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RESUMEN

El peyote (Lophophora williamsii) es un cactus que se encuentra en el norte de América, en
México una especie protegida por la NOM-059-SEMARNAT-2010, debido a su extraccion
y explotacion ilegal y sus en diferentes usos como el medicinal, religioso y cultural. Ademas,
su lento crecimiento, los bajos indices de reproduccion y las amenazas bidticas en su entorno
dificultan su propagacion. El objetivo de la presente investigacion fue desarrollar un
protocolo de establecimiento de peyote para su propagacion in vitro. Se colectaron plantas
madre de Reserva Natural Estatal La Muralla, Monclova, Coahuila. Se eliminaron raices,
espinas de las areolas y se utilizaron como explantes zonas meristematicas apicales (corona).
Se evaluaron seis protocolos de desinfeccion en 10 tratamientos, donde el T9 obtuvo mejores
resultados y consistio en sumergir los cortes vegetales durante 10 min en alcohol al 80 %,
posteriormente 30 minutos en cloro al 20% y 10 minutos en azul de metileno a 1 g/L™.
Posteriormente, se evaluaron 10 tratamientos en la fase de establecimiento a los 7, 14 y 21
dias después de siembra, donde el T9 obtuvolos mejores resultados, el medio del
establecimiento del material con capacidad embriogénica fue medio MS 1X, adicionado con
acido 1-naftalenacético 0.1 g/L%, kinetina 1 g/L™ y é&cido ascorbico 1 mg L™ que dieron
origen a tejido embriogénico con capacidad regenerativa en un 70 % de las réplicas

comparado con protocolos que obtuvieron 100% de oxidacion de los explantes.

Palabras clave: Peyote, protocolos, desinfeccidn, antioxidantes e in vitro.

Xl



I. INTRODUCCION
Lophophora williamsii es un pequefio cactus globular y sin espinas, originario del desierto
de Chihuahua. La datacion por radiocarbono de "botones” de peyote hallados en sitios
arqueoldgicos de la region indica que las comunidades indigenas lo han utilizado en rituales

religiosos durante al menos 5700 afios (Watkins et al.,2023).

Se tiene un gran interés histdrico, ceremonial y medicinal que se ha utilizado desde hace
siglos en ceremonias. Su forma es redonda con nervaduras, tiene un didmetro de aproximado
de dos a 12 cm y una altura aproximada de cinco cm (Macias y Flores, 2009). Esta cactacea
crece en regiones con climas aridos y semiaridos, donde la precipitacion anual varia entre
200 y 500 mm. En las altitudes donde se encuentran son aproximadas entre 600 y 2.000 m
sobre el nivel del mar y generalmente en areas con pendientes minimas o nulas (Gonzélez,
2004). En la década de 1960 el peyote se hizo popular gracias a la contractura sumergida en
los Estados Unidos. En 1967 se documentaron extracciones significativas de esta cactacea
(Anderson, 2007). La mescalina es el alcaloide que mas predomina en Lophophora williamsii
por su alto contenido de esta y por su amplia gama de efectos bioldgicos en diversos
organismos (Romero et al., 2015), afecta el sistema nervioso central. Induciendo una
respuesta que resulta en un estado de calma e hipersensibilidad donde se puede dar

alucinacion, aumento en la presion arterial y la dilatacion de las pupilas (Luna, 2017).



1.1 JUSTIFICACION

Lophophora williamsii es una especie sujeta a proteccion especial por la norma oficial
mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010 que esta incluida en el apéndice Il de Convencion
sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres
(CITES). Es una especie consumida por sus propiedades medicinales, ceremoniales y
espirituales, por lo cual esta especie es tratada como especie sujeta a proteccion especial. Se
han realizado diversos protocolos de propagacion in vitro, sin embargo, dichos protocolos no
han sido eficientes para su conservacion de esta manera se plante6 establecer un protocolo

eficiente en la propagacion y conservacion de la especie.

Esta planta crece muy lentamente, ya que tarda unos diez afios desde que germina hasta
alcanzar su madurez. Lamentablemente, su poblacion esta disminuyendo porque su habitat
natural esta siendo destruido, principalmente por la expansion urbana y las actividades
agricolas. Estos cambios estan afectando los lugares donde normalmente crece, lo que pone

en peligro su supervivencia.



1.2 HIPOTESIS

El uso de meristemos de peyote tratados con agentes antioxidantes y bactericidas permitira

la fase de establecimiento.

1.3 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un protocolo de establecimiento de peyote para su propagacion in vitro

1.3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar y reformular métodos de desinfeccion existentes para obtener tejido

embrionario de peyote bajo condiciones de in vitro.

e Evaluar y reformular medios de cultivo de propagacion in vitro previamente

reportados mediante la observacién de la supervivencia de la planta.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades de la Lophophora williamsii

Lophophora williamsii, conocido como peyote, es un cactus pequefio y globular, con una
alturade 2 a7 cmy un didmetro de 4 a 12 cm. Este cactus es originario del desierto del norte
de México y el sur de los Estados Unidos. Debido a su amplia distribucién geografica, esta
especie exhibe una gran variedad de formas fenotipicas. Estas van desde especimenes que
son practicamente esféricos hasta aquellos que presentan costillas muy pronunciadas (Najera
et al, 2013).

