Rey. Fitotec. Mex. Vol. 24 (2): 133-138, 2001

EFECTO DEL MEDIO DE CU‘LTIVO,. CINETINA Y AGENTES OSMOTICOS SOBRE LA RESPUESTA
MORFOGENETICA DE Astrophytum myriostigma (CACTACEA) in vitro

EFFECT OF MEDIUM, KINETIN AND OSMOTIC AGENTS ON THE in vitro MORPHOGENETIC RE-
SPONSE OF Astrophytum myriostigma (CACTACEA)

Maria del Socorro Santos Diaz ", José Manuel Martin del Campo Macias', Alberto Arredondo Gomez’ y
Maria de Lourdes Santos Diaz'

'"Facultad de Ciencias Quimnicas de la UASLP. Av. Dr. Manuel Nava No. 6, Col. Universitaria. CP 78210, San Luis Potosi, S.L.P. México. Fax 01(444)
426-2372. Correo electrénico: ssantos @uaslp.mx. “Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias. Centro Experimental Palma de

la Cruz, Km 14.5 carr. San Luis-Matehuala, San Luis Potosi, México.
¥ Aurar responsable

RESUMEN

Astrophytum myriostigra es una cactacea amenazada de extincion
en los sitios en que crece silvestre. Este trabajo describe el efecto del
medio de cultivo, cinetina y agentes osmoéticos en la germinacion de
las semillas, crecimiento de los brotes, formacion de brotes nuevos y
enraizamiento de los mismos en condiciones in vifro, como método
alternativo para su conservacion y propagacion. Las semillas se
esterilizaron con hipoclorito de sodio-Tween 20 y etanol y se
germinaron el medio MS a la mitad de la concentracion de sus sales,
¥ MS, v en el medio de Schenk y Hildebrandt (SH). El porcentaje de
germinacion  y el crecimiento de las plantulas (medide como
incremento en la longitud del hipocotilo y raiz, y ganancia en peso
seco ¥ fresco) fueron dos a seis veces mayor en el medio Y2 MS que en
el medio SH. Para inducir la formacion de hrates nuevos, segmentos
longitudinales de las plantulas se colocaron en medio MS con 0.5 mg
L1(C0.5), 1 mg L7 (C1) 6 2 mg L1 (C2) de cinetina. En estos medios
también se evalué la calidad de los brotes analizando la formacién de
callo y la hidratacién de los brates. El mejor medio fue el medio C2
en el que se obtuvieron 14 brotes por explante. Con el fin de
promover una mayor compactacion de los brotes y [avorecer su
enraizamiento, éstos se transfirieron a medio = MS conteniendo 1 6 2
% de manitol o polietilenglicol. En los cuatro tratamientos se
obtuvieron brotes compactos y bien definidos a las ocho semanas.

Palabras clave: Astrophytum myriostigma, bonete de obispo, cactaceas,
micropropagacion

SUMMARY

Astrophytum myriostigma is a cactacea considered as threatened hy
extinetion on the locations where it grows wild. As an alternative
procedure for its conservation, the present work describes the effect
of culture medium, kinetin, and osmatic agents on germination, shoot
growth, formation and rooting in virro. Seeds were sterilized with
sodium hypochlorite-Tween 20 and cthanol and germinated on half
sirength concentration MS (2 MS) and Schenk-Hildebrandt (SH)
media. Germination and plant growth (recorded us an increased in
epicotyl and ront length and gain in fresh and dry weight) were two
to six fold higher on *: MS than in SH. To induce shooting, longitu-
dinal scgments were grown into MS containing 0.5 mg L (C0.5), 1
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mg LT (CI) ¥y 2 mg L' (C2) of kinetin. The highest shoot number (14
shoots per explant) was obtained on C2 medium. To promote a higher
number of compact shoots and rooting, shoots were transferred to %
MS medium containing 1 or 2 % manitol or polyethylenglycol. After
eight weeks well defined and compact plants were obtained under the
four treatments.

Index words: Astrophytum myriostigma, bishop’s cap, cactacea,
micropropagation.

