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Protocolo para Proyecto de Investigacién 2018

1.-Titulo del proyecto Presupuesto solicitado:
[PRODUCCION DE SEMILLA SINTETICA DE Mammillaria luethyi( Hinton) |50000.00 ]

2.- Introduccién
La tecnologia de las semillas sintéticas combina las ventajas de la propagacion clonal con la propagacion por

semilla y el almacenaje. Ha demostrado ser una estrategia viable para la conservacion del germoplasma de
plantas. v puede tener miltiples aplicaciones tanto cientificas como industriales, permitiendo el manejo de los
recursos naturales de forma sustentable. Dentro de las ventajas de la aplicacion de esta tecnologia se
encuentra el mantener la uniformidad genética, almacenamiento por largos periodos, eliminacion de la etapa
final de la micropropagacion (por ejemplo enraizamiento y aclimatizacion) permitiendo la entrega directa asi
como el desarrollo de sistemas de propagacion rentables.

Las semillas sintéticas consisten en propdgulos somaticos (yemas axilares, embriones somaticos, brotes u
otros propagulos de desarrollo in vitro) capaz de conversion a plantulas en condiciones in vitro o ex vitro.

La aplicacion de esta tecnologia para la conservacion de los miembros de familia Cactaceae no ha sido
anteriormente propuesta.

Esta familia es originaria del Continente Americano, agrupa a cerca de 2000 especies, las cuales han logrado
adaptarse a los climas desérticos. México es el pais con mayor riqueza de estas plantas, con 913 taxones, de
los cuales el 80 por ciento son endémicos del pais. Tan solo la norma oficial emitida por la SEMARNAT en
el 2010, incluye 275 especies de cactaceas en alguna categoria de proteccion, 92.3% son endémicas, donde la
extraccion ilegal de sus habitats naturales es el problema fundamental de la disminucién de las poblaciones
de la familia Cactaceae. Otro factor es el cambio de uso de suelo.

Mammillaria luethiv es una especie endémica de Coahuila, atin no existe informacion sobre el estatus de esta
especie dentro de la Norma Mexicana. Sin embargo es conocido que sus poblaciones son constantemente
amenazadas por la extraccion ilegal por coleccionistas, y cambio de uso de suelo, reflejando su

vulnerabilidad. Por lo tanto, es urgente establecer medidas para su conservacion y favorecer los mecanismos

para su comercializacion legal.

Objetivos

. Optimizar el protocolo de micropropagacion

. Establecer la técnica para producir embriones somaticos de M. [uethyi.

s Producir semilla sintética de Mammillaria luethyi a partir de embriones somaticos.
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Hipotesis
[ Es posible generar semillas sintéticas para la conservacion de Mammillaria Juethyi (Hinton) ]

3.-Revision de Literatura
México es el centro mas importante del mundo en concentracion de cactaceas. Los cactdlogos reconocen la

existencia de 913 taxones, conformando 669 especies, las cuales se encuentran agrupadas en 63 géneros, y se
reconocen 244 subespecies. El estado de San Luis Potosi es el que posee una mayor diversidad, con un
registro de 151 especies. Le siguen los estados de Coahuila con 126 especies y Nuevo Leon y Oaxaca con
118 especies cada uno (Guzman et al., 2003).

El género Mammillaria es probablemente el género mas rico en especies y morfologicamente variable en las
cactaceas. Este genero presenta mayor sobreexplotacion a nivel comercial (NOM-059-SEMARNAT-2010).
Mammilaria luethyi es una especie endémica de Coahuila, atin no se encuentra registrada en la Norma
Mexicana, la localidad tipo se encuentra en el municipio de Muzquiz y sus pardmetros poblacionales son
desconocidos hasta el momento. Por lo que se hace urgente medidas de conservacion y de estudios
poblacionales, para disminuir el impacto sobre sus poblaciones naturales.

El uso de la tecnologia de semilla artificial para el rescate y la conservacién de M. [uethyi aun no ha sido
desarrollado, ya se cuenta con el protocolo para su propagacion. También existe antecedentes de propagacion
de cactaceas por la ruta de la embriogénesis somatica, organogénesis directa e indirecta (Angulo-Bejarano et
al, 2011; Estrada-Luna et al., 2013) que permite su propagacion masiva y la obtencion de material ideal para
la encapsulacion.

La encapsulacién tecnolégica presenta miltiples ventajas al reducir el costo de micropropagacion de plantas
y favorecer el almacenamiento a corto y mediano plazo. La semilla sintctica (semillas artificiales o semillas
sométicas) son andlogas a las verdaderas o semillas botanicas y consisten en cubrir embriones somaticos,
plantulas, meristemos..etc con capas formando una cépsula de alginato o polimeros (Nieves et al., 2003;
Shing, 2006; Cangahuala-Inocente er al., 2007: Poobathy et al., 2009 Dhir y Shekhawat, 2013). Estas
presentan ventajas como: uniformidad en la produccion, alta capacidad de sobre-escalonamiento, potencial
para automatizacion de produccion, facil manejo en el transporte y almacenamiento de germoplasma de élite.

o en peligro de extincion (Singh er al., 2007; Mallon et al., 2007; Magsood et al., 2015).

