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Resumen: Escobaria cubensis, cominmente denominado “cactus
enano de Holguin” es un cactus endémico de la provincia de
Holguin, que se encuentra amenazado por la actividad antropica.
Este es el objeto de la presente investigacion y se hace con el fin de
establecer la metodologia para la propagacion i vitro de Escobaria
cubensis (Britton & Rose) Hunts, a través de la induccién de brotes
via organogénesis a partir de plantulas germinadas 7z vitro y de
areolas, provenientes de mamilas. Se emplearon semillas colectadas
en la localidad de Purnio, en el municipio de Holguin. Se logré una
desinfeccion de las semillas botanicas con hipoclorito de sodio
(2%) en inmersion doble durante cinco minutos, y de las areolas
durante cinco minutos en bicloruro de mercurio (0.2%). Asi como
su posterior siembra en medio de cultivo MS suplementado con
sacarosa (30 g.I."). Se obtuvo un 95.64% de germinacién en medio
de cultivo MS (25%), se logré ademas un 66.67% de supervivencia
en las mamilas. En la multiplicaciéon se evalué diferentes concen-
traciones de Benzilaminopurina y se determiné que el mejor
resultado, con 5.1 brotes por explante, fue el medio que contenia
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13.3 uM Benzilaminopurina + 5.4 uM acido naftalenacético. A
partir del cuarto subcultivo, el nimero de brotes por explante
disminuye. En la fase de enrizamiento se empled el medio basal
MS con 8.1 uM 4cido naftalenacético + 2.5 uM acido indolbutirico,
obteniendo como promedio 2.5 raices por planta de cultivo; en la
aclimatizacion se empled el sustrato Zeolita + Lecho de Bambu +
Suelo y se obtuvo un 93.5% de supervivencia.

Palabras claves: antrépica, mamilas, areolas, cactus enano.
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Abstract: Escobaria cubensis, commonly called “dwarf cactus
Holguin” is a cactus native to the province of Holguin, which is
threatened by human activity. This research was developed in
order to establish the methodology for in vitro propagation of
Escobaria cubensis (Britton & Rose) Hunts, through induction of
shoots via organogenesis from in vitro germinated seedlings and
areolas, from nipples. Seeds collected were used in the town of
Purnio, in the municipality of Holguin, and achieved botanical
seed disinfection with sodium hypochlorite (2%) in double dipping
for five minutes, and five minutes areolas dichloride mercury
(0.2%). And subsequent seeding MS medium supplemented with
sucrose (30 g L-1). Was obtained in 95.64% germination MS
culture medium (25%) was obtained also a 66.67% survival in the
nipples. In multiplication was evaluated different concentrations
of benzylaminopurine and determined that the best result, with
5.1 shoots per explant was the medium that contained 13.3 + 5.4
uM uM benzylaminopurine and naphthaleneacetic acid. From the
fourth subculture, the number of shoots per explant decreased.
In rooting phase was used MS basal medium with 8.1 mM naph-
thaleneacetic acid + 2.5 mM indole butyric acid obtained, on
average 2.5 roots per plant cultivation and acclimatization substrate
was used Zeolite + Soil + Bedding Bamboo Flooring and obtained
a 93.5% survival.

Keywords: anthropogenic, nipples, areolas, dwarf cactus.
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Introduccion

La diversidad vegetal de Cuba es impresionante. Por un lado, el
numero de plantas vasculares alcanza unas 7,020 especies, de estas
aproximadamente 6,000 son plantas con flores, con un 50% de
endemismo. La vegetacion exhibe cerca de 30 tipos distintos de
formaciones vegetales (Vales, e al., 1998). Por lo que hace que el
archipiélago cubano se incluya en una de las zonas claves (hot spot
o manchas calientes) de biodiversidad en el planeta (Mitterermeier
et al., 1999).

Escobaria cubensis (Britton & Rose) Hunts, comunmente llamado
“el cactus enano de Holguin”, es una cactiacea endémica local, se
encuentra localizado en las Cejas, municipio Rafael Freyre y en
Matamoros (Purnio), municipio de Holguin.

El habitat natural de esta especie ha sido alterado principalmente por
factores antrépicos, como la accién depredadora de coleccionistas,
incendios, reforestacion inadecuada, construccion de trincheras y
tuneles, ademas de disminuir la cantidad de ejemplares en la natu-
raleza, lo que conlleva una rapida pérdida de la variabilidad genética
de la especie.

La propagaciéon por semillas se dificulta dado que esta especie
presenta una baja tasa de germinacién y las poblaciones con
individuos adultos es muy baja, lo que trae consigo una pobre
propagacion por métodos tradicionales. Se hace necesario recurrir
a métodos mas adecuados, como la micropropagacion, para lograr
un mayor numero de individuos.

La micropropagacion es una técnica viable en varias cactaceas
(Johnson y Emino, 1979; Ault y Blackmon, 1987; Chavez et al.,
2001), por lo que esta podria ser una técnica util para disminuir los
problemas de repropagacion y conservacion de Escobaria cubensis
(Britton & Rose) Hunts.
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Es por ello que esta investigacion ha estado encaminada a obtener
un protocolo de propagacion in vitro de Escobaria cubensis (Britton
& Rose) Hunts.