INTRODUCCION

México tiene el privilegio de albergar en su territorio la
mas grande variedad de cacticeas, con aproximadamente
48 géneros y 563 especies reconocidas (Hernandez y Go-
dinez, 1994). Desafortunadamente muchas de las cactaceas
mexicanas estdn consideradas dentro de la Norma Oficial
Mexicana Ecol-059 como amenazadas o en peligro de ex-
tincién (Diario Oficial de la Federacién, 1994). Esta situa-
cién se debe a la destruccion del habitat natural por dife
rentes actividades humanas como industrializacion y urba-
nizacién, apertura de nuevas areas para la agricultura y
ganaderia, construccién de caminos, y al saqueo ilegal de
plantas colectadas de su habitat natural. Por otro lado, las
cactiaceas son altamente apreciadas como ornamentales por
su diversidad de formas y la vistosidad de sus flores. Ya
que en México existen poco viveros comerciales que re-
produzcan estas especies, la demanda internacional y na-
cional se abastece con ejemplares obtenidos del campo.

Astrophytum myriostigma cs una cacticea mexicana con
siderada como amenazada de extincion en los sitios en que
crece silvesire. Se distribuye principalmente en la region
Centro-Norte del pais en los Estados de Coahuila, Chihua-
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hua, Durango, Hidalgo, San Luis Potosi y Tamaulipas. Es
conocida como “peyote cimarrén”, “mitra” y “bonete o
birrete de obispo”. Para evitar la desaparicion de esta es-
pecie y cubrir la demanda que liene como ornamental, es
necesario establecer métodos de propagacion que permitan
asegurar su sobrevivencia.

Esta especie puede propagarse por semilla de manera
exitosa (Arredondo-Gomez y Camacho, 1995). Sin embar-
£0. para incrementar su capacidad de crecimiento y el mi-
mero de broles nuevos pueden usarse métodos biotecnolé-
gicos como el cultivo de tejidos vegetales. Esta tecnologia
hia s1do utilizada con éxito para la reproduccion de diferen-
tes caclaceas como Ferocacius acanthodes (Ault v Black-
mon, 1987),  Mammillaria san angelensis (Martinez
Véazquez y Rubluo, 1989), Aztekium ritteri (Rodriguez-
Garay y Rubluo, 1992), Ariocarpus retusus (Stuppy y
Nagl, 1992), Pelecyphora asseliformis ¥ Zurbinicarpus
laui (Méndez-Ontiveros, 1998) v Mammillaria candida
(Elias-Rocha et al., 1999).

En relacion a A. myriostigina ; se ha descrito previamen-
t€ Su propagacion usando 4cido indolacético (AIA) y acido
naftalenacético (ANA) en combinacién con benciladenina
(BAP) o cinetina (Cin) obteniéndose alrededor de nueve
brotes por explante (Vyskot y Jara, 1984: Pérez- Molphe
Balch er al., 1998).

En el presente trahajo se estudié el efecto de los medios
de cultivo, cinetina v agentes osméticos en la respuesta
morfogenética de A. myriostigma. Los resultados, susten-
tados por analisis estadisticos, mostraron que el mimero de
brotes nuevos fue superior al descrito en estudios anterio
res y por lo anto el protocolo desarrollado coustituye un
método alternativo para la propagacion comercial de A.
myriosiigma,

MATERIALES Y METODOS

Medios de cultivo y condiciones de crecimientn. Se
usaron los medios de cultivo MS$S (Murashige y Skoog,
1962) y SH (Schenk y Hildebrandt, 1972) que contenfan
116 uM  de mio-inositol, 1.2 uM de tiamina-HCI1, 3 % de
sacarosa y 0.35 % de Phytagel. Ll pH de los medios sc
ajusto a 5.7 con NH:OH 0.1 M antes de su esterilizacion
¢r autoclave a 120°C durante 20 minutos. Los cultivos se
wantuvieron a 25 + 2°C con fotoperiodo de 16 h.

