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Resumen

Kroenleinia grusonii (Hildm.) Lodé, es una cactadcea endémica del centro de México que enfrenta riesgos como
la colecta ilegal o la modificacion de su habitat natural y se encuentra catalogada como en peligro de extincion.
El objetivo de este trabajo fue evaluar concentraciones de 6-bencilaminopurina (BAP) sola o combinada con
acido indolacético (AIA) en la formacion de brotes de K. grusonii e inducir la formacion de raices para valorar la
adaptacion de plantas a condiciones ex vitro. La induccidn de brotes fue con BAP (0, 1.0, 2.0 y 3.0 mg/L), AIA (0.5
mg/L) y BAP (0, 1.0, 2.0 y 3.0 mg/L) + AIA (0.5 mg/L). Se aplico AIA 0, 1.0, 2.0 y 3.0 mg/L para enraizamiento
y la adaptacion ex vitro de las plantas fue con musgo de turba y con una mezcla de musgo de turba y suelo natural
(1:1). El mejor tratamiento fue BAP 3.0 mg/L con 5.13 + 0.9150 brotes por explante. Se obtuvo 89 = 0.03% de brotes
enraizados y la sobrevivencia ex vitro fue de 68.75% en musgo de turba con suelo natural (1:1). Se estableci6é un
protocolo para la propagacion clonal de K. grusonii, lo cual representa una contribucion para su conservacion ex situ.
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Abstract

Kroenleinia grusonii (Hildm.) Lodé, is a cactus endemic to central Mexico, that faces risks such as illegal
collection or modification of its natural habitat and is listed as endangered. The objective of this work was to
evaluate different concentrations of 6-benzylaminopurine (BAP) alone or combined with indoleacetic acid (IAA)
in K. grusonii and to induce root formation to assess plant adaptation to ex vitro conditions. Shoot induction was
with BAP (0, 1.0, 2.0 and 3.0 mg/L), IAA (0.5 mg/L) and BAP (0, 1.0, 2.0 and 3.0 mg/L) + IAA (0.5 mg/L). AIA
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0, 1.0, 2.0 and 3.0 mg/L was applied for rooting and the ex-vitro adaptation of the plants was with peat moss and
a mix with peat moss with natural soil (1:1). The best treatment was BAP 3.0 mg/L with 5.13 £ 0.9150 shoots per
explant. 89 + 0.03% of rooted shoots were obtained and the ex-vitro survival was 68.75% in peat moss substrate

with natural soil (1:1). A protocol for the clonal propagation of K. grusonii was established, which represents a

contribution to its ex-situ conservation.

Keywords: Indole-3-acetic acid; 6-bencylaminoourine; Shoots; Cactus; Endemic; Rooting

Introduccion

Kroenleinia grusonii (Hildm.) Lodé (Cactaceae),
también conocida como la biznaga barril de oro, es
una especie que se utiliza con fines ornamentales,
gastronoémicos y agropecuarios (Rodriguez et al., 2021).
La especie se distribuye principalmente en el centro de
México en los estados de Guanajuato, Querétaro, Hidalgo,
San Luis Potosi y Zacatecas (Lodé, 2014). Se encuentra
en riesgo de desaparecer debido a la destruccion de su
habitat natural, ya que sus poblaciones se encuentran en
deterioro por la colecta ilegal, el desarrollo urbano y la
construccion de carreteras, entre otros factores (Pérez-
Molphe-Balch et al., 2015; Villavicencio-Gutiérrez et al.,
2023). Kroenleinia grusonii es un taxéon endémico y debido
a las adversidades que enfrenta, se encuentra enlistado
en la NOM-059-SEMARNAT-2010 bajo la categoria en
peligro de extincion (Semarnat, 2019). La UICN (Unién
Internacional para Conservacion de la Naturaleza) la
cataloga como especie en peligro (Guadalupe-Martinez
et al., 2013). En consecuencia, es necesario implementar
estrategias que permitan la propagacion de esta especie
para su conservacion y proteccion sin afectar a las
poblaciones naturales.