Materiales y métodos
PROCEDIMIENTOS GENERALES

Se emplearon semillas y plantas colectadas en la localidad de
Matamoros (Purnio), municipio de Holguin, las semillas se lavaron
con abundante agua y detergente y luego de secaron al aire y a la
sombra; se mantuvieron a 4°C, hasta el momento de su siembra
en el laboratorio y las plantas se sembraron en casa de vegetacion,
cubierta con zaram (50% sombra).

El instrumental utilizado en el manejo del material vegetal se
esterilizé en estufa a 180°C durante 150 minutos, las operaciones
de inoculaciéon y transferencia se realizaron en una cabina de flujo
laminar horizontal, donde se trabajé con una solucién de Hipoclorito
de Sodio al 0.1% para el tratamiento de las pinzas y bisturfs.

Como medio basal empleado en todos los experimentos fue el
planteado por Murashige y Skoog en 1962, suplementado con 30
gl-1 de sacarosa y 7 gl.-1 Agar. Todos fueron ajustados con
NaOH (m/v) y HCl (v/v) a una concentraciéon de 1.0 N, a pH = 5.8,
previa esterilizacion en autoclave a 1.2 Kg.cm-2, durante 15 minutos
a 121°C. El volumen de medio empleado fue de 25 mL en frasco de
250 mL. Los medios de cultivo se mantuvieron en reposo durante
72 hrs. antes de la inoculacién del material.

El material vegetal se incub6 en una camara de luz artificial con
lamparas fluorescentes reguladas automaticamente para el control
del fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad, con una
intensidad luminosa de 3000 lux (37.5 pmol.m-2.s-1) y una
temperatura de 26£1°C.
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Para el analisis estadistico de los resultados se utilizé el paquete
SPSS, version 11.0 para Windows (Copyright© SPSS Inc., 1998), y
para la graficacion de los resultados el Microsoft Excel 2000. De
cumplirse estos supuestos, se utilizaron las pruebas paramétricas
de Analisis de Varianza (ANOVA) y Tukey HSD. En el caso en
que lo datos los requirieron se empleé el ANOVA Factorial.

FASE DE ESTABLECIMIENTO

Empleo del agente desinfectante y tipo de desinfeccién en
semillas botanicas del cactus enano Escobaria cubensis (Britton
& Rose) Hunts

Las semillas se lavaron con detergente comercial y abundante
agua. Posteriormente se les realiz6 la desinfeccion (tabla N.° 1) y se
enjuagaron tres veces con agua destilada estéril bajo condiciones
asépticas y se implantaron en medio de cultivo basal MS (1962).
Se establecié un tratamiento testigo sin tratar bajo las mimas
condiciones.

Tabla N.° 1
Tratamientos con Hipoclorito de sodio a diferentes concentraciones,
evaluados para la desinfeccion de semillas botanicas de cactus enano

Tratamientos Tipo de Concentracion Tiempo
alas semillas Desinfeccion (%) de Exposicion
1 Simple 0 5 min (agua estéril)
2 1 5 min
3 2 5 min
4 Doble 0 5 min (agua estéril)
5 1 5 min
6 2 5 min
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Se utilizaron 30 repeticiones por tratamientos y a los 21 dias, se
evaluaron variables tales como contaminacion: para los hongos se
evalu6 a través de la presencia de micelio, en el caso de las bacterias
a través de los exudados presentes en el explante o en la base de
este; en la germinacién se evalué el porcentaje de semillas no
contaminadas que germinaron.

Empleo del agente desinfectante y tipo de desinfeccion en
las mamilas del cactus enano Escobaria cubensis (Britton &
Rose) Hunts

Se emplearon mamilas de cactus enano, que fueron colectadas en la
localidad de Matamoros (Purnio), municipio de Holguin, y luego
sembradas en casa de vegetacion 30 dias antes de cortar los explantes.

Previo a los tratamientos de esterilizacion superficial se tomaron las
plantas completas y se lavaron con abundante agua y detergente, se
cepillaron ligeramente para eliminar restos del sustrato y algun otro
elemento que pudiera entorpecer los tratamientos de desinfeccion.
A continuacion se les extrajeron las mamilas y se colocaron en una
solucion antioxidante que contiene 100 mg.I! de acido citrico.

Tabla N.° 2
Tratamientos con Hipoclorito de sodio a diferentes concentraciones,
empleados para la desinfeccion de mamilas de cactus enano

Tratamientos Tipo de Concentracion Tiempo de
alas mamilas Desinfeccion o v/v) Exposicion
1 Simple 0 15 min (agua estéril)
2 1 15 min
3 2 15 min
4 Doble 0 15 min (agua estéril)
5 1 15 min
6 2 15 min
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Efecto de los tratamientos de desinfeccion con Bicloruro de
mercutio (% m/v), empleada en la desinfeccién de mamilas de
cactus enano Escobaria cubensis (Britton & Rose) Hunts

Previo a los tratamientos de esterilizacién superficial se tomaron
las plantas completas y se lavaron con abundante agua y detergente,
se cepillaron ligeramente para eliminar restos del sustrato y algin
otro elemento que pudiera entorpecer los tratamientos de desin-
feccion. A continuacion se les extrajeron las mamilas y se colocaron
en una solucién antioxidante que contiene 100 mg.L! de acido
citrico, luego se siguié un procedimiento con bicloruro de mercurio
(tabla N.° 3). Luego se extrajeron las areolas, donde fue necesario
recortar las espinas en la zona donde se encontraban.

