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MS liquido a 20°C en la obscuridad

Grafica 69. Curva de Crecimiento para Turbinicarpus schmiedickeanus

var klinkerianus, en Medio MS liquido a 20°C en la obscuridad
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Grafica 70. Curva de Crecimiento para Turbinicarpus subterraneus
(Gymnocactus subterraneus), en Medio MS liquido a 20°C en la

obscuridad

Grafica 71. Curva de Crecimiento para Turbinicarpus lophophoroides,

en Medio MS liquido a 20°C en la obscuridad

Grafica 72. Curva de Crecimiento para T7urbinicarpus schmiedickeanus

var schmiedickeanus, en Medio MS liquido a 20°C en la obscuridad

Grafica 73. Curva de Crecimiento para Turbinicarpus swobodae, en
Medio MS liquido a 20°C en la obscuridad

Grafica 74. Curva de Crecimiento para Turbinicarpus laui, en Medio
MS liquido a 20°C en la obscuridad

Grafica 75. Curva de Crecimiento para Turbinicarpus
pseudomacrochele var pseudomacrochele, en Medio MS liquido a 20°C

en la obscuridad

Grafica 76. Curva de Crecimiento para Turbinicarpus

pseudopectinatus, en Medio MS liquido a 20°C en la obscuridad

Grafica 77. Curva de Creciemiento para la Especie Echinocactus

grusonnii,

Grafica 78. Curva de Creciemiento para AEchinocactus platyacanthus

(Echinocactus ingens), en Medio MS a 26°C en la obscuridad

Grafica 79. Curva de Creciemiento para Ferocactus peninsulae, en
Medio MS a 26°C en la obscuridad

Grafica 80. Curva de Creciemiento para Ferocactus flavovirens, en
Medio MS a 26°C en la obscuridad
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Grafica 81. Curva de Creciemiento para Leuchtenbergia principis, en
Medio MS a 26°C en la obscuridad

Grafica 82. Curva de Creciemiento para Opuntis amyclea, en Medio MS

a 26°C en la obscuridad

Grafica 83. Curva de Creciemiento para Stenocereus thurberi var
thurberi, en Medio MS a 26°C en la obscuridad

Grafica 84. Curva de Creciemiento para Turbinicarpus schmiedickeanus
var schmiedickeanus, en Medio MS a 26°C en la obscuridad

Grafica 85. Curva de Creciemiento para Turbinicarpus schmiedickeanus
var schwarzii, en Medio MS a 26°C en la obscuridad

Grafica 86. Curva de Creciemiento para T7urbinicarpus laui, en Medio
MS a 26°C en la obscuridad

Grafica 87. Curva de Creciemiento para Turbinicarpus schmiedickeanus

var klinkerianus, en Medio MS a 26°C en la obscuridad

Grafica 88. Curva de Creciemiento para T7urbinicarpus subterraneus

(Gymnocactus subterreanus), en Medio MS a 26°C en la obscuridad

Grafica 89. Curva de Creciemiento para Echinocactus grusonnii, en

Medio MS adicionado con Extracto de Malta a 20°C en la obscuridad

Grafica 90. Curva de Creciemiento para Ferocactus peninsulae, en

Medio MS adicionado con Extracto de Malta a 20°C en la obscuridad

Grafica 91. Curva de Creciemiento para Stenocereus thurberi var
thurberi, en Medio MS adicionado con Extracto de Malta a 20°C en la

obscuridad
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Grafica 92. Curva de Creciemiento para Echinocactus grusonnil, en
Medio MS adicionado con Hidrolizado de Caseina a 20°C en la

obscuridad

Grafica 93. Curva de Creciemiento para Ferocactus peninsulae, en
Medio MS adicionado con Hidrolizado de Caseina a 20°C en la

obscuridad

Grafica 94. Curva de Creciemiento para Stenocereus thurberi var
thurberi, en Medio MS adicionado con Hidrolizado de Caseina a 20°C en

la obscuridad

Grafica 95. Curva de Creciemiento para Echinocactus grusonnii, en
Medio MS adicionado con Agua de Coco a 20°C en la obscuridad

Grafica 96. Curva de Creciemiento para Ferocactus peninsulae, en

Medio MS adicionado con Agua de Coco a 20°C en la obscuridad

Grafica 97. Curva de Creciemiento para Stenocereus thurberi var
thurberi, en Medio MS adicionado con Agua de Coco a 20°C en la

obscuridad

Fig. 9 Muestra el crecimiento de raices pilosas a los 15 y 45 dias

después de la infeccion con A. rhizogenes.

Fig. 10 Muestra el crecimiento de raices pilosas infectadas por A.
rhizogenes A4 alos 15, 45 y 60 dias

Fig. 11 Muestra el crecimiento de raices pilosas a los 15 y 45 dias
después de la generacion de raiz en cada explante
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Fig. 12 Muestra el crecimiento de raices pilosas a los 60 dias después
de la generacion de raiz en diferentes especies, las imagenes se

tomaron con ayuda de un Estereoscopio

Fig. 13 Tratamiento en donde se prueban las condiciones de luz para

12 especies diferentes de cactaceas mexicanas.

Fig. 14 Muestra el crecimiento de raices pilosas a los 0, 15, 30 Y 45

dias después de la generacidn de raiz en Medio MS a 26°C en Luz.

Fig. 15 Muestra el crecimiento de raices pilosas a los 90 dias de que
se pasaron a Medio Liquido a 20°C en la obscuridad

Fig. 16 Crecimiento de raices pilosas y cambio de color por exposicidn

a la luz.

Fig. 17 Muestra el material para determinar el peso del explante en el
Medio MS liquido

Fig. 18 Muestra el crecimiento de raices pilosas a los 15, 30 Y 45 dias
después de la generacién de raiz en cada explante a 26°C en la

obscuridad

Fig. 19 Crecimiento de raices pilosas en Medio Ms adicionado con
diferentes Compuestos Organicos a los 15, y 60 dias después de la

generacién de raiz a 20°C en la obscuridad

Fig. 20 Raices transgénicas positivas a la reaccion de la B-

glucoronidasa (GUS)1.

Fig. 21 Raices transgénicas positivas a la reaccion de la B-

glucoronidasa (GUS)2.
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Fig. 22 Deteccion por la técnica de PCR de los genes rolB, VirD, nptil
y GUS de raices trasformadas con A. rhizogenes de varias especies de

cactaceas mexicanas. El gen VirD es negativo a la prueba

Fig. 23 Deteccion por la técnica de PCR de los genes rolB, VirD, nptil
y GUS de raices trasformadas con A. rhizogenes de varias especies de

cactaceas mexicanas. El gen VirD es positivo a la prueba.

Grafica 98. Curva de Crecimiento Relativo para Echinocactus grusonnii,
en diferentes sistemas de cultivo; Método convencional, Medio liquido,
Condiciones de incubacion (luz, temperatura), y Adicion de compuestos

organicos.

Grafica 99. Curva de Crecimiento Relativo para Echinocactus
platycanthus (Echinocactus ingens), en diferentes sistemas de cultivo;
Método convencional, Medio liquido y Condiciones de incubacién (luz,

temperatura).

Grafica 100. Curva de Crecimiento Relativo para Echinocactus
platycanthus, en diferentes sistemas de cultivo; Método convencional,

Medio liquido y Condiciones de incubacion (luz).

Grafica 101. Curva de Crecimiento Relativo para Ferocactus
flavovirens, en diferentes sistemas de cultivo; Método convencional,

Medio liquido y Condiciones de incubacidn (temperatura).

Grafica 102. Curva de Crecimiento Relativo para Ferocactus
peninsulae, en diferentes sistemas de cultivo; Método convencional,
Medio liquido, Condiciones de incubacion (luz, temperatura), y Adicidn

de compuestos organicos.
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Grafica 103. Curva de Crecimiento Relativo para Opuntia amyclea, en
diferentes sistemas de cultivo; Método convencional, Medio liquido y

Condiciones de incubacion (luz, temperatura).

Grafica 104. Curva de Crecimiento Relativo para Opuntia robusta, en
diferentes sistemas de cultivo; Método convencional y Condiciones de

incubacion (luz).

Grafica 105. Curva de Crecimiento Relativo para Stenocereus thurberi
var thurberi, en diferentes sistemas de cultivo; Método convencional,
Medio liquido, Condiciones de incubacion (luz, temperatura), y Adicion
de compuestos organicos.

Grafica 106. Curva de Crecimiento Relativo para Turbinicarpus laui, en
diferentes sistemas de cultivo; Método convencional, Medio liquido y

Condiciones de incubacion (luz, temperatura).

Grafica 107. Curva de Crecimiento Relativo para Turbinicarpus
subterraneus (Gymnocactus subterraneus), en diferentes sistemas de
cultivo, Método convencional, Medio liquido y  Condiciones de

incubacion (luz, temperatura).

Grafica 108. Curva de Crecimiento Relativo para Turbinicarpus
shimiedickeanus var klinkerianus, en diferentes sistemas de cultivo;
Método convencional, Medio liquido y Condiciones de incubacién (luz,

temperatura).

Grafica 109. Curva de Crecimiento Relativo para Turbinicarpus
shimiedickeanus var schwarzii, en diferentes sistemas de cultivo; Método

convencional y Condiciones de incubacién (luz, temperatura).

Grafica 110. Curva de Crecimiento Relativo para Turbinicarpus
shimiedickeanus var shimiedickeanus, en diferentes sistemas de cultivo;

Método convencional, y Condiciones de incubacion (luz, temperatura).
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Fig. 24 Cromatografia de raices trasformadas y tejido vegetal
trasformado (UV 365mn)

Fig. 25 Cromatografia de raices trasformadas y tejido vegetal

trasformado (Reactivo de Dragendorff)

Fig. 26 Cromatografia de raices trasformadas y tejido vegetal

trasformado (Reactivo de Marquis)

Fig. 27 Cromatografia de raices trasformadas y tejido vegetal
trasformado (Reactivo de Marquis)

Fig. 28 Raices trasformadas después de los sistemas de cultivo
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GENERACION Y CULTIVO DE RAICES TRANSFORMADAS DE CACTACEAS

Adilene Davila Galvan
RESUMEN

Las cactaceas producen una gran cantidad de compuestos quimicos que podrian ser
de interés farmacoldgico, un ejemplo de ello son los alcaloides, que se encuentran en
grandes cantidades en los tejidos de estas plantas. Sin embargo, la poca disponibilidad
de material vegetal de muchas especies de Cactaceas imposibilita el estudio y
aprovechamiento de estos compuestos. Una solucidén a este problema puede tenerse
con la generacion y cultivo de raices de Cactaceas transformadas con A. rhizogenes,
las cuales en otros grupos de plantas se ha visto que son capaces de crecer /in vitro
con una tasa alta de generacidon de biomasa y compuestos quimicos de interés. En este
trabajo se realizd la transformacidon genética de 52 especies de cactaceas mexicanas
con A. rhizogenes A4/pCSE4 de acuerdo a Gonzalez et. al. (2006). La actividad GUS
fue detectada histoquimicamente en las raices presuntamente transformadas como lo
describe Stromp (1992). Se realizo posteriormente una (PCR) para la amplificacion de
los genes de interés (rol B, virD, nptll y gus) de las raices transformadas. Finalmente
se realizo la extraccion de metabolitos secundarios de raices transformadas y tejido
vegetal (/n vitro, in vivo) no trasformado, asi como una cromatografia en capa fina
(TLC) de los mismos por tres sistemas de deteccion; UV-254nm, reactivo de
Dragendorff, y reactivo de Marquis. De las 52 especies de cactaceas Mexicanas
analizadas, pertenecientes a 17 géneros diferentes, se encontrd que el 81% generaron
raices presuntamente transformadas. Se observé que el maximo crecimiento de la raiz
se da en los primeros 30 dias. La coloracidon azul en la prueba de la B-glucoronidasa
(GUS) indico la presencia del gen gus en la raices. De las 42 especies de cactacea que
generaron raiz, solo 30 fueron positivas a la prueba GUS. De 27 especies de
cactaceas que se les realizo PCR, 9 fueron positivas a los genes (ro/ B, nptil y Gus). Se
comprobd que las raices conservan su capacidad biosintética para la produccion de
metabolitos secundarios como los alcaloides. Se demostro la posibilidad de generar y
cultivar raices transformadas de 42 especies de cactaceas mexicanas. Estas raices
podrian ser la base de un sistema biotecnolégico que permita la produccion de
metabolitos secundarios de cactaceas sin la necesidad de colectar plantas de su habitat

natural.
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ABSTRACT

Cacti produce a large amount of chemicals that might be of pharmacological interest,
an example of this are alkaloids, which are found in large quantities in these plants’
tissues.Nevertheless, the limited availability of plant material of many species of cacti
has prevented the research and use of these compounds. One solution to this problem
may be the generation and cultivation of Cactaceas transformed with A. rhizogenes,
which are able to grow /in vitro with a high rate of biomass generation and production
of chemical compounds of interest. In the present study, 52 species of Mexican cacti
were transformed with A. rhizogenes A4/pCSE4 according to Gonzalez et. al. (2006).
The GUS activity was detected histochemically in putatively transformed roots as
described by Stromp (1992). The genes rolB, virD, gus and nptlI were amplified by
PCR of the transformed roots. Finally, secondary metabolites were extracted from
transformed roots (/n vitro, in vivo) and non transformed plant tissue. These extracts
were analyzed by thin layer chromatography (TLC) using three different detection
systems, UV-254nm, Dragendorff reagent and Marquis reagent. Of the 52 species of
Mexican cacti belonging to 17 different genera used for this study, 81% generated
allegedly transformed roots. It was observed that the maximum root growth occurs
during the first 30 days. The blue coloration on the B-glucuronidase test (GUS)
indicated the presence of the gus gene in the roots. Of the 42 species of cactus that
generated roots, only 30 were positive for GUS test. Of the 27 species of cacti that
underwent PCR, nine were positive for the genes ro/ B, nptll and Gus. We found that
transformed roots retain their biosynthetic capacity to produce secondary metabolites
such as alkaloids. We were able to demonstrate the ability to generate and cultivate
transformed roots of 42 species of Mexican cacti. These roots could be the basis of a
biotechnological system that allows the production of secondary metabolites of cacti

without the need to collect plants from the wild.
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I. MARCO TEORICO

I.1. Antecedentes sobre las Cactaceas

Las cactaceas, por su aspecto peculiar, han sido motivo de atencion en nuestro pais
desde tiempo remotos. La historia y el folklor registran la importancia que adquirieron
entre las tribus prehispanicas segun se deduce de sus tradiciones, teogonias, cddices,
monumentos descritos antes de su destruccion y de las numerosas voces con que

designaron y aln persisten en nuestros dias (Bravo-Hollis y Sdnchez-Mejorada, 1991).

La familia Cactacea es una familia grande y diversa originaria de América. México es
sin duda el mas importante centro de concentracién de cactaceas, con un total de 48
géneros y 563 especies reconocidas. Del total de los géneros que existen en este pais,
15 (31.3 %) estan estrictamente restringidos a sus limites territoriales, y 20 mas son
casi endémicos. En este Ultimo caso, una o varias de las especies de un género
determinado extienden su distribucién a areas adyacentes al territorio mexicano,

especialmente en el suroeste de los Estados Unidos (Hernandez y Godinez 1994).

1.1.2 Uso de las cactaceas desde sus origenes

Cuando los seres humanos emigraron al continente americano desde Asia hace mas de
40 mil afos, se encontraron plantas y animales muy diferentes de cualquier
experiencia anterior. EIl movimiento hacia el sur y hacia el este de estas personas
durante muchos milenios finalmente los llevd a las regiones mas aridas. Alli se
encontraron con una variedad de cactus, sin duda a varios de ellos les encontraron
alguna utilidad. Poco a poco, algunos de los cactus adquirieron mas importancia que
otros, como fuente segura de alimentos o porque les confirieron atributos divinos
(Anderson, 2001).

Hace aproximadamente 23,000 afios, los humanos emigraron a América del Sur a
través del Istmo de Panama. Una vez mas se encontraron con extrafias Yy nuevas
plantas y animales en este continente. La supervivencia de los seres humanos
dependia del uso exitoso de los recursos naturales, ya sea como fuente de alimento o

fibra, o como un medio de tratar con los espiritus. El registro arqueolégico en muchas
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de estas regiones aridas es escaso, sin embargo, algunos datos interesantes se han
obtenido de restos de planta, tallas, pinturas y textiles. Los cactus estan presentes
muy temprano en estos registros, los mas interesantes son las pinturas rupestres en la
Serra da Capivara, Piauri, Brasil. Representado en estas pinturas, que datan de hace
12,000 anos, lo que parecen ser plantas de 7acinga inamoena. Tanto en México y
Per(, las semillas de la subfamilia de Opuntioideae aparecen en los depdsitos que
datan de mas de 9,000 afos, mucho antes de que cualquiera de los pueblos indigenas
se convirtieran en agricultores. Uno de los sitios mas interesantes es la cueva de
Pachumachay, ubicado en los Andes centrales del Pert, a 4200 m. Alli, una gran
cantidad de semillas de opuntia se han descubierto desde 11,800 afios y solo ahora el

cactus Austocylindropuntia flusossa crece a este tipo de altura.

La agricultura se desarrolld hace entre 3500 y 6000 afos en diversas regiones de
América del Sur, incluyendo el cultivo de frijol y algoddn. Uno de los usos mas
notables de los cactus por el pueblo en este periodo preceramico fue la produccion de
anzuelos usando espinas de cactus; estas eran cuidadosamente dobladas y atadas en
una curva usando fibras de Furcraea (Agaveceae), posteriormente se endurecen
durante muchas semanas, luego se corta a partir de los cactus. Se unian puntas de

algodén o Furcraeay se utilizaban para la pesca (Anderson, 2001).

Las cactaceas, son autdctonas del continente americano en donde se encuentran
distribuidas especialmente en las regiones aridas y semiaridas. México, por sus
peculiares condiciones de latitud topografia y climas es el pais que alberga,
posiblemente, la mayor cantidad de especies. Cuando a principios del descubrimiento
de America las cactaceas fueron conocidas en europa, causaron gran asombro y
admiracion por lo exdtico y peculiar de su aspecto y pronto ocuparon de ellas
botanicos, médicos y horticultores (Bravo-Hollis y Sdnchez-Mejorada, 1991).

De particular interés es el desarrollo de conocimiento de las plantas entre las personas
que habitaban en el valle de México, antes llamado Andhuac. Muchas tribus separadas
vivieron en esta region desde hace milenios, no siempre de manera amistosa. Hacia el
siglo XV las tribus nahuas ganaron la supremacia; la mas poderosa, los aztecas,

quienes construyeron la ciudad de Tenochtitlan en una isla en un lago en el centro de
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Anahuac. Uno de los jefes mas importantes de los nahuas, Nezahualcoyotl de la tribu
acolhua, tenia un gran afecto por las plantas (Anderson, 2001).

Por los cddices que escaparon a la destruccion de los conquistadores, por la
ceramica, por algunas pinturas murales, por las interesantes obras escritas a raiz de la
conquista como el Codice Cruz, Badiano o Barberini (1552), y por las obras de
Hernandez (1649), se han podido conocerse las plantas de mayor interés. En la vida
econdmica, social y religiosa de los nahuas, las cactdceas desempefiaron un papel
importante; a tal grado que el jeroglifico de la Gran Tenochtitlan, ostentaba
airosamente un nopal, el simbolo que conserva el escudo de nuestro México actual;
intervinieron en sus practicas religiosas y algunas fueron elevadas a categorias de
dioses; se usaron con frecuencia en la magia, pues varias de ellas eran consideradas
como talismanes capaces de alejar los espiritus del mal; fueron empleadas en
remedios en la curacién de enfermedades; influyeron determinando la fundacion de
poblados en regiones cactiferas, y se la tuvo en gran estima como plantas de ornato
(Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991).

Dentro de la nomenclatura que usaron para designarlas habia dos grupos bien
definidos: el de los 7ochtli integrado por las especies de tallos articulados, discordes y
aplanados, y el de los comit/, que incluia los cactos provistos de tallos feroidales

(Bravo-Hollis y Sdnchez-Mejorada, 1991).

1.1.3 Descripcion Botanica

Cactacea en algin momento se confunde con otras suculentas porque la familia de los
cactus es una de varias familias de plantas que tienen grandes tallos carnosos, sin
hojas, de larga vida, de diferentes formas y tamaiios, en los que estan a cargo grupos
de espinas. Una planta suculenta es la que es capaz de almacenar agua para sobrevivir

en un clima arido.

Innes y Glass (1991) describe los habitos de cactus simplemente como globulares,
escalada, colgantes, columnas semejantes a hojas, o la agrupacion. Hunt (1989) lista
de 13 formas diferentes de cactus de crecimiento: (1) con areolas de fieltro en las

axilas de las hojas persistentes, (2) tallos cilindricos, no segmentado, hojas caducas,
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cilindricos, (3) los tallos cilindricos, no segmentado, hojas pequenas (caido) ; espinas
ausentes, (4) tallos aplanados, segmentados; ausente de espinas, (5) se deriva de dos
alas, no segmentado, areolas confinados a los margenes, (6) tallos planos,
segmentados, (7) tallos delgados, cilindricos, (8) se deriva largo, cilindrico, (9) se
deriva esférica con tapa como cefalio, un area especializada de flores teniendo en la
parte superior de un cactus madre con entrenudos muy cortos por lo general una
densidad de lana o peludos, (10) tallos esféricos cilindricos, (11) tallos aplanados
esféricos, de cinco costillas, (12) tallo con tubérculos, se asemeja a una roseta de

hojas, y (13) tallos con las areolas como tubérculos.

El tallo del catus tiene formas muy diversas pero constantes para cada entidad
taxondmica, la estructura histoldgica es semejante, en lo general, a la de las demas
dicotiledéneas (Bravo-Hollis y Sdnchez-Mejorada, 1991).

Los cactus son plantas suculentas en el que los tallos estan especializados para
almacenar agua. Las areolas son exclusivas de los cactus. Una areola es una yema
lateral o axilar muy especializada, o un brote o rama pequefio. Un brote pequefio
posee nodos, los puntos de fijacion de la hoja, entrenudos, las porciones de tallo entre
hojas adyacentes. Los entrenudos son muy cortos, dando lugar a una masa compacta
de nodos, y la yema axilar asociada a cada hoja da lugar a las espinas y a las
estructuras reproductivas. Cuando se mira tanto a la areola como al tubérculo, a
menudo se puede ver que la areola, de hecho, se origina de la base de la hoja o
tubérculo (Anderson, 2001).

El rasgo mas distintivo de la mayoria de los cactus son las espinas, que nacen de las
areolas. La mayoria coincide en que las espinas de los cactus son hojas modificadas, y

no espinas, derivadas de las ramas.
La mayoria de las raices se extienden ampliamente debajo de la superficie del suelo,
lo que les permite absorber el agua que se ha filtrado a través de la parte superior del

suelo tras la breve lluvia del desierto.

Las flores de los cactus surgen de las areolas. Por lo general, una sola flor se

produce a partir de cada aréola, aunque pueden surgir varias flores de una aréola
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Unica de Myrtillocactus geometrizans. Pereskia es el Unico género que produce una

inflorescencia organiza en un tallo.

Al igual que otras partes del sistema reproductivo de los cactus, las caracteristicas del
grano de polen varian considerablemente dentro de la familia y proporcionar
informacién valiosa sobre la relacién. En general, el polen de cactus es de tamafio
mediano a grande (35 a 125 pm), de esferoidal a subprolato (tendido), y con aberturas
de 3- 12 pm.

Las semillas de las cactaceas presentan variaciones en la forma, tamafo, estructura y
color de la testa y en las caracteristicas del embridon y de los tejidos almacenadores de
sustancias nutritivas, que se atribuyen estos caracteres gran importancia filogenética
y taxondmica. En una semilla madura hay que considerar varias partes; el embrion y
el perisperma, la testa, el micropilo, el hilo, asi como la cartncula, el estrofiolo y la
cobertura funicular que existe en las semillas de algunos géneros. El embrién es el
primordio de la planta y en él estdn embozados los drganos fundamentales (Bravo-

Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991).

Una de las caracteristicas mas distintivas de cactus es que contienen pigmentos como
la betalainas, que contienen nitrdgeno (pigmentos solubles en agua, incluyendo
betacianinas y betaxantinas), a diferencia de las antocianinas que no contienen
nitrdgeno (flavonoides solubles en agua) tipico de la floracion mayoria de los otros
plantas. Esto es una fuerte evidencia de que la familia pertenece al orden

Caryophyllales (Anderson, 2001).

Los principales compuestos nitrogenados encontrados en las cactaceas son:
aminoacidos, proteinas, bases nitrogenadas, acidos nucleicos y alcaloides. En la familia
de las cactaceas no se han hecho estudios especificos de estos compuestos con
excepcidn de los alcaloides, por lo que lo Unico que sabemos sobre estas sustancias es
lo aplicable en general a los vegetales superiores (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada,
1991).
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I.1.4 Clasificacion

La evidencia de las interrelaciones viene de caracteristicas morfoldgicas y anatdmicas
en adicién a las nuevas pruebas de la quimica, la fisiologia, y los estudios moleculares.
Los fosiles pueden revelar los retazos de un linaje de organismos, pero no se han

descubierto fosiles de cactaceas.

Las poblaciones de plantas se componen de individuos, y los individuos varian con
frecuencia, tal como lo hacen en la poblacién de animales, incluyendo seres humanos.
El mismo tipo de pruebas utilizadas para estudiar la relacion planta se utiliza para

dibujar los limites que separan los taxones de la plantas, y se da nombre a los taxones.