La propagacion de las cacticeas se realiza,
principalmente, mediante semillas; sin embargo, es
necesario buscar otras formas (Manzo et al., 2022), en
particular, cuando las especies se encuentran bajo algin
estatus de riesgo y no es posible obtener suficientes
semillas para iniciar protocolos de propagacion (Pérez-
Molphe-Balch et al., 2015). Una alternativa es el uso de
herramientas biotecnoldgicas, como el cultivo de tejidos
vegetales. Con esta técnica es posible la propagacion clonal
manteniendo la estabilidad genética clonal y obtener un
gran niumero de plantas con fines de conservacion ex situ
(Torres-Silva et al., 2021).

Esta herramienta ofrece obtener una rapida
multiplicacion vegetativa comparado con la propagacion
tradicional (Mabrouk et al., 2021). Con esta técnica
biotecnolodgica se reduciria el impacto que se ha creado
en las cactaceas debido a la sobrecolecta (Lopez-Granero
etal.,2021). Latécnica se basa en la totipotencia celular que

incluye la expresion total del genoma presente en la célula,
que permite la multiplicacion aumentando el nimero de
individuos (Almeida et al., 2021). Esta cualidad se ve
incrementada por la adicion de reguladores de crecimiento
en el medio de cultivo, especialmente las citoquininas y
auxinas, que favorecen el desarrollo de nuevos brotes
(Civatti et al., 2017). El potencial regenerativo de las
plantas puede variar dependiendo de diversos factores,
como el genotipo, el explante utilizado y los reguladores
de crecimiento (Torres-Silva et al., 2018).

En cactaceas se ha realizado la propagacion in vitro
utilizando diferentes explantes como lo son plantas
adultas de Opuntia ficus-indica (L.) Mil. (Khalafalla
et al, 2007), activacion de areolas en Turbinicarpus
pseudomacrochele subsp. lausseri (Diers et G. Framk)
Glass (de la Rosa-Carrillo et al, 2012), secciones
transversales o longitudinales de plantulas de Melocactus
glaucescens Buining et Brederoo (Torres-Silva et al., 2018)
o brotes como en Echinocactus parryi Engelm. (Garcia-
Gonzaélez et al., 2020). Un paso fundamental en el proceso
de propagacion in vitro es la formacion de raices en los
brotes obtenidos (Ivannikov et al., 2022). La induccion
de raices se logra con el uso de auxinas o en ocasiones,
sin la necesidad de aplicarlas (Martinez et al., 2016). Por
ejemplo, en la cactacea Cereus peruvianus (L.) Mill. los
brotes regenerados obtuvieron 100% de enraizamiento en
medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) al 25%
sin auxinas (Sawsan et al., 2004). Los brotes enraizados
son transferidos a condiciones de invernadero, que es la
ultima etapa de la propagacion in vitro (Jagiello-Kubiec
et al., 2021). El objetivo de la presente investigacion fue
evaluardiferentes concentraciones de 6-bencilaminopurina
(BAP), sola o combinada con 4cido indolacético (AIA) en
la formacion de nuevos brotes de K. grusonii; asi como
inducir en los brotes la formacion de raices y evaluar 2
sustratos para su adaptacion a condiciones ex vitro.

Materiales y métodos
Para la induccion de brotes, se utilizaron plantulas de

90 dias de cultivo in vitro de Kroenleinia grusonii como
fuente de explantes, que se obtuvieron de experimentos
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de germinacién in vitro de semillas (Osuna-Avila et al.,
2025). A las plantulas se les elimino la raiz y se utilizaron
los apices completos, los cuales se colocaron en medio
de cultivo MS a una concentraciéon de 100% de macro
y micronutrientes. El medio de cultivo se suplemento
con 30g/L de sacarosa, 7 g/L de agar tipo 1 y el pH
se ajustd a 5.7 + 0.1. Posteriormente, se adicionaron
diferentes concentraciones de BAP, AIA y AIA + BAP.
Los tratamientos utilizados fueron 8 y consistieron en lo
siguiente: control, BAP 1.0, 2.0 y 3.0 mg/L, combinada
con o sin AIA. La unidad experimental fue un frasco de
100 ml conteniendo de 20-25 ml del medio de cultivo con
3 repeticiones, se colocaron 5 explantes en cada frasco con
15 explantes por tratamiento y un total de 120 unidades
experimentales. Los explantes fueron subcultivados 2
veces en las mismas condiciones cada 60 dias. El nimero
total de brotes por cada explante fue registrado después
de 120 dias de cultivo in vitro.