Tabla N.° 3
Tratamientos de desinfeccion con Bicloruro de mercurio a diferentes
concentraciones, comparados con el mejor tratamiento del
experimento 3.1.2, utilizados para las mamilas de cactus enano

Tratamientos ., Tiempo de
. Concentracion (% m/v) p .,

a las mamilas Exposicion
0.1% 5 minutos
2 0.2% 5 minutos
Desinfeccion doble con 15 minutos

Hipoclorito de sodio 2.0%

Se realizaron 30 repeticiones y a los 21 dias se evaluaron variables
tales como contaminacion: en el caso de los hongos se evalué a
través de la presencia de micelio, en el caso de las bacterias a través
de los exudados presentes en el explante o en la base de este y en el
caso de la supervivencia, se evalué contaminacion y supetrvivencia.
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Efecto del medio de cultivo en la germinacién de semillas del
cactus enano Escobaria cubensis (Britton & Rose) Hunts

Se utilizaron cinco sustratos para evaluar la germinacion de las
semillas del cactus enano: In vivo (suelo ferralitico, proveniente
del cuabal original donde habita esta especie, fue esterilizado por
autoclave y colocado en frascos de cultivo de 250 mL de capacidad).
Camara humeda (papel de filtro colocado en frascos de 250 mL
de capacidad, humedecidos diariamente con agua destilada estéril).
Agar-Agua (medio de cultivo elaborado con agua destilada, 30 g.I!
de sacarosa y 7.0 g.L-1 Agar). MS (25%) (en este caso se empled el
medio de cultivo que contenia las sales MS (1962) al 25% del total
de sus sales con 30gl! de sacarosa y 7glL-! Agar). MS (100%) (que
es el medio de cultivo que contenia las sales MS (1962) al 100%
del total de sus sales con 30 g.I-'! de sacarosa y 7 g.I'1 Agar). Para
el tratamiento de sustrato In vivo se coloco en casa de vegetacion
con zaram (50% de sombra), el resto de los tratamientos se
mantuvieron en las condiciones de laboratorio descritas en el
epigrafe 3.0 de procedimientos generales. Se evalu6 diariamente el
Inicio de la germinacion, el Final de la germinacion y el porcentaje
de germinacion. Fase de multiplicacion.

FASE DE MULTIPLICACION

Efecto de las concentraciones de 6-BAP en la multiplicacién
de areolas y plantas germinadas 7n vitro de cactus enano
Escobaria cubensis (Britton & Rose) Hunts

Con el objetivo de inducir la formacién de brotes se colocaron los
explantes de areolas provenientes de mamilas y semillas germinadas
in vitro en medio de cultivo basal MS (1962) suplementado con
diferentes concentraciones de 6-BAP (4.43, 8.87, 13.31 y 17.75 uM).
Un tratamiento testigo sin 6-BAP (0.00 pM) también fue establecido.
Todos los tratamientos mantuvieron un fondo fijo de ANA 5.4 uM.
Brotes de cactus enano proveniente de la fase de establecimiento,
se individualizaron y transfirieron a frascos de cultivo que contenia
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25 mL de medio de multiplicacién. LLas evaluaciones se realizaron
a los 21 dfas (después de sembradas) y se analizé el numero de
brotes y altura de los mismos, en cada subcultivo.

Influencia del nimero de subcultivos en la multiplicacion de
cactus enano Escobaria cubensis (Britton & Rose) Hunts

Para determinar cémo influyé el nimero de subcultivos en la
propagacion i vitro de cactus enano, se utilizé el medio de cultivo
de mejores resultados, empleado en el experimento (3.2.1) y se
mantuvieron las mismas condiciones de cultivo. Se evalué cada
21 dias, durante seis subcultivos y se calculd el coeficiente de
multiplicacién a partir de la ecuacion:

CM = NEF / NEI

donde: CM: coeficiente multiplicacion
NEF: nimero de explante final
NEI: numero de explante inicial

FASE DE ENRAIZAMIENTO

Efecto de concentraciones de ANA en el enraizamiento in
vitro del cactus enano Escobaria cubensis (Britton & Rose)
Hunts

Con el objetivo de inducir el enraizamiento 7z vitro se colocaron
los brotes provenientes del sexto subcultivo de multiplicacion en
un medio de cultivo basal MS (1962) suplementado con diferentes
concentraciones de ANA (2.7, 5.4 y 8.1 uM) se emple6 un testigo
sin reguladores del crecimiento, manteniendo constante el AIB
para todos los tratamientos. LLas evaluaciones se realizaron a los 28
dias y las variables evaluadas fueron: altura de la planta, numero de
raices y longitud de las raices.
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FASE DE ACLIMATIZACION

Efecto de los diferentes sustratos en la aclimatizacion de
cactus enano Escobaria cubensis (Britton & Rose) Hunts