La clasificacion de la familia Cactacea desarrollado por el Grupo Internacional de
sistematica de cactaceas reconoce cuatro subfamilias-Preskioideae, Maihuenioideae,
Opuntioideae, y Cactoideae, a su vez la familia Cactoideae se divide en nueve tribus
(Anderson, 2001).

Cactaceas

Preskioideae

Son plantas arbdreas, arbustivas, trepadoras, con metabolismo acido de las
crasulaceas (CAM) en los tallos y metabolismo C3 en las hojas. Los tallos son redondos
en la seccidon transversal, no muestran estrias o tubérculos. Hojas presentes. Las
espinas presentes. Flores solitarias o en inflorescencias, diurnas; pericarpios con
escamas u hojas, a veces persistentes; areolas florales raras veces con espinas; tubos
florales ausentes. Frutos indehiscentes, en forma de bayas, a menudo con la céscara
jugosa. Semillas mas o menos redondas, de 1.7 - 7.5mm de diametro, de color negro
marrén, brillante, sin arrugas o quilla, no se expande alrededor de la pequefa region
hilio-micropilar. Se distribuyen desde el sur de México en todo el Caribe y América

Central, y en gran parte de América del Sur al este de los Andes.

La subfamilia Pereskioideae representan el grupo de los cactus con las caracteristicas

mas primitivas o ancestrales, y varias caracteristicas demuestran la relacion de la
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familia a otros miembros del orden Caryphyllales. Leuenberger (1986) ha hecho el
estudio definitivo de Pereskioideae.

e  Pereskia

Maihuenioideae

Los miembros de la subfamilia Maihuenioideae son arbustos cespitosos, solo
presentan metabolismo C3. Tallos cortos suculentos, cilindricos a globosos. Hojas
pequenas, cilindricas y persistentes. Espinas usualmente 3 por areola. Flores
terminales, solitarias. Los frutos poco carnosos, con pequenas escamas. Semillas con

3-4mm de diametro. Distribucion: restringido solo en Argentina y Chile.

e  Maihuenia

Opuntioideae

La subfamilia Opuntioideae incluye plantas variables en habito, arbéreo, arbustivas o
cespitosas. Los tallos generalmente son segmentados en distintos conjuntos o pencas.
Hojas presentes, efimeras, redondas en la seccidn transversal, pequenas. Gloquidios
presentes. Tiene variacién de espinas. Flores generalmente laterales, sésiles, solitarias,
diurnas; hojas con pericarpios, aréolas, gloguidios y espinas. El tubo floral es corto o
ausente. Presenta pequefios frutos, indehiscente, a veces se secan en la madurez. Las
semillas van desde redondas a ovaladas, de 3-12mm de didmetro, cubiertas por una
envoltura funicular. Distribucidon: desde Canada en todo Norte América, el Caribe,

América Central y casi hasta el extremo sur de América del Sur.

e Austrocylindropuntia
e  Brasiliopuntia

e (Consolea

e Cumulopuntia

e Cylindropuntia

e Grusonia

e Maihuniopsis

e Miguelipuntia

o  Opuntia
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e Pereskiopsis
o  Pterocactus

e Quiabentia

e Tacinga

e  Tepherocatus
e Tunilla

Cactoideae

Subfamilia Cactoideae incluye plantas muy variables en habito, arbdreo, arbustivas,
cespitosas y epifitas. Raices fibrosas y tubérculos. Tallos usualmente no segmentados,
de globosos a columnares, estriados o tuberculosos; las zonas de reproduccidon pueden
estar diferenciadas o indiferenciadas. Con hojas rudimentarias o ausentes. Gloquidios
ausentes. Flores sésiles, diurnas o nocturnas; pericarpios escamosos; tubo floral corto
alargado. Frutas dehiscentes, carnosas o secas, variable en el tamano y forma.
Semillas de 0.4-5mm de diametro. Distribucion: en todo el hemisferio occidental,
incluso también en Africa, Madagascar, y en las islas de la India y en Sri Lanka
(Anderson, 2001).

Esta subfamilia se divide a su vez en 9 tribus las cuales son:

o Calymmanthium
. Hilocereeae

o Cereeae

. Trichocereeae

. Notocacteae

. Rhipssalideae

o Browningieae

o Pachycereeae

. Cacteae
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I.1.5 Situacion actual

Las cactaceas en México desempenan un papel muy importante desde el punto de
vista bioldgico, social y econdmico. En el pais existen alrededor de 715 especies de
cactaceas, de las cuales cerca de 80% son endémicas, y casi todas las demas son
compartidas con el sur de Estados Unidos o con Centro y Sudamérica. Muchos de sus
frutos y tallos son alimentos importantes en la dieta de los mexicanos, aunque también
se usan como forraje, ornamento y fuente de sustancias quimicas de interés médico y
farmacoldgico; asimismo, existen pruebas claras que apuntan al papel ecoldgico
sobresaliente de muchas de las cactaceas en las zonas aridas y semiaridas del pais. En
contraste, también se sabe que este grupo ha sido el blanco de un intenso saqueo
ilegal (de plantas y semillas), con el fin de satisfacer el mercado internacional,
especialmente en Estados Unidos, Japdn y varios paises europeos .Este saqueo se ha
llevado a cabo por varias decenas de afios, y en la actualidad hay indicios de que se
sigue practicando, aun cuando las medidas de proteccion de los ambientes silvestres
en México son mas eficientes que en el pasado (Benitez y Davila, 2002).

De entre las muchas familias amenazadas, como las Palmaceas vy flora tropical, se va
haciendo patente el desastre que esta ocurriendo con los parajes ecoldgicos de las
cactaceas. Si bien en Estados Unidos ya existia un férreo control del comercio de
cactus y existian parques y ecosistemas protegidos como reservas naturales, la
situacion era muy diferente en México y América del sur. La situacién de pobreza de
alguno de esos paises, las mafias especializadas en comercio ilegal de especies y la
baja moralidad de importadores de paises ricos con el fin de abastecer las lineas de
coleccionismo, estan llevando a muchos cactus al borde de la extincion. La lentitud de
su crecimiento y las dificultades de reproduccion en sus parajes naturales, hacen que
las poblaciones de cactus desciendan y entren en regresion ante las rapifas
continuadas (CITES).
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I.1.6 Usos actuales y potenciales

Desde los primeros albores de la historia el hombre americano en las zonas desérticas
y semidesérticas del Nuevo mundo, las cactaceas, al igual que las agavaceas, jugaron
un papel muy importante en el sustento y la cultura de las primitivas tribus némadas
que recorrian estos territorios, influyendo en forma marcada en los procesos de
sedimentacion y civilizacién de las mismas. Las cactaceas fueron para los indigenas
fuente de alimento, bebida medicina y materia prima para la construccion de
viviendas (Bravo-Hollis y Sdnchez-Mejorada 1991).

Utilidad de la cactdceas como alimento humano

Todos los érganos de las cactaceas son comestibles y a través de los tiempos se han
usado como alimento los distintos érganos de muy diversas especies, como lo sefialan

por Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada (1991):

Uso de las raices. Su gran contenido de fibra, no han sido usadas por lo general como

alimento, salvo las raices tuberosas.

Uso de los tallos. Los nopalitos se obtienen de diversas especies de nopales que
crecen en el altiplano, generalmente desarrollandose en asociaciones extensas y han

sido empelados como alimento humano desde hace mucho tiempo.

Uso de los frutos. En general, la pulpa, integrada por los funiculos de las semillas a
madurar el fruto se llena de liquidos azucarados, constituyen un alimento fresco,
dulce, muy gustado en el pais. Su importancia alimenticia radica en su alto contenido

de azucares y de cantidades considerables de vitamina B, Cy E.

Utilidad de las cactdceas como forraje

Las pencas o cladodios de los nopales (Opuntia), los tallos de algunos 6rganos y
cardones (Cereus sensu lato), y los tallos de algunas biznagas (Echinocactus y
Ferocactus) son ampliamente utilizados como forraje. A pesar del escaso valor
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nutritivo de estos tallos, se ha constatado que el ganado en el campo en ocasiones
puede sobrevivir durante las grandes sequias alimentandose de nopales,
aprovechando asi el gran contenido acuifero de los parénquimas (Bravo-Hollis y
Sanchez-Mejorada 1991).

Usos mediicinales de las cactdaceas

Han sido usadas en la medicina tradicional de México desde épocas anteriores a la
conquista, ya sea por sus propiedades farmacoldgicas o bien por las magico-
adivinatorias que les han sido atribuidas por shamanes, brujos o sacerdotes en
practicas medico-religiosas, por ejemplo el empleo de un Cereus para el tratamiento de
huesos entre los antillanos. Algunas especies siguen siendo usadas como remedio
para curar, entre otros padecimientos, inflamaciones musculares, dolores reumaticos,
fracturas, constipaciones intestinales, diarrea, ulceras gastricas, diabetes, cancer del
estdmago y afecciones cardio-vasculares y mentales (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada
1991).

Las propiedades antibidticas de las cactaceas han sido estudiadas, entre otros, por
McCleary y colaboradores en 1960, encontraron que todas poseen, en mayor 0 menor
grado propiedades que inhiben el crecimiento de una o varias especies de bacterias,
por tanto la actividad antimicrobiana parece estar relacionada con el metabolismo

acido crasulaceo (CAM) de las plantas (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada 1991).

Otros usos de las cactaceas

Estas plantas han sido usadas y lo siguen siendo con fines muy diversos, como lo

son.

e  Proteccidn de suelos

e  Mejoramiento de suelos
. Combustible

e  Material de construccion
o Fines artesanales

o Formar setos vivos

. Fuente de azucar, alcohol y vinagre
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o Fuente de mucilago, gomas y pectinas

o Fuente de fibras y pulpas para la fabricacion de papel y materiales aislantes
e  Fuente de sustancias diversas y como fuente de energia

e  Industria cosmetoldgica

e Obtencién de colorantes

. Plantas de ornato

(Bravo-Hollis y Sdnchez-Mejorada 1991).

1.1.7 Metabolitos secundarios producidos en cactaceas

Un gran numero de drogas se obtienen a partir de plantas que contienen alcaloides.
Sin embargo, el grupo es muy variado y tan sdlo las propiedades quimicas debidas al
nitrdgeno basico unifican las numerosas clases de alcaloides. Por esta razén las
cuestiones relativas al papel fisioldgico de los alcaloides de la planta, de su importancia
en taxonomia y biogénesis, suelen ser enjuiciadas de forma mas adecuada en relacién

a una determinada clase de alcaloide (Trease y Evans, 1987).

Es un tanto dificil dar una definicion precisa del término "alcaloide" (semejante a
alcali), debido a que no existe una clara distincién entre alcaloides y aminas complejas
de origen natural. Los alcaloides son productos vegetales, aunque algunos se
encuentran en los animales, y practicamente todos se obtuvieron en el laboratorio por
sintesis quimica. No obstante las dificultades que encierra una definicion precisa, el
término alcaloide es sumamente Util porque cominmente se aplica a compuestos
nitrogenados basicos de origen vegetal que son fisioldgicamente activos (Tyler et al.,
1979). Los alcaloides tipicos derivan de fuentes vegetales, son basicos, contienen uno
0 mas atomos de nitrogeno (generalmente en anillo heterociclico) de un amino, y
muchos, especialmente los usados en farmacia y en medicina, suelen poseer una

marcada accion fisioldgica en el ser humano y otros animales (Trease y Evans, 1987).

Los alcaloides considerados en su mas amplio sentido, han de poseer un atomo de
nitrdgeno que puede ser primario (mezcalina), secundario (efedrina), terciario
(atropina) o cuaternario (uno de los atomos de N de tubocurarina), y este aspecto

afecta a los derivados alcaldidicos que pueden prepararse y a los procedimientos de su
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aislamiento. En las plantas los alcaloides no pueden existir en estado de sales como

amina o como alcaloides N-6xidos (Trease y Evans, 1987).

La presencia de alcaloides en cactaceas fue reportado por primera vez por Lewin
(1888) en varias especies del género Anhalonium (Ariocarpus). Estas investigaciones
fueron estimuladas primordialmente por buscar el principio alucindgeno del peyote,
cuyos extraordinarios efectos fueron descritos hace mas de cuatro siglos por Fray
Bernardino de Sahagun, y desde entonces hasta nuestros dias, han sido, siguen y
seguiran siendo objetivo de numerosas investigaciones. Por este motivo, la
investigacion de alcaloides en las cactaceas fue enfocada principalmente hacia las
varias plantas conocidas con el nombre genérico del peyote.

Actualmente se sabe que otras muchas cactaceas contienen alcaloides pues han
hecho pruebas de campo con reactivos especiales en diversas especies y alrededor del
40% ha sido positivo; en otras especies se presume su existencia (Bravo-Hollis y
Sanchez-Mejorada 1991).

I.2. Raices Transformadas

1.2.1 Descripcion de A. rhizogenes

Cuando varias plantas son susceptibles (principalmente especies de gimnospermas y
dicotileddneas) y son heridas en su ecosistema natural, estas producen sustancias
fendlicas simples, tales como la acetosiringona (Fig. 1), que induce la localizaciéon del
plasmido vir (virulencia) genes de Agrobacterium que son los responsables para la
trasferencia de los fragmentos de plasmido de Ti (inductor de tumor) o el plasmido Ri
(induccion de raiz) de T-ADN (para el caso de de Agrobacterium tumefaciens y
Agrobacterium rhizogenes, respectivamente) a las células vegetales (Nilsson y Olsson,
1997). Los genes del fragmento de ADN transferido median la formacion de tumores
neoplasicos de la agalla de la corona y los tejidos raices pilosas, que producen (y
secretan en el suelo) sustancias llamadas opinas (aminoacidos inusuales; (Fig. 1),

utilizados por Agrobacterium como nutrientes (Weising y Kahl 1996).
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Fig. 1 Estructuras quimicas de acetosiringona y algunas opinas (Georgiev et al., 2007)

Agrobacterium rhizogenes (antes rhizogenes Phytomonas) fue identificado por primera
vez hace mas de 70 afios (Riker et al. 1930; Hildebrand 1934; White 1972) como el
agente causal de la enfermedad conocida como sindrome de la planta raiz-pilosa o
enfermedad de la raiz-de la esfera (Fig. 2)

Fig 2. Capa de raices de tomate en hidroponia infectado por A. rhizogenes. (Veena et al. 2007)

A. rhizogenes es una bacteria del suelo Gram-negativa, en forma de varilla que
pertenece al género Agrobacterium (Conn 1942). A. rhizogenes es un pariente cercano
de la mas conocida A. tumefaciens, que es el agente causal de la enfermedad de agalla

de la corona y las especies mas caracterizadas entre el género Agrobacterium.

Infecta a las heridas de las células de la planta debido a la produccién de compuestos

fendlicos que atraen A. rhizogenes. Las bacterias se mueven a la zona de la herida por
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quimiotaxis. Tras la infeccion en la herida seguida por la integracion del material
genético de Agrobacterium al genoma de las plantas se desarrolla la enfermedad de
la raiz pilosa. La enfermedad de la raiz pilosa se caracteriza por el crecimiento de
raices plagiotropicas, un alto grado de ramificacion lateral, profusién de pelos de la
raiz, y una mayor tasa de crecimiento similar a la de los callos no diferenciados,
aunque el tejido de la raiz se mantiene en un 6rgano altamente diferenciado y
funcional (Tepfer 1984; Balandrin et al. 1985; Charlwood y Charlwood 1991; Flores et
al 1999). Una caracteristica importante de las raices inducidas por A. rhizogenes es su
capacidad Unica para crecer /in vitro en ausencia de reguladores de crecimiento
exogenos (Rao y Ravishankar 2002), son de crecimiento rapido y plagiotropicas (Giri y
Narasu 2000). Estas caracteristicas de crecimiento han hecho a las raices pilosas una
herramienta ampliamente utilizada para la produccién de metabolitos secundarios, la
investigacion de la funcion de genes y el estudio de la biologia de la raiz en general
(Veena y Taylor 2007).

1.2.1.1 Filogenia y Biologia de A. rhizogenes

La diversidad de la cepas de A. rhizogenes y sus rangos. Los rangos naturales de A.
rhizogenes parecen estar restringidos a un numero limitado de especies de plantas:
manzana, pepino, tomate o el meldn (Smith y Townsend, 1907; Riker et al. 1930;
Davioud et al. 1988; Isogai et al. 1990, Weller et al. 2000, 2004, 2006). Sin embargo,
en condiciones de laboratorio, mas de 450 especies diferentes de plantas son
susceptibles a la infeccién por A. rhizogenes (Tepfer 1984, Porter 1991), incluyendo
una amplia gama de familias de plantas dicotiledéneas y monocotiledoneas (De Cleene
y De Ley, 1981; Tepfer et al. 1989) y algunas gimnospermas (Diouf et al. 1995; Yibrah
et al. 1996). La mayoria de los tejidos y dérganos vegetales, incluyendo el hipocdtilo,
hojas, tallo, tallos, peciolos, puntas apicales, los cotiledones, protoplastos, la raiz de
almacenamiento, y tubérculos, han demostrado la capacidad de ser infectados y
transformados genéticamente por A. rhizogenes, con la consiguiente produccién de
raices pilosas (Mugnier 1988; Han et al. 1993; Drewes y Staden 1995; Giri et al. 2001;
Krolicka et al. 2001; Azlan et al. 2002). Sin embargo, la respuesta varia dependiendo
de la cepa de A. rhizogenes y su interaccion con la especie de la planta y el tipo de
tejido (Veena y Taylor 2007).
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Se ha identificado y caracterizado parcialmente numerosas cepas de A. rhizogenes.
Sobre la base de mapeo comparativo del genoma y experimentos de hibridacion ADN
/ADN, todas las cepas han demostrado que poseen una region muy conservadas de
ADN en el "nucleo" que es esencial para la formacion de de raices pilosas (Filetici et
al. 1987). A pesar de la confusion actual en la clasificacién de las especies, las cepas
de A. rhizogenes pueden clasificarse en varios subgrupos en funcién del tipo de opina
que producen. La cepa de A. rhizogenes mas comun identificadas hasta la fecha
incluyen cepa del tipo agropina (representado por plasmidos Ri PRIA4, pRi1855,
PRIHRI, pRi15834 y pRILBA9402), las cepas de tipo manopina (representado por el
plasmido Ri, pRi8196), las cepas del tipo cucumopina (representado por el plasmido
Ri, pRi2659), y la del tipo mikimopina (representado por el plasmido Ri pRi1724).
Mikimopina y cucumopina son estereoisomeros, pero no se ha encontrado homologia
entre los genes de biosintesis a nivel de nucleétidos (Filetici et al. 1987; Davioud et al.
1988; Isogai et al. 1988; Petit et al. 1983; Suzuki et al. 2001).

También la cepas de A. rhizogenes difieren entre si en términos de la polaridad de la
infeccion del tejido de la planta. Por ejemplo, algunas cepas de A. rhizogenes son
capaces de inducir el crecimiento de raices sélo en la superficie apical de la raiz de los
discos de zanahoria y no dan ninguna consecuencia perceptible en la superficie basal,
mientras que otros favorecen la proliferacion de raices tanto en la inoculacion de las
superficies apical y basal (Cardarelli et al. 1985; Ryder et al. 1985). Basandose en
estas observaciones, varias cepas de A. rhizogenes fueron clasificadas en tipos
polares y no polares. Las cepas de agropina que son del tipo no polares, ya que
provocan la formacidon de raices pilosas, independientemente de la orientacion del
disco, mientras que todas las otras variedades son polares, ya que provocan la
formacion de numerosas raices sdlo cuando el disco se coloca en la orientacion

invertida (Veena y Taylor 2007).

El desarrollo de raices pilosas por cepas de A. rhizogenes polares en explantes se ha
atribuido al transporte basipetalo de la auxina en las plantas (Meyer et al. 2000)
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1.2.1.2 Bases moleculares y fisioldgicas de la formacion de raices

pilosas

El mecanismo de formacion de raices pilosas no se entiende totalmente. La formacion
de raices pilosas se divide en cuatro pasos: proceso de activacion, el movimiento del
ADN de la bacteria en la célula vegetal, y la inducciéon de la formacién de raices vy el
crecimiento. De los cuatro procesos, los tres primeros pasos se entienden mejor dadas
las similitudes en los procesos bioldgicos y los modelos existentes de la patogénesis

proporcionada por amplios estudios de A. tumefaciens C58 (Veena y Taylor 2007).

El plasmido Ri de A. rhizogenes y el plasmido Ti de A. tumefaciens son muy similares
en términos de composicidn, asi como en la estructura. Los estudios comparativos de
la secuencia completa de varios plasmidos Ri y plasmidos Ti indican que muchos de
los mecanismos de activacion, el procesamiento, y el movimiento del T-ADN de la
bacteria a la célula de la planta se conservan entre los dos tipos de plasmidos. En
ambos plasmidos Ri y Ti, el T-ADN es flanqueado por repeticiones directas de 24 pb,

conocido como secuencias de frontera (Yadav et al. 1982).

Tanto el Ri y plasmidos Ti contienen genes responsables de la tramitacion del ADN-T,
para su fijacion y la transferencia a la célula de la planta, y para el catabolismo de
opinas en los tejidos vegetales transformadas (Ackermann 1977; Moore et al. 1979;
Tepfer y Tempe 1981; White y Nester 1980b; Chilton et al. 1982; Spano et al. 1982;
Costantino et al. 1984; Tepfer 1989). La observacion de homologias entre los
plasmidos Ri y Ti en la region de virulencia (VIR) vy similitudes en los mecanismos de
procesamiento de T-ADN, la transferencia y la integracién (Moriguchi et al. 2001)

sugieren fuertemente la existencia de un mecanismo comun de transferencia de genes.

Una diferencia notable entre A. tumifaciens y A. rhizogenes es la ausencia de los
genes VirEl y virE2 del genoma de A. rhizogenes y el plasmido Ri (Moriguchi et al.
2001; Hodges et al. 2004). El gen VirE2 es una proteina de unién a ADN cadena
sencilla y VirE1l es su acompafante secretora. La funcion de VirE2 es la proteccién del
de ADN-T de cadena sencilla del ataque de nucleasas y promueve su importacion
nuclear en las células vegetales (Yusibov et al. 1994; Rossi et al. 1996; Rossi et al.
1996; Zupan et al. 1996; Gelvin 1998).
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El genoma de A. rhizogenes indica claramente que los genes vir no son esenciales para
la induccion de raices pilosas (Moriguchi et al. 2001). Es interesante observar que A.
rhizogenes contiene el gen de la agalla en el plasmido Ri, que puede sustituir a la
funcion VirE2 en A. tumefaciens (Hodges et al. 2004).

El mecanismo por el cual la proteina de la AGALLA puede sustituir a la funcién VirE2 en
A. rhizogenes se desconoce hasta el momento. Estas diferencias sugieren claramente
que los mecanismos de virulencia de Ti y Ri comparten un ancestro comun, pero se
han convertido en mecanismos separados para la transferencia de ADN-T y que otras
variaciones en el procesamiento y la transferencia T-DNA pueda existir, pero quedan
por descubrir. Todas las cepas de A. rhizogenes contienen una region del ADN-T que
se encuentra en el plasmido Ri que lleva genes implicados en la iniciacion de las raices
y el desarrollo (genes-rol), los genes relacionados con la biosintesis de opinas, y los
genes de funcion desconocida (Fig. 3; Slightom et al. 1986; Hansen et al. 1994). El
segundo T-ADN puede estar presente en los genes implicados en la biosintesis de
auxina (auxl1 o /aaM y aux2 o iaaH), junto con otros genes de funcién desconocida. Los
plasmidos R1 con dos T-DNAs, izquierda y derecha (T. y Tgr, respectivamente), se
denominan T-ADN "split". El plasmido Ri de las cepas del tipo cucumopina y manopina
consiste en una sola regién del ADN-T, mientras que la de las cepas del tipo agropina
consiste en dos regiones del ADN-T, T. y Tr, cada una de ~ 15 a 20 kb. Considerando
que tanto la T.-ADN y Tr-DNA son transferidos e integrados en el genoma de la
planta huésped de forma independiente, la transferencia de T.-ADN es esencial para
la induccidn del sindrome de la raiz pilosa (Phelep et al. 1991; Nilsson y Olsson, 1997;
Sevon y Oksman-Caldentey 2002).