Los brotes obtenidos de la propagacion clonal
fueron separados de los explantes utilizando pinzas y se
colocaron en medio de cultivo MS al 100% adicionado
con diferentes concentraciones de AIA. Los tratamientos
fueron 4 y consistieron en lo siguiente: control, AIA 1.0,
2.0 y 3.0 mg/l. La unidad experimental fue el frasco de
100 ml conteniendo 20-25 ml de medio de cultivo con 8
repeticiones, se colocaron aleatoriamente 10 brotes en cada
frasco para un total de 80 brotes en cada tratamiento y
320 unidades experimentales. El porcentaje de formacion
de raices se evalu6 después de 90 dias de cultivo in vitro.

Para la adaptacion de las nuevas plantas a condiciones
ex vitro, se procedid a retirarlas del medio de cultivo
utilizando los dedos para ablandar el agar y posteriormente
enjuagando las raices con agua de la llave. A los brotes
que formaron raices, se les midio la longitud de la raiz
primaria utilizando un vernier digital y se contaron el
numero de raices que se formaron en la base del brote.
Se utilizaron 2 sustratos, el primero fue musgo de turba
y el segundo fue una mezcla de musgo de turba y suelo
natural regosol con textura franco arcillosa, pH de 8
y conductividad eléctrica de 0.45 dS m™ (IUSS-WRB,
2015) (proporcion 1:1). Cada sustrato fue colocado en una
charola de 54 cm x 27 cm con 128 cavidades, en donde
se colocaron los brotes que formaron raices. Las plantas
se regaron cada 24 h con agua de la llave a capacidad
de campo, manteniendo humedad constante del sustrato.
Después de 30 dias en condiciones ex vitro se evaluo el
porcentaje de sobrevivencia.

El analisis de datos fue realizado con el programa
estadistico SPSS version 24.0 (IBM. 2017). Se aplico la
prueba de Kruskal-Wallis no paramétrica para muestras
independientes (prueba X?), ya que se trataba de variables

discretas (nimero de brotes y raices) y de una variable
continua (longitud de raiz). La comparacion multiple de
promedios se llevd a cabo con la prueba de Bonferroni
con un nivel de significancia de 0.05 y los estadisticos
descriptivos fueron obtenidos.

Resultados

Elntimero de brotes por explante fue significativamente
diferente entre los tratamientos aplicados (p < 0.05). Los
mejores resultados de brotacion fueron con BAP 3.0 mg/L
(fig. 1A), seguido por BAP 1.0 mg/L + AIA 0.5 mg/L
(fig. 1B) con un promedio de brotes de 5.13 por explante
en cada uno después de 120 dias de cultivo in vitro.
Cuando el BAP 3.0 mg/L se combin6 con AIA 0.5 mg/L,
el nimero de brotes se redujo a 3.6 £ 0.914 (tabla 1). Los
resultados no fueron significativos en el grupo control
con un promedio de 0.07 + 0.067 brotes por explante y el
AIA 0.5 mg/L con 0.40 + 0.400 brotes por explante. Los
tratamientos de BAP 1.0 mg/L, BAP 2.0 mg/L, AIA 0.5
mg/l + BAP 2.0 mg/L y AIA 0.5 mg/L + BAP 3.0 mg/L,
formaron brotes; sin embargo, no fueron significativos con
promedios desde 2.8 hasta 3.6 brotes por explante (tabla
1). Los nuevos brotes obtenidos, presentaron diferentes
tamafios desde 5 hasta 18 mm de diametro (fig. 1C).