Su relevancia se debe a su uso ceremonial como planta entedgena desde hace siglos, varias
tribus de América del Norte han empleado el peyote tanto en ceremonias religiosas y rituales
como en tratamientos para diversas enfermedades (Elizondo et al., 2015). En México y
Estados Unidos, diversas tribus indigenas, incluyendo los huicholes, yaquis, apaches, y
tarahumaras, han utilizado el peyote, también conocido como "jiculi, "peyotl" o "mescal
boton" en sus ceremonias religiosas debido a sus efectos alucinégenos. Estas propiedades
psicotrépicas captaron la atencién de muchos exploradores y, desde finales del siglo pasado,

se han llevado a cabo estudios quimicos de esta planta (Garza, 2010).

La explotacion ilegal del peyote (Lophophora williamsii) por su contenido de mescalina ha
crecido debido a su demanda tanto en mercados recreativos como en investigaciones
psicoterapéuticas. La mescalina, conocida por sus potentes efectos alucin6genos, ha captado
el interés de quienes buscan experiencias psicodélicas, asi como de estudios cientificos que
exploran su potencial terapéutico para tratar trastornos como la depresién y el TEPT (Terry
y Trout, 2013).

Ademas de la mescalina, el peyote contiene diversos alcaloides. Al igual que la mescalina,
las concentraciones de estos alcaloides varian segun la parte de la planta. La composicion
quimica de la planta también se ve influenciada por factores como el clima, la cantidad de
luz, las condiciones del suelo y el momento de la cosecha (Batimler, 2007). Algunos de estos
alcaloides no tienen actividad farmacoldgica propia, pero potencian los efectos de la

mescalina (Dinis et al., 2019).



2.1.1 Botanica

Lophophora williamsii fue descrita por primera vez por J.M. Coult. y fue publicada en

Contributions from the United States National Herbarium en 1894.

2.1.1.1 Taxonomia

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Caryophyllales
Familia: Cactaceae
Subfamilia: Cactoideae
Tribu: Cacteae

Género: Lophophora

Especie: Lophophora williamsii

2.1.1.2 Morfologia de la planta

Las flores emergen desde la parte central de la planta, son de color rosa palido, tienen una
forma campanulada y un diametro de 2,5 cm. Estas florecen de manera continua durante todo
el verano (Rodriguez y Mariana, 2015). Alcanzan un tamafo que varia entre dos y 12 cm de
didmetro, con una altura aproximada de cinco cm. A diferencia de la mayoria de los cactus,

no contiene espinas; en su lugar, presenta lana en las areolas (Velazco y Alanis, 2009).
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Figura 1. Planta de peyote (Lophophora williamsii) en la Reserva Natural Estatal La
Muralla, Monclova, Coahuila.

El fruto de esta planta es una baya con forma de maza, que contiene semillas de
aproximadamente 1.5 mm de largo, las cuales tienen una forma piriforme y estan recubiertas
por una testa de color negro. Este tipo de fruto y semilla es caracteristico del género y
contribuye a su dispersidn y germinacion en su entorno natural. Las semillas negras y duras
estan adaptadas para sobrevivir en el arido desierto donde crecen, facilitando su propagacion
y asegurando la continuidad de la especie (Segura, 2013).

Figura 2. Semillas Lophophora williamsii

Las areolas de esta planta no tienen espinas y estan cubiertas por una pelusa blanca. Las
flores, de un suave color rosa, brotan del apice entre marzo y mayo. Todas las especies del



género Lophophora crecen a un ritmo muy lento, a menudo tomando mas de 30 afios para
llegar a la edad en la que pueden florecer (Perez, 2021).
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Figura 3. Fruto del peyote en Reserva Natural Estatal La Muralla, Monclova, Coahuila.

Figura 4. Flor del peyote en la Reserva Natural Estatal La Muralla, Monclova, Coahuila.



2.1.1.3 Requerimientos edafoclimaticos

2.1.1.3.1 Clima

Lophophora williamsii, es una especie vegetal que es resistente a diversas condiciones
climaticas. Esta cactacea se encuentra en climas aridos y semiaridos, caracterizados por
precipitaciones que varian entre 200 y 500 mm anuales. Su habitat se ubica en altitudes de
600 y 500 m sobre el nivel del mar (Gonzélez, 2004). El indice de aridez, que refleja el
entorno se ubica entre 64 y 394, lo que indica la versatilidad de la cactacea para prosperar en
areas con diferentes niveles de sequedad. Estas caracteristicas hacen que esta especie sea

resiliente y adaptativa (Rojas y Flores, 2016).

2.1.1.3.2 Tipo de suelo

Lophophora williamsii se localiza principalmente en el desierto de Chihuahua, un bioma
desértico de clima templado y calido que presenta una notable diversidad en su vegetacion y
topografia. los suelos en esta region deben ser de origen calizo, con un pH que oscila entre
7.9 y 8.3. Estos suelos suelen contener mas de 150 ppm de calcio y al menos 6 ppm de

magnesio, ademas de tener una presencia significativa de carbonatos (Clavijo, 2018).

2.1.1.3.3 Formas de propagacion

Se desarrolla con lentitud extrema, alcanzando su madurez después de aproximadamente 30
afios en su habitat natural, aunque en entornos controlados, con las condiciones dptimas de
calor y riego, su crecimiento puede acelerarse, llegando a madurar en un periodo de 10 a 15
afios (Cortes-Olmo, 2018). Este cactus se reproduce tanto de forma vegetativa como sexual,
con su floracién vinculada a la temporada de lluvias en los meses calidos y un periodo de
maduracion de frutos que puede extenderse hasta un afio, tiempo durante el cual los frutos
permanecen protegidos en la lana apical. de la planta para asegurar la germinacion en

condiciones propicias (Terry y Trout, 2013).

