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Muyrtillocactus schenckii, b: Turbinicarpus lopophoroides, c: T. laui, d: T.
pseudopectinatus, e: T. schmiedickeanus var. curvispinus, f: T. schmiedickeanus
e B 0 1Y [ 4 P 106

Figura 33. Cromatografia en capa fina cargando 2 uL de muestra revelada
con reactivo de Dragendorff y nitrito de sodio acuoso (10%). Los carriles estan
ordenados por pares, la primera muestra es extracto de la planta completa, la
segunda de raiz transformada. a: Myrtillocactus schenckii, b: Turbinicarpus
lopophoroides, c: T. laui, d: T. pseudopectinatus, e: T. schmiedickeanus var.
curvispinus, f: T. schmiedickeanus Var. SAWQIZii. .....cccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiii i, 107

Figura 34. Cromatografia en capa fina cargando 2 uL de muestra revelada
con reactivo de yodoplatinato. Los carriles estdn ordenados por pares, la
primera muestra es exitracto de la planta completa, la segunda de raiz
tfransformada. a: Myrtillocactus schenckii, b: Turbinicarpus lopophoroides, c: T.
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laui, d: T. pseudopectinatus, e: T. schmiedickeanus var. curvispinus, f. T.
sChmiedickeanuUs VA SAWQIZIi.........ouuuiie i e e, 107

Figura 35. Cromatografia en capa fina cargando 20 yL de muestra revelada
con ninhidrina. Los carriles estdn ordenados por pares, la primera muestra es
extracto de la planta completa, la segunda de raiz transformada. a:
Muyrtillocactus schenckii, b: Turbinicarpus lopophoroides, c: T. laui, d: T.
pseudopectinatus, e: T. schmiedickeanus var. curvispinus, f: T. schmiedickeanus
e B 0 1Y 4 P 108

Figura 36. Cromatografia en capa fina cargando 20 yL de muestra revelada
con reactivo de Dragendorff y nitrito de sodio acuoso (10%). Los carriles estan
ordenados por pares, la primera muestra es extracto de la planta completa, la
segunda de raiz transformada. a: Myrtillocactus schenckii, b: Turbinicarpus
lopophoroides, c: T. laui, d: T. pseudopectinatus, e: T. schmiedickeanus var.
curvispinus, f: T. schmiedickeanus Var. SAWQIZii......c..c.ccovoiiiiiiiie i, 108

Figura 37. Cromatografia en capa fina cargando 20 yL de muestra revelada
con reactivo de yodoplatinato. Los carriles estdn ordenados por pares, la
primera muestra es exiracto de la planta completa, la segunda de raiz
tfransformada. a: Myrtillocactus schenckii, b: Turbinicarpus lopophoroides, c: T.
laui, d: T. pseudopectinatus, e: T. schmiedickeanus var. curvispinus, f. T.
SChmIediCkeaNUS VAr. SNWQIZIl. ......uiiee i 109

Figura 38. Cromatografia en capa fina cargando 20 yL de muestra bajo luz UV
(240 nm). Los carriles estGn ordenados por pares, la primera muestra es
extracto de la planta completa, la segunda de raiz transformada. a:
Ariocarpus kotschoubeyanus, b: Echinocactus platyacanthus, c: Escobaria
chaffeyi, d: Ferocactus peninsulae, e: Mammilaria bocasana var. bocasana, f:
Mammillaria sphacelata var. SPhACEelatA. . ... 109

Figura 39. Cromatografia en capa fina cargando 20 yL de muestra revelada
con ninidrina. Los carriles estdn ordenados por pares, la primera muestra es
extracto de la planta completa, la segunda de raiz transformada. a:
Ariocarpus kotschoubeyanus, b: Echinocactus platyacanthus, c: Escobaria
chaffeyi, d: Ferocactus peninsulae, e: Mammilaria bocasana var. bocasana, f:
Mammillaria sphacelata var. SPhaCelatQ. ..., 110

Figura 40. Cromatografia en capa fina cargando 20 yL de muestra revelada
con Reactivo Dragendorff y nitrito de sodio acuoso (10%). Los carriles estan
ordenados por pares, la primera muestra es extracto de la planta completa, la
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segunda de raiz transformada. a: Ariocarpus kotschoubeyanus, b:
Echinocactus platyacanthus, c: Escobaria chaffeyi, d: Mammilaria bocasana
var. bocasana, e: Mammillaria sphacelata var. sphacelata........ccooovieenen.... 110

Figura 41. Cromatografia en capa fina cargando 20 yL de muestra revelada
con reactivo de yodoplatinato. Los carriles estdn ordenados por pares, la
primera muestra es exitracto de la planta completa, la segunda de raiz
fransformada. a: Ariocarpus kotschoubeyanus, b: Echinocactus platyacanthus,
c: Escobaria chaffeyi, d: Mammilaria bocasana var. bocasana, d: Mammillaria
sphacelata var. SPhACEIATA. ... 111