La tabla 2 indica que hubo diferencias entre los
tratamientos para el porcentaje de induccion de raices
en los brotes cultivados in vitro por 90 dias. Para el
porcentaje de enraizamiento, se observo que el adicionar
ATA al medio de cultivo MS promueve significativamente
la formacion de raices en los brotes. Particularmente, con
el tratamiento de AIA 2.0 mg/L que resultd ser el mejor

Tabla 1

Namero de brotes obtenidos en la propagacion clonal de
Kroenleinia grusonii a los 120 dias de cultivo in vitro (n = 15).

BAP mg/L ATA mg/L Numero de brotes
0 (control) 0 0.07 £0.067 b

1.0 0 3.20 £ 0.890 ab
2.0 0 3.13 £ 2.109 ab
3.0 0 513 +£09150 a

0 0.5 0.40+0.400Db

1.0 0.5 513+ 1.055a

2.0 0.5 2.80 + 1.010 ab
3.0 0.5 3.60 £ 0914 ab

Medias + el error estandar, letras iguales no son estadisticamente
diferentes (n = 80).
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Tabla 2

Porcentaje de enraizamiento de brotes, nimero de raices por brote y longitud de la raiz principal a los 90 dias de cultivo in vitro

de Kroenleinia grusonii.

ATA mg/L % de enraizamiento Numero de raices Longitud de raices (mm)
Control 66 +0.05b 321 +£0.385b 21.86 £ 1.764 a
1.0 77 £0.04 ab 2.89 £0.255b 19.98 + 1.631 a
2.0 89+ 0.03 a 4.68 £ 0.407 a 2236+ 1.583 a
3.0 84 +£0.04 a 3.18+£0.293 b 22.24 + 1.688 a

Medias + el error estandar, letras iguales no son estadisticamente diferentes (n = 80).

con 89 + 0.03 % de enraizamiento, en comparacion con
el tratamiento control que mostré 66 + 0.05 % de brotes
enraizados (tabla 2). Por tales motivos, el aplicar AIA 2.0
mg/L resulta ser, aproximadamente, 20% mas efectivo
para la induccion de raices que el resto de los tratamientos.

Elnumero deraices por explante fue significativamente
diferente entre tratamientos (p < 0.05). La comparacion de

promedios muestra que el AIA 2.0 mg/L present6 el mayor
promedio de niimero de raices con aproximadamente
5 (4.68 £ 0.407) en cada brote. Mientras que el AIA
1.0 mg/L, AIA 2.0 mg/L y el control desarrollaron, en
promedio, menos de 3.2 raices por explante (tabla 2; fig.
2). En relacion con la variable largo de raiz, no se detecto
efecto significativo (p = 0.604). El intervalo observado

Figura 1. Brotes de 120 dias de cultivo in vitro de Kroenleinia grusonii. A, Regeneracion de brotes con el tratamiento de BAP
3.0 mgL; B, regeneracion de brotes con el tratamiento de BAP 1.0 mg/L + AIA 0.5 mg/L; C, tamafio de los brotes obtenidos con

los diferentes tratamientos de propagacion. La barra = 5 mm.
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entre los tratamientos fue de 2.38 mm en promedio, es
decir, la variable mostrd poca variacion. Sin embargo, por
los resultados obtenidos con AIA 2.0 mg/L, se muestra
un promedio ligeramente por arriba que el resto de los
tratamientos con 22.36 = 1.583 mm (tabla 2). Después de
60 dias en condiciones ex vitro, el mejor sustrato para

promover la aclimatizacion de las plantas fue el de suelo de
turba y suelo natural (1:1). El porcentaje de sobrevivencia
que presentd este sustrato fue de 68.75% después de 60
dias. Mientras que el sustrato de suelo de turba mostr6 un
porcentaje de sobrevivencia inferior, de 60.93% después
de 60 dias (fig. 3).

Figura 2. Brotes enraizados de Kroenleinia grusonii, a los 90 dias de cultivo in vitro. A, Tratamiento de control; B, brote con
raiz del tratamiento AIA 1.0 mg/L; C, brote con raiz del tratamiento AIA 2.0 mg/L; D, brote con raiz del tratamiento AIA 3.0

mg/L. La barra = 5 mm.