La reproduccidn de las cactaceas se realiza principalmente a través de semillas, pero es
importante considerar metodos alternativos de propagacion. Los experimentos de
germinacion son esenciales para identificar el potencial maximo de germinacién de un lote
de semillas, y también permiten evaluar su rendimiento en condiciones naturales. La

germinacién en un entorno de laboratorio proporciona una primera informacion sobre la



calidad de las semillas, lo cual es crucial para su desarrollo y éxito en el campo (Guzman,
2017).

2.1.1.3.4 Distribucion

Lophophora williamsii se distribuye a lo largo de aproximadamente 1200 km, desde los 20°
54' hasta los 29° 47' de latitud norte. Esta planta se encuentra en la cuenca del Rio Bravo y
se extiende hacia el sur en la meseta central alta del norte de Meéxico, especificamente en las
Sierras Madre Oriental y Occidental En Estados Unidos, su presencia se registra en la region

del Rio Grande en Texas (Feeney, 2016; Rojas-Aréchiga y Flores, 2016).

@

Figura 5. Distribucion geogréafica de Lophophora williamsii en Mexico.

Basado en Terry, M. (2013)

2.1.1.3.5 Metabolitos secundarios

Se han descubierto 55 alcaloides en la actualidad, los cuales se agrupan en dos categorias:
alcaloides fendlicos y no fendlicos. Se clasifican como feniletilaminas o isoquinolinas
(Béaumler, 2007).



Figura 6. Peyote y la conformacién estructural de su alcaloide principal, la mescalina.

Fuente: Duesburg-van et al., 2021.

Las isoquinolinas se han identificado 23 tipos, donde se destacan los siguientes: anhalamina,

anhalinina, anhalidina, lofoforina, anhalonidina y pellotina (Anderson y Edward, 2007).
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Figura 7. Alcaloides del peyote.
Fuente: Anderson (2007).

2.2 Uso y aplicaciones del peyote

Lophophora williamsii tiene un rol sobresaliente en ceremonias religiosas y rituales de las

comunidades indigenas (Elizondo et al., 2015). El peyote es consumido con el proposito de

expandir la conciencia y generar experiencias introspectivas profundas alterar la mente y

facilitar una conexion con los espiritus o dioses. También se utiliza con fines medicinales

especialmente en el tratamiento de dolores, fiebres, reumatismo, y para aliviar efectos de

picaduras de serpientes y escorpiones (Griindemann, 2023) (Clavijo, 2018).
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Figura 8. Ceremonia hikuri.
Fuente: Robyn Huang (2021)

Se ha reportado el potencial de la mescalina en contextos no clinicos para tratar enfermedades
mentales como la depresion, la ansiedad, el trastorno de estrés postraumatico (TEPT) y los
trastornos relacionados con el consumo de alcohol y drogas (Agin-liebes et al., 2021; Uthaug
et al., 2022). El peyote también tiene beneficios antiinflamatorios y efectos analgésicos, lo

que le permite aliviar el dolor fisico en dosis controladas (Griindemann, 2023)

2.3 Importancia peyote

El peyote es una planta que posee un significado cultural, espiritual y terapéutico profundo,
especialmente para los pueblos indigenas de América del Norte. En el ambito espiritual, es
usado tradicionalmente en rituales y ceremonias de sanacion dentro de la Iglesia Nativa

Americana y otras culturas indigenas (Griindemann, 2023)

2.4 Amenazas

Es una planta de desarrollo lento, necesitando diez afios desde la germinacion para llegar a
la madurez, se estan llevando a cabo investigaciones para determinar el tiempo que debe
pasar antes de que una planta cosechada pueda ser recolectada nuevamente (Terry et al.,
2011).

La disminucion de la poblacién es provocada por la destruccion de su habitat, relacionado

con la expansion urbana o practicas agricolas (Kalam et al, 2013).
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2.4.1 Legislacion del peyote

En México, el peyote esta regulado por 3 normativas: Sanitarias, Articulo 245 del capitulo
IV de la ley general de Salud; Penales, Articulo del 193 al 199 del Cddigo Penal Federal;
Ambientales y la Norma Oficial Mexicana 059 de Proteccion Ambiental-Especies Nativas
de México de Flora y Fauna Silvestres que clasifica las especie en peligro de extincion,

amenazadas y sujetas a proteccion especial (Norma Oficial Mexicana, 2010).

2.5 Cultivo de tejidos vegetales

El cultivo de tejidos vegetales se refiere a una técnica de la biotecnologia que implica
mantener plantas o partes de estas en un ambiente controlado, libre de microorganismos, con
un suministro de nutrientes externo y utilizando contenedores de plastico o vidrio. Esta
metodologia ha sido empleada en diversas areas del desarrollo agricola y en la investigacion
de las plantas (Padrén, 2020). Los procedimientos de regeneracion in vitro pueden ser Utiles
para todas las variedades vegetales, con la condicion de que se configuren las condiciones
ambientales idoneas y se elijan cuidadosamente el explante de tejido vegetal y el sustrato de

cultivo correspondiente. (Martin et al., 2015).

2.5.1 Propagacion de plantas in vitro

2.5.2 Etapas del cultivo de tejidos

2.5.2.1 Medio de cultivo

Se requiere un sustrato para cada explante que puede ser de forma liquida o sélida. Este
sustrato esta compuesto por macronutrientes (nitrégeno, fosforo, potasio, calcio, magnesio y
azufre) y micronutrientes (hierro, manganeso, zinc, boro, cobalto, molibdeno y cobre)
cruciales para la supervivencia de la planta (Segretin, 2006). Ademas, se incorporan
compuestos organicos como carbohidratos, vitaminas, reguladores del crecimiento y

reguladores de crecimiento (Sharry et al., 2015).