Figura 42. Cromatograma del extracto alcaloides de Mammillaria sphacelata
var sphacelata mostrando las diferencias de compuestos entre una raiz
fransformada (negro) y planta de campo completa (azul). Espectro de masas
del pico indicado por la flecha, correspondiente a la hordenina.................. 114

Figura 43. Cromatograma del extracto de alcaloides de Mammillaria
bocasana var. bocasana mostrando diferencias en los compuestos de raiz
fransformada (azul) y planta completa (negro). Espectro de masas del pico
indicado por la flecha, correspondiente a la hordenina ............ccoccoveeeinnnn. 114

Figura 44. Cromatograma del andlisis del extracto de alcaloides de Ariocarpus
kotschoubeyanus mostrando las diferencias de compuestos entre una raiz
transformada (negro) y planta de campo completa (azul). Espectro de masas
del pico indicado por la flecha, correspondiente a la hordenina.................. 115

Figura 45. Cromaftograma del andlisis del extracto de alcaloides de
Turbinicarpus schmiedickeanus var. curvispinus (Mammilaria oaxacensis)
mostrando las diferencias de compuestos entre una raiz transformada (negro)
y planta de campo completa (azul). Espectro de masas del pico indicado por
la flecha, correspondiente ala hordenind .........ocoiiiiiiiiiiiiii e, 115

Figura 44. Cromaftograma del andlisis del extracto de alcaloides de
Turbinicarpus laui mostrando las diferencias de compuestos entre una raiz
fransformada (negro) y planta de campo completa (azul). Espectro de masas
del pico indicado por la flecha, correspondiente a la hordenina ................. 116

Figura 47. Cromaftograma del andlisis del extracto de alcaloides de
Turbinicarpus pseudopectinatus mostrando las diferencias de compuestos
enfre una raiz transformada (negro) y planta de campo completa (azul).
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Espectro de masas del pico indicado por la flecha, correspondiente a la
[T @ =T 011 T @ PSP 116

Figura 48. Cromafograma del andlisis del extracto de alcaloides de
Turbinicarpus schmiedickeanus var. shwarzii mostrando las diferencias de
compuestos entre una raiz tfransformada (negro) y planta de campo completa
(azul). Espectro de masas del pico indicado por la flecha, correspondiente a la
[aTe] o =T 011 aT @ PPN 117

Figura 49. Cromatograma del andlisis del extracto de alcaloides de Escobaria
chaffeyi mostrando las diferencias de compuestos entre una raiz fransformada
(negro) y planta de campo completa (azul). Espectro de masas del pico
indicado por la flecha, correspondiente a la hordening .........c.ccoeviiinnn. 117

Figura 50. Cromafograma del andilisis del extracto de alcaloides de
Turbinicarpus lophophoroides mostrando las diferencias de compuestos entre
una raiz tfransformada (negro) y planta de campo completa (azul). Espectro
de masas del pico indicado por la flecha, correspondiente a la hordenina

Figura 51. Resultado de la prueba de difusion de discos sobre E. coli Top10
utilizando extractos totales de raices transformadas de T. lophohporoides (100
mg/mL) (100), un compuesto comercial de hordenina como referencia (100
mg/mL) (H), cefotaxima (100 mg/mL) como control positivo (+), y agua
destilada como control NEGATIVO (F) .o, 119
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RESUMEN

Se fransformaron explantes axénicos de veinficinco especies de la
familia Cactaceae con la cepa de tipo agropina de Agrobacterium
rhizogenes A4 con el pldsmido ESC4 que contienen los genes nptll y gus para
establecer cultivos de raices transformadas. Se evalud la eficiencia de
trasformacion de dichas especies en diferentes concentraciones del medio
basal de cultivo MS (100, 75, 50 y 25%), las cuales mostraron una gran variacion
incluso entre miembros del mismo género. La mayoria de las especies alcanza
su pico de crecimiento maximo a los 30 o 45 dias de cultivo, llegando a una
fase estacionaria. La fase estacionaria de la mayoria de las especies fuvo una
duracién de varios meses, por lo que los cultivos de raices transformadas se
lograron establecer hasta después de cuatro a seis meses en la mayoria de las
especies. Los cultivos establecidos de raices transformadas de Turbinicarpus
lophophoroides se cultivaron bajo un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de
obscuridad donde mostraron un mayor incremento de biomasa comparado
con su cultivo en obscuridad permanente. Se probd la espuma de poliuretano
como soporte alternativo en el cultivo de raices transformadas, el cual resultd

en crecimiento semejante al obtenido en raices cultivadas en agar.