Para evaluar el efecto de diferentes sustratos en la aclimatizacion
de cactus enano, se utilizaron brotes provenientes del cultivo 7
vitro y los mismos se plantaron en bandejas de polieturano que
contenian los sustratos siguientes: Lecho de Bambu (50%)+Suelo
Rojo (25%)+Zeolita (25%); Lecho de Bambu (50%)+Suelo Rojo
(50%); Lecho de Bambu (50%) + Zeolita (50%). Las vitroplantas
se mantuvieron en caseta de adaptacién, con un flujo de fotones
fotosintéticos de 90 pmol.m2.s1, humedad relativa de 80-90% los
primeros 15 dias, luego se disminuy6 a un rango entre 70-80%, la
temperatura oscilo entre 24 y 27°C. Para evaluar la supervivencia se
realizaron muestreos a los 0, 7, 21 y 35 dias después de sembrados,
ademas se evalud: la altura de las plantas, numero de raices y
longitud de las raices a los 35 dias.

Resultados y discusion
FASE DE ESTABLECIMIENTO

Empleo del agente desinfectante y tipo de desinfeccion en
semillas botanicas del cactus enano Escobaria cubensis (Britton
& Rose) Hunts

Se puede apreciar que existieron diferencias significativas entre los
tipos de desinfecciéon y los diferentes niveles de concentracion
empleados sobre la contaminacion de las semillas de cactus enano

(figura N.° 1).
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Figura N.° 1
Efecto de la concentracion de Hipoclorito de sodio y el tipo de
desinfeccion sobre la contaminacion de semillas botanicas del
cactus enano Escobaria cubensis (Britton & Rose) Hunts. Letras
desiguales difieren significativamente segiin pruebas paramétricas
de ANOVA factorial y Tukey, para p<0.05
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En el caso de la contaminacién, se lograron los menores niveles
en el tratamiento donde se aplicé Hipoclorito de sodio al 2% y
desinfeccion doble, el que muestra diferencias significativas con el
resto de los tratamientos, lograndose valores de 87.67% de semillas
aptas para continuar en el proceso. En el caso de los tratamientos
control (0% de Hipoclorito de sodio) la contaminacion fue de un
100%. De igual forma observamos que en este tratamiento se
obtuvieron los mas bajos valores de germinacién, difiriendo
estadisticamente del resto de los tratamientos. Al analizar estos
resultados se puede plantear que no necesariamente la eficiencia
en la desinfecciéon trae consigo una buena calidad del material
restante, pues al emplear la mayor concentraciéon pudiera danarse
la corteza seminal y por consiguiente dafar el embridn, afectando
la germinacion de las semillas.
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Generalmente las semillas de cactaceas se desinfectan relativamente
facil, pero se debe tener en cuenta que esta especie es muy pequefa
y todo el material proveniente de la planta madre ha estado en
contacto con el suelo.

En este caso las semillas estuvieron en contacto directo con el agente
desinfectante, durante un tiempo y condiciones 6ptimos (doble
desinfeccion con hipoclorito de sodio al 2%), por lo que se lograron
niveles de asepsia adecuados. A medida que fue aumentando la
concentracion del producto y variando el tipo de desinfeccion de
simple a doble, la contaminacién fue disminuyendo.

Figura N.° 2
Efecto de la concentracion de Hipoclorito de sodio y el tipo de
desinfeccion en la germinacion de semillas botanicas del cactus enano
Escobaria cubensis (Britton & Rose) Hunts. Letras desiguales
difieren significativamente segtin pruebas paramétricas de ANOVA
factorial y Tukey, para p<0.05
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Garcés (2003), obtuvo en dos tratamientos de esterilizacién
superficial de semillas un 20% de contaminacion, luego de cuatro
semanas de cultivo al emplear Hipoclorito de sodio a diferentes
concentraciones y sumergiendo las semillas en alcohol al 70%
durante 1 minuto.
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En la figura N.° 2 se aprecia el efecto que tuvo la concentracion y
el tipo de desinfeccion en la germinacion de semillas de cactus enano.
Se puede notar que a medida que aumento la concentracion y el
tipo de desinfeccion los porcentajes de germinacion fueron menores.
Los mejores resultados de germinacién se logran en el tratamiento
con 2% de Hipoclotito de sodio (v/v) y desinfeccion simple, el
porcentaje mas bajo de germinacién se obtuvo en el tratamiento
donde se empleé 2% de Hipoclorito de sodio (v/v) y doble
desinfeccién, lo que demuestra que este manejo pudiera estar
afectando la germinacion de las semillas de cactus enano.

Hay que tener en cuenta el efecto negativo del tipo de desinfeccién
sobre la germinacion, pues los valores alcanzados asi lo indican.
Aunque el tratamiento con Hipoclorito de sodio al 1% y desinfeccion
simple no present6 diferencias significativas con los tratamientos de
desinfeccién doble con 1% de Hipoclorito de sodio y el de desin-
feccion doble con 2% de Hipoclorito de sodio. En estos tratamientos
pueden haber ocurrido dafios en los tejidos seminales, provocando
una disminucién en la germinacion de las semillas de cactus enano.