Los genes Rol. Varios loci en el Ti-ADN de los plasmidos Ri han demostrado ser
esenciales para la induccidon de raices pilosas. El T.-ADN del plasmido Ri del tipo
agropina consiste en por lo menos cuatro loci, ro/ A, B, C y D (White et al. 1985;
Estramareix et al. 1986; Slightom et al. 1986). En la década de 1990, se demostrd que
una combinacion de los loci rolA, roB, y rolC era suficiente para producir el fenotipo
de la raiz pilosa, dependiendo de las especies de plantas y el tipo de tejido (Christey
2001). La capacidad de los genes rolA, roB, y rolC para inducir raices neoplasicas con
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tasas de crecimiento mas rapido que los tejidos normales es equivalente a la de la Lt
de todo el ADN del plasmido Ri (Spano et al. 1988).
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Fig. 3 Estructura de plasmido Ri de A. rhizogenes (Veena et al. 2007)

El Tr-ADN que se encuentran sélo en los plasmidos Ri del tipo agropina de A.
rhizogenes se compone de los genes (auxl, aux2, roB Tr, masl, mas2, y ags) que
intervienen el control y la biosintesis de las auxina (Christey 2001). Los genes aux se
considera que desempefian un papel de hormona en la induccién de raices pilosas
(Cardarelli et al. 1987a, 1987b) y no son esenciales para la produccién de raices
pilosas (Vilaine et al. 1987). Las cepas de A. rhizogenes que producen opinas como
manopina, cucumopina o mikimopina, transfieren un solo fragmento de ADN-T que es
homologo al T.-DNA de agropina pero sin el gen roD (Meyer et al. 2000; Christey
2001). El T-ADN de las cepas del tipo cucumopina y manopina no posee genes aux,
sdlo los genes ro/y son suficientes para producir un fenotipo de la raiz pilosa. Los ORF
10, 11, 12 y 15 coincidieron con los genes roA, roB, rolC y roD, respectivamente.
Posteriormente, la mayoria de la investigacion se ha centrado en la caracterizacién de
los tres genes rol (rofA, roB y rolC), ya que parecen ser esenciales para la iniciacion de
raices pilosas basados en andlisis de trasposon “perdida de la funcion” (White et al.
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1985), de tal manera que la inactivacion o la sobre-expresion de varios genes ro/ en
lineas transgénicas o cultivos de raices pilosas resultan en diferentes alteraciones de
los fenotipos de las plantas y la morfologia de la raiz. El ro/A parece jugar un papel
importante en la formacion de raices pilosas; se ha implicado en los cambios en la
fisiologia hormonal incluyendo la interferencia con las giberelinas (Dehio y Schell,
1993; Dehio et al. 1993; Prinsen et al. 1994) y poliaminas (Sun et al. 1991; Al Martin-
Tanguy et al. 1996).

Otros efectos hormonales incluyen un aumento en la sensibilidad a auxinas (Maurel et
al. 1991), que podria correlacionarse con la membrana plasmatica de la ATPasa H*
observado en las plantas transgénicas que expresan ro/A (Vansuyt et al. 1992). La
expresion transgénica del roA muestra un patron especifico del tejido, siendo mas
fuerte en el tronco y mas débiles en las raices y hojas (Schmiilling et al. 1988, 1989;
Carneiro y Vilaine 1993). La secuencia del gen de la ro/A de varias cepas de A.
rhizogenes esta en rangos de 279 a 423 pb de longitud (Meyer et al. 2000). El ro/A
también pueden estar involucrados en la generacién de un desequilibrio funcional en
los niveles de fitohormonas (Dehio et al. 1993; Schmiilling et al. 1993). En general, se

ha propuesto que los efectos de ro/A y roB son antagodnicos.

Las células vegetales transformadas con el gen roB muestran el resultado de una
alteracion de la hiperpolarizaciéon de auxina inducida en la membrana plasmatica
(Maurel et al. 1991), posiblemente explicado por la evidencia de que roB codifica para
una B-glucosidasa, que puede liberar las auxinas activas a través de la hidrdlisis de B-
glucdsidos inactivos (Estruch et al. 1991c). La expresidén roB también induce cambios
en la percepcion y la sensibilidad de la auxina (Shen et al. 1988, 1990; Maurel et al.
1991, 1994; Meyer et al. 2000). Por otra parte, los estudios sobre la biosintesis de la
auxina han demostrado que roB podria desempefar un papel importante durante los
primeros pasos de la induccién de raices pilosas (Bellincampi et al. 1996). También se
ha demostrado que el roB posee actividad de tirosina fosfatasa, lo que sugiere un
papel en el paso de quinasa/fosfatasa en la transduccidon de sefales de la respuesta a
las auxinas (Filippini et al. 1996; Kiselev et al. 2007).

Expresion rofC también se traduce en una reduccion considerable en los niveles de

acido abscisico (ABA), poliaminas y etileno (Nilsson et al. 1996a; Martin-Tanguy 2001,
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1996). El promotor del rofC resulto ser inducido por la sacarosa (Yokayama et al. 1994;
Faiss et al. 1996), lo que sugiere que e rofC puede estar influyendo en la regulacién
del metabolismo del azlcar y su transporte en la planta (Veena y Taylor 2007).

El gen del roD sélo se encuentra en plasmidos Ri T-ADN de las cepas del tipo
agropina. La expresion transgénica de roD tiene efectos pleiotropicos incluyendo la
induccion temprana de la floracion y un aumento en el nimero de flores, que en Ultima
instancia, puede tener implicaciones en la productividad de la planta (Veena y Taylor
2007).

El efecto de los genes codificados del T-ADN de A. rhizogenes en los fenotipos de las
plantas y su interferencia en las vias de varias hormonas indican claramente que los
genes roA, roB y rof podria ser esenciales para la induccion de raices pilosas,

dependiendo de la especie hospedera y / o el tipo de células (Porter, 1991).

Los efectos fenotipicos observados en respuesta a la expresion transgénica de varios
genes que codifican en el T-ADN son similares taxondmicamente en diversas especies,
sino que varian en funcion del tipo de los promotores utilizados, nimero de copias de

T-ADN insertado, y los niveles de expresion (Veena y Taylor 2007).

I.2.2 Generacion de raices transformadas

Los explantes heridos de las plantas pueden ser infectados con cepas de
Agrobacterium, ya sea por inoculacion directa con suspensiones bacterianas y la
incubaciéon en un medio sdlido o por co-cultivo en medios liquidos. En cualquier caso,
los explantes infectados tienen que ser posteriormente transferidos a un medio sélido
con antibidticos (penicilina o sus derivados Claforan), por lo general cerca de 72 horas

mas tarde, para eliminar las bacterias (Georgiev et al. 2007).
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cultivo v algunas de sus aplicaciones. (Georgiev, 2007)

Las raices neoplasicas transformadas, (que generalmente aparecen después de 1-4
semanas) crecen, con abundantes ramificaciones laterales, en medio Murashige y
Skoog o medios de Gamborg B5 libre de hormonas (Pavlov et al. 2002; Sevdn vy
Oksman-Caldentey 2002). El éxito de la transformacion genética se puede demostrar
de dos maneras: directa o indirectamente, mediante la deteccién de T-ADN u opinas,
respectivamente (Sevon y Oksman-Caldentey 2002). Para detectar T-ADN se puede
usar la reaccion en cadena de polimerasa PCR (Palazon et al. 2003a; Le Flem-
Bonhomme et al. 2004) o hibridaciones Southern blot (Nin et al. 1997; Xie et al.
2001); para detectar T-ADN. Después de un corto periodo de adaptacion, los cultivos
de raices pilosas pueden ser utilizados para producir metabolitos (Wysokinska y Chmiel
1997; Shanks y Morgan 1999; Sevon y Oksman-Caldentey 2002).
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La concentracion de bacterias también juega un papel importante para la produccién
de raices transformadas, las concentraciones subdptimas puede resultar en una menor
disponibilidad de bacterias para la transformacion de las células vegetales, mientras
que altas concentraciones puede disminuir loe eventos de transformaciéon ya que se

presenta una inhibicién por la competencia entre las bacterias. (Giri y Narasu 2000).

Influyen muchos factores en la probabilidad de éxito la transformacion del tejido de la
planta madre y la regeneracion de raices pilosas, incluyendo la especie, edad y tipo de
tejido vegetal (Sevon y Oksman-Caldentey 2002), el tipo de cepa de Agrobacterium'y,

como ya se menciond, la densidad de la suspension bacteriana (Park y Facchini, 2000).

La expresidon de los genes que codifican enzimas extrafias que catalizan pasos claves
en la biosintesis de metabolitos principales ofrece buenas oportunidades para mejorar
los rendimientos y / o la sintesis de nuevos compuestos. Dichas transferencias de
genes podrian ser relativamente facil de realizar, con A. rhizogenes, colocando el gen
deseado (s) entre los bordes del T-ADN vy la transferencia de la construccion resultante

en el genoma de la planta huésped (Tzfira y Citovsky 2003).

1.2.2.1 Gen reportero construcciones transgénicas para la
identificacion de raices pilosas

Los genes reporteros que codifican cualquiera B-glucuronidasa (GUS) (Jefferson et al.
1987) o proteinas fluorescentes (Haseloff et al. 1997) puede tener funciones
importantes en los sistemas de raices pilosas. Sobre todo, se pueden utilizar
construcciones con el gen reportero para seleccionar visualmente a las raices de
interés que expresan en T-ADN, entre otras raices no transgénicas en un sistema de
cultivo. Tales genes reporteros también puede ser utilizados en estudios de andlisis de
promotor y utilizado para examinar los productos génicos se expresan y en qué

compartimento subcelular estan localizadas (Veena y Taylor 2007).
A través de la incorporacion de genes reporteros constitutivamente expresado como la

proteina verde fluorescente (GFP) en el T-ADN de los plasmidos binarios, los

investigadores pueden seleccionar facilmente las raices pilosas transgénicas para el T-
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ADN. Se ha utilizado con éxito la GFP como marcador de raices pilosas que expresar el
T-ADN de interés (Fig. 5; Collier et al 2005).

Fig. 5 Compuesto de plantas de tomate. (a) las raices transgénicas producidas en los brotes de tipo
silvestre de tomate después de la infeccion con A. rhizogenes. (b) la expresion del marcador GFP
puntuables en las raices transgénicas. (Veena et al. 2007)

Los genes reporteros se expresan en las raices pilosas y se han utilizado para
examinar la funcién de promotores. Como se describe las raices pilosas anteriores
expresan el promotor GUS de varios genes de ro/ que han sido examinadas en las

raices de tipo silvestre y piloso (Veena y Taylor 2007).

1.2.3 Uso de las Raices Transformadas en la Produccion de

Metabolitos secundarios

El volumen y la variedad de Fitoquimicos que utiliza hoy en dia la sociedad moderna
(entre otras cosas, como los medicamentos, nutrientes, aditivos cosméticos vy

bioplaguicidas) son cada vez mas importantes (Georgiev et al. 2007).

En la actualidad, mas del 25% de todos los medicamentos prescritos utilizados en los
paises industrializados se derivan directa o indirectamente de las plantas, y las ventas
anuales de estos productos solamente en los EE.UU. ha superado 30 millones de

dblares en 2002 (Raskin et al. 2002; Fowler 2006). Estas altas exigencias estan
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impulsando esfuerzos para desarrollar nuevas formas de producir metabolitos de
origen vegetal. Las técnicas de plantas /n vitro, en los que se cultivan las células
vegetales, tejidos y drganos en condiciones de esterilidad con total independencia de
factores geograficos y climaticos, ofrecen alternativas para la produccion de

metabolitos importantes (Kieran 2001).

Aungue el mecanismo de transformacion genética mediante Agrobacterium se conoce
desde hace mas de 30 afos, la enorme capacidad de los cultivos de raices
transformadas se ha descuidado mucho en todo ese tiempo. Sin embargo, a mediados
de la década de 1980, a través de una serie de investigaciones se dieron indicios de la
posibilidad de biosintesis de raices pilosas, centrandose principalmente en la
produccién de alcaloides (Mano et al. 1986; Payne et al. 1987).

Ademas, los acontecimientos recientes en los sistemas de biorreactores proporcionan
formas en que puede ser posible ampliar el cultivo de raices pilosas de los sistemas de
pequefia escala a procesos industriales a gran escala (Guillon et al. 2006a). Se debe
facilitar la transferencia de conocimientos de los laboratorios académicos a la

farmacéutica, alimentaria y cosmética (Georgiev et al. 2007).

Las ventajas que ofrecen las raices pilosas son: su crecimiento rapido, el tiempo de
duplicacion corto, la facilidad de mantenimiento, y la capacidad para sintetizar una
serie de compuestos quimicos y proteinas en cultivos de suspensién celular, asi como
una fuente continla para la produccidon de metabolitos secundarios y proteinas
extranas. Los cultivos de raices pilosas suelen ser capaces de producir los mismos
compuestos que se encuentran en las raices de tipo silvestre de la planta madre, sin la
pérdida de concentracién observado con frecuencia en los callos o cultivos de células
en suspension (Kim et al. 2002a, b). Por otra parte, se han desarrollado diversas
estrategias, incluyendo la mejora en el disefio de biorreactores, ingenieria metabdlica,
la transformacion genética de las raices, y la activacion de T-ADN marcado para
mejorar los rendimientos de los metabolitos deseados y proteinas recombinantes
(Hamill y Lidgett 1997; Guillon et al. 2006a, 2006b; Georgiev et al. 2007; Srivastava y
Srivastava 2007).
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Las raices pilosas, son el resultado de la transformacion genética mediante
Agrobacterium rhizogenes, tienen propiedades atractivas para la produccion de
metabolitos secundarios. A menudo crece tan rapido o mas que los cultivos de células
vegetales (Charlwood y Charlwood, 1991; Flores et al. 1999) y no requiere de
hormonas en el medio. La mayor ventaja de las raices pilosas es que los cultivos a
menudo presentan la capacidad de biosintesis de igual o mayor produccién de
metabolitos secundarios en comparacion con las plantas madre (Banerjee et al. 1998;
Kittipongpatana et al. 1998). Muchos metabolitos secundarios valiosos se sintetizan en
las raices en vivo, y muchas veces la sintesis esta vinculada a la diferenciacion de raiz
(Robins et al. 1991; Flores et al. 1999). La estabilidad genética es otra de las

caracteristicas de las raices pilosas (Kim et al. 2002).

Las plantas producen metabolitos secundarios con fines especificos, incluida la defensa
frente a patdgenos y depredadores, la proteccion contra el dafio de la luz UV, la
atraccion de los polinizadores, y por otras razones aun por descubrir. La sintesis de
metabolitos secundarios en vivo es a menudo causado por factores ambientales, y por
lo tanto, no es de extranar que la produccién de metabolitos secundarios en las raices
pilosas también sea afectada por las condiciones de cultivo. La mayoria de los estudios
sobre la manipulacion de los niveles de metabolitos secundarios en las raices pilosas se

llevan a cabo en matraces de agitacién, y rara vez en biorreactores (Kim et al. 2002).

Como siempre, la optimizacién debe ser determinada empiricamente para cada clon y

cada condicion del cultivo.

¥ Optimizacion de las condiciones de indculo. La importancia de optimizar las
condiciones de indculo es con frecuencia subestimado. Sin embargo, investigaciones
recientes han demostrado que el tamano del indculo y la edad influyen fuertemente en
el crecimiento de los cultivos de raiz pilosa de Panax ginseng (Jeong et al. 2004) y los
rendimientos de betalainas de Beta vulgaris en cultivos de raices pilosas (Pavlov et al.
2003).

v Seleccion de tension. La seleccion de buenas lineas raices pilosas es un
requisito previo, y plantas productoras de altos niveles de metabolitos secundarios

suelen generar lineas de células de alta produccion. Las diferentes cepas de
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Agrobacterium rhizogenes también puede afectar a la transformacion (Kim et al.
2002).

¥ Relacion con la fase de crecimiento. Para la efectiva produccion de
metabolitos secundarios en gran escala, es importante entender en que fase de
crecimiento se forma un producto especifico. Esta informacién puede ser utilizada para
desarrollar una estrategia de produccién efectiva. Por ejemplo, si un producto se forma
principalmente durante el crecimiento exponencial, se podria tratar de utilizar una
estrategia de cultivo en lote alimentado con el objetivo de mantener el cultivo en
crecimiento activo, maximizando asi la produccion del metabolito secundario (Kim et
al. 2002).

La produccidon de metabolitos secundarios /in vitro puede ocurrir en casi cualquier

etapa de crecimiento del cultivo.

¥ Composicion del medio. Los nutrientes en el medio de cultivo pueden ser
facilmente manipulados y tienen un gran impacto en la produccion de metabolitos
secundarios. Por lo general, la composicién del medio se modifica con respecto a la
concentracion y relaciones de carbono, nitrégeno y fosforo como fuentes (Wilhelmson

et al. 2006) y otros macronutrientes (Sivakumar et al. 2005).

¥  Gases. Los gases, principalmente CO;, 02 y CoH4, también afectan a la
produccién de metabolitos secundarios. No son muchos los estudios realizados en
cultivos de raices pilosas, en comparacion con el nimero de estudios realizados en
suspensiones celulares. La mayoria de los estudios que utilizan las raices se han
centrado en el papel que desempena el oxigeno en el crecimiento y el metabolismo
secundario (Kim et al. 2002).

El oxigeno también puede afectar la liberacion de productos en el medio de
cultivo. El CO2, es un producto final de la respiracién, y puede acumularse en los
cultivos de raices y, en caso de que no haya el suficiente cual conduce a la
acidificacion del citoplasma (Buchanan et al. 2000). Sin embargo, el CO: puede

estimular el crecimiento de raices, como se muestra por Dilorio et al. (1992b)
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No todas las especies de raices pilosas muestran un aumento en el rendimiento
del crecimiento en respuesta al aumento de CO.. La fijacién de CO: se ha detectado a
través de la fosfoenol piruvato carboxilasa, provocado principalmente a los acidos
organicos (Farmer, 1996).

¥ Flicitores. Son sustancias quimicas o biofactores de diversas fuentes que
pueden inducir respuestas fisioldgicas y morfoldgicas asi como la acumulacién de
fitoalexinas (Zhao et al. 2005).

¥ permeabilizacion y el cultivo en sistemas de dos fases Los metabolitos
secundarios de las plantas generalmente se encuentran en compartimentos
intracelulares, por lo general las vacuolas (Muehlbach 1998). Por lo tanto, la
produccion de muchos metabolitos esta limitada por la capacidad de la vacuola (s).
Para mejorar los rendimientos de los metabolitos deseados y reducir los costos totales
del proceso, se han aplicado varios enfoques para permeabilizante las células y por lo
tanto la liberacion de los productos, por ejemplo, el tratamiento con disolventes
organicos (dimetilsulfoxido) (Sim et al. 1994) o tensoactivos (Boitel-Conti et al. 1996).
Ademas, los autores citados observaron que la produccién de alcaloides totales
(intracelular mas extracelular) fue de 3 a 8 veces mas alta en los tratados que en las
raices sin tratamiento. La adicion de una segunda fase artificial, también puede

mejorar los rendimientos de los metabolitos de interés (Doernenburg y Knorr 1995).
1.3. Raices transformadas en cactaceas

Muchos metabolitos secundarios importantes se sintetizan en las raices, que se pueden
almacenar /n situ o transportadas a otros érganos de la planta (Waller y Nowacki
1978). Por esta razon, una de las mas prometedoras técnicas /n vitro para producir
metabolitos secundarios de las plantas es la generacion y el cultivo de raices
transformadas inducida como resultado de la infeccidn con Agrobacterium rhizogenes.
Las raices transformadas tienen varias ventajas: 1) las raices pueden ser retiradas del
explante original y se cultivan en medios libres de hormonas en los que presentan una
alta tasa de crecimiento y estabilidad genética, 2) las raices transformadas producen
metabolitos secundarios en mayores cantidades y de forma mas estable que otros
tipos de cultivos /in vitro, como callos o suspensién célular (Bourgaud et al. 1997), 3) a
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veces es posible regenerar plantas completas transformadas a partir de ellas, como en

Lotus corniculatus, Centaurium, erythraea y Perfoliata Blackstonia (Gonzalez, Pérez,
Pérez-Molphe, 2006).

Se han realizado pocas investigaciones sobre la induccion de raices transformadas para
la produccién de metabolitos secundarios, por lo que a continuacién se muestra una
investigacion que se publico en el 2006, que trata de este tema.

La cepa A4 de Agrobacterium rhizogenes del tipo agropina contiene el plasmido del
tipo silvestre pRiA4, que le confiere el fenotipo de raices pilosas, y el vector binario
pESC4 que contiene en la region del T-ADN el gen nptiI con el promotor y terminador

nos , el gen gus con el promotor caby el terminador ocs (Gonzalez et al., 2006).

Fig. 6 La induccion de raices pilosas en los
segmentos de raiz de Mammillaria plumosa
(A), Pachycereus schotii (B), Turbinicarpus
Schmiedickeanus var. schmiedickeanus (C) y
P. pringlei (D), infectados con A. rhizogenes.
(E) Las raices transformadas formadas a partir
de callos en var 7. schmiedickeanus. explante
schwarzii infectados con A. rhizogenes. (F, G)
- Tincion histoquimicas de para la expresion
del gen GUS en raices transformadas de 7.
schmiedickeanus var. schmiedickeanus (F) y
M. hutchinsoniana var. louisae (G). (H) Tincion
histoquimica para la expresion del gen GUS
en callos producidos en un explante de
Coryphantha infectados con A. rhizogenes
(Gonzalez, Pérez, Pérez-Molphe, 2006).
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La adicion de acetosiringona, un inductor de los genes vir, al medio de co-cultivo,
aumenta la frecuencia de explantes con raices transformadas (Henzi et al. 2000). El
acido citrico y ascorbico impide la oxidacion de compuestos fendlicos excretados por
los explantes heridos, un proceso que probablemente inhibe la transformacion. Los
resultados nos indican que 16 de las 65 especies de cactaceas (A. ornatum, C.
durangensis, E. pectinatus var. Pectinatus, F. histrix, F. latispinus var. Latispinus, F.
pilosus, Mammillaria bocasana var. Bocasana, M. crinita, M. formosa var. Formosa, M.
herrerae, M. petterssonii, M. sonorensis, M. sphacelata var. Sphacelata, M. uncinata, T.
lophophoroides y T. pseudopectinatus) fueron transformadas genéticamente con A.
rhizogenes A4 y presentaron un porcentaje del 100% de actividad en la raiz con el
gen GUS (Gonzdlez et al., 2006).
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I1. JUSTIFICACION

Las cactaceas producen una gran cantidad de compuestos quimicos que
podrian ser de interés farmacoldgico, un ejemplo de ello son los alcaloides, que
se encuentran en grandes cantidades en la raiz y cuya produccién podria

incrementarse transformandolas con A. rhizogenes.

La poca disponibilidad de material vegetal de muchas especies de Cactaceas

imposibilita el estudio y aprovechamiento de estos compuestos.

Esta poca disponibilidad se debe a: crecimiento lento /7 vivo, talla pequefia y
poblaciones silvestres muy disminuidas para especies amenazadas que

imposibilita el estudio y el aprovechamiento de estos compuestos.

Una solucién a la poca disponibilidad de material para estudio puede tenerse
con la generacidon y cultivo de Cactaceas transformadas con Agrobacterium
rhizogenes, las cuales son capaces de crecer /n vitro con una tasa alta de

generacion de biomasa y compuestos quimicos de interés.
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III. HIPOTESIS Y OBJETIVOS DEL PROYECTO

II1.1 Hipotesis

Es posible generar, cultivar y multiplicar /7 vitro raices transformadas de diversas

especies de cactaceas mexicanas

II1.2 Objetivos

1) Generar y cultivar raices transformadas por Agrobacterium rhizogenes A4/pESC4 in
vitro de Cactaceas de los géneros Acharagma, Ariocarpus, Astrophytum,
Echinocactus, Epithelantha, Escorbaria, Escontria, Ferocactus, Leochtenbergia,
Lophocereus, Lophophoro,  Neobuxbaumina, — Obregonia, Opuntia, Pereskia,

Pibsocereus, Stenocereus, Stenocactus y Turbinicarpus.
2) Encontrar las condiciones optimas para el desarrollo in vitro de las raices
transformadas en aquellas especies que hayan respondido de manera positiva a la

infeccién con Agrobacterium rhizogenes A4/pESC4.

3) Realizar un andlisis preliminar de los metabolitos secundarios producidos en

tejido normal y en raices transformadas de algunas especies transformadas.
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IV. METODOLOGIA

IV.1 Preparacion de Medio YM pH 7

Se prepararon 500ml de medio YM se mezclaron todos los compuestos en agua
destilada (Manitol 5gr, MgS0O4-7H,0 0.1gr, K;HPO4-3H,0O 0.25gr, Extracto de levadura
0.2gr, NaCl 0.05gr), se ajusto el pH a 7 y se aforo a 500ml en una probeta graduada
de 500ml. Para preparar 100ml de medio YM sdlido, se peso 2.62gr de medio YM
(contiene todos los compuestos asi como el agar) y se disolvid en 100ml de agua

destilada

IV.2 Cultivo de Agrobacterium rhizogenes A4/pCSE4

En un matraz de 250ml se afiadié en condiciones asépticas 50ml de Medio liquido YM
con 50mg/L de kanamicina* y 50 mg/L de Rifampicina*, posteriormente se inoculo
Agrobacterium rhizogenes A4/pCSE4 con una asa bacterioldgica en la campana de flujo
laminar, asi como mechero bunsen para evitar contaminacion. Ya inoculada la bacteria

en medio YM, el matraz se dejo en incubacién a 28°C a 100rpm por 48 horas.

IV.3 Extraccion de ADN de Agrobacterium rhizogenes A4/pCSE4

utilizando lisozima

Se tomo 1.5ml del cultivo liquido en un tubo para microcentrifuga, se centrifugd a
12000rpm por 5 min para colectar la bacteria y se elimind el sobrenadante. La pastilla
bacteriana se resuspendid en 350ul de STET* + lisozima, luego se dejo en incubacion
por 30min a 37°C. Posteriormente se colocd en un bafo de agua hirviendo por 40
segundos, se dejo enfriar a temperatura ambiente en bafio de hielo. Una vez que se
enfrid se centrifugd a 12000rpm por 10 min, y el sobrenadante se transfirid a un tubo
limpio. Se anadié 40ul de acetato de sodio 2.5M pH 5.2 y 420ul de isopropanol, y se
dejé precipitar 2 hr a -20°C, cuando ya se precipitd, se centrifugd a 12000rpm por
10min, la pastilla que se obtuvo se lavo con 250ul etanol al 70% y nuevamente se
centrifugd a 12000 rpm por 10 min, la pastilla se puso a secar a 45°C de 10 a 15miny
finalmente se resuspendid en 40 pl de TE*

56



IV.4 Electroforesis en gel de Agarosa al 0.8%

Se preparé un gel de agarosa al 0.8% para la verificacion del ADN de la bacteria
Agrobacterium rhizogenes A4/pCSE4, para 100ml se pesd 0.8gr de agarosa en 10ml de
TAE 1X (se prepard de una solucion stock de TAE 50X 20ml para 1000m| de agua
destilada). En la camara de electroforesis se llend con 30ml de gel de agarosa
caliente, luego se dejo enfriar para que gelificara el gel. La muestra de ADN se corrid
con 3ul de muestra y 2u de colorante, asi como 6ul de marcador de peso molecular
(PM).