Se evalud la produccidon de biomasa de seis especies de cactdceas
(Escobaria chaffeyi, Ferocactus peninsulae Mammillaria bocasana var.
bocasana, Turbinicarpus lophophoroides, T. schmiedickeanus var. shwarzii y T.
pseudopectinatus) en doce medios basales de cultivo diferentes. Se encontré
que es necesario optimizar el tipo y concentracién del medio de cultivo basal
para cada especie estudiada, como se llevd a cabo en este estudio. La
composicion de los diferentes medios de cultivo afectd la morfologia de las
raices transformadas, lo que también puede sugerir diferencias en la
produccion de metabolitos secundarios en estas lineas de raices pilosas. Con a
finalidad de  disminuir costos de labor y de consumible se evalué la
produccion de biomasa entre las de raices transformadas cultivadas en medio
de cultivo semisdlido y en el sistema de inmersion temporal RITA®. No hubo

diferencia significativa entre los dos fratamientos, sin embargo, las raices
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presentaban morfologia homogénea y no generaron tejido calloso. Se
generaron brotes a partir de los cultivos de raices tfransformadas de manera
espontdnea. Se logré multiplicar estos brotes y aclimatarlos a condiciones de
invernadero. Esto con la Unica finalidad de realizar estudios posteriores con
este material vegetal. Mediante el andlisis histoquimico para la actividad de
GUS se confimd la transformacion exitosa de las raices presuntamente
transformadas mediante A. rhizogenes, observandose una coloracion azul
intensa en todos los tejidos presuntamente transformados de los cultivos ya
establecidos de raices fransformadas. Se observaron diferencias en la
actividad de GUS al comparar raices transformadas y brotes (normales vy
vitrificados) de E. chaffeyii, Turbinicarpus laui y T. pseudopectinatus generados
a partir de éstas mediante un ensayo fluorométrico. Se observé gran variacion
de la actividad de la enzima GUS enftre las tres especies estudiadas, siendo E.
chaffeyii la de mayor actividad. Las raices transformadas mostraron mayor
actividad de GUS que los brotes. Con la técnica PCR se confiirmd la
transferencia del T-DNA de A. rhizogenes al genoma de la planta amplificando
los genes rolB, nptll y gus. También se aseguré que no se tratara del ADN de la
bacteria analizando la presencia del gen vir que se encuentra fuera del T-DNA,
por lo que no debe estar presente en tejidos vegetales fransformados libres de

A. rhizogenes.

Se detectaron betacianinas, betaxantinas y dacido betaldmico en
algunas especies de cactdceas. Se encontraron concenfraciones significativas
de dcido betaldmico, precursor de estos pigmentos, en la mayoria de las
especies. El contenido de betaxantinas es bajo en la mayoria de las especies,
excepto en Escobaria chaffeyii donde fue aproximadamente 0.05 mg/g de
peso fresco. El contenido de betacianinas fue mayor en  Turbinicarpus
lophophoroides, E. chafeyii y T. laui, lo que coincide con el contenido de dcido
betaldmico en estas especies. Se analizd el efecto del medio de cultivo sobre
la produccion de betalainas en  raices fransformadas de T. laui. La
concentracion de betacianinas fue mayor cuando se cultivaron en medio
DKW y menor en medio WPM. Los diferentes medios de cultivo no modificaron
la produccion de betaxantinas en T. laui. Mediante la cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas se logré identificar al compuesto de tipo
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alcaloide mds comuUn en muchas especies de cactdceas, la hordenina, en la
mayoria de las especies estudiadas. También se identificaron algunas beta-
fenetilaminas, ambos compuestos son de interés farmacoldgico. El extracto
total de raices transformadas de T. lophophoroides no se presentd actividad

bactericida ante la bacteria patégena E. coli.

Este estudio contribuye a la conservacion y explotacion racional de
varias especies de cactdceas mexicanas al proveer un método para obtener
compuestos Utiles de una manera sustentable, o sea utilizando raices
transformadas en lugar de colectar ejemplares en su hdbitat silvestre. Ademds,
abre varias posibles lineas de investigacion sobre el tema, siendo algunas de
las mas interesantes el escalamiento de los cultivos de raices tfransformadas a

biorreactores y la posibilidad de generar plantas transgénicas completas.
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ABSTRACT

Axenically grown explants of twenty-five species of the family
Cactaceae were inoculated with an Agrobacterium rhizogenes A4 agropine-
type strain carrying the ESC4 plasmid, which contains the nptll and gus genes.
The transformation efficiency of all species when cultured on different MS basal
media concentrations (100, 75, 50 and 25%) showed great variation, even
between members of the same genus. Most species reach their maximum
growth at thirty to forty days of culture, reaching a stationary phase. The latter
lasted for several months for most species, thus, hairy root cultures were
established until after four to six months. Established hairy roots cultures of
Turbinicarpus lophophoroides were cultured under a photoperiod of 16 hours of
light and 8 hours of darkness, best growth was achieved under light:dark
condifions. Polyurethane foam was tested as an alternative for hairy root
culture, which resulted in similar growth to the one obtained in roots grown in

agar.