Figura 3. Plantas de Kroenleinia grusonii adaptadas a condiciones ex vitro después de 60 dias. A, Sustrato de turba de musgo; B,

sustrato de turba de musgo y suelo natural (1:1). La barra = 5 mm.
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Discusion

La conservacion ex situ de cactaceas a través de la
propagacion clonal es una alternativa viable para las
especies que se encuentran en alguna situacion de riesgo
(Torres-Silva et al., 2021). Con el uso de citoquininas,
en algunas cactaceas que no forman brotes laterales, se
rompe la dominancia apical y se promueve la formacion
de nuevos brotes (Lema-Ruminska y Kulus, 2014).
Particularmente, con los resultados observados, el uso
de BAP 3.0 mg/l promovid la misma cantidad de brotes
que la combinacion de BAP 1.0 mg/l y AIA 0.5 mg/l, lo
cual indica que para obtener resultados significativos no
seria necesaria la adicion de auxinas al medio de cultivo.
Ramirez y Salazar (2016) reportan que la cinetina 10
mg/l es mas eficiente en la formacion de brotes en los
explantes que al combinarla con auxina en Mammillaria
petterssonii Hildm. y Coryphanta radians (D. C).
Britton et Rose. El resultado es similar en Stenocereus
stellatus al utilizar BAP 4.0 mg/L y obtener un promedio
de 8 brotes por explante (Martinez et al., 2011). Por el
contrario, existen especies que han sido propagadas y
que para obtener mayor formacion de brotes si requieren
una combinacion de citoquinina y auxina. Por ejemplo,
en M. geminispina Haw. con cinetina 10 mg/l + AIA 4.0
mg/1 obtuvieron 6 brotes por explante (Ramirez y Salazar,
2016). Melocactus glaucescens Buining et Brederoo con
BAP 4.0 mg/l + 4cido 1-naftalenacético (ANA) 0.25 mg/I
presentd 2.5 brotes por explante y sin ANA, un promedio
de 0.6 (Torres-Silva et al., 2018). En Echinocactus parryi
reportan que es mas efectiva la combinacion de BAP 2.0
mg/l + AIA 0.5 mg/l al regenerar 2.9 brotes por explante,
a diferencia de los tratamientos sin AIA en los que el
numero de brotes no fue significativo (Garcia-Gonzalez
et al., 2020).

Una consideracion importante en Kroenleinia grusonii
es que el nimero de brotes se redujo de 5.13 + 0.9150
obtenidos con BAP 3 mg/l a 3.6 + 0.914 al combinar el
BAP 3.0 mg/l + AIA 0.5 mg/l. Resultados similares se
reportaron para Coryphantha retusa (Pfeiff.) Birtton et
Rose, ya que al aplicar BAP 2.0 mg/l el promedio de
brotes fue de 8.8 por explante y al combinar BAP 2.0
mg/l + ANA 1.0 mg/l el nimero de brotes se redujo a
4.2 (Ruvalcaba-Ruiz et al., 2010). Lo mismo sucedi6 con
Pachycereus pringlei (S. Watson) Britton et Rose, con
BAP 2.0 mg/l el nimero de brotes fue de 3.8 + 0.3 y
se redujo a 0.6 = 0.1 al combinarlo con ANA 0.5 mg/l
(Pérez-Molphe-Balch et al., 2002). Los resultados que se
obtengan en la propagacion clonal dependen del genotipo
y de los reguladores de crecimiento utilizados (Montiel-
Frausto et al., 2016).