Se puede plantear de forma general que las semillas de cactus enano
resultaron un material sensible a la concentraciéon de 2% de
Hipoclorito de sodio y al tipo de desinfeccién doble, para las
variables contaminacién y germinaciéon A medida que aumenta la
concentracion del hipoclorito de sodio y el tipo de desinfeccion,
disminuye la contaminacién y la germinacién de las semillas.

Empleo del agente desinfectante y tipo de desinfeccion en
las mamilas del cactus enano Escobaria cubensis (Britton &
Rose) Hunts

En la figura N.” 3 puede apreciarse el efecto de las concentraciones y
el tipo de desinfeccion sobre la contaminacion de areolas de cactus
enano, logrando los niveles mas bajos de contaminacién (60%) en el
tratamiento con 2% de Hipoclorito de sodio y desinfecciéon doble,
mostrando diferencias significativas con el resto de los tratamientos.
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El tratamiento control para los dos tipos de desinfeccion fue el de
mayor indice de contaminacién con un 100%. Los resultados
obtenidos en los tratamientos de desinfeccién doble, pudieran
estar influenciado por el tratamiento dado a la planta madre en la
casa de vegetacion, ademas del lavado y cuidado con las espinas
alrededor de las areolas. Esta especie no presenta gran lanosidad,
pero su pequefio tamafio dificulta la desinfeccién adecuada de las
mamilas, por lo que se considera que los resultados obtenidos no
son los mas favorables para comenzar un protocolo de propagacion
de cualquier especie vegetal.

Figura N.° 3
Efecto de la concentracion de Hipoclorito de sodio y el tipo de
desinfeccion la contaminacion de areolas del cactus enano
Escobaria cubensis (Britton & Rose) Hunts. Letras desiguales
difieren significativamente seguin pruebas paramétricas de
ANOVA factorial y Tukey, para p<0.05
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Garcés (2003), obtuvo un 100% de contaminacién en los tratamientos
utilizados, en este caso la contaminacién fue por organismos
fungicos debido a la cantidad de lanosidad compacta existente en
la superficie trabajada.
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Ault y Blackmon (1987) informan haber obtenido escaso éxito en
la obtencion de material vegetal estéril cultivado, proveniente de
invernaderos, lo que también es sefialado por Johnson y Emino
(1979). En el caso de Opuntia, el cultivo de areolas axilares
provenientes de plantas adultas también result6 tener un elevado
porcentaje de contaminacién (Mondragon ez al., 1995).

En la figura N.° 4, se aprecia el comportamiento de las areolas de
cactus enano en cuanto a la supervivencia. Luego de trabajar con
las concentraciones y el tipo de desinfecciéon, se observd que los
niveles de supervivencia son relativamente bajos.

Figura N.° 4

Efecto de la concentracion de Hipoclorito de sodio y el tipo de
desinfeccion en la supervivencia de areolas del cactus enano
Escobaria cubensis (Britton & Rose) Hunts. Letras desiguales
difieren significativamente seguin pruebas paramétricas de

ANOVA factorial y Tukey, para p<0.05
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En este caso, cabe destacar que el tratamiento con 2% de Hipoclorito
de sodio y desinfecciéon doble fue el que tuvo mayores niveles de
supervivencia, aunque se consideran bajos. I.as mamilas respondieron
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mejor en cuanto a la supervivencia a las combinaciones mayores
de concentracion de Hipoclorito de sodio y el tipo de desinfeccion.

Al ser un material adulto se puede decir que la contaminacion fue
alta, pero el material no contaminado respondié muy bien y mantuvo
su coloraciéon verde, manteniendo su capacidad de crecimiento.
No se encontré ningun sintoma de muerte por la desinfeccion
(explantes necrosados, secos).

Efecto de los tratamientos de desinfeccion con Bicloruro de
mercurio (% m/v), empleada en la desinfeccién de mamilas de
cactus enano Escobaria cubensis (Britton & Rose) Hunts

En la figura N.° 5 se observa que el tratamiento con bicloruro de
mercurio al 0.2% y desinfeccion simple fue el que obtuvo los mejores
resultados, pues solamente presentdé un 20% de contaminacion
con diferencias significativas con los tratamientos donde se
emplearon hipoclorito de sodio al 2% y desinfecciéon doble y el
bicloruro de mercurio al 0,1% y desinfeccion simple. Estos
resultados demuestran la efectividad del bicloruro de mercutio en
la desinfeccién de especies recalcitrantes. Al emplearse en el
cactus enano a bajas concentraciones y cortos periodos de tiempo,
resulté ser efectivo. Aunque el tratamiento con menor
concentracién de hipoclorito fue el segundo de mejor
resultados, su valor de contaminaciéon se encuentra por debajo

de 50% (46.67%).

Los resultados demuestran que en el caso de las areolas del cactus
enano es mas efectivo el bicloruro de mercurio que el hipoclorito
de sodio. Este aspecto debe tenerse en cuenta en el protocolo de
propagacion 7z vitro de esta especie.

Al analizar la supervivencia del material se observa que el
tratamiento con bicloruro de mercurio al 0.2% durante 5 minutos
fue también muy efectivo para esta variable, pues se alcanz6 un
06.67% de supervivencia, logrando mantener el material de partida

360  Ciencia y Sociedad 2013; 38(2): 345-375



Propagacion in vitro de Escobaria cubensis (Britton & Rose) Hunts

las condiciones agromorfologicas adecuadas y caracteristicas de la
especie. Solo se encontré un 13.33% de material que necrosé y
murié. Esto pudiera ser por el efecto del bicloruro de mercurio
sobre el mismo.