2.5.2.2 Acondicionamiento de la planta madre

Las plantas elegidas necesitan ser apartadas en un entorno aséptico, ventilado y con control
riguroso de patogenos, con el proposito de reducir fuentes de contaminacion. Es
recomendable llevar a cabo evaluaciones periddicas que posibiliten supervisar la existencia

de parasitos sistémicos, ademas de aplicar fungicidas (Suarez et al., 2006).
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2.5.2.3 Desinfeccion del material vegetal

La técnica estéril implica la implementacion de diversas estrategias destinadas a minimizar
la presencia de agentes contaminantes en los cultivos in vitro. Cada posible fuente de
contaminacion es abordada con un componente especifico de la técnica estéril para prevenir
su incidencia. La aplicacion general de esta técnica abarca el uso de agentes quimicos,
métodos de manejo y calibracion precisa de los equipos empleados en el cultivo de tejidos
vegetales (Padrén, 2020).

2.5.3 Multiplicacion

En esta etapa se desarrollan los explantes en medios de concentracion elevadas de
citoquininas con el fin de promover el desarrollo de los brotes laterales (Suarez y Quintero,
2014). Existen dos tipos de formas de citoquininas, origen natural (Kinetina, zeatina y
benciladenina) y artificiales (BAP, thidiazuron). En algunas se afiaden cantidades moderadas

de auxinas para la formacion de callos (Suarez et al.,2009; Lopez 2017).

2.5.3.1 Organogeénesis
La organogenesis, un proceso clave en la regeneracion de plantas, puede clasificarse en dos
tipos: directa e indirecta (George y Debergh, 2008).

2.5.3.2 Organogénesis directa
En la organogénesis directa se generan los brotes a partir directamente de los explantes, sin

la necesidad de pasar por fases intermedias de callo (George y Debergh, 2008).

2.5.3.3 Organogénesis indirecta

En el proceso de organogénesis indirecta, se generan agregados celulares desordenados que
estan en un estado de diferenciacion, con el propdsito de posteriormente diferenciarse y dar
lugar a la formacion de 6rganos (Randel et al., 2015; Dominguez y Gonzélez, 2008).

2.5.4 Enraizamiento

Inducir en la planta los mecanismos requeridos para su supervivencia en condicion ex vitro.
En ciertas especies los tallos son trasladados a un método de elongacion que contiene acido

giberélico, para incrementar su tamarfio (Suarez y Quintero, 2011).

2.5.5 Conservacion:

Los bancos de germoplasma in vitro son instalaciones destinadas a la conservacion de
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recursos genéticos en condiciones de laboratorio controlados, empleando varias técnicas de
cultivo y almacenamiento in vitro, su objetivo es maximizar la diversidad de especimenes
recolectados de poblaciones naturales o de su centro de origen. Dependiendo del habito de
crecimiento de la especie, la unidad de coleccion mantenida en condiciones controladas
puede ser la semilla botanica o explantes vegetativos (Rao, 2004; Wang et al., 2005; Tyagi
et al., 2007).

2.6 Micropropagacion de peyote

Han sido reportados algunos protocolos de propagacion in vitro de peyote (Lophophora
williamsii). En el estudio titulado "Propagacion vegetativa in vitro de realizado por Alcéntara
(1991), se llevo a cabo la preparacion del medio de cultivo Murashige y Skoog (MS 1X)
(1962). Este medio fue complementado con 10 mg/L de Myo-inositol y 3% de sacarosa,
ademas de reguladores de crecimiento como el acido naftalenacético (ANA) y la kinetina
(KIN).

Durante la desinfeccidn las plantas se lavaron en condiciones ex vitro utilizando agua y jabon,
lavando la superficie con una esponja especifica para este propdsito y enjuagando con agua
corriente. Las raices se recortaron cuidadosamente para eliminarlas, junto con la lana
presente en las areolas. Luego, se realizd un enjuague final con agua destilada y se traslado
la corona a una camara de vacio dentro de una campana de flujo laminar ambas previamente
desinfectadas y esterilizadas durante 15 minutos bajo luz ultravioleta. En este entorno, el
fragmento vegetal se colocé en una solucién de alcohol al 80 % durante 10 minutos,
utilizando la camara de vacio en cada procedimiento. Posteriormente, se enjuagd con agua
destilada esterilizada y se trasladd a una solucion de hipoclorito de sodio al 20% con la
adicion de 0.1 mg/L de TWEEN 20, durante un periodo de 30 minutos. Finalmente, se
realizaron tres enjuagues con agua destilada esterilizada para completar el proceso de

desinfeccion (Alcantara, 1991).

Este protocolo fue reportado por Buendia (1999), para la determinacion de las
concentraciones de reguladores de crecimiento que inducen organogénesis en peyote

(Lophophora williamsii). EI mejor resultado del protocolo consistié en Murashige y skoog
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(MS1X), en donde se le afadi6 sacarosa al 3 % y Agar 8 g.L' y se le agregd &cido
naftalenacético (ANA), kinetina (KIN) y Myo-inositol 10 mg. L™ (Buendia, 1999).

El método de desinfeccion fue realizado dentro de la campana de flujo laminar utilizando
una mezcla compuesta por 70% de alcohol y agua destilada previamente esterilizada, donde
se sumergié el fragmento de peyote en esta solucion durante un periodo de 2 minutos.
Transcurrido este tiempo, el fragmento se transfirié a una solucién que contenia 10 % de
hipoclorito de sodio, a la cual se le afiadié 0.05 ml de TWEEN 20, manteniéndolo en esta
mezcla durante 10 minutos. Después de este intervalo, la solucion se elimind y se procedio a

realizar cinco lavados con agua destilada esterilizada (Buendia 1999).