IV.5 Reaccion de Polimerizacion en cadena (PCR)
Se realizd una amplificaciéon del ADN de la bacteria de Agrobacterium rhizogenes

A4/pCSE4, asi como de los genes Vir, rolB, NptlI y GUS en cuatro tubos

respectivamente, se prepard la mezcla de reaccion;

Agua 2 ul

2X Read Mix REDTaq Sigma* 25 pl

Primer 1 2 i

Primer 2 2 i

ADN 2yl
Total 50 pl.
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Tamano del

Tubos | Oligos Secuencia de Oligos fragmento
amplificado
5"ATGGATCCCAAATTGCTATTCCTTCCACGA
1 rolB 1 780 pb

3’

5’ TTAGGCTTCTTTCTTCAGGTTTACTGCAGC
rolB 2 i

3
2 Vir 1 5 ATGTCGCAAGGACGTAAGCCCA 3’ 450 pb
Vir 2 5 GGAGTCTTTCAGCATGGAGCAA 3’
nptl 1 5 TATTCGGCTATGACTGGGCA 3’
3 517 pb
nptll 2 5 GCCAACGCTATGTCCTGAT 3’
4 gus 1 5 GGTGGGAAAGCGCGTTACAAG 3’ 1200 pb
gus 2 5 GTTTACGCGTTGCTTCCGCCA 3’

Los cuatro tubos se colocaron en un termociclador con un programa de AMPLI A

(termociclador Techner TC 312).
Las condiciones de cada ciclo fueron las siguientes;
lciclo 94°C 1min
55°C 1min
72°C 3min
30 ciclos 94°C 1min
55°C 1min
72°C 3min

1 ciclo 72°C 7min

Ya finalizado la reaccién de polimerizacidon en cadena en el termociclador, se colocaron
25ul del contenido cada uno de los tubos en un gel de agarosa al 1.2% y se corri6 el

gel en la cdmara de electroforesis.
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El gel fue tefiido en bromuro de etidio, una vez que se tifid se observé en una lampara

de luz ultravioleta.

IV.6 Transformacion de cactaceas con Agrobacterium rhizogenes
A4/pCSE4

Material utilizado en la transformacion;

. Cultivos axénicos de cactaceas (tomados del Banco de Germoplasma de la
Unidad de de Biotecnologia del Dpto. de Quimica de la Universidad Auténoma de
Aguascalientes).

o Agrobacterium rhizogenes A4/pESC4 Cultivada en medio YM + 50 mg/L de
Rifampicina + 50 mg/L de Kanamicina.

o Campana de flujo laminar y equipo de diseccion

Primera parte (Cocultivo):
a) Medio MS* (Murashige, Skoog, 1962) liquido con 3% de sacarosa Yy
antioxidantes* (100 mg/L de ac. Citrico y 100 mg/L de ac. Ascorbico,
esterilizados por filtracion). Frasco con 45 ml de medio y 45ul de antioxidante.
b) Medio MS liquido con 3% de sacarosa. Frasco con 45 ml.
¢) Medio MS con 3% de sacarosa y 8 g/L de agar como gelificante. (5 cajas por

especie)

Segunda parte:
d) Medio MS liquido con 3% de sacarosa y 250 mg/L de Claforan. Frasco de 90
ml (90ul por frasco de Claforan)
e) Medio de seleccidon. MS con 3% de sacarosa, 8 g/L de agar como gelificante,
50 mg/L de kanamicina como agente selectivo (30 pl por caja) y 250 mg/L de
Claforan para eliminar a la bacteria (30 pl por caja).

IV.6.1 Primera parte (cocultivo)
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Se afadieron 25 pl de acetosiringona 100mM al frasco de 45ml de medio MS liquido sin
antioxidantes (b). Posteriormente se al mismo frasco se le afadieron 5ml de cultivo
bacteriano. Se cortaron los 40 explantes trasversales delgados (4-5mm) de la
cactacea, al tiempo de cortarlos, los explantes se colocaron en el frasco con medio
MS liquido con antioxidantes (a), una vez que se cortaron todos los explantes, éstos
se transfirieron al frasco con la bacteria y acetosiringona, luego se dejaron en
incubacién por 30 min.

Una vez que transcurrié el tiempo de incubacidn, los explantes se sacaron de la
suspensidn bacteriana para ser secados sobre una gasa estéril, posteriormente son
transferidos a cajas con medio sélidos con antibiético (c) y se dejaron en incubacion a
20°C en la obscuridad por 72hr.

IV.6.2 Segunda parte

Los explantes que se encontraban en incubacion se sacaron del medio de cocultivo en
condiciones axénicas y se incubaron por 30 min en frascos con medio MS y Claforan
(d) para eliminar el exceso de bacteria. Pasado el tiempo de incubacion los explantes
se transfirieron a medio sélido de seleccidn (e) y se dejaron en incubacion a 20°C en la
obscuridad y se tomaron resultados a los 40-60 dias (cuando se observo raices de 2

mm).

Los explantes con raiz se cambiaron a una caja con medio de seleccion (e) (1
explante por caja). Después de que se cambiaron los explantes de forma individual

se tomaron mediciones a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias.

IV.7 Medicion de raices, Captura y Analisis de Datos del Método

convencional

La medicion de la raices se realizd cada 15 dias por un tiempo total de 60 dias, la
medicion se llevd a cabo marcando con un plumén de color las raices generadas a
partir del explante, una vez marcadas con el plumén se midieron con una regla
métrica y todos los datos generados fueron almacenados en un programa office
(Excel) , pasados los 15 dias de la medicién anterior nuevamente se macaba la raiz a

partir de la Ultima marca con un nuevo color de plumén para identificar cuanto
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habian crecido en el lapso de 15 dias, asi también se marcaban las nuevas raices que
salia (Fig. 7).

Fig. 7 Medicion de raices con ayuda de plumdn y regla métrica, cada color de plumdn representa la
medicion de las raices en diferente dia.

Todos los datos se analizaron en el programa Office Excel en el cual se realizaron
las estadisticas correspondientes asi como las graficas que se presentan en los
resultados.

IV.8 Condiciones de Medio Liquido

Se tomaron la mitad de los explantes del método convencional de aquellas especies
que tuvieran mas de seis explantes con raiz, posteriormente en condiciones estériles
se pasaron los explantes de cada especie a un frasco con medio MS liquido con 250
mg/L de Claforan, luego se dejaron en incubacién a 20°C en la obscuridad por 90
dias. Para monitorear el crecimiento de raices de cada uno de los explantes, lo
primero fue pesar el frasco con el medio liquido, luego se coloco el explante dentro
del frasco y se volvid a pesar el frasco con el explante dentro, por diferencia de peso
se determind el peso inicial del explante, pasados los 60 dias de incubacion, en
condiciones de esterilidad se saco el explante del frasco, y éste se pesd dentro de la
campana sobre una gasa estéril para evitar la contaminacion. Este mismo

procedimiento se realizd a los 90 dias de incubacion.

61



IV.9 Condiciones de Incubacion (Luz)

Se tomaron 7 explantes con raiz de 12 especies que mostraron un buen crecimiento en
el Método Convencional, éstas fueron; Echinocactus platyacanthus, Echinocactus
grusonnii, Echinocactus platyacanthus (Echinocactus ingens), Ferocactus peninsulae,
Opuntia amyclea, Opuntia robusta, Stenocereus thurberi var thurberi, Turbinicarpus
schmiedickeanus var schmiedickeanus, Turbinicarpus schmiedickeanus var schwarzii,
Turbinicarpus laui, Turbinicarpus schmiedickeanus var klinkerianus,  Turbinicarpus
subterraneus (Gymnocactus subterraneus), se pasaron a medio MS sélido con 50 mg/L
de kanamicina y 250 mg/L de Claforan, a 26°C por fotoperiodos de 12hrs,
posteriormente los explantes se midieron a los 0, 15, 30, 45, y 60 dias, en cada una
de las mediciones se sacd la longitud media de las raices, esto es la suma de todas
las mediciones (mm) entre el total de las raices generadas de cada especie, asi como
su error estandar, que es la desviacidén estandar entre la raiz cuadrada de las raices

totales.

IV.10 Condiciones de incubacion (Temperatura)

Se eligieron 12 especies que respondieron de manera positiva al crecimiento de raices
tomadas del método convencional, de éstas se tomaron 7 explantes de cada una de
ellas; Echinocactus grusonnii, Echinocactus platyacanthus (Echinocactus ingens),
Ferocactus peninsulae, Ferocactus flavovirens, Leuchtenbergia principis, Opuntia
amyclea, Stenocereus thurberi var thurberi Turbinicarpus  schmiedickeanus var
schmiedickeanus, Turbinicarpus schmiedickeanus var schwarzii, Turbinicarpus laui,
Turbinicarpus schmiedickeanus var klinkerianus, Turbinicarpus subterraneus
(Gymnocactus subterraneus), los explantes se pasaron a medio MS sdlido con 50 mg/L
de kanamicina y 250 mg/L de Claforan, posteriormente se introdujeron a una caja de
carton para mantener la obscuridad pero a una temperatura de 26°C. Los explantes
se midieron a los 0, 15, 30, 45, y 60 dias, en cada una de las mediciones se saco la
longitud media de las raices, esto es la suma de todas las mediciones (mm) entre el
total de las raices generadas de cada especie, asi como su error estandar, que es la

desviacion estandar entre la raiz cuadrada de las raices totales.
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IV.11 Adicion de Compuestos Organicos

Se eligieron 3 especies diferentes que respondieron de manera positiva a la infeccion
por Agrobacterium rhizogenes, de las cuales se tomaron 7 explantes de cada una de
ellas. Se realizaron 3 medios diferentes, cada uno de ellos contenia un compuesto
organico diferente (Hidrolizado de caseina, Extracto de malta y Agua de coco) cada
uno de ellos a diferentes concentraciones (0.5 gr/L, 1.5 gr/L, 5 gr/L) respectivamente,
el hidrolizado de caseina asi como el extracto de malta se filtraron para eliminar
cualquier contaminante y se adicionaron al medio MS después de que se esterilizd, asi
el agua de coco se adiciono al medio MS antes de ser esterilizado en la autoclave.
Posteriormente los explantes se resembraron en el medio MS con los diferentes
compuestos organicos (Extracto de levadura, Hidrolizado de caseina y Agua de coco), y
se incubaron en la obscuridad a 20°C por 60 dias, las mediciones re realizaron cada 15
dias.

IV.12 Ensayo histoquimico para B-glucoronidasa (gus)
Se realizd un andlisis histoquimico para detectar la actividad del producto del gen gus
en una muestra de las raices obtenida de cada especie. Los explante seleccionados

se sacaron a la luz durante una semana para posteriormente hacer el ensayo.

Solucidén de reaccion:

Buffer fosfatos 1M 100 pl 100 mM
EDTA 0.25 M 40 pl 10 mM
Ferrocianuro de K5 mM 100 pl 0.5 mM
Ferricianuro de K5 mM 100 pl 0.5mM
Triton 10% 10 pl 0.1 %
X-gluc 40 mM 50 pl 2.0 mM
Agua destilada 600 pl
Total 1 000 pl
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En la campana de flujo laminar se cortaron las raices del explante seleccionado y
se cubrid el tejido con la solucidn de reaccion dejandose en incubacidon a 37°C hasta
que aparecié el precipitado azul. Las raices se lavaron varias veces con etanol al
70% para fijar el tejido y eliminar las clorofilas. Después se almacenaron las raices en

etanol al 70%, para conservar por tiempo indefinido las raices ya tefidas.

IV.13 Extraccion de ADN de raices presuntamente transformadas

La extraccién de ADN se efectud con el método de CTAB (Melody, 1997), realizando
ajustes a los volumenes finales de resuspendid. Los pesos de las raices analizadas
fluctuaron entre los 50 y 300 mg. Se pesd de 50 a 300 mg de tejido vegetal y se
congelaron a -20°C por 24hrs para su posterior uso. Posteriormente el tejido vegetal
se paso a un mortero para macerar el tejido y se le agregd nitrogeno liquido para
romper la pared celular, luego se afiadid 700ul de la solucién de extraccion
precalentada a 60°C y se homogenizo con la ayuda de vortex. Se efectud una
incubacion por 20 min a 60°C, agitando ocasionalmente. Se centrifugo 10 min a
12000rpm vy se trasfirid el sobrenadante a un tubo nuevo. Se adiciond un volumen de
cloroformo: alcohol isoamilico 24:1 (saturado en TE) y se agitd manualmente por
2min. Se centrifugd 5min a 12000 rpm y se trasfirid la fase acuosa a un tubo nuevo
afadiendo un volumen de isopropanol frio. Se incubd por 24h a -20°C y se volvid a
centrifugar por 10 min a 12000 rpm para colectar el ADN y se elimind el sobrenadante
y se lavo 2 veces con 200l de etanol al 80% frio, posteriormente se seco la pastilla
en una parilla eléctrica a 50°C. Finalmente la pastilla se resuspendié en 50ul de agua
destilada estéril. Resuspendida la pastilla de ADN, se tomaron 10ul de la muestra y se
resuspendid en 490l de aguas destilada estéril para cuantificar ADN, luego se llevé a
un espectrofotdmetro UV-visible donde se cuantificd la concentracion de ADN en
(Mg/ul), la concentracién de proteina (ug/upl), como las absorbancia a 260nm vy
280nm, asi también la relacion de ADN 260/280, con el fin de determinar la

concentracion adecuada para llevar a cabo la PCR.

IV.14 PCR del ADN vegetal

Para la realizacion de la PCR se utilizaron kits de reaccién que incluian todos los

reactivos para indicar dicha reaccion (REDTag ReadyMix PCR REaction Mix de
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SIGMA®). Las concentracion de los iniciadores de adecuaron siguiendo las
instrucciones del fabricante.
Las secuencias iniciadoras para las cadenas sentido y para la cadena antisentido
fueron:

rolB- 1: 5° ATGGATCCCAAATTGCTATTCCTTCCACGA 3°

rolB-2: 5° TTAGGCTTCTTTCTTCAGGTTTACTGCAGC 3°

Vir- 1: 5" ATGTCGCAAGGACGTAAGCCCA 3°

Vir- 2: 5" GGAGTCTTTCAGCATGGAGCAA 3’

gus- 1: 5" GGTGGGAAAGCGCGTTACAAG 3

gus-2: 5" GTTTACGCGTTGCTTCCGCCA 3°

NPTII- 1: 5 " TATTCGGCCTATGACTGGGCA 3°

NPTII- 2: 5 GCCAACGCTATGTCCTGAT 3°

Las condiciones de la PCR fueron:
- 1 Ciclo de 7min a 94°C, 1 min a 55°Cy 3 min a 72°C
- 30 Ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 55°Cy 3 min a 72°C
- 1 Ciclo de 1 mina55°Cy 7 mina 72°C

IV.15 Electroforesis de los productos de la PCR del ADN vegetal

Se efectud una electroforesis de los productos de la PCR. El gel fue preparado con
agarosa al 1.2% en TAE 1X vy corrido a 80 V. se utilizd un MPM de 300, 500, 750,
1000, 1500 y 2000 pb, se tifié el gel con bromuro de etidio (500uLL™Y) durante 1 min y
se lavd durante 1 hr. Se observé en el transiluminador UV y se registré con una

fotografia.

IV.16 Extraccion y valoracion de los metabolitos secundarios
Se pesaron de 500 a 1000 mg de tejido de raices y se mezclaron vigorosamente con
un 1ml de solucién de amoniaco al 10%. La mezcla fue sometida a reflujo con 500l

de metanol por 10 min y posteriormente fue filtrada. Dicho proceso fue realizado con

equipo a microescala.
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Las muestras del extracto se aplicaron a una placa de TLC (silica gel 60F;s4, MerckK,
Alemania) usando un volumen de 5ul, se secod la muestra y se volvidé a aplicar la

muestra en 7 ocasiones mas con un volumen total de 40 pl.

La placa se desarrolld en obscuridad, utilizando un sistema de solventes de tolueno-
acetato de etileno-dietilamina (70:20:10). La placa fue revelada con los reactivos de
Marquis y Dragendorff (Wagner y Bladt, 1996) mediante aspersion y se valoro bajo luz
ultravioleta (254 nm) y luz visible. Usando esta metodologia, se analizaron 10 especies
de cactaceas diferentes de las que se disponia suficiente material bioldgico, tanto de
las raices presuntamente transformadas asi como de tejido vegetal de especies que se
encontraban en el banco de germoplasma, asi también en el invernadero que se
encuentran en el departamento de Biotecnologia vegetal de la UAA. Las especies que
se analizaron son:

Ariocarpus kotschoubeyanus,  Echinocactus grusonnii. Echinocactus platyacanthus
(Echinocactus ingens), Ferocactus peninsulae, Ferocactus rectispinus, Stenocereus
thurberi var thurberi, Turbinicarpus schmiedickeanus var schwarzii, Turbinicarpus
laui, Turbinicarpus lophophoroides, Turbinicarpus pseudopectinatus, Turbinicarpus
schmiedickeanus var kiinkerianus, Turbinicarpus  subterraneus (Gymnocactus

subterraneus).
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V. RESULTADOS

V.1 Reaccion de Polimerizacion en cadena (PCR) para verificar la cepa
de A. rhizogenes

Se muestra un gel de agarosa al 1.2%, donde el carril 2 lo ocupa el marcador de
peso molecular (PM) de 2000, 1500, 1000, 750, 500 y 300pb, asi como el carril 3 (1) lo
ocupa el ro/B, el carril 4 (2) se encuentra el VirD, en el carril 5 (3) estd ocupado por
el gen nptll, y por ultimo el carril 6 (4) se encuentra el gen gus. Las bandas
presentes en cada uno de los carriles corresponden al peso molecular del fragmento
amplificado, para el ro/B con un peso molecular de 780pb, VirD 450pb, nptil 517pb y
el gen gus 1200pb, al observar la (Figura 8 ) las bandas corresponden a los pesos
moleculares antes mencionados, indicando que la bacteria Agrobacterium rhizogenes
contiene los genes de interés dentro de su plasmido Ri, por tanto es una bacteria apta
para trabajar y realizar las trasformaciones genéticas en las 51 especies de cactaceas

mexicanas.

Fig. 8 Reaccion de polimerizacion en
cadena (PCR) de ADN de Agrobacterium
rhizogenes A4. Marcador de peso
molecular (PM); gen ro/B (1), gen VirD
(2); gen nptil (3); gen gus (4). Las
flechas muestran las bandas
amplificadas de cada uno de los genes
mencionados.
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de Agrobacterium rhizogenes A4.

V.2 Respuesta de 52 especies de cactaceas mexicanas a la infeccion

Se muestran los datos de explantes totales que fueron infectados con Agrobacterium

rhizogenes A4, el nimero de explantes que genero al menos una raiz, el porcentaje

de explantes que generaron raiz de los 40 explantes que se tomaron como muestra, el

numero de raices por explante (solo de los explantes que generaron raiz) con media y

su desviacion estandar, la longitud de raiz en (mm) con su media y desviacidn

estandar, asi también el porcentaje raices que presentaron actividad GUS.

Numero de .
% ; Longitud de ;
Numero Raices por ) Raices
Explantes Raiz (mm)
i de Explante . con
Clave Especie que i (Media * -
Explante (Media % L Actividad
Generaron L Desviacion
s ; Desviacion B GUS (%)
Raiz ; Estandar)
Estandar)

| | |
47 Ariocarpus kotschoubeyanus 15.0% 8.50 + 4.23 4.29 + 2.18 100
| 47 | Adocapuskotschoubeyanus | & | 150% | 85042 | 429218 | 100 |

Astrophytum capricome var.
141 phytm c2p 0 0 - - -
Senile
Astrophytum hibrido
194 o 1 2.5% 1.0+£0 1.25 + 0.50 75
myriostigma x ornatum

T O L R R R
\ \ \ \

Epithelantha micromeris 2.0+1.41 2.50 % 0.58

| Gcwwe | 5| o | aweis | aeiw | 0
\ \ \ \

\ \
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4 Ferocactus histrix 0 0 = - _

T O L O . L
\ \ \ \
I O L N R

Lophophora williamsii
146 o 22.5% 7.44 £ 527 4.18 £ 2.72 43
(Lophophora fricsii)
Opuntia ficus- indica 60.0% 3.29 +2.33 8.25 + 6.09 “

| | |
| owwowe | | mwe | smean | msems | 0

o Stenocactus phyllacanthus ssp.
Violaciflorus

Stenocereus stellatus 27.5% 4.36 + 3.44 5.79 + 3.65

BT I B

Turbinicarpus schmiedickeanus
75 16 40.0% 7.19 £2.56 4,10 + 1.61 33
var schmiedickeanus

Turbinicarpus hoferi 27.5% 7.09 + 5.45 2.36 + 1.39
Turbinicarpus lophophoroides 17.5% 6.46 % 6.06 6.81 + 7.30

n Turbinicarpus pseudopectinatus 30.0% 8.67 £ 5.71 3.93 + 2.66 “

Turbinicarpus schmiedickeanus
121 15.0% 3.17 £ 2.04 1.47 + 2.09
var schmiedickeanus

i | wenopesenie | 5 | 2% | asein | e | 2
| | | |
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Turbinicarpus valdezianus var
78 1 2.5% 1.0+£0 4.50 £ 2.12 0
albiflorus

Tabla 1 Respuesta de 52 especies de cactaceas mexicanas a la infeccion por Agrobacterium rhizogenes
A4. Todos los parametros se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias en medio MS con 50 mg/L de
kanamicina y 250 mg/L de Claforan. La media del nimero de raices por Explante se calculo dividiendo el
numero de raices totales entre los explantes que generaron raiz, se muestra la desviacion estandar del
numero de raices por explante. La longitud de raiz con su media y desviacion estandar se determino
teniendo en cuenta que no todas las raices tienen el mismo tiempo de crecimiento, puesto algunas
raices salieron al inicio y otras al final del tratamiento.

De las 51 especies que se sometieron a la infeccién con Agrobacterium rhizogenes 42
generaron raiz en al menos uno de los explantes, ya que la muestra que se tomd en
cuenta para cada una de las especies fue de 40 explantes. Aquellas especies que
presentaron un porcentaje mayor del 50% de explantes que generaron raiz fueron;
Echinocactus grusonnii, Echinocactus platyacanthus (Echinocactus ingens), Opuntia
amyclea, Opuntia ficus- indica, Stenocereus thurberi var thurberi, Turbinicarpus laui,
Turbinicarpus schmiedickeanus var klinkerianus, esto es que de los 40 explantes que

se infectaron con A. rhizogenes 20 o mas explantes generaron raiz.

Aquellas especies de cactaceas que presentaron el mayor nimero de raices por
explante como: Ariocarpus kotschoubeyanus, Echinocactus platyacanthus,
Echinocactus grusonnil, Ferocactus peninsulae, Ferocactus rectispinus, Stenocereus
thurberi var thurberi, Turbinicarpus schmiedickeanus var schwarzii Turbinicarpus
schmiedickeanus var klinkerianus, aunque algunas de estas especies como Ariocarpus
kotschoubeyanus, Echinocactus platyacanthus, Ferocactus peninsulae, Ferocactus
rectispinus y Turbinicarpus schmiedickeanus var schwarzii no presentan un alto
porcentaje de explantes que generaron raiz, es mas importante una especie que

genere un mayor numero de raices por explante.

La longitud de la raiz es otro factor importante y que se debe de considerar para
decir que una especie tiene potencial para la produccion masiva de raiz, de esta forma
las especies que generaron una mayor longitud de raiz en un periodo de 60 dias son:
Acharagma aguirreana, Echinocactus  platyacanthus, Ferocactus — peninsulae,
Ferocactus cylindraceus var cylindraceus, Ferocactus latispinus var latispinus,
Ferocactus rectispinus, Leuchtenbergia principis, Neobuxbaumia tetetzo, Opuntia
amyclea, Opuntia ficus- indica, Opuntia macrocentra, Opuntia robusta, Stenocereus
stellatus, Stenocereus thurberi var thurberi Turbinicarpus pseudomacrochele var

lausseri, Turbinicarpus lophophoroides, Turbinicarpus valdezianus.
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Otro de los datos que se presentan en la (Tabla 1), asi como uno de los mas
importantes es el porcentaje de la actividad GUS donde las especies: Acharagma
aguirreana, Ariocarpus kotschoubeyanus, Astrophytum hibrido myriostigma x ornatum,
Echinocactus  platyacanthus, Echinocactus grusonnii, Echinocactus platyacanthus
(Echinocactus ingens), Escobaria chaffeyi (E. dasyacantha subsp. chaffeyi), Ferocactus
glaucescens, Ferocactus peninsulae,  Ferocactus rectispinus, Pilosocereus
chrysacanthus, Turbinicarpus hoferi, Turbinicarpus laui, Turbinicarpus lophophoroides,
Turbinicarpus pseudopectinatus, Turbinicarpus valdezianus presentaron mayor
actividad GUS, esto es que de las 7 raices que se tomaron como muestra para la
realizacion de la prueba histoquimica mas de 5 raices fueron positivas a la prueba
GUS. Como se puede observar muchas de especies del genero 7urbinicarpus fueron

positivas a esta prueba.