Figura N.° 5
Efecto del tipo de desinfectante en la contaminacion y
supervivencia de areolas del cactus enano Escobaria cubensis
(Britton & Rose) Hunts. Medias con letras desiguales difieren
significativamente segin pruebas paramétricas de ANOVA de
un factor y Tukey, para p<0.05. ES: error estandar de la media
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Kamnoon y Kantamaht (2000), al desinfectar yemas apicales de
Maesa ramentacea, en una soluciéon acuosa de cloro al 20% durante
20 y 30 minutos y con bicloruro de mercurio al 0.1% durante 10 y
15 minutos, encontraron que en las yemas apicales esterilizadas
con el cloro obtuvieron de un 30 a una 45% de asepsia y con el
bicloruro de mercurio un 70 a 80% de efectividad en la desinfeccion
del material. Aqui se nota la efectividad del bicloruro de mercurio
sobre el hipoclorito de sodio, en cuanto a la eficiencia en el logro
de asepsia y supervivencia.
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Por los resultados obtenidos puede plantearse que la desinfeccion
de areolas, provenientes de mamilas de cactus enano, es efectiva con
el empleo de Bicloruro de mercurio, empleando una concentracion
de (0.2%), durante 5 minutos.

Efecto del medio de cultivo en la germinacién de semillas
del cactus enano

En el caso de variable Final de la germinacién, el mejor tratamiento
correspondi6 al sustrato de las sales MS al 25%, el que en promedio
complet6 su germinacion en 12 dias. Los tratamientos Agar-Agua y
Camara Himeda mostraron una condicion intermedia y necesitaron
de 13 dias para completar su germinacion. Los tratamientos In vivo
y medio MS al 100% de las sales, fueron los que presentaron un
tiempo mayor de germinacion, entre los 14 y 15 dfas. El porcentaje
de germinacion obtenido para E. cubensis, también presento dife-
rencias estadisticas al alcanzar el mayor porcentaje el tratamiento
Agar-Agua, con un 96,76% sin diferencias significativas con el medio
de cultivo basal de sales MS (25%) con un 95.64%. El tratamiento
Camara Humeda alcanzé un 91,24% de germinacion. El menor
porcentaje de germinacion se obtuvo en el tratamiento de las sales
MS al 100 %, con solo un 36.56, casi un tercio de lo alcanzado por
el mejor tratamiento. De acuerdo a los resultados obtenidos,
podemos decir que en el medio que contenia las sales MS al 25%
de concentracion, las semillas de E. cubensis, encontraron un lecho
adecuado para su desarrollo. Se le facilité una cantidad determinada
de nutrientes, y aunque se plantea que en las etapas iniciales la
germinacién se realiza con las reservas de la propia semilla,
puede inferirse que en este caso el medio fue adecuado para su
germinacion. La germinacion de las semillas de cactus enano no es,
en estos momentos, una dificultad mayor, pues los resultados
obtenidos permiten determinar y establecer semillas de esta especie,
para su propagacion.
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FASE DE MULTIPLICACION

Efecto de las concentraciones de 6-BAP en la multiplicacion de
areolas y plantas germinadas in vitro de cactus enano Escobaria
cubensis (Britton & Rose) Hunts

En el nimero de brotes se encontré que el tratamiento con 13.31 uM
de 6-BAP fue mas efectivo y expresa diferencias significativas con
el resto de los tratamientos. El tratamiento control no mostré brotes,
por lo que solamente se le pudo evaluar el crecimiento del explante
inicial. Esto se debe a que en la composicion del medio de cultivo
no se encontraba presente la citocinina. De esta forma se reafirma
lo planteado por algunos autores, quienes establecen que en la
emision de brotes de cactus es necesario la presencia de citocinina.

Se puede plantear que el tratamiento con 17.75 uM de 6-BAP si
increment6 numero de brotes, pero que los mismos no presentan
caracteristicas idéneas para considerarlos como brotes aptosn para
la micropropagacion, pues eran de muy pequefio tamafio y formaba
una protuberancia de pequenios brotes. Estos pequefios agregados
no posefan una altura que permitiera su manipulacion, por lo que
no se tuvieron en cuenta en el resto del proceso

Pérez-Bermudez (2002), plantea la utilizaciéon de plantulas
germinadas 7 vitro como material vegetal para desarrollar un método
de micropropagacion, en especies recalcitrantes y en peligro de
extincion. Sriskandajarah y Serek (2004), obtuvieron resultados
similares a los obtenidos en este trabajo, a partir de cladodios. En
este caso es muy similar al trabajo con las mamilas, pues ambos
trabajan con las areolas, donde utilizaron concentraciones de 6-BAP
y presentan una tasa de multiplicacion de 10. A su vez, obtuvieron
una gran hidratacién de los tejidos, lo que produjo que no todo el
material obtenido fuera apto. Esto demuestra que en las cactaceas,
cuando se emplean altas concentraciones de 6-BAP, se elevan los
riesgos de una hidratacién en los tejidos. Lo que se explica porque,
ademas de la accién de la hormona, las cactaceas presentan una
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gran cantidad de agua en los mismos y aunque los miembros de
esta familia presenten una cuticula rica en ceras para prevenir la
pérdida de agua y resistir cambios ambientales bruscos, se debe
tener en cuenta que las condiciones de cultivo 7z vitro no son las
mismas que las condiciones ambientales externas. Poljuha ez /.
(2003), plantean que al micropropagar Mammillaria gracillis Pteiff,
sin reguladores del crecimiento obtenfan brotes hidratados.