En el estudio titulado "Formacién de callo e induccién de un cultivo de células en suspension
en Lophophora williamsii” realizado por Esparza (2004), reportaron un medio de cultivo
basado en la formulacion de Murashige y Skoog. Este medio fue complementado con 3 % de
sacarosa y 8 % de agar, ademas de 250 mg/L de carbdn activado para actuar como

antioxidante (Esparza, 2004).

El proceso de desinfeccion empezé en ex vitro con el corte de las coronas, eliminando las
raices y la lana de las areolas. Los fragmentos se lavaron con jabon y agua corriente,
manteniendo un movimiento constante durante 10 minutos. Posteriormente, los fragmentos
fueron transferidos a una campana de flujo laminar, donde se sumergieron en una solucién
de alcohol al 70 % durante 2 minutos. Después de este paso, los fragmentos se sumergieron
durante 10 minutos en una solucién de hipoclorito de sodio al 10 %, a la cual se afiadieron
0.05 ml de TWEEN 20. Finalmente, se realizaron cinco lavados con agua destilada estéril

para completar el proceso de desinfeccion (Esparza, 2004).
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I1l. MATERIALES Y METODOS
3.1 Material vegetal

3.1.1 Obtencion de material vegetal

Se recolecté el material en la ubicacion Reserva Natural Estatal La Muralla, Monclova,
Coahuila (26° 17' 42.5" N 101° 21' 02.8" W) en el afio 2023 bajo el registro niumero 09/K5-
0189/03/21, con la colaboracion de la Dra. Adriana Antonio Bautista.se extrajeron 15 plantas
madre al azar para después trasplantarlas en macetas y llevarlas al Laboratorio de
Biotecnologia y Biologia Molecular de la UAAAN.
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Figura 9. Ubicacion geografica de ““ Reserva Natural Estatal La Muralla”, Monclova, Coahuila
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Figura 10. “Reserva Natural Estatal La Muralla”, Monclova, Coahuila
3.2 Estrategia experimental
3.2.1 Tratamientos de desinfeccion
En los siguientes cuadros se encuentran los protocolos de desinfeccion evaluados donde se
eligio el tratamiento 1 de Alcantara, (1991) para el proceso de desinfeccion de los explantes

de peyote.

Cuadro 1. Tratamiento 1 de desinfeccion

Solucion Tiempo (minutos)
Alcohol (80 %) 10
Hipoclorito de sodio (20 %) 30
TWEEN 20 (0.01)* 30

*Miligramos por litro (mg. L)
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Cuadro 2. Tratamiento 2 y 3 de desinfeccion

Solucién Tiempo (minutos )
Alcohol (70 %) 2

Hipoclorito de sodio (10 %) 10

TWEEN 20 ( CAS 9005-64-5) (0.05 ml ) 10

3.3 Tratamientos de desinfeccién propuestos

3.3.1 Tratamiento 4,5,6y 7

Primeramente, en ex vitro se lavo el peyote y se eliminaron raices y espinas de las areolas y
se lavd con agua corriente y jabdn, finalmente se enjuagd con agua destilada. Se utiliz6 una
camara al vacio la cual fue tratada con hipoclorito de sodio, 15 minutos bajo luz ultravioleta.
Al introducir la corona cortada se sumergié en alcohol al 80 % durante 10 minutos. Después,
se enjuagd con agua destilada esterilizada y se repitié este paso afiadiendo 1500 pl. L de

TWEEN 20 durante 30 min. Finalmente, se enjuago tres veces con agua destilada estéril.

3.3.2 Tratamiento 8y 9

Se realizd la desinfeccion del peyote con las soluciones descritas en el Cuadro 3, ex vitro se
lavé el peyote, se eliminaron raices, espinas de las areolas y se lavé con agua corriente y
jabén, finalmente, se enjuag6 con agua destilada. Se utiliz6 una camara al vacio la cual fue
tratada con hipoclorito de sodio, 15 minutos bajo luz ultravioleta. Al introducir la corona
cortada se sumergio en alcohol al 80 % durante 10 minutos. Al finalizar el tiempo se enjuago
con una solucion de agua destilada esterilizada y PPM para posteriormente sumergir en una
solucion de hipoclorito de sodio y 1500 1pl. L "t de TWEEN 20 durante 30 min. Después, se
enjuago 3 veces con una solucién de agua destilada estéril y PPM. Finalmente se trasladé a

una solucion de azul de metileno con una solucidn de agua destilada esterilizada y PPM.
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Cuadro 3. Desinfeccidn tratamiento 8 y 9

Solucién Tiempo (minutos)
Alcohol 80 % 10
Hipoclorito de sodio 20 % 30
TWEEN 20 (CAS 9005-64-5) (1500) * 30
Azul de metileno 10

*Microlitros por litro (1pl. L %)

3.3.3 Tratamiento 10

El peyote se desinfectd usando las soluciones del Cuadro 4. Primero, se lavo ex vitro,
eliminando raices y lana de las areolas con agua corriente y jabon, y se enjuag6 con agua
destilada. Luego, se sumergio en una solucién esterilizada de PPM durante 24 horas en una
campana de flujo laminar. La corona cortada se trat6 con alcohol al 80 % durante 10 minutos
y se enjuago con agua destilada esterilizada. hipoclorito de sodio con 1500 pl. L de TWEEN
20 durante 30 minutos y se enjuagd tres veces con agua destilada estéril. Finalmente, se

traslad6 a una solucion de azul de metileno durante 10 minutos y se enjuago tres veces.