Es de gran importancia establecer un sistema de
micropropagacionespecificoparacadaespecie,noobstante,
la respuesta a la formacion de raices y la aclimatizacion ex
vitro puede variar debido a las condiciones de cultivo (Elias
et al., 2015). Con los resultados obtenidos en K. grusonii,
el tratamiento control mostrd una respuesta favorable a la
formacion de raices en los brotes. Sin embargo, al utilizar
AIA 2.0 mg/l, se logra 30% mas de enraizamiento, lo cual
significa que se pueden obtener 70 plantas completas.
El porcentaje de enraizamiento en K. grusonii se podria
considerar alto con la aplicacion de AIA debido a que se
han reportado porcentajes inferiores de enraizamiento en
diferentes especies de cactaceas. Algunos ejemplos son
Cereus jamacaru DC. con 70% (Monostori et al., 2012)
0o Mammillaria vetula subsp. gracilis (Pfeiff.) D. R. Hunt
con 20% de enraizamiento (Lopez-Granero et al., 2021).
El uso de auxinas como el acido indolbutirico (AIB) 0.1
mg/l en Hylocereus monacanthus (Hort. ex Lem.) Britton
et Rose donde el porcentaje fue mayor que en K. grusonii
con 100% de enraizamiento (Montiel-Frausto et al., 2016).
En contraste, para diferentes especies y con medios de
cultivo sin auxinas, se ha logrado obtener hasta 95% de
enraizamiento en C. retusa (Ruvalcaba-Ruiz et al., 2010),
Micranthocereus flaviflorus Buining et Brederoo con 98%
(Civatti et al., 2017), Mammillaria hernandezii Glass et R.
A. Foster con 98.4% de enraizamiento y Mammillaria
dixanthocentron Beckeb. ex Mottram con 94% (Lazaro-
Castellanos et al., 2018) comparados con los reportados
en la presente investigacion para K. grusonii.

El uso de AIA 2.0 mg/l es la mejor opcion para
obtener el mayor numero y longitud de raices en K.
grusonii. Resultados similares han sido reportados para
H. monacanthus, donde el nimero de raices obtenidas
en los brotes presenté un promedio de 4.2 por planta,
aunque la longitud de la raiz fue aproximadamente 6 veces
menor a la de K. grusonii con 3.6 mm (Montiel-Frausto
et al., 2016). También Turbinicarpus * mombergeri Riha
presento raices de menor longitud que las de K. grusonii
con 13 mm (Santos-Diaz et al., 2021). En cuanto al
porcentaje de sobrevivencia de las plantas aclimatizadas,
es importante resaltar que es necesario implementar
métodos mas eficientes para lograr aumentar el porcentaje
de sobrevivencia de las plantas. Ejemplo de ello fue el
trabajo realizado por Santos-Diaz et al. (2021), en donde la
sobrevivencia de plantas de Turbinicarpus x mombergeri
fue de 85% después de 1 afio. Otro ejemplo sobresaliente
fue lo mostrado por Cortés-Olmos et al. (2023), al reportar
100% de sobrevivencia en plantas de Gymnocalycium cv
Fancy. De acuerdo con los resultados obtenidos y con
base en literatura consultada, se infiere que las respuestas
entre especies pueden llegar a ser muy diferentes, por lo



D.A. Garcia-Gonzilez et al. / Revista Mexicana de Biodiversidad 97 (2026): 975700 7
https://doi.org/10.22201/ib.20078706e.2026.97.5700

cual se confirma que es necesario establecer protocolos
especificos para cada especie y poder aprovechar al
maximo el potencial regenerativo de cada una.

Se ha establecido un protocolo de la propagacion
clonal de Kroenleinia grusonii que inicia con la induccion
de brotes, posteriormente el enraizamiento y finaliza con
la aclimatizacion ex vitro. Con los resultados obtenidos
en K. grusonii se logro la formacion de hasta 5 brotes
mas con el uso de BAP 3.0 mg/l. Al inducir la formacion
de raices en los brotes regenerados, es viable obtener
aproximadamente 3 plantas nuevas por cada explante
utilizado enlafase de induccion de brotes. Estainformacion
representa un avance para continuar implementando
técnicas de propagacion in vitro en K. grusonii y que
en futuras investigaciones se pueda promover un mayor
numero de plantas. Los resultados de este estudio, podrian
contribuir a los programas de conservacion ex situ e in
situ de K. grusonii.
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