Segun Pérez ef al. (2002), investigaron con tres especies de cactus
columnares y obtuvieron un promedio de 4.3 brotes por explantes,
y con condiciones de crecimiento diferentes, pues los cactus colummnares
presentan un crecimiento individualizado, logrando una altura
superior a los cactus de crecimiento globoso.

Sriskandajarah ez 2/ (2006) emplearon concentraciones de 3,5 pM
de 6-BAP, para la micropropagacion de Schulumbergera y Rhipsalidopsis,
y determinaron la capacidad regenerativa de estas especies. Ademas
plantean que la relacién auxinas-citocininas favorece la capacidad
regenerativa y que en los primeros subcultivos de multiplicacion
aparecen raices que luego desaparecen en los subsiguientes subcul-
tivos. Este aspecto pudiera verse influenciado por la acciéon de la
citocinina sobre las auxinas.

En general se sefiala para diversas especies de cactus, que la mayor
tasa de produccion de brotes se consigue con la presencia de 0.44-
4.44 uM de BAP en combinacién con bajas concentraciones de
auxinas (Clayton e7 al., 1990), lo que difiere con los datos obtenidos
en E. cubensis. Las especies Ferocactus covilles, F. wislizenii y Echinocereus
pectinatus, produjeron la mayor tasa de brotes axilares en un medio de
cultivo suplementado con 4.44 uM de BAP y 46,47 uM de Kinetina,
indicaron Ault y Blackmon (1985). Sin embargo como sefialan
Chavez et al. (2001), los niveles de citocinina y auxina requeridos
deben ser estudiados experimentalmente para cada especies.

Medeiros et al. (2006), multiplicaron secciones de las costillas del
Notocactus magnificns que contenian de 2 a 3 areolas, con diferentes
concentraciones de 6-BAP, logrando el mayor nimero de brotes
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por explante cuando emplearon la concentracion de 22.2 uM de
0-BAP. Brasil ¢f a/. (2005) multiplicaron areolas de cladodios jovenes
de plantas cultivadas en campo y en condiciones 7z vitro, logrando
un elevado namero de brotes (20), en el medio de cultivo MS,
suplementado con 7.5 uM de 6-BAP y 0.2 uM de AIA. Pérez et al.
(1998), lograron la formacion de brotes a partir de areolas de plantas
germinadas iz vitro de las especies Astrophytum, Cephalocerens,
Conyphanta, Ethinocactus, Echinocereus, Echinofossulocactus, Ferocactus,
Mammillaria, Nylocereus y Stenocerens, empleando 8.7 uM de 6-BAP y
5.37 uM de ANA.

Influencia del nimero de subcultivos en la multiplicacion de
cactus enano Escobaria cubensis (Britton & Rose) Hunts)

Se puede apreciar en la figura N.° 6 como influye el numero de
subcultivos en el coeficiente de multiplicacién de los explantes.
El analisis se realizé desde el subcultivo primero y hasta el sexto
subcultivo.

Figura N.” 6
Influencia del nimero de subcultivos en la emision de brotes de cactus
enano. Medias con letras desiguales difieren significativamente segin
pruebas paramétricas de ANOVA de un factor y Tukey, para p<0.05.
ES: error estandar de la media
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En los tres primeros subcultivos la tasa de multiplicacion es signi-
ficativamente mas baja, luego se observo un incremento en el
cuarto subcultivo, pero en el quinto subcultivo el coeficiente
comenzo a bajar. En el sexto subcultivo alcanzo el menor valor de
multiplicacién por lo que se determind, subcultivar este material
en cuatro ocasiones, donde se puede obtener un buen nimero de
plantas para los propositos que se persiguen con del protocolo de
propagacion i vitro. Podemos decir que al comenzar a declinar el
coeficiente de multiplicacion.

FASE DE ENRAIZAMIENTO

Efecto de concentraciones de ANA en el enraizamiento in
vitro del cactus enano Escobaria cubensis (Britton & Rose)
Hunts

El enraizamiento en las cactaceas se produce generalmente espon-
taneamente desde la misma fase de multiplicacién, lo que trae
consigo que el proceso de enraizamiento de esta especie no sea
tan recalcitrante.

