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RESUMEN

Por la importancia ecologica, social y econdmica que tiene este recurso fitogenético, se utilizo el cultivo de tejidos
vegetales para definir el tratamiento que permite obtener el mayor nimero de brotes en la etapa de multiplicacion in vitro
de la biznaga barril de oro (E. grusonii). Se utilizé el medio MS (Murashige, 1974) al 50% de macrosales estableciendo
segmentos nodales con yemas axilares como explante. Con un disefio experimental completamente al azar con arreglo
factorial se evaluaron dos tipos de citocininas: 6-bencil aminopurina (BAP) y cinetina 6-furfuryl aminopurina (KIN) en
concentracion 2.5, 50 7.5 y 100 mg L-1. Estos se evaluaron en interaccion con dos tipos de auxinas (&cido
naftalenacético (ANA) y acido indolbutirico (AIB) en relacion citocinina-auxina 10:1. A las ocho semanas de incubacion se
evaluo el numero de brotes/explante (Nb) y altura (Ab, mm) por tratamiento, analizando con SAS Ver. 9.4. el efecto por
tipo de citocinina, auxina, concentracion y tratamiento. EI ANOVA indicd diferencias significativas (a < 0.01) entre
citocininas, siendo BAP la que generd mayor Nb, teniendo un efecto estadisticamente igual con KIN en Ab. Entre auxinas,
AIB registrd mayor efecto, siendo la interaccion citocinina-auxina BAP: AIB significativa. Con la prueba de Tukey (P <
0.05) se establecio la significancia estadistica entre tratamientos y determind que el medio adicionado con 7.5 mg L-1
BAP + 0.75 mg L-1 AIB, registré una tasa de multiplicacion de 6.0 brotes/explante, con un Ab de 3.85 mm. Esta
interaccién de fitohormonas influye positivamente en la morfogénesis del explante modulando la induccidn de brotes que
pueden seguirse subcultivando y multiplicando in vitro.
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ABSTRACT

Due to the ecological, social and economic importance of this phytogenetic resource, plant tissue culture was used to
define the treatment that allows obtaining the highest number of shoots in the in vitro multiplication stage of golden barrel
biznaga (E. grusonii). MS medium (Murashige, 1974) was used at 50% macrosalts establishing nodal segments with
axillary buds as explant. Two types of cytokinins were evaluated in a completely randomized experimental design with
factorial arrangement: 6-benzyl aminopurine (BAP) and cinetin 6-furfuryl aminopurine (KIN) in concentration 25,50 7.5y
10.0 mg L. These were evaluated in interaction with two types of auxins (naphthaleneacetic acid (NAA) and indolbutyric
acid (IBA) in a 10:1 cytokinin-auxin ratio. After eight weeks of incubation, the number of shoots/plant (Nb) and height (Ab,
mm) per treatment were evaluated, analyzing with SAS Ver. 9.4. the effect by type of cytokinin, auxin, concentration and
treatment. ANOVA indicated significant differences (a < 0.01) between cytokinins, with BAP generating the highest Nb,
having a statistically equal effect with KIN in Ab. Among auxins, AIB had the greatest effect, with the cytokinin-auxin
BAP:AIB interaction being significant. The Tukey test (P < 0.05) established the statistical significance between treatments
and determined that the medium added with 7.5 mg L' BAP + 0.75 mg L' AIB, registered a multiplication rate of 6.0
shoots/explant, with an Ab of 3.85 mm. This interaction of phytohormones positively influences explant morphogenesis by
modulating the induction of shoots that can be further subcultured and multiplied in vitro.

Keywords: Commercial plantations, Drought resistance, Mezcal.
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INTRODUCCION

La conservacion ex sifu es un de las areas prioritarias
para la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO) en la que se
incluye la colecta selectiva, mantenimiento de
colecciones y la regeneracion de aquellos recursos
fitogenéticos que constituyen parte de la
biodiversidad y que son usados con diferentes
propdsitos (Hammer et al. 2003; FAO, 2010;
Gutiérrez et al. 2015). Con la aplicacion de la
conservacion ex situ se puede garantizar la
regeneracion de los recursos fitogenéticos de las
especies y sus poblaciones. La regeneracion in vitro
en cactaceas, se ha realizado para el rescate de
germoplasma en estatus de riesgo en varias
especies del género Coryphanta (Pérez et al. (1998)
y Mammillaria (Ordofiez, 2003) y para incrementar
material de interés en la horticultura ornamental,
donde se ha logrado establecer el protocolo de
micropropagacion para el bonete o birrete de obispo
(Astrophytum myriostigma Lem.) (Villavicencio et al.
2009), biznaga cono invertido de Kunth
(Turbinicarpus knuthianus (Boed.) John & Riha)
(Villavicencio et al. 2011; Villavicencio et al. 2012a),
biznaga blanca chilona (Epithelantha micromeris
(Engelm.) F.A.C. Weber ex Brittt & Rose)
(Villavicencio et al. 2012b; Villavicencio et al. 2013),
organo pequefio sacasil (Echinocereus poselgeri
Lem.) (Villavicencio et al. 2020) y biznaga cono
invertido de viereck (Turbinicarpus viereckii subsp.
major (Glass & R.A. Foster) Glass). La biznaga barril
de oro (Echinocactus grusonii Hildm.) es una
cactacea de la subfamilia Cactoideae y Tribu
Cacteae (Tropicos, 2021) que utiliza en la horticultura
ornamental. De acuerdo con la NOM-059-
SEMARNAT-2010 (SEMARNAT, 2019) es una planta
endémica, en estatus de riesgo tipo P (peligro de
extincion) con distribuciéon en el centro de México,
siendo en condiciones naturales una especie que
dificilmente forma colonias y su propagacion es
escaza porque no genera brotes de manera natural
(Guzman et al., 2003). Con el propoésito de establecer
el protocolo de micropropagacion de la biznaga barril
de oro (E. grusonii) el objetivo de esta investigacion
fue definir el tipo y dosis de citocininas que permiten
obtener el mayor numero de brotes in vitro en la
etapa de multiplicacion.
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MATERIALES Y METODOS

