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Resumen

La Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan (FES Cuautitlan), UNAM, reune
elementos importantes para el establecimiento de un banco de germoplasma in
vitro. El objetivo es proporcionar una alternativa de conservacion para diferentes
especies vegetales por medio de la técnica de cultivo in vitro. Su funcién sera
establecer y mantener una colecciéon de material vegetal mediante cultivo de
tejidos de plantas en crecimiento activo. Como parte de las actividades
educativas y de investigacion, el laboratorio de Bioquimica y Fisiologia Vegetal,
aprovechando las ventajas que ofrece la técnica de cultivo in vitro y la necesidad
de contar con un espacio de conservacion, manejo y proteccion de especies en
estado de riesgo, ha iniciado la tarea de establecer un banco de germoplasma in
vitro de especies vegetales. La Facultad cuenta con un Jardin Botanico que
concentra siete colecciones de plantas. Actualmente, el acervo del banco de
germoplasma in vitro es de mas de 30 especies establecidas entre cactaceas,
suculentas, insectivoras, orquideas, entre otras. De aqui que la fuente de
material vegetal es el Jardin Botanico de la FES Cuautitlan. Sin embargo,
establecerlas no es suficiente, también es necesario contar con un programa de

mantenimiento permanente y desde luego considerar el establecimiento de
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protocolos de aclimataciéon en condiciones de invernadero (ex vitro). Estas
actividades permitiran la planeacion de proyectos semestrales y de tesis para los
estudiantes. Ademas, la FES Cuautitlan contara con un centro de conservacion,
conocimiento e investigacion vegetal no solo para la comunidad estudiantil, sino
para productores y responsables de reservas o areas protegidas para el

mantenimiento y el aprovechamiento de recursos fitogenéticos.

Palabras clave: Conservacién, cultivo ex vitro, coleccidn, especies en riesgo,

recursos fitogenéticos.

Introduccién

Como vias de conservacion de especies vegetales estan los Jardines Botanicos
(Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (2012), las
areas protegidas, los bancos de semillas del Centro Internacional de
Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT), el banco de germoplasma del Sistema
Nacional de Recursos Fitogenéticos (SINAREFI), el banco de Recursos

Genéticos de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion (SAGARPA), entre otros. Los bancos de germoplasma son

espacios especializados que concentran colecciones muy diversas de recursos
fitogenéticos, cuya finalidad es la conservacion a largo plazo y la disponibilidad
de germoplasma a fitomejoradores, investigadores y otros usuarios. Los bancos
de cultivo in vitro permiten el almacenamiento de plantulas por un periodo de
tiempo medio, en el caso de especies de interés agricola, pero en plantas de
ornato por un periodo mas prolongado sin afectar su desarrollo normal (FAO,
2014). La FES Cuautitlan cuenta con un Jardin Botanico desde 1992; éste es un

recinto clave para la conservacion ex situ de diversas especies ya que cuenta
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con 7 colecciones, entre ellas podemos mencionar el arboretum, plantas
acuaticas, plantas ornamentales, plantas medicinales, plantas tropicales, asi
como la coleccion de cactaceas que es la mejor representada. El equipo de
trabajo del laboratorio de Bioquimica y Fisiologia Vegetal de la carrera de
Ingeniero Agricola, como parte de sus actividades de formacion para los
estudiantes mediante la educacion formativa disciplinaria y de investigacion,
emprendio la iniciativa de establecer un banco de germoplasma de cultivo in vitro
como una via de conservacion de la biodiversidad vegetal. Debido a la restriccion
en la recoleccidn de diversas especies vegetales, entre ellas diversos géneros
de cactaceas y orquideas, la mayor parte del material vegetal que se ha
propagado se obtiene precisamente del Jardin Botanico, en cumplimiento con la
Norma Oficial Mexicana NOMO059-SEMARNAT-2010 (NOMO059). El cultivo in
vitro presenta ventajas para la obtencion de material libre de enfermedades, asi
mismo, permite la concentracion de cantidades importantes de material en
espacios reducidos y en condiciones controladas. La micropropagacion ha sido
una de las aplicaciones practicas comprobadas que se han insertado en los
programas de mejoramiento para la propagacion de clones de alto valor genético
y con fines de conservacion (Daquinta, 2000; Quiala et al., 2004; Avila y Salgado,
2006; Mayo et al., 2010). Diversas especies vegetales han sido sometidas a
procesos de establecimiento y micropropagacion in vitro, por ejemplo: orquideas
como Laelia eyermaniana (Francisco et al., 2011), Encyclia adenocaula (Ruiz et
al, 2008), especies del género Mammillaria (Ramirez et al., 2019), Mammillaria
plumosa (Téllez et al., 2017), por mencionar algunas. La FES Cuautitlan no
cuenta con un banco de esta naturaleza, por lo que con esta iniciativa se sumaria
al banco de germoplasma ex situ del Jardin Botanico. Este espacio de
conservacion brindara a la comunidad estudiantil un recurso para la realizacién
de practicas y proyectos experimentales semestrales, ademas, la oportunidad de
realizar actividades educativas de capacitacidbn para servicio social y de
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investigacion a través del desarrollo de tesis, y desde luego, para crear
conciencia de la importancia de la conservacion y rescate de especies en algun
estatus de riesgo, extendiéndose hasta la comunidad externa de la institucion
como productores y responsables de reservas o areas protegidas para la

proteccion y el aprovechamiento de recursos fitogenéticos.

Objetivo

Proporcionar una alternativa de conservacion e investigacion para diferentes
especies vegetales mediante el establecimiento de un banco de germoplasma in

vitro.

Metodologia

La seleccion del material donante de explantes consistié en plantas adultas en
edad reproductiva, sanas y con un buen desarrollo. Los explantes pueden ser

semillas o bien, porciones de la planta como tallo, hoja o raiz.