Desinfeccion y germinacién de las semillas. Las semi
llas de 4. myriostigma procedentes de plantas maduras se
mantuvieron 1 h en agua desionizada y se seleccionaron
solamente las que se fueron al fondo del recipiente. Ias
semillas seleccionadas se mantuvieron en agua con jabdn

durante 2 h con agitacién constante, se colocaron 1 h bajo
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el chorro de agua y se remojaron 3 dias en agua desioniza-
da. Posteriormente se desinfectaron con etanol 70 % du-
rantc 2 minutos, perdxido de hidrégeno 30 % durante 10
minutos y solucién de hipoclorito de sodio 20 % + Tween
20 a 0.2 % durante 20 minutos. Por dlimo se lavaron
abundantemente con agua desionizada estéril.

Las semillas se germinaron en los medios SH y 15 MS,
el medio MS a la mitad de la concentracién de sus sales.
Cada (tratamiento incluyé tres repeticiones y 50 semillas
por repeticion. La germinacién se evalug a los 25 difas,
tomando como parametro el Indice de Maguire (IM). Este
valor es una medida de la calidad de la germinacién que
considera la capacidad, velocidad y uniformidad germina-
tiva (Maguire, 1962), y sc calcula de acuerdo con la si-
guiente férmula:

IM = C-% (Gi/Di)
donde:

C =100/nimero de semillas utilizadas como tamanio de
mueslra por repeticién.

Gi =semillas germinadas al dia que indica el subindice i.

Di =dias transcurridos desde la siembra hasta la fecha de
la evaluacién que indica el subindice i.

Pruebas de crecimiento. El crecimiento de las plantas
se determind en los medios %4 MS vy SH usando plantas
germinadas de 25 dias de edad. Se evalué el incremento en
la longitud del hipocotilo v de las raices, y la ganancia en
pesos fresco y seco (secado 5 h a 90 °C) alas 4 y 6 sema-
nas.

Pruebas de brotacién. Para inducir la formacidn de
brotes nuevos, las plantulas de aproximadamente 7-10 mm
se cortaron en dos segmentos longitudinales, los cuales se
colocaron en medio MS conteniendo el doble de la concen-
tracion de cloruro de calcio descrita originalmente por Mu-
rashige y Skoog (MS-2Ca), 12 g L de agar y las sigulen-
1es concentraciones de cinetina: 0.5 mg L' (C0.5), 1 mg
L' (Cl) y 2 mg L' (C2). En pruebas preliminares se pro-
baron BAP v Cin solas o en combinacion con ANA (0.01,
U.5y I mg L") o con 1 % de carbén activado. Estos estu-
dios mostraron que Cin generé mejores brotes que BAP,
por lo que se scleccioné aquélla para los siguientes cxpe-
rimentos. Cada tratamiento incluyé tres repeticiones y 20
explantes por repeticion.

Ya que es importante evaluar la calidad del brote, se
determinG ademés de la generacion de brotes nuevos. la
formacién de callo y ¢l grado de compactacion del tejido a
los 30, 60 y 90 dias. La formacién de callo y la hidrata-
cion se consideraron como ausencia (0), baja (+), mode-
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rada ( | +) y alta (++ +). Estos datos se transformaron a
(n+1) para reducir la subjetividad de los valores en cada
unidad experimental, que correspondid a un f{rasco con
cuatro explantes (Steel y Torrie, 1980).

Compactacién y cnraizamiento de las plantas. Para
incrementar la compactacion de los brotes y la formacion
de raiz, éstos se transfirieron a medio % MS conteniendo
el doble de la concentracién de cloruro de calcio (% MS-
2Ca) y con 1 6 2 % de manitol o de polietilenglicol. Se
usaron 15 frascos conteniendo cada uno cuatro explantes.
La evaluacion se realizo a las 4 y 8 semanas de cultivo.

Analisis estadistico. El diseno experimental correspon-
dio a un arreglo completamente al azar. Los datos de ger-
minacion, crecimiento, brotacion y compactacion s¢ some-
ticron a un analisis de varianza (ANOVA) y pruebas de
Tukey. Se utilizo el Paquete de Disenios Experimentales
FAUANL, version 2.0 de la Facultad de Agronomia de la
Universidad Auténoma de Nuevo Leon.