Tabla N.° 4
Efecto de los reguladores del crecimiento en el
enraizamiento in vitro de cactus enano.
En todos los tratamientos se mantuvo un fondo fijo de 2.5 pM AIB

Trat. ANA Altura Numero Longitud de
(uM) (cm) de Raices las raices (cm)
0 0 418 ¢ 1.68 b 0.53 ¢
1 2.68 473 b 1.76 b 0.56 ¢
2 5.37 475 b 1.96 ab 0.63 b
3 8.05 5.06 a 250 a 0.90 a
4 ES+ 0.06 0.13 0.05
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En la tabla N.° 4, se puede apreciar que el tratamiento 3 fue efectivo
para los parametros evaluados como altura de la planta, nimero de
raices y longitud de las raices, en el nimero de raices por plantas
no se obtuvo diferencias significativas, esta especie no presenta un
gran numero de raices, pues posee una rafz napiforme con muy
pocas raices adventicias y generalmente se encuentra en estado
natural expresando hasta 5 raices por planta. Esto demuestra que es
una especie no muy prolifera en la emisiéon de raices. Se considera
que el medio de cultivo con la combinacion de 8.1 uM ANA+ 2.5
uM AIB se debe emplear en la micropropagacion de esta especie.

Medias con letras desiguales difieren significativamente segun
pruebas paramétricas de ANOVA de un factor y Tukey, para
p<0.05. ES: error estandar de la media.

Pérez et al. (1998) lograron el enraizamiento de vitroplantas de 21
especies de cactus mexicanos, cuando le afiadieron al medio de
cultivo 5.71 uM de AIA y 4.90 uM de AIB. Davila Figueroa ef al.
(2005) plantearon que el enraizamiento de las vitroplantas fue
eficiente cuando se sembraron en un medio de cultivo basal al
100% de concentracion de las sales, sin reguladores del crecimiento
y la frecuencia de enraizamiento fue de 54.2 a 94.2%.

Frota e al. (2004) lograron los mejores resultados en el enraizamiento
de las vitroplantas de Opuntia ficus-indica (L.) Mill., con 26,85 pM de
ANA. Por otro lado no hubo diferencias significativas entre los
clones testados, cuando se emplearon reguladores de crecimiento.

En las cactaceas y dependiendo de la especie, se puede utilizar o no
reguladores del crecimiento vegetal. Rubluo e a/. (1996) plantean
que esta familia posee la capacidad de producir una gran cantidad
de auxina, lo que le induce a la emisién de raices desde la fase de
multiplicacién. En este experimento no ocurri6 asi, pues hubo que
afiadirle auxinas para inducir el enraizamiento.
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FASE DE ACLIMATIZACION

Efecto de los diferentes sustratos en la aclimatizacion de
cactus enano Escobaria cubensis (Britton & Rose) Hunts

Al analizar la supervivencia en condiciones de aclimatizacion, se
puede apreciar y corroborar lo planteado por otros autores como
Garces (2003) y Papafotiu ef al. (2001), quienes plantean que las
cactaceas son plantas que se adaptan facilmente a diversos cambios.

En la figura N.° 7 se pueden apreciar los resultados elevados
obtenidos.

Figura N.° 7
Porcentaje de supervivencia de vitroplantas
en la fase de aclimatizacion de cactus enano
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En la tabla N.° 5 se muestran los resultados obtenidos en las
evaluaciones efectuadas, obsérvese que el tratamiento donde se
utilizé la combinacién de los tres sustratos, a pesar de no diferir
estadisticamente con el tratamiento donde se emple6 solo zeolita
mas lecho de bambd, tuvo una tendencia a incrementar la altura.
En cuanto a la longitud de las raices y el nuimero de raices, el

368  Ciencia y Sociedad 2013; 38(2): 345-375



Propagacion in vitro de Escobaria cubensis (Britton & Rose) Hunts

tratamiento donde se utilizaron los tres sustratos no difiere estadis-
ticamente del dos, pero se aprecia un efecto positivo con tendencia
al incremento que favorece al tratamiento uno, por lo que puede
considerarse este tratamiento como el mas adecuado para la
aclimatizacién de esta especie. Los resultados expuestos en el grafico
nos permiten afirmar que las cactaceas, muestran una elevada
capacidad de adaptabilidad, con capacidad para asimilar cambios
bruscos de temperatura, luz y humedad relativa, este resultado
permitié contar con plantas que deben ser reintroducidas en sus
areales naturales. Estos resultados se deben a la buena estructura,
permeabilidad y aireacion que le dio al sustrato la fibra de bambu
(lecho de bambu), caracteristicas que permiten un adecuado
desarrollo de las raices trayendo consigo una mejor absorcion de
nutrientes, mejorando el crecimiento y desarrollo de las plantas. La
zeolita posee, ademas, un efecto positivo sobre la calidad fisica del
sustrato, pues este material es capaz de retener algunos nutrientes
y disminuir las pérdidas por el lavado del agua de riego. Esto
corrobora lo planteado por Agramonte (1998), donde sefiala que
una buena permeabilidad y aireaciéon de los sustratos permite un
buen crecimiento y desarrollo de las vitroplantas.

Tabla N.° 5
Efecto de los diferentes sustratos en la aclimatizacion
de vitroplantas de Cactus enano. Medias con letras iguales
no difieren entre si para Duncan p<0.05

. Talla Longitud de
Tratamientos ,
(cm) raices (cm)
Zeolita+Iecho de Bambu+Suelo 0.78a = 0.45 1.04a = 0.40
Zeolita+Iecho de Bambu 0.80a = 0.76 0.89a = 0.47
Lecho de Bambu+Suelo 0.56b = 0.61 0.73a = 0.41
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