Haciendo un analisis de los resultados obtenidos en un periodo de 60 dias, donde se
tomaron en cuenta varios factores ya mencionados, se puede decir que la especies
con mayor potencial para la generacién y produccion de raices sometidas a la
infeccion con A. rhizogenes son; Ariocarpus kotschoubeyanus, Echinocactus grusonni,
Echinocactus grusonnii, Ferocactus peninsulae, Stenocereus thurberi var thurberi
Turbinicarpus laui, Turbinicarpus lophophoroides, Turbinicarpus pseudopectinatus,

Turbinicarpus schmiedickeanus var klinkerianus

. Porcentaje de Especies que
species .
que No Generaron Raiz

Generaron

Raiz \
19%

Grafica 1. Muestra la generacion de raiz de al menos un explante por especies de las 42 especies de
cactaceas mexicanas que fueron sometidas a la infeccidén por Agrobacterium rhizogenes A4.
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V.3 Curvas de Crecimiento de Ilas raices presuntamente
transformadas de cactaceas mexicanas en medio MS a 20°C, en la

obscuridad.

Los explantes que generaron raiz se midieron a los 0, 15, 30, 45, y 60 dias, en cada
una de las mediciones se sacd la longitud media de las raices, esto es la suma de
todas las mediciones (mm) entre el total de las raices generadas de cada especie, asi
como su error estandar, que es la desviacién estandar entre la raiz cuadrada de las

raices totales.

Las condiciones que se toman en cuenta en el Método convencional donde los
explantes se encuentran en medio semisolido MS, a una temperatura de 20°C y en la
obscuridad se observa que el mayor crecimiento de casi todas las especies que
probaron en este sistema, fue en los primeron 30 dias de incubacion despues de que
el explante generaba la primer raiz, posteriormente se observd un estancamiento
parecido a una fase estacionaria que puede deberse a la ausencia de nutrientes en el
medio de cultivo ya que el durante el tiempo de incubacidn no se les cambio el medio
de cultivo para poder llevar un control de las mediciones de cada una de las raices,
por esta razon en los primeros 30 dias el explante pudo tomar con facilidad los
nutrientes presentes en el cultivo y conforme el paso del tiempo éstos se fueron

agotando, provocando el lento crecimiento en la mayoria de las especies.

Se observa también que en algunas de las graficas pertenecientes a las especies
Echinocatus platycanthus, Epithelantha micromeris, Ferocactus latispinus var latispinus,
Ferocactus pilosus, Especie Leuchtenbergia principis, Opuntia robusta, Stenocereus
queretaroensis, Stenocereus stellatus, Turbinicarpus pseudomacrochele  var
pseudomacrochele y Turbinicarpus valdezianus var albiflorus, el error estandar es
considerablemente alto, puesto que su longitud en (mm) de cada una de las especies

antes mencionadas a los 0, 15, 30, 45 y 60 varia de forma considerable.
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Grafica 2. Curva de Crecimiento para la Especie Acharagma aguirreana,
los explantes se encontraban en medio MS con 50 mg/L de kanamicina y
250 mg/L de Claforan, y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior
a la infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, con media + error
estandar.
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Grafica 4. Curva de Creciemiento para la Especie Astrophytum hibrido
myrfostigma x ornatum , 10s explantes se encontraban en medio MS con
50 mg/L de kanamicina y 250 mg/L de Claforan, y se midieron a los 0, 15,
30, 45 y 60 dias posterior a la infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4,
media + error estandar.
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Grafica 3. Curva de Creciemiento para la Especie Ariocarpus
kotshoubeyanus, los explantes se encontraban en medio MS con 50 mg/L
de kanamicina y 250 mg/L de Claforan, y se midieron a los 0, 15, 30, 45y
60 dias posterior a la infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, media £
error estandar.
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Grafica 5. Curva de Crecimiento para la Especie Echinocatus

platycanthus, los explantes se encontraban en medio MS con 50 mg/L de
kanamicina y 250 mg/L de Claforan, y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60
dias posterior a la infeccidon con Agrobacterium rhizogenes A4, con media
+ error estandar.
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Echinocactus grusonnii
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Grafica 6. Curva de Crecimiento para la Especie Echinocactus grusonnii,
los explantes se encontraban en medio MS con 50 mg/L de kanamicina y
250 mg/L de Claforan, y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior
a la infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, con media + error
estandar.
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Grafica 8. Curva de Creciemiento para la Especie Epithelantha micromeris,
los explantes se encontraban en medio MS con 50 mg/L de kanamicina y
250 mg/L de Claforan, y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior
a la infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, media + error estandar.
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Grafica 7. Curva de Creciemiento para la Especie Echinocactus
platycanthus (Echinocactus ingens), los explantes se encontraban en
medio MS con 50 mg/L de kanamicina y 250 mg/L de Claforan, y se
midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior a la infecciéon con
Agrobacterium rhizogenes A4, media + error estandar.
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Grafica 9. Curva de Crecimiento para la Especie Escorbaria chaffeyi, los
explantes se encontraban en medio MS con 50 mg/L de kanamicina y 250
mg/L de Claforan, y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior a la
infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, con media + error estandar.
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Grafica 10. Curva de Crecimiento para la Especie Escontria chiotilla, los
explantes se encontraban en medio MS con 50 mg/L de kanamicina y 250
mg/L de Claforan, y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior a la
infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, con media + error estandar.
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Grafica 12. Curva de Creciemiento para la Especie Ferocactus
peninsulae, los explantes se encontraban en medio MS con 50 mg/L de
kanamicina y 250 mg/L de Claforan, y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60
dias posterior a la infeccidén con Agrobacterium rhizogenes A4, media +
error estandar.
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Grafica 11. Curva de Creciemiento para la Especie Ferocactus
glaucescens, los explantes se encontraban en medio MS con 50 mg/L de
kanamicina y 250 mg/L de Claforan, y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60
dias posterior a la infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, media +
error estandar.

Ferocactus cylindraceus var
1000 cylindraceus
E 8.00 +
S 6.00 i‘ *
E 4.00
$ 2.00 i
3 000
® 0] 20 40 60
=]
- Dias

Grafica 13. Curva de Crecimiento para la Especie  Ferocactus
cylindraceus var cylindraceus, los explantes se encontraban en medio MS
con 50 mg/L de kanamicina y 250 mg/L de Claforan, y se midieron a los
0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior a la infeccion con Agrobacterium
rhizogenes A4, con media + error estandar.
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Ferocactus flavovirens
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Grafica 14. Curva de Crecimiento para la Especie Ferocactus flavovirens,
los explantes se encontraban en medio MS con 50 mg/L de kanamicina y
250 mg/L de Claforan, y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior
a la infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, con media + error
estandar.
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Grafica 16. Curva de Creciemiento para la Especie Ferocactus pilosus, 10s
explantes se encontraban en medio MS con 50 mg/L de kanamicina y 250
mg/L de Claforan, y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior a la
infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, media + error estandar.
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Grafica 15. Curva de Creciemiento para la Especie Ferocactus latispinus
var latispinus, los explantes se encontraban en medio MS con 50 mg/L de
kanamicina y 250 mg/L de Claforan, y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60
dias posterior a la infeccidn con Agrobacterium rhizogenes A4, media +
error estandar.
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Grafica 17. Curva de Crecimiento para la Especie Ferocactus rectispinus,
los explantes se encontraban en medio MS con 50 mg/L de kanamicina y
250 mg/L de Claforan, y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias
posterior a la infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, con media +
error estandar.
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Leuchtenbergia principis
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Grafica 18. Curva de Crecimiento para la Especie Leuchtenbergia
principis, los explantes se encontraban en medio MS con 50 mg/L de
kanamicina y 250 mg/L de Claforan, y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60
dias posterior a la infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, con media
+ error estandar.
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Grafica 20. Curva de Creciemiento para la Especie Neobuxbaumia
tetetzo, los explantes se encontraban en medio MS con 50 mg/L de
kanamicina y 250 mg/L de Claforan, y se midieron a los 0, 15, 30, 45y 60
dias posterior a la infeccidén con Agrobacterium rhizogenes A4, media +
error estandar.
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Grafica 19. Curva de Creciemiento para la Especie Lophophora williamsii
(Lophophora fricsii), los explantes se encontraban en medio MS con 50
mg/L de kanamicina y 250 mg/L de Claforan, y se midieron a los 0, 15,
30, 45 y 60 dias posterior a la infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4,
media + error estandar.

Obregoniadeneqrii

g 1.00 . . . .

=}

2

%" 0 20 40 60 80
- Dias

Grafica 21. Curva de Crecimiento para la Especie Obregonia denegrii,
los explantes se encontraban en medio MS con 50 mg/L de kanamicina y
250 mg/L de Claforan, y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias
posterior a la infeccién con Agrobacterium rhizogenes A4, con media +
error estandar.
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Opuntia amyclea

__21.00
£

~ 16.00

5 + ¥ i ¥
&€ 11.00

[+F]

=}

=]

2 6.00

& 0 20 40 60
]

Dias

Grafica 22. Curva de Crecimiento para la Especie Opuntia amyclea, los
explantes se encontraban en medio MS con 50 mg/L de kanamicina y 250
mg/L de Claforan, y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior a la
infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, con media * error estandar.
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Grafica 24. Curva de Creciemiento para la Especie Opuntia macrocentra,
los explantes se encontraban en medio MS con 50 mg/L de kanamicina y
250 mg/L de Claforan, y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior
a la infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, media + error estandar.
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Grafica 23. Curva de Creciemiento para la Especie Opuntia ficus- indica,
los explantes se encontraban en medio MS con 50 mg/L de kanamicina y
250 mg/L de Claforan, y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior
a la infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, media + error estandar.
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Grafica 25. Curva de Crecimiento para la Especie Opuntia robusta, los
explantes se encontraban en medio MS con 50 mg/L de kanamicina y 250
mg/L de Claforan, y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior a la
infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, con media * error estandar.
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Pilosocereus chrysacanthus
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Grafica 26. Curva de Crecimiento para la Especie Pilosocereus
chrysacanthus, los explantes se encontraban en medio MS con 50 mg/L
de kanamicina y 250 mg/L de Claforan, y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y
60 dias posterior a la infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, con
media + error estandar.
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Grafica 28. Curva de Creciemiento para la Especie Stenocereus stellatus,
los explantes se encontraban en medio MS con 50 mg/L de kanamicina y
250 mg/L de Claforan, y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior
a la infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, media £ error estandar.
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Grafica 27. Curva de Creciemiento para la Especie Stenocereus
queretaroensis, los explantes se encontraban en medio MS con 50 mg/L
de kanamicina y 250 mg/L de Claforan, y se midieron a los 0, 15, 30, 45y
60 dias posterior a la infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, media +
error estandar.
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Grafica 29. Curva de Crecimiento para la Especie Stenocereus thurberi
var thurberi, los explantes se encontraban en medio MS con 50 mg/L de
kanamicina y 250 mg/L de Claforan, y se midieron a los 0, 15, 30, 45y 60
dias posterior a la infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, con media
+ error estandar.
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Turbinicarpus pseudomacrochele
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Grafica 30. Curva de Crecimiento para la Especie Turbinicarpus
pseudomacrochele var lausseri, los explantes se encontraban en medio MS
con 50 mg/L de kanamicina y 250 mg/L de Claforan, y se midieron a los
0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior a la infeccion con Agrobacterium
rhizogenes A4, con media + error estandar.
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Grafica 32. Curva de Creciemiento para la Especie Turbinicarpus
shimiedickeanus var schwarzii, 1os explantes se encontraban en medio MS
con 50 mg/L de kanamicina y 250 mg/L de Claforan, y se midieron a los 0,
15, 30, 45 y 60 dias posterior a la infeccidén con Agrobacterium rhizogenes
A4, media % error estandar.
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Grafica 31. Curva de Creciemiento para la Especie Turbinicarpus
schimiedickeanus var shimiedicheanus, los explantes se encontraban en
medio MS con 50 mg/L de kanamicina y 250 mg/L de Claforan, y se
midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior a la infeccion con
Aarobacterium rhizoaenes A4, media + error estandar.
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Grafica 33. Curva de Crecimiento para la Especie Turbinicarpus hoferi,
los explantes se encontraban en medio MS con 50 mg/L de kanamicina y
250 mg/L de Claforan, y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias
posterior a la infeccién con Agrobacterium rhizogenes A4, con media *
error estandar.
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Grafica 34. Curva de Crecimiento para la Especie Turbinucarpus laui, los
explantes se encontraban en medio MS con 50 mg/L de kanamicina y 250
mg/L de Claforan, y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior a la
infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, con media + error estandar.
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Grafica 36. Curva de Creciemiento para la Especie Turbinicarpus
pseudomacrochele var pseudomacrochele, los explantes se encontraban
en medio MS con 50 mg/L de kanamicina y 250 mg/L de Claforan, y se
midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior a la infeccion con
Agrobacterium rhizogenes A4, media + error estandar.
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Grafica 35. Curva de Creciemiento para Turbinicarpus lophophoroides,
los explantes se encontraban en medio MS con 50 mg/L de kanamicina y
250 mg/L de Claforan, y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior
a la infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, media + error estandar.
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Grafica 37. Curva de Crecimiento para la Especie Turbinicarpus
pseudopectinatus, los explantes se encontraban en medio MS con 50
mg/L de kanamicina y 250 mg/L de Claforan, y se midieron a los 0, 15,
30, 45 y 60 dias posterior a la infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4,
con media * error estandar.
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Grafica 38. Curva de Crecimiento para la Especie Turbinicarpus
schmiedickeanus var klinkerianus, los explantes se encontraban en medio
MS con 50 mg/L de kanamicina y 250 mg/L de Claforan, y se midieron a
los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior a la infeccion con Agrobacterium
rhizogenes A4, con media * error estandar.
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Grafica 40. Curva de Creciemiento para la Especie 7urbinicarpus
subterraneus (Gymnocactus subterraneus, los explantes se encontraban
en medio MS con 50 mg/L de kanamicina y 250 mg/L de Claforan, y se
midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior a la infeccion con
Agrobacterium rhizogenes A4, media + error estandar.
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Grafica 39. Curva de Creciemiento para la Especie Turbinicarpus
schmiedickeanus vas schmiedickeanus, los explantes se encontraban en
medio MS con 50 mg/L de kanamicina y 250 mg/L de Claforan, y se
midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior a la infeccion con
Agrobacterium rhizogenes A4, media + error estandar.
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Grafica 41. Curva de Crecimiento para la Especie Turbinicarpus
swobodae, los explantes se encontraban en medio MS con 50 mg/L de
kanamicina y 250 mg/L de Claforan, y se midieron a los 0, 15, 30, 45y 60
dias posterior a la infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, con media
+ error estandar.
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Turbinicarpus valdezianus

10.00

E

£ 8.00

E 6.00 .i * i I}
§ 4.00 ¢

L 200

=]

2 000

'g" 0 20 40 60
—

Dias

Grafica 42. Curva de Crecimiento para la Especie Turbinicarpus
valdezianus, los explantes se encontraban en medio MS con 50 mg/L de
kanamicina y 250 mg/L de Claforan, y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60
dias posterior a la infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, con media
+ error estandar.
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Grafica 43. Curva de Creciemiento para la Especie Turbinicarpus
valdezianus var albiflorus, los explantes se encontraban en medio MS con
50 mg/L de kanamicina y 250 mg/L de Claforan, y se midieron a los 0, 15,
30, 45 y 60 dias posterior a la infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4,
media + error estandar.
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V.4 Curvas de Crecimiento de Ilas raices presuntamente
transformadas de cactaceas mexicanas en medio MS sdlido con 50 mg/L de
kanamicina y 250 mg/L de Claforan a 26°C, en la luz por fotoperiodos de

12 hrs.

Se tomaron 7 explantes con raiz de 12 especies que mostraron un buen crecimiento

en el Método Convencional, y se midieron a los 0, 15, 30, 45, y 60 dias.

Numero de Raices por Longitud de Raiz (mm)

Clave Especie n Explante (Media + (Media + Desviacion
Desviacion Estandar) Estandar)
1 Echinocactus platyacanthus 7 12.0 £ 7.83 6.5 £ 3.9
67 Echinocactus grusonnif 7 20.29 £ 9.48 27+2.0
Echinocactus platyacanthus (Echinocactus
152 7 8.57 + 8.10 3.0+ 1.8
ingens)
165 Ferocactus peninsulae 7 13.0 £ 8.87 7.3 +5.8
154 Opuntia amyclea 7 2.36 £ 1.77 14.4 + 10.4
156 Opuntia robusta 7 2.57 £1.27 74 %25
29 Stenocereus thurberi var thurberi 7 12.36 + 8.86 7.1+£5.0
Turbinicarpus schmiedickeanus var
75 7 7.43 +4.43 28+1.7
schmiedickeanus
Turbinicarpus schmiedickeanus var
123 7 20.71 £ 22.10 39+2.2
schwarzif
63 Turbinicarpus laui 7 9.43 £ 8.54 4.1 +£25
Turbinicarpus schmiedickeanus var
62 7 8.29 + 6.10 2.3+0.9
klinkerianus
Turbinicarpus subterraneus (Gymnocactus
99 7 4.86 + 3.58 4.1+21
subterraneus)

Tabla 2 Respuesta de 12 especies de cactaceas mexicanas a la infeccion por Agrobacterium rhizogenes A4.
Todos los parametros se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias en medio MS solido con 50 mg/L de
kanamicina y 250 mg/L de Claforan. La media del nimero de raices por Explante se calculo dividiendo el
nimero de raices totales entre los explantes que generaron raiz, se muestra la desviacion estandar del
nimero de raices por explante. La longitud de raiz con su media y desviacién estandar se determino teniendo
en cuenta que no todas las raices tienen el mismo tiempo de crecimiento, puesto algunas raices salieron al
inicio y otras al final del tratamiento.

Las condiciones que presenta este sistema fueron dptimas para el crecimiento de las
raices de 12 especies de cactaceas mexicanas, donde la temperatura de 26°C y
fotoperiodos de 12hrs en un medio MS semisdlido contribuyeron a un mejor
crecimiento que el que presentaron en el método convencional, ya que a una mayor

temperatura y con exposicion a la luz podria simularse el efecto que tienen las plantas
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al estar expuestas al sol y obtener una mejor respuesta en comparacién cuando se
encuentran en la obscuridad total. Las especies que mostraron una mayor niumero de
raices por explante en este sistema fueron: Echinocactus platyacanthus. Echinocactus
grusonnii, Echinocactus platyacanthus (Echinocactus ingens), Ferocactus peninsulae,
Stenocereus thurberi var thurberi,  Turbinicarpus schmiedickeanus var schwarzii,
Turbinicarpus laui. Asi también las especies en la que se observo una mayor longitud
de raiz, tales como: Echinocactus platyacanthus, Ferocactus peninsulae, Opuntia

amyclea, Opuntia robusta, Stenocereus thurberi var thurberi.

En este sistema también se observa que el mayor crecimiento de raices se da durante
los primeros 30 dias de incubacién, como se menciono anteriormente dicho patrén de
crecimiento se puede deber al agotamiento de nutrientes a partir de los 30 dias. Otra
alternativa es que el inicio de incubacién, los explantes liberan auxinas por parte de
la bacteria (Chrystey, 2001).
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Grafica 44. Curva de Crecimiento para la Especie Echinocactus
platycanthus, | en medio MS con 50 mg/L de kanamicina y 250 mg/L de
Claforan, a 26°C en fotoperiodos de 12 hrs, se midieron a los 0, 15, 30,
45 y 60 dias posterior a la infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, con
media + error estandar.
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Grafica 46. Curva de Creciemiento para la Especie Echinocactus
platycanthus (Echinocactus ingens), en medio MS con 50 mg/L de
kanamicina y 250 mg/L de Claforan, a 26°C en fotoperiodos de 12 hrs, se
midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior a la infeccién con
Agrobacterium rhizogenes A4, media + error estandar.
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Grafica 45. Curva de Creciemiento para la Especie Exhinocactus grusonii,
en medio MS con 50 mg/L de kanamicina y 250 mg/L de Claforan, a 26°C
en fotoperiodos de 12 hrs, se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias
posterior a la infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, media + error
estandar.

Ferocactus peninsulae

10.00
8.00
B
6.00 T i‘
4.00 T
2.00
0.00

Longitud de Raiz en {mm)

Dias

Grafica 47. Curva de Crecimiento para la Especie  Ferocactus
peninsulae, en medio MS con 50 mg/L de kanamicina y 250 mg/L de
Claforan, a 26°C en fotoperiodos de 12 hrs, se midieron a los 0, 15, 30, 45
y 60 dias posterior a la infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, con
media + error estandar.
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Grafica 48. Curva de Crecimiento para la Especie Oputia amyclea, en
medio MS con 50 mg/L de kanamicina y 250 mg/L de Claforan, a 26°C en
fotoperiodos de 12 hrs, se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior
a la infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, con media + error
estandar.
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Grafica 50. Curva de Creciemiento para la Especie Stenocereus thurberi
var thurberi, en medio MS con 50 mg/L de kanamicina y 250 mg/L de
Claforan, a 26°C en fotoperiodos de 12 hrs, se midieron a los 0, 15, 30,
45 y 60 dias posterior a la infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4,
media + error estandar.
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Grafica 49. Curva de Creciemiento para la Especie Opuntia robusta, en
medio MS con 50 mg/L de kanamicina y 250 mg/L de Claforan, a 26°C en
fotoperiodos de 12 hrs, se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior
a la infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, media + error estandar.
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Grafica 51. Curva de Crecimiento para la Especie Turbinicarpus
pseudomacrochele var lausseri, en medio MS con 50 mg/L de kanamicina
y 250 mg/L de Claforan, a 26°C en fotoperiodos de 12 hrs, se midieron a
los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior a la infeccion con Agrobacterium
rhizogenes A4, con media + error estandar.
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Grafica 52. Curva de Crecimiento para la Especie Turbinicarpus laui, en
medio MS con 50 mg/L de kanamicina y 250 mg/L de Claforan, a 26°C en
fotoperiodos de 12 hrs, se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior
a la infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, con media + error
estandar.
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Grafica 54. Curva de Creciemiento para la Especie Turbinicarpus
schmiedickeanus var schwarzii, en medio MS con 50 mg/L de kanamicina
y 250 mg/L de Claforan, a 26°C en fotoperiodos de 12 hrs, se midieron a
los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior a la infeccién con Agrobacterium
rhizogenes A4, media + error estandar.
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Grafica 53. Curva de Creciemiento para la Especie Turbinicarpus
schimiedickeanus vas kiinkerianus, en medio MS con 50 mg/L de
kanamicina y 250 mg/L de Claforan, a 26°C en fotoperiodos de 12 hrs, se
midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior a la infeccion con
Agrobacterium rhizogenes A4, media + error estandar.

Turbinicarpus subterraneus
(Gymnocactus subterraneus)

E

= 4.00 $ o
§ 300 P %

g 2.00

3 100

@ 0 20 40 60
S

Dias

Grafica 55. Curva de Crecimiento para la Especie Turbinicarpus
subterraneus (Gymnocactus subterrabeus), en medio MS con 50 mg/L de
kanamicina y 250 mg/L de Claforan, a 26°C en fotoperiodos de 12 hrs, se
midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior a la infeccién con
Agrobacterium rhizogenes A4, con media + error estandar.
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V.5 Curvas de Crecimiento de Ilas raices presuntamente
transformadas de cactaceas mexicanas en medio MS liquido con 250 mg/L

de Claforan a 20°C, en la obscuridad.

Se tomaron la mitad de los explantes con raiz que se encontraban el método
convencional de aquellas especies que tuvieran mas de 6 explantes por especie, una

vez que se pasaron a los frascos con medio liquido se pesaron alos 0, 60,y 90 dias.

La variable que se manejo en este sistema de cultivo el medio MS liquido y en este
sistema de cultivo se observaron varios cambios en los explantes, el mas destacable
fue la vitrificacion de los explantes, este fendmeno puede deberse a que el explante
se encuentra en mayor contacto con el medio liquido y a mayor area de superficie en
contacto con el medio, sera mayor la absorcidon de nutrientes pero también mayor
absorcion de agua por tanto se da la vitrificacion de los explantes. También se observo
la formacidon de tejido calloso en algunos de los explantes asi también en la especie
Opuntia amyclea todos los explantes generaron brotes que se separaron del explante

para posteriormente resembrarlos en medio semisdlido MS.

Al pesar los explantes a los 0, 60 y 90 dias algunos de los explantes presentaban
vitrificacion y por tanto dificultaba el peso del mismo ya que al momento de sacar el
explante del frasco las raices se desprendian y por tanto en lugar de tener un aumento
de peso en el explante, el peso disminuia por lo que no se considera un buen sistema
para determinar el crecimiento del explante. Este sistema resulto muy dificil de
manipular ya que muy facilmente los frascos se contaminaban al destaparlos por tal
motivo fue que se pesaron a los 0, 60 y 90 dias, asi mismo el sacar los explantes,
colocarlos en gasa estéril para eliminar el exceso de agua y posteriormente pesarlos
fue un proceso dificil puesto que también se contaminaban facilmente aun cuando se

trabajo bajo condiciones estériles.
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Grafica 56. Curva de Crecimiento para la Especie Acharagma aguirreana,
los explantes se encontraban en medio MS Liquido con 250 mg/L de
Claforan, y se pesaron a los 0, 60 y 90 dias, con media.