RESULTADOS Y DISCUSION

Germinacion v desarrollo. Con el fin de conocer si
los medios de cultivo utilizados influfan en la germinacidn
de la semilla se determinaron el Indice de Maguire (IM) y
el porcentaje de germinacion. Se obtuvieron mayores valo-
res de IM y porcentajes de germinacion en el medio Y2MS
en relacion al medio SH (Cuadro 1) y estas diferencias
fueron estadisticamente significativas (P <0.05).

Cuudro 1. Valor germinativo y porcentaje de germinacion de A. myrios-
Hgma en fos medios indicados.

Medio Indice Maguire Germinacion 'V
(%)
W MS 8§98 a 85a
SH 7.49b 69 b

" Los tratamientos con letras diferentes difieren significativamente (Tu-
key, 0.05)

En la literawra se han descrito valores hasta de 90 % de
germinacion de las semillas de A. myriosiigma sobre papel
fillro hiimedo a 25 °C (Arredondo-Gomez y Camacho,
1995). El menor porcentaje de germinacion obtenido en
este trabajo probablemente se deba a que algunos embrio-
nes se¢ dafiaron durante el proceso de esterilizacion. Sin
embargo, cuando se usan tratamienlos mas suaves de des-
infeccion se incrementa de manera importante el nimero
de semillas contaminadas.

En cuanto al crecimiento de las plantulas después de 4
v G semanas en el medio ¥» MS, se obtuvo un incremento
de 1.5 a 2 veces en la longitud del hipocotilo y de la raiz,
respectivamente, en comparacion con el medio SH (Cua-
dro 2). Asimismo, las ganancias en pesos [resco y seco
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fueron entre seis y tres veces mayor en medio % MS que
en el medio SH. respectivamente (Cuadro 2). confirmando
los datos obtenidos en el Cuadro 1. El medio > MS difiere
del medio SH en su mayor contenido de glicina y dc sales
minerales, y en la fuente de nitrogeno (nitratos en 2 MS y
amonio en el medio SH). Dado que los suelos donde cre-
cen las cactaceas se caracterizan por poseer elevadas con-
centraciones de sales (Pizzeuwi, 1992), el mayor porcentaje
de germinacion y el mejor crecimiento de A. myriostiema
en el medio 2 MS seguramenie estdn relacionados al con-
tenido de sales en el medio. Resultados similares se han
obtenido con otras especies. Por ejemplo, 1a germinacion
in vitro de semillas de Mammillaria candida tue de 93, 95
y 86 % en medios MS, ¥» MS v SH, respectivamente (Eli-
as-Rocha er al., 1999).

Cuadro 2. Efecto del media de cultivo en el crecimiento de las plantas de
A. myriostigma'l).

Variahle 4 semanas 6 semanas

A MS SH 1/2MS SH
Long. hipocotilo (mm) 9.66 a 4.83 b 10.16 2 4.80 b
Tong. raiz (mm) 15.50 a 7.83b 15504 10.00 b
Peso verde (g) 0.13a 0.02 b 0.17 a 0.02b
Peso seco (mg) 3.80a 0.01 b 690 a 2.10 b

ar A lo largo del renﬁn los tratamientos con la misma letra no difieren
sigmficativamente (Tukey, 0.05).

Pruebas de brotacion. Las plantas obtenidas en la
elapa de germinacion en el medio % MS se cortaron longi-
tudinalmente y los segmentos obtenidos se colocaron en los
medios de brotacion para promover la regeneracion de la
plania y la induccion de brotes nuevos. Se ha descrito que
el calcio es importante para el crecimiento de las cactaceas
(Hubstenberger et al., 1989). Por tanto, a todos los me-
dios dec brotacién sc les adicioné el doble de la concentra-
c16n de cloruro de calcio descrita por Murashige y Skoog.
A los 30 dias no se observaron diferencias significativas en
¢l namero de brotes formados entre los tratamientos (Cua-
dro 3). A los 60 dias, en el medio C2 se obtuvieron alre-
dedor de nueve brotes por explante, mientras que cn los
otros medios se originaron tres brotes por cxplanic. Esia
diferencia fue estadisticamente signilicativa (P < 0.05). La
evaluacion a los 90 dias presentd la misma tendencia, for-
mandose catorce brotes por explante en el medio C2 y cin-
co brotes por explante en los medios C0.5 y C1 (Cuadro
2). La proliferacion de brotes obtenida en el medio C2 fue
superior a la descrita por otros autores y permilio incre-
mentar rapidamente el material bioldgico. Nuestros resul-
tados concuerdan con los descritos para la propagacion in
vitro de las cactaceas Pediocactus bradyi, P. knowltonii,
Sclerocactus spinositor (Clayton et al., 1990), Mammi-
laria craigii, M. formosa, M. obscura (Meza-Rangel,
1994), M. haageana y M. san-angelensis (Martinez-
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Cuadro 3. Efecto de la cinetina en la formacion de callo, hidratacién v el ntmero de brotes

