2001; Pérez et al., 1995; Mata et al., 2001)

Conclusiones

La especie que produjo la mayor cantidad de brotes por explante fue Turbinicarpus
schmiedickeanus ssp. klinkerianus, Zeatina fue la mejor citocinina y no se requirio la
presencia de auxina en el medio nutritivo para la proliferacién de los brotes.
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