Cuadro 4. Desinfeccion tratamiento 10

Solucion Tiempo (minutos)
Agua/ PPM 1440

Alcohol 80 % 10

Hipoclorito de sodio 20 % 30

TWEEN 20 (CAS 9005-64-5) (1500 * 30

Azul de metileno 10

*Microlitros de muestra por litro (1pl. L %)
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3.4.1 Medio de cultivo

3.4.2 Composicion de protocolos reportados

A partir de estos protocolos publicados Cuadro 5 se modifico el medio de cultivo para el
establecimiento eficaz del peyote mediante la adiccion de otros componentes como en 1os

que se muestra en el Cuadro 6.

Cuadro 5. Tratamientos de medio de cultivo

Compuesto Alcantara, 1991 Buendia, 1999  Esparza, 2004
(T1) (T2) (T3)

Murashige y skoog* 4.5 4.5 4.5

Sacarosa (CAS 9002-18-0)* 3 3 3

Myo-inositol (CAS 87-89-8)* 0.1 0.1 0.1

Agar (CAS 9002-18-0)* 8 8 8

ANA (CAS 86-87-3)** 0.1 0.1 0.1

KIN (CAS 527-79-1)** 0.1 0.4 0.4

Carbon Activado (CAS 7440-40-0)** == o 250

*Gramos por litro ( g.L 1), ** miligramos por litro (mg.L?), Kinetin solution (KIN), 1-Naphthaleneacetic acid
(ANA),
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3.4.3 Tratamientos formulados para establecimiento

En el Cuadro 6 estan las formulaciones de medio de cultivo para los tratamientos 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10, evaluados para el establecimiento

in vitro del peyote.

Cuadro 6. Tratamientos evaluados

Compuesto T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
Murashige y skoog * 4.5 4.5 4.5 4.5 4.5 4.5 4.5
Sacarosa (CAS 57-50-1)* 30 30 30 30 30 30 30
Myo-inositol (CAS 87-89-8)* 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
PPM*** 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Agar (CAS 9002-18-0)* 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5
ANA (CAS 86-87-3)** 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
KIN (527-79-1)** 1 1 1 1 1 1 1
Carbon activo (CAS 7440-44-0)*  ——--—-—=  —emeeeee e 3 e e e
Acido ascorbico ** 1 — 1 — 1 1 1
Azul de metileno**  —eeeeee 1 i 1 e e

* Gramos por litro (g.L 1), **Miligramos por litro ( mg.L 1), ***Porcentaje (%). Kinetin solution (KIN), 1-Naphthaleneacetic acid (ANA).
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3.5 Esterilizacion
La esterilizacion se realiz6 en una autoclave, durante un periodo de 20 minutos, manteniendo

una presion de 20 PSI y una temperatura de 120 °C.
3.6 Preparacion del material de vegetal

Las macetas se mantuvieron en observacion y afiadiéndole 0.1 % de Captan combinado con

150 ml de agua destilada, para prevenir hongos o bacterias.

Figura 11. Macetas en observacion
3.7 Establecimiento

3.8 Siembra de explantes

Se realizaron cortes con bisturi esterilizado, obteniendo segmentos para obtener la areola de
aproximadamente 1 cm. Se sembré una areola por frasco para después sellarlos con papel
film para su posterior incubacion con las condiciones de una temperatura de 24 + 2 °C, con

un fotoperiodo de luz 16 h y 8 h oscuridad.
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Figura 12. Establecimiento

*A'y B Siembra de areolas, C) sellado con papel film

23



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Evaluacion de tratamientos

Se realizaron evaluaciones periddicas a los 7, 14 y 21 dias después de la siembra de los
explantes evaluando variables de generacion de tejido embriogénico, oxidacion y

contaminacion,

4.1.1 Evaluacion del Tratamiento T1

Con base en lo reportado por Alcantara (1991), este protocolo produjo una contaminacion
del 30 %. En nuestra evaluacion se observé una contaminacion del 92.31 % con una tasa de
supervivencia del 7.69 % de los explantes sembrados Cuadro 9 para la propagacion in vitro
de Lophophora williamsii. La diferencia entre la contaminacion reportada por Alcantara y
nuestros resultados podria deberse a variables no controladas, diferencias en las condiciones
experimentales, plantas madres, etc. Estos resultados sugieren la necesidad de ajustar y

optimizar el protocolo de desinfeccion para mejorar la tasa de supervivencia.

Figura 13. Contaminacidn presentada
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Figura 14. Muerte por necrosis

4.1.2 Evaluacion del Tratamiento 2

En base de lo reportado de Buendia (1999) se observd que dieron porcentajes de
contaminacion mayores a 50%, sin embargo, durante la evaluacion del tratamiento de
desinfeccion 2 se obtuvo un 100 % de contaminacion en donde es mayor en los resultados.
Este resultado podria estar relacionado con una esterilizacion insuficiente, en el protocolo 2
no se indica la realizacion de una pre-desinfeccidn y esta es muy importante en el proceso de
preparacion de medios de cultivo, ya que ayuda a eliminar contaminantes potenciales que

podrian afectar el crecimiento y desarrollo de los microorganismos.
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Figura 15. Muestra de contaminacion en el tratamiento.