Rev. Fitotec. Mex. Vol. 24 (2), 2001

por explante a los 30. 60 v 90 dlas™.

Brotes (numero)

Callo (unidades)*

Hidratacion (unidades)*

Dias Co.5 C1 2 0.5 Cl 2 C0.5 Cl C2

30 1.0a 1.3a 1.0a 14a 1.6 ab 20b l.4a 1.7 ab 1.9b
[t} 32b 27b 88a 12a 1.4 a l.6a 1.2a 1.3a 1.5a
a0 56b 52b 1d.5a l.4a 1.3 a 1.5a 1.2 1.3.2 l4a

" Los valores de callo ¢ hidratacion representan fa media de cruces mas

uno (n+1) por umdad experimental .

Los tratamientos con la misma letra a lo largo del renglon no difieren significativamente (Tukey, 0.05).

Vizquez y Rubluo, 1989) en los que se usaron concentra-
ciones de citocininas que variaron entre 1 y 5 mg L' para
la regeneracion de brotes.

Ademas de evaluar la formacién de nuevos brotes es im-
portante analizar la calidad de los mismos. Por ello, se-
cuanuficod la formacion de callo y 1a hidratacion del tejido
ya que ambos factores causan la deformacién del brote
(Debergh er al., 1992). A los 30 dias la presencia de callo
fue mayor en el medio C2, no observindose diferencias
estadisticas entre los otros dos medios. A los 60 y 90 dias
la presencia de callo disminuyé y fue similar (P>0.05)
entre los tres tratamientos (Cuadro 3).

Con respecto a la hidratacién, a los 30 dias los explantes
mantenidos en ¢l medio C2 fueron los mas hidratados exis-
tiendo diferencias significativas con el medio C0.5. A los
60 y 90 dias, disminuyé la hidratacién en los tres trata-
mientos, sin diferencias estadisticas entre ellos (Cuadro 3,

Los datos obtenidos indican que conforme aumentd el
tiempo de cultivo se incrementé el nimero de brotes vla
calidad de los mismos. Asi, aunque los explantes coloca-
dos en medio C2 fueron inicialmente los més hidratados y
los que formaron mayor cantidad de callo, en resicmbras
posteriores generaron brotes bien definidos y poco callo
(Figura 1). Resultados similares se han obtenido durante la
propagacion de F. [larispinus (Santos-Diaz, 1996) y de
Agave cantala (Binh et al., 1990), y podrian deberse 3
cambios en ¢l halance hormonal de los brotes.

Compactacién y enraizamiento. Para inducir la forma-
cion de raiz, los brotes obtenidos del medio C2 se transfi-
ricron a medio Y2 MS y % MS-2Ca dado que un buen mi-
mero de caclaceas enraizan facilmente en medios sin regu-
ladores de crecimiento (Clayton er al., 1990). A los cuatro
meses se obtuvieron 52.4 y 21.4 % de brotes con raiz en
los medios MS y '» MS-2Ca, respectivamente. Las plan-
tulas, sin embargo, continuaron generando numerosos bro-
tes. La formacién de éstos es de gran utilidad para la pro-
pagacidn de A. myriostigima, pero también tiende a defor-
mar ¢l material y a dificultar la obtencién de plantas gran-
des y bien definidas.