4.- Procedimiento Experimental
El experimento se llevari a cabo en diferentes etapas:

Establecimiento de Mammillaria luethyi.

Se obtendran los explantes de planta madre. Se determinaran pretratamientos para su establecimiento con tratamientos
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fitosanitarios. Se estableceran explantes de mamilas en medio Murashige y Skoog (MS) a mitad de su concentracion
suplementados con 100 mg L' de myo-inositol, 1 mg L™ de tiamina-HCl, 1 mg L' de piridoxina-HCL, 30 g L 'de
sacarosa, 8 g L™'de agar(SIGMA®,A-1296) ajustando a un pH de 5.7 y se esterilizard a 120° C durante 15 minutos y se
transferiran al cuarto de incubacion a una temperatura de 25+1° C, con 16 horas luz y 8 de oscuridad a 2500 lux.
Produccion de callo

Para esta etapa se utilizaran brotes obtenidos en la etapa de establecimiento. Se sembrardn en medio basal MS
adicionado con 100 mg L™ de mio-inositol (SIGMA®.I-3011). 1 mg L' de tiamina-HCL. 1 mg L™ de piridoxina- 80
mg L' de adenina, 30 g L' (SIGMA®,K-0753) de sacarosa, 4 g L'de phytagel y Picloram a diferentes
concentraciones (0.0, 0.5y 1.0 mg L™ ) se ajustard a un pH de 5.7. Se evaluara las caracteristicas de callo.

Induccion de células embriogénicas a partir de callo

Los brotes se trasvasaran a medio de cultivo PCL2, suplementado con 0.1 mg L™ de myo-inositol, 0.001 mg L' de
4cido nicotinico, 0.001 mg L™ de piridoxina-HCI, 0.1 mg L' de tiamina-HCI, 0.1 mg L™ de riboflavina, 0.002 g L de
glicina mas 80 mg L™ de adenina, 1 mg L™ de BAP, 30 g L' de sacarosa, 4 g L' de phytagel a un pH de 5.7. Se
colocaran 20 ml de medio de cultivo en frascos tipo gerber y se esterilizara en autoclave a 121°C durante 20 minutos.
Se estableceran 9 tratamientos con la combinacién de Kinetina y Acido Giberélico en las siguientes concentraciones
0.0. 0.5y 1 mg L™ Una vez soldificado el medio se trasvasaran 0.5 g de callo por frasco bajo la campana de flujo
laminar. Se llevaran a la cAmara de incubacion a una temperatura de 25°C = 2°C | con un fotoperiodo de 18 h luz por 6

h de oscuridad durante 1 mes.

De los embriones somaticos generadas en esta fase del cultivo, se tomaran los embriones que se encuentren en etapa de
torpedo con la finalidad de llevar a cabo la produccion de semilla sintética.

Protocolo para la produccion de semilla sintética

1. Dentro de la campana de flujo laminar, se trataréd de individualizar los embriones somdticos en la medida
de lo posible dentro de una caja Petri.

2. Los explantes seran sumergidos en el medio de cultivo (MS modificado libre de calcio). Se agregara
alginato de calcio en tres concentraciones (2. 3 y 4% p/v).

3. Con ayuda de una pipeta se tomaran las plantulas. y se depositaran, en el medio liquido con el cloruro de
Calcio a diferentes concentraciones (75, 100 y 120 mM).

4. Las capsulas se dejaran dentro del cloruro de calcio en tres tiempos (5, 15y 30 m).

5. Con ayuda de una coladera de metal y agua destilada y esterilizada, se enjugaran las esferas para eliminar
los restos de medio de cultivo con sustancias de encapsulamiento.

6. Las semillas obtenidas se acomodaran en grupos de 5 a 10 semillas en frascos con medio de cultivo MS al

50% y adicionado con carbdn activado.
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Las variables a evaluar seran relacion entre didmetro mayor/ menor de la capsula y firmeza.

Reconversion a suelo

Se abriran las capsulas de alginato a las 4 y 8 semanas de formadas las semilla sintéticas. Se sembraran en
sustrato (peat-moss:perlita 1:1) . Se determinara el porciento de sobrevivencia.

Todos los datos serdn analizados con una ANOVA y comparacion de medias de Tukey (P <0.05) con el

paquete estadistico de R®.

Cronograma de Actividades para el 2018.

Actividad por realizar ECLE RE- A TR R e N D

Colecta del material vegetal X X

Establecimiento del cultivo X

Produccion de embriones somaticos X X X

Estandarizacidon de la técnica para obtencién de X | X
semilla sintética

Produccién de semilla sintética de M. luethyi X
Siembra en sustrato (% de sobrevivencia) X | X | X

Analisis estadistico X

Evaluacion de resultados X

Informe X

Cronograma de distribucion de presupuesto para el 2018.

Actividad por realizar E LE IR A M il EdAA s e N B
Salidas a campo X X
Compra de reactivos X |X | X
Duracion total del proyecto
[ Ao de Inicio | 2018 | Afio estimado de conclusion | 2018 |

5.-Productos Esperados
¢ Tesis de Licenciatura
¢ 1 Articulo cientifico
+ Asistencia a congreso
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