La investigacion se desarrollé en el Laboratorio de
Cultivo de Tejidos Vegetales (LCTV) del Campo
Experimental Saltillo CIRNE-INIFAP, ubicado en
Saltillo, Coahuila, México.

Material vegetal. — Se utilizaron segmentos nodales
con yemas axilares como explantes tomados de
vitroplantas germinadas in vitro.

Inducciéon de brotes. — Esta evaluacion se realizé
durante 2018-2019 utilizando el medio MS
(Murashige, 1974) al 50% de sus macrosales,
suplementado con 100 mg-L-' de mio-inositol, 0.4
mg-L~" de tiamina-HCI, 3% de sacarosa y 0.65% de
agar, con un pH ajustado a 5.7. Mediante un disefio
experimental completamente al azar con arreglo
factorial se evaluaron dos tipos de citocininas: 6-
bencil aminopurina (BAP) y cinetina 6-furfuryl
aminopurina (KIN) considerando cuatro niveles de
concentracion (2.5, 5.0 7.5 y 100 mg L") en
interaccién con dos tipos de auxinas (acido
naftalenacético (ANA) y acido indolbutirico (AIB)
manteniendo una relacién citosina-auxina de 10:1.

En total se evaluaron 16 tratamientos estableciendo
cinco explantes por frasco con igual nimero de
repeticiones por tratamiento. Los explantes se
incubaron por ocho semanas evaluando como
variables de respuesta el nimero de brotes/explante
(Nb) y altura de brote (Ab, mm), para determinar la
tasa de multiplicacion por tratamiento. Las variables
evaluadas se analizaron mediante el procedimiento
PROC GLM del Sistema de Analisis Estadistico SAS,
(Version 9.4) (SAS, 2019), realizando un andlisis de
varianza (ANOVA) para determinar el efecto de las
fitohormonas (citocininas, auxinas) e influencia de la
concentracion y una prueba de rango multiple Tukey
(P = 0.05), para realizar un analisis considerando los
tratamientos como efectos independientes vy
seleccionar el mejor tratamiento.

Condiciones de incubacion. - El material vegetativo
se establecié en el cuarto de incubacion del LCTV
considerando una temperatura de 25 + 2°C con un
fotoperiodo de 16h luz.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto entre citocininas.

Independientemente del tipo y concentracién de
citocininas se pueden generar en la etapa de
multiplicacién de 1 hasta 7 brotes/explante. Existieron
diferencias significativas (a < 0.01) entre citocininas
siendo la 6-bencil aminopurina (BAP) la que super6
en Nb a los tratamientos con 6-furfuryl aminopurina
(KIN) registrando un Nb de 4.19 brotes/explante, con
un promedio semejante en Ab de 3.62 mm (Figura 1).

Namero brotes (Nb)

cinetina 6-furfuryl aminopurina
(KIN)

6-bencil aminopurina (BAP)
Citocinina
Figura 1. Comparacion grafica entre el tipo de
citocinina en la multiplicacion in vitro de la biznaga
barril de oro (Echinocactus grusonii Hildm.).

Efecto entre auxinas

Existieron diferencias (P< 0.05) entre las auxinas
evaluadas, siendo el acido indolbutirico (AIB) el que
influyé en la respuesta morfogenética tanto en el Nb
como en Ab.

Efecto entre concentraciones

Independientemente del tipo de citocinina utilizada,
existieron  diferencias  entre  concentraciones
(P< 0.05) siendo la concentraciéon de 7.5 mg L' la
que superd en numero de brotes al resto de las
concentraciones evaluadas, registrando un Nb de
4.33 brotes/explante, con una Ab (3.5 mm)
estadisticamente  igual al resto de las
concentraciones evaluadas.