Escobaria chaffeyi (E.
dasyacantha subsp. chaffeyi)

0.310
% 0.300
E 0.290
) 0.280

2 0.270 Py Py
0.260

0] 30 60 90

Dias

Grafica 58. Curva de Crecimiento para la Especie Escorbaria chaffeyi (E.
dasyacantha subsp. Chafferyi), los explantes se encontraban en medio MS
Liquido con 250 mg/L de Claforan, y se pesaron a los 0, 60 y 90 dias, con
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Grafica 57. Curva de Crecimiento para la Especie Echinocatus grusonni,
los explantes se encontraban en medio MS Liquido con 250 mg/L de
Claforan, y se pesaron a los 0, 60 y 90 dias, con media.
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Grafica 59. Curva de Crecimiento para la Especie Echinocactus
platycanthus (Echinocactus ingens), los explantes se encontraban en
medio MS Liquido con 250 mg/L de Claforan, y se pesaron a los 0, 60 y
90 dias, con media.
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Grafica 60. Curva de Crecimiento para la Especie Escontria chiotilla, los
explantes se encontraban en medio MS Liquido con 250 mg/L de Claforan,
y se pesaron a los 0, 60 y 90 dias, con media.
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Grafica 62. Curva de Crecimiento para la Especie Lophophora williamsii
(Lophophora fricsii), los explantes se encontraban en medio MS Liquido
con 250 mg/L de Claforan, y se pesaron a los 0, 60 y 90 dias, con media.
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Grafica 61. Curva de Crecimiento para la Especie Ferocactus cylindraceus
var cylindraceus, los explantes se encontraban en medio MS Liquido con
250 mg/L de Claforan, y se pesaron a los 0, 60 y 90 dias, con media.
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Grafica 63. Curva de Crecimiento para la Especie Neobuxbaumina
tetetzo, los explantes se encontraban en medio MS Liquido con 250 mg/L
de Claforan, y se pesaron a los 0, 60 y 90 dias, con media.
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Grafica 64. Curva de Crecimiento para la Especie Opuntia amyclea, los
explantes se encontraban en medio MS Liquido con 250 mg/L de Claforan,
y se pesaron a los 0, 60 y 90 dias, con media.
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Grafica 66. Curva de Crecimiento para la Especie Stenocereus stellatus,
los explantes se encontraban en medio MS Liquido con 250 mg/L de
Claforan, y se pesaron a los 0, 60 y 90 dias, con media.
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Grafica 65. Curva de Crecimiento para la Especie Opuntia ficus- indica,
los explantes se encontraban en medio MS Liquido con 250 mg/L de
Claforan, y se pesaron a los 0, 60 y 90 dias, con media.
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Grafica 67. Curva de Crecimiento para la Especie Stenocereus thurberi
var thurberi, los explantes se encontraban en medio MS Liquido con 250
mg/L de Claforan, y se pesaron a los 0, 60 y 90 dias, con media.
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Grafica 68. Curva de Crecimiento para la Especie Turbinicarpus hoferi,
los explantes se encontraban en medio MS Liquido con 250 mg/L de
Claforan, y se pesaron a los 0, 60 y 90 dias, con media.
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Grafica 70. Curva de Crecimiento para la Especie Turbinicarpus
subterraneus (Gymnocactus subterraneus), 1os explantes se encontraban
en medio MS Liquido con 250 mg/L de Claforan, y se pesaron a los 0, 60
y 90 dias, con media.
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Grafica 69. Curva de Crecimiento para la Especie Turbinicarpus
schmiedickeanus var klinkerianus, 1os explantes se encontraban en medio
MS Liquido con 250 mg/L de Claforan, y se pesaron a los 0, 60 y 90 dias,
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Grafica 71. Curva de Crecimiento para la Especie  Turbinicarpus

lophophoroides, los explantes se encontraban en medio MS Liquido con
250 mg/L de Claforan, y se pesaron a los 0, 60 y 90 dias, con media.
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Grafica 72.

Curva de Crecimiento para la Especie Turbinicarpus

schmiedickeanus var schmiedickeanus, los explantes se encontraban en
medio MS Liquido con 250 mg/L de Claforan, y se pesaron a los 0, 60 y
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Grafica 74. Curva de Crecimiento para la Especie Turbinicarpus laui, los
explantes se encontraban en medio MS Liquido con 250 mg/L de Claforan,

y se pesaron a los 0, 60 y 90 dias, con media.
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Grafica 73. Curva de Crecimiento para la Especie Turbinicarpus
swobodae, los explantes se encontraban en medio MS Liquido con 250
mg/L de Claforan, y se pesaron a los 0, 60 y 90 dias, con media.
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Grafica 75. Curva de Crecimiento para la Especie Turbinicarpus
pseudomacrochele var pseudomacrochele, los explantes se encontraban en
medio MS Liquido con 250 mg/L de Claforan, y se pesaron a los 0, 60 y
90 dias. con media.

94



Turbinicarpus
pseudopectinatus
0.150
= L
"é" 0.100 P
2 0.050
&
0.000
0] 30 60 90
Dias

Grafica 76. Curva de Crecimiento para la Especie Turbinicarpus
pseudopectinatus, 1os explantes se encontraban en medio MS Liquido con
250 mg/L de Claforan, y se pesaron a los 0, 60 y 90 dias, con media.
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V.6 Curvas de Crecimiento de raices presuntamente transformadas
de cactaceas mexicanas en medio MS solido con 50 mg/L de kanamicina y
250 mg/L de Claforan a 26°C, en la obscuridad.

Se eligieron 12 especies, de las cuales se tomaron 7 explantes de cada una de ellas, y

se incubaron a 26°C en la obscuridad.

Numero de Raices Longitud de Raiz
- por Explante (Media (mm) (Media +
e AR n + Desviacion Desviacion
Estandar) Estandar)
67 Echinocactus grusonnii 7 19.29 + 11.97 3.6 £3.9
Echinocactus platyacanthus (Echinocactus
152 : 7 13.57 + 14.37 5.0+ 5.5
ingens)

165 Ferocactus peninsulae 7 15.86 = 20.47 9.1+7.9
32 Ferocactus flavovirens 7 7.14 £5.08 23+ 1.6
34 Leuchtenbergia principis 7 4.86 £ 2.91 43+2.1
154 Opuntia amyclea 7 2.14 £2.19 7.8+ 3.5
29 Stenocereus thurberi var thurberi 7 6.43 + 4.61 3.7+28

Turbinicarpus schmiedickeanus var
75 7 8.71 £ 5.96 28+ 1.6

schmiedickeanus

Turbinicarpus schmiedickeanus var

123 7 7.29 £+ 8.10 3.6 £ 3.0
schwarzif

63 Turbinicarpus laui 7 3.71 £2.06 29+19

Turbinicarpus schmiedickeanus var
62 7 4.0+ 1.73 24+1.6

klinkerianus
Turbinicarpus subterraneus (Gymnocactus

99 7 5.14 + 4.56 4.4+ 3.1

subterraneus)

Tabla 3 Respuesta de 12 especies de cactaceas mexicanas a la infeccidn por Agrobacterium rhizogenes
A4. Todos los parametros se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias en medio MS solido con 50 mg/L de
kanamicina y 250 mg/L de Claforan. La media del nimero de raices por Explante se calculo dividiendo
el nimero de raices totales entre los explantes que generaron raiz, se muestra la desviacién estandar
del nimero de raices por explante. La longitud de raiz con su media y desviacion estandar se
determino teniendo en cuenta que no todas las raices tienen el mismo tiempo de crecimiento, puesto
algunas raices salieron al inicio y otras al final del tratamiento.

A partir de los datos que se muestra en la (Tabla 3), las especies que mostraron una
mejor respuesta en un mayor numero de raices por explante son: Echinocactus
grusonnii, Echinocactus platyacanthus (Echinocactus ingens), Ferocactus peninsulaey
Turbinicarpus schmiedickeanus var schmiedickeanus, como también mostraron una

mayor longitud de la raiz en (mm) a excepcion de Turbinicarpus schmiedickeanus var
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schmiedickeanus. A pesar que mostraron buenos resultados, el final del tratamiento
en este sistema donde la variable fue la temperatura (26°C) se observo que la
mayoria de los explantes mostraban un ligero color café, indicando la iniciacion de

necrosis en el tejido vegetal del explante.

Observando las Graficas de la 77 a la 88, el mayor crecimiento se da en los primeros
30 dias de incubacion, tal como se muestra en los dos sistemas de cultivo anteriores,
mientras que el crecimiento del dia 30 al dia 60 fue mucho mas lento hasta cesar por
completo. Es importante destacar que el error estandar que presenta la mayoria de las
graficas (de la 77 a la 88) es muy grande, éste nos permite medir la variabilidad de
dispersion de los valores los cuales encontramos en la muestra, como es el nimero de
raices por explante y la longitud de la raiz, es comin que el error estandar sea muy
grande puesto que estamos hablando de organismo vivos y por tanto cada uno de los
explantes se comporta de manera diferente ya que cada uno es un evento diferente a

pesar de encontrarse en las mismas condiciones.
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Grafica 77. Curva de Creciemiento para la Especie Echinocactus
grusonni, los explantes se encontraban en medio MS solido con 50 mg/L
de kanamicina y 250 mg/L de Claforan, a 26°C en la obscuridad y se
midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior a la infeccién con
Agrobacterium rhizogenes A4, media + error estandar.
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Grafica 79. Curva de Creciemiento para la Especie Ferocactus
peninsulae, los explantes se encontraban en medio MS sélido con 50 mg/L
de kanamicina y 250 mg/L de Claforan, a 26°C en la obscuridad y se
midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior a la infecciéon con
Agrobacterium rhizogenes A4, media + error estandar.
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Grafica 78. Curva de Creciemiento para la Especie AEchinocactus
platyacanthus (Echinocactus ingens), los explantes se encontraban en
medio MS sdlido con 50 mg/L de kanamicina y 250 mg/L de Claforan, a
26°C en la obscuridad y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior
a la infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, media + error estandar.
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Grafica 80. Curva de Creciemiento para la Especie Ferocactus
flavovirens, los explantes se encontraban en medio MS sélido con 50 mg/L
de kanamicina y 250 mg/L de Claforan, a 26°C en la obscuridad y se
midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior a la infeccién con
Agrobacterium rhizogenes A4, media + error estandar.
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Grafica 81. Curva de Creciemiento para la Especie Leuchtenbergia
principis, los explantes se encontraban en medio MS sélido con 50 mg/L
de kanamicina y 250 mg/L de Claforan, a 26°C en la obscuridad y se
midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior a la infeccién con
Agrobacterium rhizogenes A4, media % error estandar.
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Grafica 83. Curva de Creciemiento para la Especie Stenocereus thurberi
var thurberi, los explantes se encontraban en medio MS sélido con 50
mg/L de kanamicina y 250 mg/L de Claforan, a 26°C en la obscuridad y se
midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior a la infeccion con
Agrobacterium rhizogenes A4, media + error estandar.
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Grafica 82. Curva de Creciemiento para la Especie Opuntis amyclea, los
explantes se encontraban en medio MS sélido con 50 mg/L de kanamicina
y 250 mg/L de Claforan, a 26°C en la obscuridad y se midieron a los 0,
15, 30, 45 y 60 dias posterior a la infeccién con Agrobacterium rhizogenes
A4, media + error estandar.
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Grafica 84. Curva de Creciemiento para la Especie Turbinicarpus

schmiedickeanus var schmiedickeanus, los explantes se encontraban en
medio MS sdlido con 50 mg/L de kanamicina y 250 mg/L de Claforan, a

26°C en la obscuridad y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior

a la infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, media  error estandar.
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Grafica 85. Curva de Creciemiento para la Especie Turbinicarpus
schmiedickeanus var schwarzii, los explantes se encontraban en medio MS
sélido con 50 mg/L de kanamicina y 250 mg/L de Claforan, a 26°C en la
obscuridad y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior a la
infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, media £ error estandar.
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Grafica 87. Curva de Creciemiento para la Especie Turbinicarpus
schmiedickeanus var klinkerianus, los explantes se encontraban en medio
MS sdlido con 50 mg/L de kanamicina y 250 mg/L de Claforan, a 26°C en
la obscuridad y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior a la
infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, media £ error estandar.
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Grafica 86. Curva de Creciemiento para la Especie Turbinicarpus laui, 1os
explantes se encontraban en medio MS sélido con 50 mg/L de kanamicina
y 250 mg/L de Claforan, a 26°C en la obscuridad y se midieron a los 0,
15, 30, 45 y 60 dias posterior a la infeccion con Agrobacterium rhizogenes
A4, media + error estandar.
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Grafica 88. Curva de Creciemiento para la Especie Turbinicarpus
subterraneus (Gymnocactus subterreanus), los explantes se encontraban
en medio MS sdlido con 50 mg/L de kanamicina y 250 mg/L de Claforan, a
26°C en la obscuridad y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior
a la infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, media  error estandar.
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V.7 Curvas de Crecimiento de raices presuntamente transformadas
de cactaceas mexicanas en medio MS solido con 50 mg/L de kanamicina y
250 mg/L de Claforan a 20°C, en la obscuridad, asi como la adicion de

diferentes compuestos organicos.

Se eligieron 3 especies que respondieron de manera positiva a la infeccion por
Agrobacterium rhizogenes, de las cuales se tomaron 7 explantes de cada una de
ellas, éstas se resembraron en medio MS con diferentes compuestos organicos
(Extracto de levadura, Hidrolizado de caseina y Agua de coco), en la obscuridad a
20°C.

Longitud de Raiz

Numero de Raices por (mm) (Media +

Clave Especie N Explante (Media +

Desviacion Estandar) 22:;:?;;?;1
Extracto de Malta
67 Echinocactus grusonnii 7 4.71 £ 3.77 23£1.0
165 Ferocactus peninsulae 7 13.57 £ 9.71 49+ 438
29 Stenocereus thurberi var thurberi 7 8.14 £3.34 4.1+3.5
Hidrolizado de Caseina
67 Echinocactus grusonnii 7 14.14 + 14.16 26+15
165 Ferocactus peninsulae 7 14.29 £ 11.91 46 +5.2
29 Stenocereus thurberi var thurberi 7 12.57 £7.93 8.7+7.6
Agua de Coco
67 Echinocactus grusonnii 7 11.71 + 6.58 25+ 14
165 Ferocactus peninsulae 7 11.71 + 13.23 7.1+53
29 Stenocereus thurberi var thurberi 7 6.57 £3.41 7.0 £5.7

Tabla 4 Respuesta de 12 especies de cactaceas mexicanas a la infeccion por Agrobacterium rhizogenes
A4. Todos los parametros se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias en medio MS solido con 50 mg/L de
kanamicina y 250 mg/L de Claforan. La media del nimero de raices por Explante se calculo dividiendo el
numero de raices totales entre los explantes que generaron raiz, se muestra la desviacion estandar del
numero de raices por explante. La longitud de raiz con su media y desviacion estandar se determino
teniendo en cuenta que no todas las raices tienen el mismo tiempo de crecimiento, puesto algunas
raices salieron al inicio y otras al final del tratamiento.

En ocasiones se utilizan mezclas organicas complejas en los medios de cultivo, ya que
se ha visto que éstas en algunos casos estimulan el crecimiento de los tejidos.

El efecto de los complejos organicos se debe a la presencia en ellos de
micronutrientes, fitohormonas y quiza substancias no identificadas, pero requeridas por

los tejidos.
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Se utilizan el agua de coco, el extracto de levadura y de malta, el endospermo de maiz,

el jugo de tomate, de naranja y pifia, y el extracto de platano, entre otros.

En este sistema de cultivo se adiciono tres compuestos organicos para ver si estos
compuestos ayudaban al crecimiento de las raices. Se eligid el agua de coco asi como
el extracto de levadura ya que se ha visto que estimulan el crecimiento de los tejidos,
asi como el hidrolizado de caseina que sirve como fuente de nitrégeno organico

ademas del nitrégeno inorganico que se adiciona en el medio MS.

En el caso de los explantes este sistema no ayudo a incrementar el crecimiento de las
raices, a pesar de esto al hacer un comparativo de los tres compuestos organicos el
mejor para el crecimiento de las raices es el hidrolizado de caseina ya que tanto el
nimero de raices por explante fue mayor asi como la longitud de raiz fue la mejor para
las tres especies seleccionadas (Echinocactus grusonnii, Ferocactus peninsulae,

Stenocereus thurberi var thurberi).
Al igual que los otros sistemas de cultivos ya mencionados, el crecimiento se da

durante los primeros 30 dias, posteriormente el crecimiento fue mucho mas lento hasta

cesar por completo a los 60 dias de incubacion.
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Extracto de Malta
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Grafica 89. Curva de Creciemiento para la Especie Echinocactus
grusonnii, los explantes se encontraban en medio MS sdlido con 50 mg/L
de kanamicina, 250 mg/L de Claforan y Extracto de malta, a 26°C en la
obscuridad y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior a la
infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, media + error estandar.
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Grafica 90. Curva de Creciemiento para la Especie Ferocactus
peninsulae, los explantes se encontraban en medio MS sélido con 50 mg/L
de kanamicina, 250 mg/L de Claforan y Extracto de malta, a 26°C en la
obscuridad y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior a la
infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, media + error estandar.

Grafica 91. Curva de Creciemiento para la
Especie Stenocereus thurberi var thurberi,
los explantes se encontraban en medio MS
sdlido con 50 mg/L de kanamicina, 250
mg/L de Claforan y Extracto de malta, a
26°C en la obscuridad y se midieron a los 0,
15, 30, 45 y 60 dias posterior a la infeccién
con Agrobacterium rhizogenes A4, media %
error estandar.
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Hidrolizado de caseina

3.00

2.50

2.00

1.50

Longitud de Raiz en {mm)

Echinocactus grusonnii

Dias

Grafica 92.

Curva de Creciemiento para la Especie Echinocactus

grusonnij, los explantes se encontraban en medio MS soélido con 50 mg/L

de kanamicina,

250 mg/L de Claforan e hidrolizado de caseina, a 26°C en

la obscuridad y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior a la
infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, media + error estandar.
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Grafica 93. Curva de Creciemiento para la Especie Ferocactus
peninsulae, los explantes se encontraban en medio MS sélido con 50 mg/L
de kanamicina, 250 mg/L de Claforan e hidrolizado de caseina, a 26°C en
la obscuridad y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior a la
infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, media + error estandar.

Grafica 94. Curva de Creciemiento para la
Especie Stenocereus thurberi var thurberi,
los explantes se encontraban en medio MS
sdlido con 50 mg/L de kanamicina, 250
mg/L de Claforan e hidrolizado de caseina, a
26°C en la obscuridad y se midieron a los 0,
15, 30, 45 y 60 dias posterior a la infeccién
con Agrobacterium rhizogenes A4, media %
error estandar.
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Grafica 95. Curva de Creciemiento para la Especie Echinocactus

grusonnii, los

explantes se encontraban en medio MS sélido con 50 mg/L

de kanamicina, 250 mg/L de Claforan y Agua de Coco, a 26°C en la

obscuridad y
infeccién con

se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior a la
Agrobacterium rhizogenes A4, media £ error estandar.
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Grafica 96. Curva de Creciemiento para la Especie Ferocactus
peninsulae, los explantes se encontraban en medio MS sélido con 50 mg/L
de kanamicina, 250 mg/L de Claforan y Agua de Coco, a 26°C en la
obscuridad y se midieron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias posterior a la
infeccion con Agrobacterium rhizogenes A4, media £ error estandar.

Grafica 97. Curva de Creciemiento para la
Especie Stenocereus thurberi var thurberi,
los explantes se encontraban en medio MS
solido con 50 mg/L de kanamicina, 250
mg/L de Claforan y Agua de Coco, a 26°C
en la obscuridad y se midieron a los 0, 15,
30, 45 y 60 dias posterior a la infeccién con
Agrobacterium rhizogenes A4, media =+
error estandar.
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V.8 Especies de cactaceas mexicanas presuntamente transformadas
por Agrobacteruin rhizogenes en el Método Convencional.

Fig. 9 Muestra el crecimiento de raices pilosas a los 15 dias después de la generacién de raiz en
cada explante; Ferocactus peninsulaea (A), Ferocactus rectispinus (C)y a los 45 dias; Ferocactus
peninsulaea (B), Ferocactus rectispinus (D), infectados con A. rhizogenes.

Fig. 10 Muestra el crecimiento de raices pilosas infectadas por A. rhizogenes A4 ; Turbinicarpus
lophophoroides a los 15 dias de la generacion de raices(A); Turbinicarpus lophophoroides a los 45 dias
de generacion de raices (B); Turbinicarpus lophophoroides a los 60 dias de la generacién de raices (C)
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Fig. 11 Muestra el crecimiento de raices pilosas a los 15 dias después de la generacion de raiz en
cada explante; Stenocereus thurberi var thurberi (A), Neobuxbaumia tetetzo (C), Echinocactus
platyacanthus (Echinocactus ingens) (E) y a los 45 dias; Stenocereus thurberi var thurberi (B),
Neobuxbaumia tetetzo (D), Echinocactus platyacanthus (Echinocactus ingens) (F).
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Fig. 12 Muestra el crecimiento de raices pilosas a los 60 dias después de la generacién de raiz en
diferentes especies, las imagenes se tomaron con ayuda de un Estereoscopio; Ferocactus peninsulae
(A, By C); Turbinicarpus lophophoroides (D, E y F); Ferocactus rectispinus (G, H, e 1); Stenocereus

thurberi var thurberi 3, K y L); Neobuxbaumia tetetzo (M, N y Q); Echinocactus grusonnii (P y Q);
Opuntia amyclea (R).

108




En las Figuras 9, 10 y 11 se muestra el crecimiento de raices presuntamente
transformadas de diferentes especies al inicio y en la fase final del tratamiento,
donde se puede apreciar el crecimiento de dichas raices con profusion de pelos
radicales en las raices, caracteristico de la enfermedad de la raiz pilosa que es propia
de la infeccion con Agrobacterium rhizogenes. En la Figura 12 se muestra con mas
claridad (imagenes tomadas con un estereoscopio) el cdmo se desarrollan los pelos
radicales en la raiz que le sirven para una mejor absorcidon de los nutrientes presentes

en el medio.

Las raices formadas tienen un origen clénico; cada raiz se desarrolla generalmente a
partir de una Unica célula vegetal transformada (Tempé y Casse-Delbart, 1989). Esto
hace que los clones de raices transformadas iniciados usando el mismo material y
tecnologia, en distintos sitios de infeccién presenten diferencias en su morfologia, en la
tasa de crecimiento y hasta en los perfiles y concentraciones de metabolitos
secundarios (Mano et al, 1989; Bourgaud et al, 1997). Por ello cada una de las
especies de cactaceas que se sometieron a infeccion con A. rhizogenes, la generacion
de raices fue muy variable ya que no todas las raices presentaban la misma

morfologia.

V.9 Especies de Cactaceas mexicanas presuntamente trasformadas
por Agrobacterium rhizogenes en Condiciones de Luz

Fig. 13  Tratamiento en donde se prueban las condiciones de luz para 12 especies diferentes de
cactaceas mexicanas, para ver el crecimiento de las raices pilosas a 26°C con fotoperiodos de 12hrs.
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Fig. 14 Muestra el crecimiento de raices pilosas a los 0, 15, 30 Y 45 dias después de la generacion
de raiz en cada explante; Stenocereus thurberi var thurberi (A, B, C, D), Ferocactus peninsulae
(E, F G, H), Turbinicarpus schmiedickeanus var schwarzii (1, J, K, L)

Fig. 15 Crecimiento de raices pilosas y cambio de color en las mismas por exposicion a la luz;
Turbinicarpus schmiedickeanus var klinkerianus (A), Turbinicarpus laui (B), Echinocactus platyacanthus (C).

En este sistema de cultivo, se pueden hacer varias observaciones, ya que el
creciemiento fue favorable para casi todas las especies que se eligieron para este
tratamiento donde las variables como la temperatura (26°C) y luz (fotoperiodos de
12). Al comienzo del tratamiento las raices comenzaron a crecer muy rapidamente, asi
como hubo un cambio de coloracidon de las raices donde de ser blancas pasaron a
tomar un color verde y el algunas de ellas color rojizo como se muestra en la Figura

15, y la formacion de tejido calloso con la produccién de betalainas.
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V.10 Especies de Cactaceas mexicanas presuntamente trasformadas

por Agrobacterium rhizogenes en Medio Liquido

Fig. 16 Muestra el crecimiento de raices pilosas a los 90 dias de que se pasaron a Medio Liquido
con 250 gr/L de Claforan a 20°C en la obscuridad; Echinocactus platyacanthus (Echinocactus ingens)
(A), Neobuxbaumia tetetzo (B), Opuntia amyclea (C), Turbinicarpus laui (D).