El proceso de establecimiento comprende 5 etapas:

Etapa 1. Seleccion del explante. El proceso de seleccion se realizd con los
siguientes criterios: Numero de accesiones, problemas en la produccién de
semillas de cada especie, edad y vigor de la planta, buen desarrollo, sin signos

de enfermedad.

Etapa 2. Protocolo de desinfeccion. Se desinfectaron los explantes con agentes

bactericidas (hipoclorito de sodio) y fungicidas (Captan), variando tiempo y
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concentracion. El proceso de desinfeccion se realizé aplicando los protocolos

estandarizados en el laboratorio de acuerdo con la especie.

Etapa 3. Establecimiento in vitro. Los protocolos usados fueron estandarizados
en el laboratorio en estudios previos. La siembra y el trasplante se realizaron en
condiciones de asepsia en una campana de flujo laminar. El medio-base utilizado
fue el Murashige and Skoog (MS) (Tabla 1).

Tabla 1. Composicion de los medios de cultivo utilizados in vitro.

Medio MG MBC ME

Semillas Brotes Callo Insectivorasy orquideas Cactaceas
Sales MS % 25 25 50 50
Sacarosa gL 30 30 30 30 30
Kin mg L~ 0 0 0 2
AlIA mg L~ 0 0.5 1.0 0 0
ANA mg L+ 0 0 1
BA mg L+ 0 1.0 0 0.3 0
Gelificante g L~ 7.0 7.0 6.8 6.8 6.8
pH 5.8 5.8 5.8 5.8 5.8
Carbon activado g L- 0 0 0 0.5 0.5
Esterilizacion autoclave a 1.05 Kg cm2y 121 °C durante 15 min

MS, Murashige and Skoog (1962); Kin, Cinetina; AlA, acido indol 3 acético; ANA, acido naftalen
aceético; BA, benciladenina; MG, medio para germinacion; MBC, medio para induccion de brotes

y callo; ME, medio para establecimiento.

Etapa 4. Incubacién. Las condiciones de incubacion fueron: 26 + 2 °C de
temperatura, fotoperiodo de 16 horas luz con una intensidad luminica de 1900-
2300 luxes provenientes de lamparas led, con un consumo de 24 watts a una

distancia del material de 30 cm.
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Etapa 5. Trasplante y mantenimiento. En esta etapa el material se mantuvo con

trasplantes periddicos de 4 a 8 semanas, segun la especie.

Para todas las especies en estudio, las plantas se transfirieron a un medio fresco
sin reguladores para fortalecer la raiz y la plantula. Cuando hubo presencia de
callo, este se transfirid a un medio con acido indol acético (AlA) (Tabla 1) para

mantenerlo en crecimiento activo.

Resultados

En virtud de que la fuente del explante fue muy variada y la seleccion estuvo en
funcidn de la disponibilidad segun la especie, las repeticiones fueron diferentes:
orquideas 10, cactaceas tallo o mamila 5, semillas 5 (lotes de 10 a 40),
insectivoras 20. Los resultados de porcentaje de contaminacién, germinacion,
presencia de brotes y callo se muestran en la Tabla 2. Como se observa, la
respuesta depende de la especie y del tipo de explante. Para el establecimiento

in vitro no se aplicé ningun analisis estadistico ya que son pruebas preliminares.

Tabla 2. Resultados de porcentaje de contaminacion, germinacion,

presencia de brotes y formacion de callo.

Explante Semillas Capsulas de Porcion de tallo Areola Hoja

orquideas cactacea cactacea insectivora
Contaminacion 10 0 20 20 0
Germinacion 7 20a40
(dias)
Germinacion (%) 100 100
Presencia de 12 16 4a8
brotes
(semanas)
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Formacion de 12 18
callo
(semanas)

Discusion

La eliminacion de contaminacion en un 100% en el medio de cultivo para
capsulas inmaduras de orquideas también fue reportada por Ruiz et al. (2008).
Esta técnica resulta practica y econdmica en contraste con las utilizadas por
otros investigadores que incluyen solucion de hipoclorito de sodio, jabén o
detergente Tween 20, perdéxido de hidrégeno, e inclusive fungicida para tratar
capsulas (Aguilar y Lépez, 2013; Aguilar et al., 2016). A diferencia de Ruiz et al.
(2011), quienes reportan el 81% de germinacion en un tiempo de 23 a 40 dias
en Cactaceas, esta se obtuvo a los 7 dias en un 100%. Por otro lado, al utilizar
el medio MS al 25% para la germinacién de semillas tanto de cactaceas como
para orquideas, se reducen los costos de su establecimiento, a diferencia de
otras investigaciones en las cuales se ha utilizado MS al 100% (Aguilar y Lépez,
2013; Aguilar et al., 2016). En el caso de explantes provenientes de partes
vegetativas, la formacion de brotes se observd entre 4 a 8 semanas en

insectivoras, dependiendo de la especie, y hasta 12 semanas en cactaceas.

Conclusion

Hasta el momento se cuenta con un acervo de 30 especies entre orquideas,
insectivoras, suculentas y cactaceas establecidas en condiciones de cultivo in
vitro. Los protocolos de desinfeccion fueron efectivos para semillas de cactaceas
y capsulas de orquideas. Se registré un alto porcentaje de germinacion en
orquideas y moderado en cactaceas, logrando su establecimiento en
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condiciones in vitro. Se lograron reducir los costos con el medio MS al 25% y sin
reguladores de crecimiento para la etapa de germinacién y para la etapa de
induccion y establecimiento con medio MS al 50%. Estos protocolos de
establecimiento permitieron generar material vegetal en crecimiento activo en
condiciones in vitro como fuente de germoplasma.
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