Efecto entre Tratamientos.

Al analizar los tratamientos como efectos
independientes, considerando la interaccion entre el
tipo de citocinina y auxina con sus diferentes
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concentraciones, se determind que el medio base MS
(Murashige, 1974) al 50% de sus macrosales
adicionado con 7.5 mg L' de 6-bencil aminopurina
(BAP) + 0.75 mg L' de AIB, fue el que registr6 el
mayor Nb con 6.0 brotes/explante, superando al resto
de las concentraciones evaluadas donde se utilizé la
misma interaccion BAP. AIB y superando a los
tratamientos evaluados con la interaccién KIN: ANA.
Este tratamiento, generd brotes con una Ab de 3.8
mm mismos que pudieron manipularse por el
operario al realizar el subcultivo. Los tratamientos
con la interaccion KIN: ANA generaron menos de la
mitad de los brotes inducidos con el tratamiento 7.5
mg L de 6-bencil aminopurina (BAP) + 0.75 mg L'
de AIB, con un tamafio ligeramente mayor a 3.8 mm;
sin embargo, su tasa de multiplicacién es escaza,
siendo este parametro no viable para ser
considerado dentro de un protocolo de
micropropagacion.

Tabla 1. Relacién citocinina-auxina en la induccién
de brotes in vitro de la biznaga barril de oro
(Echinocactus grusonii Hildm.) via organogénesis
directa.

NUmero de Altura de

ID TRATAMIENTO brotes * brotes *
25mg L BAP + (t0) (A2)(mm)

1 0.25 mg L* ANA 180 d 460 b

DU sw o a0

B A

4 é?ig mg ti %Z* 414 b 242 e

il

6 g:gommggl_tfﬁﬁ; 469 b 38 ¢

PERLE o u am

8 é?ig mg ti iﬁ; Y 430 b 360 ¢

DML an 0w

10 g:gomn%gl_t-f/lx'\rl\u: 340 ¢ 320 ¢
11 gﬁsmrggLEfX\,‘\‘:\ 425 b 400 b
12 391'8 mg ti ﬂ;‘; 300 ¢ 266 e
13 S:gSmmgthfo; 166 d 266 e
14 g:gomrgg'{f'A"l‘B" 200 d 600 a
15 g:?smn%g"tfx\f; 414 b 38 ¢
16 éi‘g mg '[i ﬁ:g * 260 d 420 b

* Medias con la misma letra dentro de la columna son
estadisticamente iguales (Tukey P<0,05).

El mayor nimero de brotes con menor tamafio es un
efecto que ocurre con frecuencia en la
micropropagacion, como lo refieren Mata et al. (2001)
y Pacheco (2015), por lo que siempre es adecuado
evaluar varias combinaciones para determinar el
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equilibrio entre estas variables. Los resultados
mostraron que el tipo y concentracion de
fitohormonas influyen en la morfogénesis de esta
especie, siendo la interaccién de cinetina 6-bencil
aminopurina (BAP) y el acido indolbutirico (AIB) las
que influyen positivamente en la morfogénesis del
explante, regulando la divisién y crecimiento celular
de las yemas axilares incrementando la tasa de
multiplicacion, efecto que se busca en la etapa de
multiplicacién. La interaccién BAP:AIB también ha
sido reportada por Finti et al. (2012) y Villavicencio et
al. (2009), quienes encontraron que la fuente de
citocinina tiene efectos significativos sobre la
produccién de brotes de nopal (Opuntia ficus-indica
Haw.) y la biznaga bonete de obispo (Astrophytum
myriostigma Lem.) por lo que se tiene que considerar
este aspecto en la micropropagacién de cactaceas.

En la etapa de multiplicacion de la biznaga barril de
oro el control hormonal influye en la diferenciacion
del explante, como lo refieren Ascough y Staden
(2010), mostrando que la regeneracion de brotes in
vitro de esta especie es posible a partir de
segmentos nodales como también ha sido reportado
en el viejito (Cephalocereus senilis (Haw.) Pfeiff.)
(Chorefio et al. 2002) y en la biznaga costilluda
(Stenocereus stellatus (Pfeiff.) Riccob). Tanto la
eficiencia en el tratamiento de inducciéon de brotes
como el coeficiente de brotacién son importantes en
la etapa de multiplicacion para alcanzar los
resultados finales en la micropropagacion, pues de
esta etapa dependeran las cantidades de explantes
que se establezcan y las vitroplantas que se
produzcan.

CONCLUSIONES

La conservacién ex situ mediante el cultivo de tejidos
vegetales es factible para la regeneracién de la
biznaga barril de oro (E. grusonii). La interaccion
citocinina-auxina BAP-AIB resultd significativa y
promueve la multiplicacién in vitro de esta especie,
influyendo positivamente en la morfogénesis del
explante, modulando la induccién de brotes que
pueden seguir subcultivando y multiplicando in vitro.
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