Fig. 17 Muestra el material para determinar el peso de cada explante en condiciones estériles (A),
y los frascos con medio MS liquido con los explantes en el interior de cada uno de los frascos (B).
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En el sistema de cultivo liquido se observa en la Figura 16, la vitrificacion de algunos
de los explantes (D), la produccion de brotes (C), asi como el ennegrecimiento tisular
causado por la oxidacion de polifenoles presentes en los explantes. Este
ennegrecimiento causa la muerte de los mismo, por tal motivo al terminar el
tratamiento se desecharon varios explantes que presentaron necrosis. Considerando
un tratamiendo no eficiente para la generacion y produccion de raices transformadas.
La vitrificacion del tejido se debe a una serie de desordenes anatémicos, morfoldgicos
y fisiolégicos originados por las condiciones del cultivo que normalmente las causas
son: el exeso de nutrientes , el exceso de carbohidratos, la baja intensidad luminosa, y
sobre todo, la alta humedad relativa y la alta disponibilidad en el medio, que en este
sistema se presento ya que el explante se encontraba totalmente cubierto por el

medio MS liquido.

112



V.11 Especies de Cactaceas mexicanas presuntamente trasformadas
por Agrobacterium rhizogenes en condiciones de incubacion (Temperatura)

Fig. 18 Muestra el crecimiento de raices pilosas a los 15, 30 Y 45 dias después de la generacién de
raiz en cada explante a 26°C en la obscuridad; Ferocactus peninsulae (A, B, C), Turbinicarpus
schmiedickeanus var schwarzii (D, E, F), Stenocereus thurberi var thurberi(G, H, I)

El tratamiento donde la variable fue la temperatura, los resultados no fueron los
esperados puesto que en sistema de cultivo donde la variable fue la luz a 26°C se
observo un buen crecimiento, asi como en el método convencional a 20°C en la
obscuridad, donde también se observaron resultados postivos, en este caso no paso
lo mismo ya que el crecimiento fue demasiado lento y se presento ennegrecimiento

tisular a causa de la oxidacion por polifenoles al igual que en el sistema liquido.
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V.12 Especies de Cactaceas mexicanas presuntamente trasformadas
por Agrobacterium rhizogenes en Medio adicionado con Compuestos

Organicos

Extracto de
Malta

15 Dias

Hidrolizado
de Caseina

Contaminado 60 Dias

IDIES

Agua de
Coco

Fig. 19 Muestra el crecimiento de raices pilosas a los 15, y 60 dias después de la generacion de
raiz a 20°C en la obscuridad; Medio MS con Extracto de Malta a los 15 Dias Echinocactus grusonnii,
Ferocactus peninsulae , Stenocereus thurberi var thurberi (A, B, C); Medio MS con Extracto de Malta
a los 60 Dias Echinocactus grusonnii, Ferocactus peninsulae , Stenocereus thurberi var thurberi (D,
E, F); Medio MS con Hidrolizado de Caseina a los 15 Dias Echinocactus grusonnii, Ferocactus
peninsulae , Stenocereus thurberi var thurberi (G, H, I); Medio MS con Hidrolizado de Caseina a los
60 Dias Echinocactus grusonnii, Ferocactus peninsulae (J, K); Medio MS con Agua de Coco a los 15
Dias Echinocactus grusonnii, Ferocactus peninsulae , Stenocereus thurberi var thurberi (L, M, N);
Medio MS con Agua de Coco a los 60 Dias Echinocactus grusonnii, Ferocactus peninsulae ,
Stenocereus thurberi var thurberi (N, O, P);
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V.13 Pruebas Histoquimicas de la B-glucoronidasa GUS

Fig. 20 Raices transgénicas positivas a la reaccion de la B-glucoronidasa (GUS)1. Se transformaron
cactaceas de varias especies mediante Agrobacterium rhizogenes cepa A4/pESC4, con dos meses en
oscuridad, y después se colocaron los explantes con raiz en luz por una semana, posteriormente se
realizo la prueba de GUS en todas las raices. Se observa evidentemente, la transformacion por la
coloracion azul; Acharagma aguirreana (A), Ariocarpus kotschoubeyanus (B), Astrophytum hibrido
myriostigma  x ornatum  (C), Echinocactus  platyacanthus (D), Echinocactus grusonnii (E),
Echinocactus platyacanthus (Echinocactus ingens) (F), Epithelantha micromeris (G), Escobaria chafteyi
(E. dasyacantha subsp. chaffeyi) (H), Ferocactus glaucescens (1), Ferocactus peninsulae (J),
Ferocactus cylindraceus var cylindraceus (K), Ferocactus flavovirens (L), Ferocactus rectispinus (M),
Leuchtenbergia principis (N), Lophophora williamsii (Lophophora  fricsii) (N), Neobuxbaumia tetetzo

0)
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Fig. 21 Raices transgénicas positivas a la reaccion de la B-glucoronidasa (GUS)2. Se transformaron
cactaceas de varias especies mediante Agrobacterium rhizogenes cepa A4/pESC4, con dos meses en
oscuridad, y después se colocaron los explantes con raiz en luz por una semana, posteriormente se
realizo la prueba de GUS en todas las raices. Se observa evidentemente, la transformacion por la
coloracién azul; Pilosocereus chrysacanthus (A), Stenocereus queretaroensis (B), Stenocereus stellatus
(C), Stenocereus thurberi var thurberi (D), Turbinicarpus schmiedickeanus var schmiedickeanus (E),
Turbinicarpus  schmiedickeanus var schwarzii (F), Turbinicarpus hoferi (G), Turbinicarpus laui (H),
Turbinicarpus lophophoroides (1), Turbinicarpus pseudopectinatus (3), Turbinicarpus schmiedickeanus
var klinkerianus (K), Turbinicarpus subterraneus (Gymnocactus subterraneus) (L), Turbinicarpus

swobodae (M), Turbinicarpus valdezianus (N), Control de limdn transgénico (N), Control de limon
transgénico (O).

De las 42 especies de cactaceas mexicanas que generaron raiz, 30 especies fueron
positivas a la prueba histoquimica GUS. En las Figura 21 y 22 se observa la coloracion
azul, ya que en presencia de un sustrato especifico la B-glucoronidasa cataliza la
produccion de un precipitado azul-indigo indicando la presencia del gen gus en la

raiz; en algunas especies la coloracién azul-indigo también se presento en tejido
normal o tejido calloso.
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V. 14 Reaccion de polimerizacion en cadena (PCR) para las diferentes

especies de cactaceas mexicanas

Especies rol B vir D nptll GUS
Acharagma aguirreana X X 0]
Ariocarpus kotschoubeyanus
Echinocactus platyacanthus
Echinocactus grusonnii
Echinocactus platyacanthus (Echinocactus
ingens)
Escobaria chaffeyi (E. dasyacantha subsp.
chaffeyi)
Ferocactus peninsulae

X X | X X
X X | X X
X X | X X
x X | X X |0O

>
>

Ferocactus cylindraceus var cylindraceus
Ferocactus flavovirens
Ferocactus latispinus var latispinus
Ferocactus rectispinus
Leuchtenbergia principis
Neobuxbaumia tetetzo
Opuntia amyclea
Stenocereus queretaroensis
Stenocereus stellatus
Stenocereus thurberi var thurberi
Turbinicarpus pseudomacrochele var
lausseri
Turbinicarpus schmiedickeanus var
schmiedickeanus
Turbinicarpus schmiedickeanus var
schwarzii

O O X 0O O X X|X |0 X X x| X
O |O OO0 xXx X xXx O O0O|O o0
O O X 0O O X X|X|0 X X x| X
O |O X OO0 X X X O|x x| X

o
>
>
>

Turbinicarpus hoferi
Turbinicarpus laui
Turbinicarpus lophophoroides

X X X X X

Turbinicarpus pseudopectinatus
Turbinicarpus schmiedickeanus var
klinkerianus
Turbinicarpus schmiedickeanus var
schmiedickeanus
Turbinicarpus subterraneus (Gymnocactus
subterraneus)

Tabla 5. Muestra varias especies de cactaceas mexicanas a las cuales se amplificaron cuatro genes
(rol B, Vir D, nptil y GUS) para confirmar la trasformacién genética inducida por la infeccion de
Agrobacterium rhizogenes mediante la técnica de PCR (reaccidn de polimerizacion en cadena)

X X |XxX x| x| X
X O 0|0 X X
X X |XxX x| x| 6 X

>

(0] (0] 0) 0]

X (0] X 0]
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Fig. 22 Deteccion por la técnica de PCR de los genes rolB, virD, nptII y GUS de raices trasformadas
con Agrobacterium rhizogenes de varias especies de cactaceas mexicanas; Turbinicarpus
lophophoroides (1), Ferocactus  peninsulae (2), Turbinicarpus subterraneus (Gymnocactus
subterraneus) (3), Ferocactus rectispinus (4), Turbinicarpus laui (5), Stenocereus stellatus (6),
Turbinicarpus pseudopectinatus (7), Ferocactus cylindraceus var cylindraceus (8). Carril a: primers
para la deteccién del rolB;, carril b: primers para la deteccion de virD, carril ¢ primers para la
deteccidn de nptiI: carril b: primers para la deteccion del gen GUS.
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Fig. 23 Deteccion por la técnica de PCR de los genes rolB, virD, nptlI y GUS de raices trasformadas
con Agrobacterium rhizogenes de varias especies de cactaceas mexicanas; 7Turbinicarpus hoferi (1),
Turbinicarpus schmiedickeanus var klinkerianus (2), Neobuxbaumia tetetzo (3), Echinocactus
platyacanthus (Echinocactus ingens) (4), Echinocactus grusonnii (5), Ariocarpus kotschoubeyanus (6),
Escobaria chaffeyi (E. dasyacantha subsp. chaffeyi) (7), Leuchtenbergia principis (8). Carril a: primers
para la deteccidon del rolB; carril b. primers para la deteccion de virD, carril ¢ primers para la
deteccion de nptIl; carril b: primers para la deteccion del gen GUS.

La PCR constituye una tecnologia poderosa que involucra la sintesis enzimatica /n vitro
de millones de copias de un segmento especifico de ADN. La reaccion se basa en la
hibridacion de un par de oligonucleétidos, disefiados en base a la secuencia de interés
y sintetizados artificialmente, a la secuencia de ADN.
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Estos oligonucledtidos funcionan como iniciadores o cebadores (“primers”) que
delimitan la secuencia a ser amplificada. La primera etapa de la reaccion involucra la
desnaturalizacion del ADN de doble cadena, por elevacion de la temperatura a 92-
95°C. Posteriormente comienzan los ciclos de PCR, que comprenden: desnaturalizacién
de la doble cadena, unioén por complementariedad del cebador al ADN de simple hebra
y replicacion del ADN a partir del cebador, catalizada por la enzima 7ag polimerasa. La
temperatura de unidén de los cebadores al ADN de cadena simple depende de la
secuencia y tamafno del oligonucleétido, asi como de la estrategia especifica de
trabajo, comprendiéndose en términos generales entre los 35-60°C. La fase de sintesis
de ADN complementario se lleva a cabo a la temperatura éptima para que la 7ag
polimerasa realice la replicacion a partir de cada extremo 3~ de los cebadores. Se trata
de una ADN polimerasa termo-resistente aislada de 7hermus aquaticus, bacteria que
vive en fuentes termales. Este ciclo es repetido por algunas decenas de veces y, como
el producto de cada polimerizacién sirve como molde para el siguiente, en cada ciclo se
duplica la cantidad de producto sintetizado. Es necesario tener en cuenta que, ademas
de la enzima, los cebadores y el ADN de interés, para que se produzca la amplificacion
es necesaria la presencia de un medio tamponado y desoxinucledtidos (dNTPs) y
cloruro de magnesio que actia como cofactor de la enzima. El resultado de la reaccion
es un fragmento de ADN de doble cadena cuyos extremos corresponden a los
extremos 5 de los cebadores y su tamaio a la distancia entre los mismos. A pesar de
que se forman moléculas mas largas a partir del molde original en cada ciclo, se
acumulan solo a una tasa lineal y no contribuyen significativamente a la masa final de
secuencia blanco. Después de apenas 20 ciclos se logra mas de un milldn de veces la
cantidad inicial de la secuencia de interés. Esta escala de amplificacion permite, por lo
tanto, iniciar el proceso con cantidades minimas de ADN (del orden de pico o
nanogramos) y terminar la reaccion con grandes cantidades de una secuencia de
interés (Levitus et al., 2010).

Se realizd la PCR a 27 especies de cactaceas mexicanas que dieron positivo a la
prueba histoquimica GUS asi como algunas de las cuales dieron negativo, con el
objetivo de ver la presencia de los genes ro/lB, VirD, nptll y gus en la Tabla 5 se
muestras los resultados de las 27 especies. Se eligieron esos 4 genes ya que es
importante saber si el gen ro/B que es el inductor de la raiz pilosa se encuentra

presente en el tejido vegetal, por otro lado el gen VirD que es el gen de virulencia, al
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momento de realizarse la infeccion este fragmento no es trasferido al genoma vegetal,
por lo que el estar presente indica la presencia de la bacteria en el tejido y puede ser
un falso positivo. El nptllI es un gen de seleccion que permite a las células
transgénicas crecer en un medio de cultivo que contiene el agente selectivo
correspondiente, y por ultimo el gen gus marcador visualizable que posibilita la
observacién directa de las células que lo expresan.

En la (Figura 22) se tiene la amplificacion de los cuatro genes antes mencionados de
8 diferentes especies, donde el gen VirD es negativo, ya que no se amplifico en la
PCR, indicativo que el tejido vegetal esta trasformando expresando los genes
deseados. La (Figura 23) las 8 especies que se les realizo PCR todos los 4 genes que
se amplificaron fueron positivos, lo cual puede ser causa de la presencia de

Agrobacterium rhizogenes en el tejido vegetal, siendo este un falso positivo.
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V. 15 Comparacion del crecimiento de las raices presuntamente
transformadas de Cactaceas en los Diferentes Tratamientos (Método
Convencional Medio Liquido, Condiciones de incubacion (Luz, Temperatura),

y Adicion de compuestos Organico.

Echinocactus grusonnii
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Grafica 98. Curvas de Creciemiento Relativo de Especie Echinocactus grusonnij, en diferentes
sistemas de cultivo; Método convencional, Medio liquido, Condiciones de incubacion (Luz,
Temperartura), Adicion de compuestos organicos al medio (Extracto de malta, Hidrolizado de caseina,
Agua de Coco). El Crecimiento Relativo se obtuvo dividiendo el tamafio o peso de las raices obtenido en
cada medicién entre el tamafio o peso inicial.
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Grafica 99. Curvas de Creciemiento Relativo de Especie Echinocactus platycanthus (Echinocactus
ingens), en diferentes sistemas de cultivo; Método convencional, Medio liquido y Condiciones de
incubacion (Luz, Temperartura). El Crecimiento Relativo se obtuvo dividiendo el tamafno o peso de las
raices obtenido en cada medicion entre el tamafio o peso inicial.
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Grafica 100. Curvas de Creciemiento Relativo de Especie Echinocactus platycanthus, en diferentes
sistemas de cultivo; Método convencional, Condiciones de incubacion (Luz). El Crecimiento Relativo se
obtuvo dividiendo el tamafio o peso de las raices obtenido en cada medicion entre el tamafo o peso
inicial.
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Ferocactus flavovirens

3.8

3.3

2.8

2.3
el )\/1. Convencional

e (. Temperatura

Crecimiento Relativo

1.8

1.3

0.8
0] 10 20 30 40 50 60 70

Dias

Grafica 101. Curvas de Creciemiento Relativo de Especie Ferocactus flavovirens, en diferentes
sistemas de cultivo; Método convencional, Condiciones de incubacién ( Temperartura). El Crecimiento
Relativo se obtuvo dividiendo el tamafio o peso de las raices obtenido en cada medicion entre el
tamano o peso inicial.
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Ferocactus peninsulae
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Grafica 102. Curvas de Creciemiento Relativo de Especie Ferocactus peninsulae, en diferentes
sistemas de cultivo; Método convencional, Medio liquido, Condiciones de incubacion (Luz,
Temperartura) y Adicion de compuestos organicos al medio (Agua de Coco, Extracto de malta,
Hidrolizado de caseina). El Crecimiento Relativo se obtuvo dividiendo el tamafio o peso de las raices
obtenido en cada medicién entre el tamano o peso inicial.
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Grafica 103. Curvas de Creciemiento Relativo de Especie Opuntia amyclea, en diferentes sistemas de
cultivo; Método convencional, Medio liquido, Condiciones de incubacién (Luz, Temperartura). El
Crecimiento Relativo se obtuvo dividiendo el tamafio o peso de las raices obtenido en cada medicién
entre el tamafio o peso inicial.
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Grafica 104. Curvas de Creciemiento Relativo de Especie Opuntia robusta, en diferentes sistemas de
cultivo; Método convencional, Condiciones de incubaciéon (Luz). El Crecimiento Relativo se obtuvo
dividiendo el tamafio o peso de las raices obtenido en cada medicién entre el tamario o peso inicial.
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Stenocereus thurberi var thurberi
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Grafica 105. Curvas de Creciemiento Relativo de Especie Stenocereus thurberi var thurberi, en
diferentes sistemas de cultivo; Método convencional, Medio liquido, Condiciones de incubacion (Luz,
Temperartura), Adicion de compuestos organicos al medio(Extracto de malta, Hidrolizado de caseina y
Agua de coco). El Crecimiento Relativo se obtuvo dividiendo el tamaiio o peso de las raices obtenido en
cada medicion entre el tamafio o peso inicial.
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Turbinicarpus laui
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Grafica 106. Curvas de Creciemiento Relativo de Especie Turbinicarpus laui, en diferentes sistemas
de cultivo; Método convencional, Medio liquido, Condiciones de incubacién (Luz, Temperartura). El
Crecimiento Relativo se obtuvo dividiendo el tamafio o peso de las raices obtenido en cada medicion
entre el tamano o peso inicial.
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Turbinicarpus subterraneus
(Gymnocactus subterraneus)
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Grafica 107. Curvas de Creciemiento Relativo de Especie Turbinicarpus subterraneus (Gymnocactus
subterraneus), en diferentes sistemas de cultivo; Método convencional, Medio liquido, Condiciones de
incubacion (Luz, Temperartura). El Crecimiento Relativo se obtuvo dividiendo el tamafio o peso de las
raices obtenido en cada medicién entre el tamario o peso inicial.
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Turbinicarpus schmiedickeanus
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Grafica 108. Curvas de Creciemiento Relativo de Especie Turbinicarpus schmiedickeanus var
klinkerianus, en diferentes sistemas de cultivo; Método convencional, Medio liquido, Condiciones de
incubacion (Luz, Temperartura). El Crecimiento Relativo se obtuvo dividiendo el tamafio o peso de las
raices obtenido en cada medicion entre el tamafio o peso inicial.
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Turbinicarpus schmiedickeanus
var schwarzii
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Grafica 109. Curvas de Creciemiento Relativo de Especie Turbinicarpus schmiedickeanus var
schwarzii, en diferentes sistemas de cultivo; Método convencional, Condiciones de incubacién (Luz,
Temperartura). El Crecimiento Relativo se obtuvo dividiendo el tamafio o peso de las raices obtenido en

cada medicién entre el tamafio o peso inicial.
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Grafica 110. Curvas de Creciemiento Relativo de Especie Turbinicarpus schmiedickeanus var
schmiedickeanus, en diferentes sistemas de cultivo; Método convencional, Condiciones de incubacién
(Luz, Temperartura). El Crecimiento Relativo se obtuvo dividiendo el tamafio o peso de las raices
obtenido en cada medicién entre el tamafio o peso inicial.
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Los resultados se muestran en unidades de crecimiento relativo para poder hacer un
comparativo de todos los sistemas de cultivo y poder determinar cudl es el sistemas
mas eficiente para el crecimiento de la raices transgénicas de las diferentes especies
de cactdceas mexicanas. Este valor se obtiene dividiendo el tamafio (o peso) de las
raices obtenido en cada medicién entre el tamano o peso inicial. Por tanto el valor
inicial siempre sera 1 y conforme las raices crecen se obtienen valores por encima de

1, por lo cual todos los tratamientos se encuentran en la misma escala.

Este estudio que compara los diferentes sistemas de cultivo para diferentes especies
de cactaceas mexicanas, se observa que en la mayoria de las especies el mejor
sistema de cultivo es el Método Convencional, seguido sistema de incubacion (Luz). En
las graficas (99, 101, 104, 106, 107, 108 y 110) es evidente que el método
convencional (20°C en la obscuridad) es en el que se da el mejor crecimiento a
comparacion de los otros sistemas de cultivo [medio liquido, condiciones de incubacién
(luz, temperatura) y adicién de compuestos organicos]. Por otro lado las graficas (98,
100, 102, 105 y 109) muestran que el mejor crecimiento se da en el sistema de

incubacion (luz).
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V. 16 Cromatografia TLC y Analisis por Diferentes Sistemas de

Deteccion; UV-365nm, Reactivo de Dragendorff y Reactivo de Marquis

IEX XX NcX X XX

-

Fig. 24 Cromatografias de las raices trasformadas y tejido vegetal no transformado (/in vitro y in vivo),
la placa se expuso a UV 356nm, Ariocarpus kotschoubeyanus (A,B), Echinocactus grusonnii (C, D),
Echinocactus platyacanthus (Echinocactus ingens) (E, F), Ferocactus peninsulae (G, H), Stenocereus
thurberi var thurberi (1, 1), Turbinicarpus schmiedickeanus var schwarzii (K, L), Turbinicarpus laui (M,
N), Turbinicarpus lophophoroides (O, P),  Turbinicarpus pseudopectinatus (Q, R), Turbinicarpus
schmiedickeanus var klinkerianus (S, T). Nota, el primer carril corresponde a la especie trasformada y

el sequndo al tejido vegetal no trasformado.

Los extractos obtenidos de raices trasformadas, y de tejido vegetal no transformado
(in vitro, in vivo, Figuras 24, 25, 26 y 27) fueron sometidos a ensayos de
cromatografias en capa fina y revelados por exposicién de la placa a luz ultravioleta
(365 nm), a los reactivos de Dragendorff y Marquis. Las especies a las cuales se le
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realizo el ensayo fueron positivas a GUS y amplificaron positiva por PCR de los genes
(rol B, vir D, nptll, gus) a excepcion de Stenocereus thurberi var thurberi que no

amplifico para ninguno de los genes antes mencionados.

Se observa en la Figura 24 que los metabolitos secundarios son muy semejantes los
extractos de las raices transformadas vy tejido vegetal no transformadas, a excepcion
de los metabolitos que se manifiestan en color rojo intenso que corresponden al tejido
vegetal no transformado. También se observa que en el carril (E) que es extracto de
raiz trasformada correspondiente a la especie Echinocactus platyacanthus
(Echinocactus ingens), donde se muestra una mancha mucho mas intensa que en el

carril (F) correspondiente a la misma especie de tejido vegetal no transformada.

En la Figura 25 muestra el revelado con el reactivo Dragendorff, reactivo que detecta
metabolitos secundarios del tipo alcaloide (purinas y efedrina) (Wagner y Bladt, 1996),
las manchas observan patrones semejantes de las raices trasformadas y tejido
vegetal no transformado, en el carril E y F correspondiente a la especie Echinocactus
platyacanthus (Echinocactus ingens) se sigue observando una mancha en el carril del

extracto de la raiz transformada.

Se muestra en las Figura 26 y 27 el revelado con el reactivo de Marquis, reactivo que
detecta metabolitos secundarios derivados del opio (Wagner y Bladt, 1996), las
manchas observan patrones semejantes de las raices trasformadas vy tejido vegetal
no transformado en todas las especies, las placas se observaron a luz visible (placa 1)

y en luz ultravioleta (356nm) (placa 2).

137



Fig. 25 Cromatografias de las raices trasformadas vy tejido vegetal no transformado (in vitro y in vivo),

la placa se revel6 con el reactivo de Drgendorff; Ariocarpus kotschoubeyanus (A,B), Echinocactus

grusonnii (C, D), Echinocactus platyacanthus (Echinocactus ingens) (E, F), Ferocactus peninsulae (G,

H), Stenocereus thurberi var thurberi (1, 1), Turbinicarpus schmiedickeanus var schwarzii (K, L),

Turbinicarpus laui (M, N), Turbinicarpus lophophoroides (O, P), Turbinicarpus pseudopectinatus (Q, R),
Turbinicarpus schmiedickeanus var klinkerianus (S, T). Nota, el primer carril corresponde a la especie
trasformada y el segundo al tejido vegetal no trasformado.
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Fig. 26 Cromatografias de las raices trasformadas y tejido vegetal no transformado (/n vitro y in
vivo), la placa se reveld con reactivo de Marquis, la placa 1 vista en luz visible y placa 2 vista en UV
356nm; Ariocarpus kotschoubeyanus (A,B), Echinocactus grusonnii (C, D), Echinocactus platyacanthus
(Echinocactus ingens) (E, F), Ferocactus peninsulae (G, H), Stenocereus thurberi var thurberi (1, J).
Nota, el primer carril corresponde a la especie trasformada y el segundo al tejido vegetal no

trasformado.
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Fig. 27 Cromatografias de las raices trasformadas vy tejido vegetal no transformado (in vitro y in
vivo), la placa se revelé con reactivo de Marquis, la placa 1 vista en luz visible y placa 2 vista en UV
356nm; Turbinicarpus schmiedickeanus var schwarzii (A, B), Turbinicarpus laui (C, D), Turbinicarpus
lophophoroides (E, F), Turbinicarpus pseudopectinatus (G, H), Turbinicarpus schmiedickeanus var
klinkerianus (I, J). Nota, el primer carril corresponde a la especie trasformada y el segundo al tejido

vegetal no trasformado.
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V. 17 Raices Después de los Tratamientos

Fig. 28 Raices transformadas después de los sistemas de cultivo. Turbinicarpus schmiedickeanus var
schwarzii (A, B, C), Turbinicarpus lophophoroides (D, E, F), Ferocactus peninsulae (G, H, 1),
Turbinicarpus laui (3), Turbinicarpus pseudopectinatus (K, L).