4.1.3 Evaluacion del Tratamiento 3

A partir del protocolo 3 evaluado por Esparza (2004), se report6 una contaminacién del 38%.
Sin embargo, los resultados obtenidos en el Cuadro 7 indican una contaminacion del 100%,.
Esta diferencia podria deberse a varias causas, como diferencias en los métodos aplicados,
cambios en las condiciones de las muestras, o factores no considerados en el estudio previo.
Esto abre la posibilidad de que haya aspectos adicionales que no se habian identificado antes

y que requieren un analisis mas profundo para entender esta variacion tan marcada.
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Figura 16. Contaminacién en el tratamiento 3

4.1.4 Evaluacion del Tratamiento 4

En el estudio de Rodriguez-de la OJL (2020), se demostro que el uso de acido ascorbico en
medios de cultivo in vitro favorece la formacién de brotes y reduce la oxidacion fendlica
evitando necrosis, un problema comudn en el cultivo de cactaceas. Sin embargo, en el
tratamiento 4 de este experimento, el uso de PPM en combinacion con &cido ascérbico mostrd
un 65 % de plantas embriogénicas y un 35 % de plantas no embriogénicas, destacandose
como uno de los mejores resultados obtenidos. La notable efectividad del tratamiento con
antioxidantes en este estudio podria deberse a la capacidad del &cido ascérbico para
contrarrestar la oxidacion en los explantes, lo cual podria variar segun las condiciones del
medio y los componentes especificos utilizados. Estos hallazgos subrayan la importancia de
los antioxidantes, como el &cido ascérbico, en la mejora de la supervivencia de los explantes
al mitigar los efectos negativos de la oxidacion fendlica, sugiriendo que la combinacion de
agentes antioxidantes con medios de cultivo estériles puede ser una estrategia eficaz. para

mejorar la viabilidad en el cultivo in vitro de cactaceas.
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Figura 17. Contaminacion presentada en el tratamiento 4

4.1.5 Evaluacion del tratamiento 5

Con base en lo reportado por Bouzroud et al. (2022), quienes demostraron que técnicas como
la aplicacion de vacio y el uso de antioxidantes y agentes desinfectantes pueden incrementar
la tasa de embriogénesis somatica en Opuntia ficus-indica y otras especies de cactaceas, se
observara gque en el Cuadro 9, el tratamiento 5, que combind una camara de vacio, azul de
metileno y PPM, alcanzd un 60 % de plantas embriogénicas y un 40 % de plantas no
embriogénicas para la micropropagacion de Lophophora williamsii . La similitud entre estos
resultados y los obtenidos en estudios previos sugiere que el uso de antioxidantes y técnicas
de aplicacion de vacio también puede ser efectivo para esta especie. Es posible que el azul
de metileno, con sus propiedades antimicrobianas y antioxidantes, haya contribuido a mitigar
la oxidacion fendlica en los explantes, mientras que el vacio permitié una mayor penetracion
de los agentes desinfectantes, mejorando asi la viabilidad de los explantes. Estos hallazgos
subrayan la importancia de integrar técnicas complementarias de desinfeccién y

antioxidaccion para optimizar los resultados en el cultivo in vitro de cactaceas.
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Figura 18. Contaminacion presentada en el tratamiento 5

4.1.6 Evaluacion del Tratamiento 6

Estudios previos de Giraldo-Silva (2023) Opuntia ficus-indica y otras cactaceas han
demostrado que la interaccion entre componentes antioxidantes y agentes antimicrobianos
debe ser cuidadosamente equilibrada para evitar efectos adversos sobre la descontaminacion
y la embriogénesis. En el Cuadro 9, el tratamiento 6, que incluy6 acido ascorbico, azul de
metileno y PPM, registr6 un 80 % de contaminacion y solo un 20 % de plantas
embriogénicas. La notable diferencia entre los resultados obtenidos y la efectividad esperada
del PPM podria deberse a la interferencia del acido ascérbico, que, aunque reduce la
oxidacion fenolica, puede afectar la accién antimicrobiana de los biocidas. Ademas, la
combinacién con azul de metileno podria alterar las propiedades quimicas del medio de
cultivo, contribuyendo a la alta tasa de contaminacion observada. Estos hallazgos sugieren
que, como en el caso de Opuntia ficus-indica, es fundamental optimizar la combinacion de
antioxidantes y agentes antimicrobianos para mejorar tanto la descontaminacion como la

embriogeénesis en el cultivo in vitro.
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Figura 19. Contaminacion y necrosis presentada en el tratamiento 6

4.1.7 Evaluacion del Tratamiento 7

Con base en lo reportado en estudios sobre Turbinicarpus de la Rosa-Carrillo, (2012), se ha
observado que el uso de carbén activado, cuando se combina con reguladores de crecimiento,
puede favorecer el crecimiento y enraizamiento de los brotes, aunque sin un enfoque
especifico en el control de contaminantes. Sin embargo, al aplicar carbén activado en el
cultivo in vitro de Lophophora williamsii, nuestros resultados mostraron una contaminacion
del 100 % y la ausencia de formacion de embriones. La diferencia entre los efectos del carbon
activado en Turbinicarpus y Lophophora williamsii podria atribuirse a variaciones en las
necesidades y respuestas de cada especie, asi como al propdésito del tratamiento. Estos
hallazgos sugieren que, aunque el carbon activado puede estabilizar el medio y favorecer el
crecimiento en algunas especies, deben considerarse otros compuestos para un protocolo

eficiente.
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Figura 20. Muestras contaminadas