Resultados obtenidos con Mammillaria candida (Elfas-
Rocha er al., 1999), Ferocactus glauscecens (Santos-Diaz.
1998) v F. latispinus (Santos-Diaz, 1996) mostraron que
los brotes hidratados y menos definidos tienden a formar
una mayor cantidad de brotes. Por ello, para promover una
mayor compactacién de los brotes y en consecuencia redu-
cir la generacion de brotes nuevos que deformen ¢l mate-
rial inicial, se indujo un ligero déficit hidrico mediante la
adicion al medio de 1 6 2 % de manitol (M1 y M2) o po-
lietilenglicol (Pl y P2). Estos agentes osméticos atrapan
las moléculas de agua y, por ranto, reducen el potencial de
agua del medio. También se ha descrito que el uso de 12 g
L’ de agar favorece la compactacion de brotes de algunas
cacticeas (Perez-Mophe Bach, 1998); sin embargo. los
medios con agar se endurecen mucho, dificultan 1a re-
siembra del material vegetal, y con frecuencia se fragmen-
tan al introducir el explante.

Los resultados de los tratamientos con manitol v polieti-
lenglicol se presentan en el Cuadro 4. A las cuatro sema-
nas no s¢ presentaron diferencias significativas entre los
medios, pero a las ocho semanas los brotes mantenidos cn
el medio Pl fueron méas compactos que aquéllos manteni-
dos en medio M1 (P<0.05). En cuanto a la formacion de
raiz hubo mayor enraizamiento de las plantas en los me-
dios con manitol que en los medios con polietilenglicol.
Por otro lado, el nimero de brotes a las cuatro y ocho
semanas se redujo notablemente en todos los tratamientos,
sin diferencias significativas entre ellos. Los resultados
indicaron gue tanto el manitol como el polietilenglicol au-
mentaron la compaclacion y redujeron la formacion de
brotes nuevos, promoviendo asi la obtencién de plantas
bien definidas y de mayor tamafio. Fn la Figura 2 se mues-
tra el aspecto de brotes de A. myriostigma enraizados eu
medios con manitol.

Ya que los porcentajes de enraizamiento fueron bajos en
relacion a otras especies, deberan probarse otros trata-
micntos (acido indolbulirico, enraizadores comerciales)
que favorezcan la formacion de raices vigorosas. Este es
un requisito fundamental para lograr una exitosa transte-
rencia a suelo,
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Frgura 1.

Aspecto de brotes bien definidos de A. myriostigma obtenidos

en medio C2 despues de 90 dius

3

Figura 2.
niendo |

€

Brotes de A. mvriostigma, enraizados en medio ¥ MS conie-

i de manitol.
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Cuadro 4. Efecto de los medios de enraizamiento en la compaciacion,
generacion de brotes nuevos y formacion de raiz'"

Tiempo Medio Compacta Raiz Num. brotes
Cl‘("!l‘l ]'I!][ EXPI}IH[L‘
4 semanas M1 2:7a 2.7a l.ba
M2 3.0a 4.0b 14a
PL 38a 1.0c 19a
P2 34a 1.6 ac 1.1 a
& semanas M1 2.85a 2.7a l.ba
M2 3.6 ah 43hb 1.5
Pl 5.0 be 1.2¢ 2.4 2
4 4.3 ac 2.1 ac 1.7 a

" Los tratamientos con la misma letra en la columna no difieren signifi-
cativamente (Tukey. 0.05).

CONCLUSIONES

De los datos presentados puede concluirse que el proto-
colo desarrollado permitio la regeneracion de 14 brotes por
explante (28 brotes por semilla germinada), mcjorando asi
los resultados descritos en trabajos previos. Los resultados
mostraron que la germinacion y el crecimiento de A. my-
riostigma fue mayor en el medio 2 MS y que el mejor
medio para inducir mayor nimero de brotes fue MS con 2
mg L' de cinetina. Se recomienda la adicién de 1 % de
PEG o manitol para incrementar ¢l grado de compactacion
de los brotes y favorecer su enraizamiento. Con base en lo
anterior, se propone usar el cultivo de tejidos vegetales
como un método alternativo para el cultivo comercial de
A. myriostigma.
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