Después de los tratamientos varias de las especies presentaron crecimiento, por lo
cual se pasaron a recipientes mas amplios para ver como se comportaban, por lo que
en la figura 28 se observa que varias de las especies tuvieron una respuesta positiva

al cambio de recipiente, donde se gener6 raiz , tejido calloso, y brotes.
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VI. DICUSION

Los eventos efectuados en el trabajo de tesis, fue la trasformacién con Agrobacterium
rhizogenes en 52 especies de cactaceas mexicanas para la generacion y cultivos de
raices transformadas con el objeto que por medio de métodos cualitativos
determinar si las raices transformadas contienen los mismos metabolitos secundarios
y en la misma cantidad que el tejido normal. Asi también ver cuales son las mejores
condiciones para el cultivo de dichas raices. Al efectuar la trasformacion genética en
las 52 especies de cactaceas mexicanas se dan varias etapas para que la infeccion

sea exitosa.

Para la confirmacion de dicho éxito se pueden realizar varias pruebas que con ayuda
de genes marcadores se puede saber si el tejido vegetal contiene en su genoma
genes procedentes de la bacteria. Por tal razdn la bacteria que se utilizo en este
proyecto es la cepa de Agrobacterium rhizogenes A4 con el vector binario pESC4 que
contiene en la regidn de ADN-T el gen nptiI con el promotor y terminador nos, y el
gen gus con el promotor caby el terminador ocs (Gonzalez Diaz, 2006). Los genes
marcadores que contiene la bacteria son el gen nptiIl y el gen gus , son genes que
otorgan a la células transgénicas que lo expresan una importante ventaja, con
respecto a las células no transgénicas, al permitirles crecer en un medio de cultivo que
contiene un agente selectivo correspondiente como es el caso del gen nptil, que
codifica para una proteina que confiere resistencia a agentes fitotdxicos como
antibidticos o herbicidas, las células que lo expresen podran crecer y desarrollarse en
medio de cultivo que contenga dichos agentes selectivos mientras que las células no
transgénicas no lo haran (seleccion negativa). El gen gus es un marcador visualizable

que posibilita la observacion directa de las células que lo expresan.

Teniendo en cuenta lo antes dicho, para confirmar la naturaleza transgénica en cada
una de las especies de cactaceas que fueron infectadas con Agrobacterium rhizogenes,
fue mediante la adicion de Kanamicina al medio de seleccién, puesto que el gen
nptiI es un gen que codifica para la 3-fosfotrasferasa e inactiva por fosforilacion una
amplia gama de antibidticos aminogltcidos como lo es la kanamicina, por tal razon la
kanamicina inhibe el crecimiento de células no trasformadas donde se da un proceso

de necrosis del tejido hasta la muerte de aquellos explantes que no estan
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presuntamente trasformados, al contrario de los explantes que mostraron un

crecimiento normal en el medio de seleccion.

Otra prueba que se realizo fue un ensayo histoquimico para la B-glucoronidasa, ya
que es una prueba contundente de que ocurrié un evento de trasformacion, por lo
que el ensayo es especifico para la actividad de la B-glucoronidasa. El promotor cab
que contiene el gen gus es inducible por luz, dado que este promotor fue tomado del
gen que codifica para las proteinas que unen clorofilas “a” y “b” que participan en la
fotosintesis, fue necesario sacar las raices a la luz por mas de una semana con el fin
de encender este promotor. Ahora el gen gus fue tomado de la bacteria £. colj, éste
codifica para la produccién de la B-glucoronidasa, ya que esta proteina no es propia de
las plantas, el gen se utiliza como marcador para la detectar el éxito de una
trasformacién con la presencia de una coloracion azul en el sitio de actividad de la

enzima, indicando la presencia del gen en el las células vegetales.

De las 52 especies sometidas a trasformacion, 42 de ellas generaron raiz, donde el
género Turbinicarpus sp. fue susceptible a la trasformacion ya que de las 14 especies
que de éste género, las 14 generaron raiz, teniendo en cuenta que este género esta
en peligro de extincion ademas que son cactaceas de talla pequefia por lo que se
imposibilita el estudio y aprovechamiento de este género, también el género
Ferocactus sp., de las 9 especies que se trasformaron de éste género, 7 generaron
raiz; no fue el caso para el género Astrophytum sp., ya que de las 6 especies que se
trasformaron solo una generd raiz y en un solo explante. Esto sugiere que hay

géneros mas susceptibles a la trasformacidn con Agrobacterium rhizogenes A4.

Al realizar la trasformacion se observo la oxidacién de los explantes en el cocultivo en
medio sdlido, este fendmeno se presento al elevado contenido de compuestos
fendlicos y nitrogenados (Trease y Evans, 1987). Por lo que esta condicidn se erradico
en medida utilizando en el cocultivo liquido antioxidantes como el acido ascorbico y

acido citrico, evitando asi la necrosis de los explantes (Gonzalez et al, 2006).

Se observo que el mejor crecimiento de las raices se da durante los primeros 30 dias,
esto se puede deber a que el medio MS en el que se encuentra contiene los nutrientes

necesarios para un buen crecimiento, pero a medida que pasa el tiempo el medio se
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va agotando, evitando asi que la raiz pueda absorber los nutrientes y evitar un el

desarrollo de crecimiento de las raices.

Para la cuantificacién y la medicion de cada una de las raices en los diferentes
explantes de las 52 especies transformadas, se observo que el niumero de raices por
explante es muy variable en todas las especies por lo que tenemos errores estandar
casi iguales a los de la media, indicando que a pesar de ser explantes de la misma
especie todos se comportan diferente. Una probable explicacion es que cada célula
que compone al explante puede ser mayormente susceptible a la infeccién y a la
probable trasformacion que otras células, lo que da como resultado que un solo
explante presente un gran nimero de raices y otro explante de la misma especie

presente solo una raiz (Gonzalez et al., 2006).

Al realizar los diferentes sistemas de cultivo; convencional, liquido, incubaciéon (luz y
temperatura), y la adiciéon de diferentes compuestos organicos (extracto de malta,
hidrolizado de caseina, y agua de coco), se observo que los mejores sistemas de
cultivo para que las raices se desarrollen mejor, fueron el sistema convencional y el
sistema de incubacidn en luz, ya que el crecimiento fue considerablemente mayor
que los otros sistemas de cultivo. Las raices que crecieron en el sistema de incubacién
en luz presentaron en la raiz gran pilosidad que es caracteristico de la enfermedad de
la raiz pilosa, ya que este fenotipo es producto de los genes rol, también presentaron
un engrosamiento de raiz, una coloracidon verde y un geotropismo positivo indicativo
de actividad fotosintética. Esto se explica cdmo efectos debidos a la introduccion y
expresion de los genes involucrados en la transformacion, alteran vias morfogénicas
(Tepfer, 1991). Por otro lado también se observo el desarrollo de tejido calloso en el
explante (Figura 15) que puede deberse a la exposicion del explante el medio MS 6
bien a la produccion intrinseca de citocininas por el explante. De las raices generadas
también se presento el crecimiento de raices nuevas en el explante que se explica con
el hecho de que las cactaceas tienen ciclos internos de desarrollo de raices
secundarias cuya funcion es la absorcion de agua y presentan su crecimiento antes del
periodo de lluvias, preparandose para tener una mayor superficie de absorcion
(Anderson 2001) en otras palabras, sus células podrian reconocer ciclos fisioldgicos

internos.
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Cuando se resembrd los explantes en un medio MS nuevo, esto es que los explantes
eran sometidos a estrés, ya que sufrian incisiones (heridas en el tejido vegetal), la raiz
era retirada de explante para ser cultivada de forma individual, asi también el pasar
los explantes de una caja petri a un recipiente mas amplio, donde las raices tenian un
mayor contacto con él oxigeno, se observd un desmesurado crecimiento de raices
(Figura 28), tal fue el caso para Turbinicarpus lophophoroides que se ha logrado la

micropropagacion de la raiz de forma individual.

Otra de las pruebas para la confirmacién de los genes en el genoma vegetal fue la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se efectué con ADN de 27 diferentes
especies de cactaceas mexicanas, de las 30 especies que fueron positivas a GUS no se
contaba con suficiente material, por lo que se trabajo con 23 especies que fueron
positivas a GUS y 4 especies que fueron negativas a la prueba GUS. De las cuales 9
fueron positivas a los genes; rol/ B, nptll y gus, siendo negativas para el gen vir D,
este gen debe de dar negativo ya que al realizar la trasformacidon el gen de virulencia
no se trasfiere al genoma vegetal, solo ayuda al T-ADN a entrar en el genoma vegetal,
por tanto este gen nos sirve como control para no tener un falso positivo, ya que
puede darse el caso de que al extraer el ADN vegetal, la bacteria todavia esté
presente en el explante y sea el ADN de la bacteria lo que estemos analizando en vez
de ADN vegetal. También de las 27 especies analizadas 9 de ellas fueron positivas a
todos los genes ya antes mencionados, lo que indica que la bacteria todavia se
encontraba presente en el explante al momento de realizar la extraccion del ADN
vegetal. Se muestran una serie de evidencias que permite asegurar que el proceso de
trasformacion fue exitoso, como la generacidn de raices, el crecimiento en kanamicina,
el resultado positivo al ensayo GUS y la observacion de los insertos (ro/ B, nptlly gus)

en los productos de amplificacion (tabla 5).

En la obtencion de los extractos de metabolitos secundarios del tipo alcaloide de
raices trasformadas y tejido vegetal no transformado, se observd que tanto las raices
transformadas asi como el tejido vegetal no transformado sintetizan metabolitos
secundarios tipo alcaloide (figura 24, 25, 26 y 27), sin embargo en la mayoria de los
extractos del tejido vegetal no transformado se observd mayor concentracién de
metabolitos secundarios y en ocasiones presento mayor numero de metabolitos

secundarios en comparacion de las raices trasformadas. Tal no fue el caso para la
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especie de Echinocactus platyacanthus (Echinocactus ingens) que presentd una mayor
concentracion de metabolitos secundarios tipo alcaloide en el extracto de las raices
transformadas y que se observa en los tres sistemas de deteccién; UV visible
(356nm), reactivo de Dragendorff y Marquis. La especie Turbinicarpus laui muestra un
patrén similar al extracto de raices transformadas y el tejido vegetal no transformado
(Figura 24). En Revelado con Reactivo de Dragendorff, que es un reactivo para
determinar metabolitos secundarios tipo purinas y efedrinas (Wagner y Bladt, 1996),
como se muestra en la Figura 25 las especies Ariocarpus kotschoubeyanus,
Echinocactus grusonnii, Echinocactus platyacanthus (Echinocactus ingens), Ferocactus
peninsulae presentan este tipo de alcaloides. Para el revelado con reactivo de Marquis
que detecta metabolitos secundarios derivados del opio (Wagner y Bladt, 1996).

La extraccion de metabolitos secundarios se puede ver afectada por la cantidad de
raiz trasformada, asi como de tejido vegetal no trasformado que se utiliza para cada
especie, puesto que no fue la misma cantidad de tejido debido a que no de todas las
especies contabamos con material suficiente para esta prueba. Ya que las pruebas
realizadas son cualitativas y no cuantitativas, la cantidad de tejido utilizado para cada

especie no tiene que ser un peso determinado.

En la placa vista a Luz visible y a UV 356nm, muestra que las especies; Ariocarpus
kotschoubeyanus, Echinocactus grusonnii, Echinocactus platyacanthus (Echinocactus
ingens), Ferocactus peninsulae, Turbinicarpus  schmiedickeanus var schwarzii,
Turbinicarpus lophophoroides, Turbinicarpus pseudopectinatus, mostraron mayor
concentracion de metabolitos secundarios en tejido vegetal no trasformada en
comparacion de las raices trasformadas. Por otro lado Echinocactus platyacanthus
(Echinocactus ingens) presento mayor concentracion de un metabolito secundario en
la raiz trasformada en comparacién del tejido vegetal no transformado. 7urbinicarpus
laui presenta un patrén similar de metabolitos secundarios tanto en la raiz trasformada

como en el tejido vegetal no trasformado.

Las placas que se revelaron con el reactivo de Dragendorff, Ariocarpus
kotschoubeyanus, presento un patron similar de los metabolitos secundarios en raiz
trasformada como en el tejido vegetal no trasformado. Echinocactus platyacanthus

(Echinocactus ingens), Turbinicarpus schmiedickeanus var schwarzii, Turbinicarpus
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lophophoroides y Turbinicarpus pseudopectinatus, tienen una mayor concentracion
de metabolitos secundarios en raices trasformadas que en tejido vegetal no
transformado, por otro lado Echinocactus grusonnii y Turbinicarpus laui presentaron
menor concentracion de metabolitos secundarios en raiz transformada que en tejido

vegetal no transformado.

El revelado de las placas de silice gel con el reactivo de Marquis se observa que,
Arfocarpus kotschoubeyanus, Echinocactus grusonnif, presentan mayor concentracion
de metabolitos secundarios en tejido vegetal no trasformado que en raices
transformadas. Por otro lado Echinocactus platyacanthus (Echinocactus ingens) tiene
mayor concentracion de metabolitos secundarios en raiz trasformada que en tejido
vegetal no trasformado. Mientras que Turbinicarpus schmiedickeanus var schwarzii,
Turbinicarpus laui, Turbinicarpus lophophoroides,  Turbinicarpus pseudopectinatus,
Turbinicarpus schmiedickeanus var klinkerianus, tiene un  patrén  similar de
metabolitos secundarios en raiz transformada, que en tejido vegetal no transformado,
lo que sugiere que no hay alteracion en las rutas de biosintesis implicadas para dichos

metabolitos en las especies antes mencionadas.

Los resultados obtenidos de éste trabajo de tesis indican que sera necesario
continuar con la investigacion donde se logre una produccién abundante de raices
como es el caso de los biorreactores, asi como la identificacion de los metabolitos
secundarios encontrados en los extractos, implementando un analisis mediante la
cromatografia de gases acoplado a masas, y ver su utilidad en las areas medico,

industrial y farmacéutica.
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VII. CONCLUSIONES

Se probo que la cepa Agrobacterium rhizogenes A4
pESC4, es altamente efectiva en la trasformacion de cactaceas mexicanas

para la generacién de raices transgénicas.

Se probaron 52 especies de cactaceas Mexicanas,
encontrandose que el 81% generaron raices presuntamente transformadas. Las
especies Echinocactus grusonnil, Echinocactus platyacanthus (Echinocactus
ingens), Opuntia amyclea, Opuntia ficus- indica, Stenocereus thurberi var
thurberi, Turbinicarpus schmiedickeanus var klinkerianus y Turbinicarpus laui

presentaron un mayor porcentaje de explantes que generaron raiz.

Las especies Echinocactus platyacanthus, Echinocactus
grusonnii, Ferocactus peninsulae, Ferocactus rectispinus, Stenocereus thurberi
var thurberi Turbinicarpus — schmiedickeanus var schwarzij, Turbinicarpus
pseudopectinatus y Turbinicarpus schmiedickeanus var klinkerianus presentaron

un mayor nimero de raices por explante

De las 42 especies de cactaceas mexicanas que
generaron raiz, solo 30 de ellas fueron positivas a la prueba GUS, siendo éstas;
Ariocarpus kotschoubeyanus, Astrophytum hibrido myriostigma x ornatum,
Echinocactus grusonnii, Echinocactus platyacanthus (Echinocactus ingens),
Epithelantha micromeris, Escobaria chaffeyi (E. dasyacantha subsp. chaffeyi),
Ferocactus  glaucescens, Ferocactus peninsulae, Ferocactus rectispinus,
Pilosocereus  chrysacanthus, Turbinicarpus  hoferi, Turbinicarpus

pseudopectinatus, que presentaron mas del 75% de actividad GUS.

Se observo que el mayor crecimiento de la raiz se da en
los primeros 30 dias después de cada subcultivo.
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El sistema de incubacidon en luz presento mejores
resultados en el crecimiento de raices trasformadas a comparacién de los otros

sistemas de cultivos probados durante peste trabajo.

Las raices trasformadas presentaron pilosidad en la raiz,
indicativo del gen ro/B, asi como variantes morfoldgicas como; geotropismo
positivo, pigmentacion verde a la exposicion a la luz, desarrollo de tejido calloso

con pigmentacion, indicativo de actividad fotosintética.

De las 27 especies que se amplificaron los genes (ro/B,
virD, nptll'y gus) por la técnica de PCR, 9 de ellas fueron positivas para ro/B,
nptll'y gus, Esto indica que la bacteria Agrobacterium rhizogenes inserto su T-

ADN en el genoma vegetal.

Los extractos obtenidos de raices generadas in vitro y
tejido vegetal (in vitro, in vivo), demostraron la sintesis de metabolitos
secundarios tipo alcaloide (opinas, purinas y efedrina) por medio de

cromatografia en capa fina.

Se demostrd la posibilidad de generar y cultivar raices
transformadas de 42 especies de cactaceas mexicanas. Estas raices podrian ser
la base de un sistema biotecnoldgico que permita la produccidon de metabolitos
secundarios de cactaceas sin la necesidad de colectar plantas de su habitat

natural.
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Aux:
DNA:
dNTPs:
EDTA:
gus:
PM:
MS:
nptir.
ORF:
frames)
pb:
PCR:
pRi:
pTi:
rol:
rpm:
TAE:
T-DNA:
TLC:
vir:

x-Glu:

VIII. GLOSARIO

Gen para la formacion de auxinas
Acido desoxyrribonucleico
Desoxinucleétidos trifosfato

Acido etilendiaminotetracético

Gen de la B-glucuronidasa
Marcador de peso molecular

Medio de cultivo Murashige y Skoog
Gen de la neomicina fisfotransferasa

Regiones codificadoras, marcos de lectura abierta (open reading

Pares de bases

Reaccién en cadena de la polimerasa
Plasmido inductor de raices
Plasmido inductor de tumores

Genes inductores de raices
Revoluciones por minuto

Tampodn Tris-acido acético-EDTA

ADN transferido

Cromatografia de capa fina

Genes de virulencia

Sustrato cromogénico (5-bromo-4-chloro-3-indolyl -
Dglucordnido)
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X. ANEXOS

KANAMICINA 50mg/ml (Stock)

Para preparar 25ml de kanamicina 50mg/ml, se peso 1.25gr de kanamicina en un vaso de
precipitado estéril y posteriormente se disolvid en 25ml de agua destilada estéril, una vez
ya disuelta la kanamicina se filtro con ayuda de una jeringa y filtro estéril, para la
eliminacion de cualquier contaminante, después se distribuyo en tubos eppendorf estériles
(1000 pl por tubo)

Nota: todo bajo condiciones axénicos (campana de flujo laminar)

RIFAMPICINA 50mg/ml (Stock)

Una capsula de rifampicina de 300mg se disolvid en 6 ml de etanol absoluto para obtener

Rifampicina de 50mg/ml en un frasco ambar.
ACIDO CITRICO Y ASCORBICO 100mg/ml (Stock)

100mg ---- iml 2gr/20ml de agua destilada
X=2000mg --- 10ml

Se pesaron 2gr de acido citrico y asi como 2gr de ac. Ascérbico y se diluyeron en 20 ml de
agua destilada y se filtraron con una jeringa vy filtro (0.22 micras) estériles, todo se realizo
en campana de flujo laminar. Posteriormente se colocaron 500 ul en 41 tubos eppendorf

estériles, y se almacenaron a -20°C

STET
10 mM Tris HCI pH 8
0.1 M NaCl
imM EDTA pH8
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5% p/v Triton X-100

*STET + lisozima: 7.5mg de lisozima / 10ml de STET

Las soluciones de tomaron de laboratorio previamente preparadas (soluciones stock)

Dilucion 1:100 para Tris HCI pH8 1M
Para 10ml se tomaron 100pl de Tris HCI 1M

Dilucién 1:50 de NaCl 5M
Para 100ml se tomaron 200l de NaCl 5M

Dilucién 1:500 de EDTA 0.5M (500mM)
Para 10ml se tomaron 20 pl de EDTA 0.5M

Triton X-100 5% p/v

1000ml ----- 5gr
10ml - 0.05gr

Para 10ml de solucion STET se pesaron 0.05gr de Triton, luego se agregan todos los

compuestos ya mencionados y se afora a un volumen final de 10ml con agua desionizada

estéril.

2X Read Mix REDTaq Sigma

MgCl2 numero de catalogo R2648

Tris- HCI 20mM
pH 8.3

KCI 100mM
MgCI2 3mM
Gelatina 0.002%

Mezcla dNTP 0.4mM (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

Estabilizadores



0.06 U/pl de Tag ADN Polimeraza

PREPARACION DE MEDIO DE CULTIVO MS

Preparacion de las soluciones concentradas para el medio MS.

SOLUCION A.

Concentracion: 1 000 X. Volumen: 50 mL

Cloruro de calcio CaCl; - 2H,0  22.000 g

SOLUCION B.

Concentracion: 1 000 X. Volumen: 50 mL

Yoduro de potasio KI 41.50 mg
Cloruro de cobalto CoCl; - 6H,O 1.25mg
SOLUCION C.

Concentracion: 400 X. Volumen: 50 mL

Fosfato monobasico de K KH,PO4 3.400 g
Ac. borico H3BO:s 0.124 ¢
Molibdato de sodio NaMoO4 0.005g
SOLUCION D.

Concentracion: 400 X. Volumen: 50 mL



Sulfato de magnesio MgSO4 -7 H,O 7.400 g
Sulfato de manganeso MnSO;, - H,O 0.340¢

Sulfato de zinc ZnS0; - 7H,O0 0.172 g
Sulfato de cobre CuSO4 - 5H,0  0.50 mg
SOLUCION E.

Concentracion: 200 X. Volumen: 100 mL

Sulfato ferroso Fe SO4-7 H,O 0.557 g
EDTA disddico Na; EDTA 0.745 g

Se disolvi6 ambos componentes por separado, para se requirid calentar. Luego se agrego

poco a poco la solucién de Fe a la de EDTA y se aforo. La mezcla debe de quedar de color
amarillo sin precipitados.

SOLUCION F.

Concentracion 100 X. Volumen: 100 mL

Glicina 20.00 mg
Piridoxina HCl 5.00 mg
Ac. nicotinico 5.00 mg
Tiamina HCI 1.00 mg
Mio inositol 1.00 g

Las soluciones se almacenan en frascos limpios (lavados y enjuagados con agua destilada)

y en refrigeracion.

Cuando ya se tienen las soluciones stock preparadas, se utilizan para la preparacion de
medio MS



Solucion Volumen (ml)
A 1
B 1
C 2.5
D 2.5
E 5
F 10

Posteriormente se pesan, afiaden y se agitan hasta disolver los siguientes compuestos:

Sacarosa 30.00g
Nitrato de potasio 1.90g
Nitrato de amonio 1.65¢

Luego que los compuestos se han disuelto, se ajusto el pH del medio a 5.7 con NaOH 1N o
HCI 1N, y luego se aforo con agua destilada.

Para medio de cultivo liquido

El medio liquido se vacia en los recipientes que se utilizan para la transformacién
(recipientes con 45 y 90 ml de medio liquido), se esterilizan a 121°C por 20min, se sellan y

se almacenan para su posterior uso.

Para medio de cultivo solido

Se pesan 8 g/L de agar como gelificante y se afiade al medio en un matraz de 1L (con una
mosca para agitacion dentro del matraz), posteriormente se esteriliza a 121°C por 20 min y
una vez esterilizado se pone en agitacion para disolver el gelificante. Una vez que el medio
se encuentra a una temperatura de 35°C se vacia en cajas petri (30ml por caja petri), todo
en condiciones asépticas (campana de flujo laminar asi como material estéril), cuando el

medio se enfria se sellan las cajas y se refrigeran para luego ser usadas.



Para medio de seleccidon se sigue el mismo procedimiento, solo que antes de vaciar a cajas
petri se afiade la 50 mg/L de kanamicina como agente selectivo y 250 ml/L de Claforan*

para eliminar la bacteria.

*Esterilizado por filtracion

SOLUCION DE EXTRACION DE ADN POR EL METODO DE BROMURO DE
CETLDIMETILETILAMONIO (CTAB)

CTAB 4%

NaCl 1.4M

Tris HCI pH8 100mM

B-mercaptoetanol 2% Anadir inmediatamente antes de usar

REACTIVO DE DRAGENDORFF (Warner y Bladt, 1996)

Utilidad: Deteccidn de alcaloides y compuestos nitrogenados heterociclicos.

Solucién A: Disolver 0.85 g de nitrato basico de bismuto en 10ml de acido acético
glacial y 40 ml de agua bajo calor. Si es necesario, filtrar.

Solucién B: Disolver 8 gr de Yoduro de potasio en 30 ml de agua

Solucién madre: Mezclar 1:1 las soluciones A y B.

Reactivo en aerosol: 1 ml de la solucion madre es mezclado con 2 ml de acido
acético glacial y 10 ml de agua.

Intensificacion de manchas: Después del tratamiento con el reactivo de DRG, a la
placa se le puede aplicar un segundo aerosol de nitrito de sodio acuoso al 10% o de
acido sulfurico etandlico al 10%. Esto intensifica las zonas coloreadas; el nitrito las

vuelve café obscuras y el H,SOa4, naranja brillante.

REACTIVO DE MARQUIS (Warner y Bladt, 1996)
Utilidad: Deteccién de alcaloides derivados de la morfina.
Diluir de 3 ml de formaldehido en 100 ml de acido sulfirico concentrado. Las placas

son evaluadas en luz visible inmediatamente después de aplicar el aerosol.
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