4.1.8 Evaluacion del Tratamiento 8

Con base en lo reportado en estudios de Hylocereus por Moreira-Palacios, M., & Sanchez-
Rodriguez, A. (2017), quienes observaron problemas relacionados con la oxidacion en
cultivos in vitro de esta cactacea, se encontrd que, en nuestro tratamiento con Lophophora
williamsii, también se presentan problemas significativos debido a la oxidacion. En el caso
de Hylocereus, los explantes tratados con antioxidantes y reguladores de crecimiento
mostraron una respuesta variable en cuanto a crecimiento y diferenciacién, lo que sugiere
que la respuesta a la oxidacion en cada especie depende de sus adaptaciones genéticas y
ambientales especificas. Aunque en Hylocereus no se emplea azul de metileno, el uso de
distintos antioxidantes subraya la importancia de realizar ajustes especificos en el protocolo
para cada especie en cultivo in vitro, con el fin de minimizar la oxidacion y mejorar el

crecimiento de los explantes.
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Figura 21. Necrosis del tratamiento 8

4.1.9 Evaluacion del Tratamiento 9

Con base en lo reportado por Morales (2015) en su estudio con Eremurus spectabilis, donde
se emplearon antioxidantes para promover la regeneracion, se encontrd que en nuestro
tratamiento 9, el uso de acido ascérbico y azul de metileno resultéd en un 70 % de éxito en
embriogénesis. La notable efectividad observada en ambos estudios sugiere que el empleo
de antioxidantes especificos y un medio equilibrado puede mejorar significativamente la
embriogénesis y el desarrollo de brotes embriogénicos. Estos resultados resaltan la
importancia formular los componentes del medio de cultivo in vitro para cada especie,

optimizando asi las condiciones que favorecen su regeneracion y crecimiento.

Figura 22. Necrosis del tratamiento 9
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4.1.10 Evaluacioén del Tratamiento 10

Con base en lo reportado por Romadanova et al. (2022) en cultivos de manzano, donde una
exposicion prolongada al PPM generd efectos negativos en los tejidos, incluyendo estrés
oxidativo, se obtuvo en el tratamiento 10 de nuestro estudio un 100 % de mortalidad debido
a oxidacion al emplear acido ascorbico en el medio y PPM en una inmersion de 24 horas. La
notable consistencia entre los efectos observados en el manzano y nuestros resultados sugiere
que la exposicion prolongada al PPM puede inducir estrés oxidativo en tejidos sensibles,
como es el caso en Lophophora williamsii. Este hallazgo destaca la importancia de ajustar
tanto la concentracion como el tiempo de aplicacién de PPM, ya que un uso excesivo o
prolongado puede provocar dafios irreversibles en los tejidos, afectando la viabilidad de los

explantes en el cultivo in vitro.

Figura 23. Muerte por necrosis
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Figura 24. Callogénesis presentada
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4.2 Analisis estadisticos

De los tres tratamientos publicados se realizo la prueba de los protocolos para la desinfeccion
de explante observando que el tratamiento 2, Alcantara (1991) report6 una supervivencia del
30 % las pruebas realizadas en el laboratorio determinaron un 7.60 % de supervivencia como
se observa en el Cuadro 7.

Los tratamientos evaluados de Buendia (1999) y Esparza (2004) denotan un porcentaje de
supervivencia de 50 % y 38 % en esta evaluacion realizada siguiendo los mismos parametros

se obtuvo un 100 % de contaminacion como se observa en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Evaluacion de protocolos publicados.

Tratamientos Embriogénesis Contaminados Totales
T1 7.69 % 92.30 % 13
T2 0% 100 % 13
T3 0% 100 % 13

Tomando en cuenta la supervivencia del tratamiento 1 Cuadro 7 se determind que la mejor
metodologia para el establecimiento fue la de Alcantara (1991) con punto de partido de esta
investigacion afiadiendo parametros diferentes en cuanto la concentracion del medio (Cuadro
2). Observandose que el mejor tratamiento para el establecimiento de tejido embriogénico
fue el tratamiento 9 con una supervivencia del 70 % de esta manera se determind que lo
tratamientos 4 y 5 mostraron un porcentaje de supervivencia igual o mayor al 60 % por lo

cual se recomienda el uso de estos.
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Cuadro 8. Comparacion de medias de Tukey de la Evaluacién de tratamientos en

laboratorio.

Tratamientos Embriogénicos No embriogénicos  Totales
T4 65.00 % ¢ 35.00% b 15
T5 60.00 % ¢ 40.00% b 15
T6 20.00 % ab 80 % cd 15
T7 0%a 100 % d 15
T8 0%a 100 % d 15
T9 70%d 30%a 15
T10 0%a 100 % d 15

*valores con la misma letra son estadisticamente similares (Tukey p>0.05).

60
20
T4 T5 T6 17

T8 TS T10

Tejido Embriogenico
= ] [95) P o [47] ~J o]
[==] (=] (=] [==] [==] (=] [==] [==]

[=]

Tratamientos

Figura 25. Tejido embriogénico a los 21 dias después de siembra.
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V. CONCLUSIONES

En los protocolos establecidos el medio mas adecuado para el cultivo fue el tratamiento X
que obtuvo un porcentaje de 7.69 de embriogénesis. Se observo de los protocolos realizados
en el laboratorio, el tratamiento 9 es el més eficaz para la desinfeccion de corona en el cual
se utiliza agua con PPM para enjuagar la corona e igual se utiliza PPM en el medio, alcohol
80 %, hipoclorito de sodio 20 % y TWEEN 20 en la que se demostré que el uso de acido

ascorbico como antioxidante promueve la supervivencia de los tejidos vegetales

Mediante las pruebas realizadas se determinG que el mejor tratamiento para combatir la
oxidacion fue el T9 en donde se utilizo acido ascorbico 1 mg. L™y se registro un porcentaje

de plantas embriogénicas del 70 %.
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