Biomass production was assessed for six cacti species (Escobaria
chaffeyi, Ferocactus peninsulae Mammillaric bocasana var. bocasana,
Turbinicarpus lophophoroides, T. schmiedickeanus var. shwarzii y T.
pseudopectinatus) in twelve different basal culture media. We found it is
necessary to optimize culture conditions for each individual species, as we did
in this study. The compositions of the different media affected the hairy root
morphology, which can suggest differences in secondary metabolite
production in these hairy root lines. To decrease labor and consumable costs,
we evaluated the production of biomass between species cultured in semisolid
medium and the temporary immersion system RITA®. There was not a significant
difference between these freatments, but hairy roots grown in bioreactors
showed a homogenous morphology and did not generate callus tissue. Shoots
were regenerated from hairy root cultures spontaneously. We managed to
multiply these shoofts in vifro and grow them in greenhouse conditions. These
plants will allow us to study the morphology and other aspects of cacti

regenerated plants in future investigations. We confirmed the successful
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transformation of the hairy roots by Agrobacterium rhizogenes with a GUS
histochemical analyses, observing an intense blue coloration in the tfransformed
tissues of the established hairy root cultures. There were differences in GUS
activity when comparing transformed roots and shoots (normal and vitrified) of
E. chaffeyii, Turbinicarpus laui y T. pseudopectinatus generated from the latter
by a fluorometric assay. We observed great variation of GUS enzyme activity
among the three species tested, E. chaffeyii had the highest activity.
Transformed roots showed higher GUS activity than the regenerated plants. We
also confirmed the transfer of T-DNA from A. rhizogenes to the plant genome by
amplifying the rolB, nptll and gus genes by PCR. We also determined it was not
bacterial contamination by amplifying the vir gene which is found outside the T-
DNA region, so it should not be present in transformed plant tissues free of A.

rhizogenes.

Betacianins, betaxanthins and betalamic acid were detected in some
cacti species. We found significant concentrations of betalamic acid in most
species. The effect of basal culture media in betalain production was assessed
in Turbinicarpus laui. Betacianin concentration was higher when hairy roots
were cultured in DKW medium an lower in WPM medium. We identfified
hordenine, the most common alkaloid-type compound in cacti, in most species
studied by gas chromatography-mass spectrometry. We also identified some
beta-phenetylamines, also compounds of pharmacological interest. The total
extract of fransformed roots did not show antibacterial activity in the

pathogenic bacteria E. col.

This study contributes to the conservation and ratfional conservation of
many Mexican cacti species by providing a method to obtain useful
compounds in a sustainable manner, by using fransformed roofts instead of
collecting specimens from the wild. Also, this study opens several lines of
investigation on the subject, one of the most inferesting being the scaling-up of

root cultures in bioreactors and the generating of complete transgenic plants.
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I. ANTECEDENTES.

I.1. Las Cactdceas y su importancia fitoquimica.

La familia Cactaceae comprende alrededor de 1800 especies de
plantas perennes suculentas (Boyle, 2007). Es endémica de América, siendo su
rango de distribucion desde Canadd hasta Argentina. Los miembros de esta
familia son un grupo de plantas caracterizadas por altos niveles de endemismo
(Ortega-Baes y Godialnez-Alvarez, 2006), o sea que se encuentran restringidas
a una regidon geografica especifica (Lomolino et al., 2006). Estas plantas
pueden desarrollarse en diferentes ecosistemas, aunque la diversidad mas alta
se encuentra en regiones dridas y semidridas (Ortega-Baes y Godialnez-
Alvarez, 2006).México es el pais con la mayor riqueza de especies y

endemismos.

Las cactdceas juegan papeles importantes en sus ecosistemas por sus
numerosas interacciones bioldgicas con otras plantas y animales. Estas plantas
también son importantes debido a su valor ornamental (Boyle, 2007), ya que
mdas de 300 especies de cactdceas son cultivadas para este fin. Algunas
especies también representan fuentes de alimento para los humanos. Los
cactus tienen algunas caracteristicas ecoldgicas que los hacen vulnerables a
las perturbaciones ambientales, como su distribucion geogrdfica restringida,
ciclo de vida largo y tasa de crecimiento individual baja. Ademas, los cactus
también son afectados negativamente por actividades humanas, como su
colecta ilegal, comercializacion internacional y modificaciéon de su hdbitat.
Actualmente, muchas especies de cactus se consideran amenazadas o en
peligro de extincion, por lo que se les ha incluido en listas de especies en
peligro de extinciéon (Ortega-Baes y Godinez-Alvarez, 2006). Las cactdceas han
sido usadas como medicinas para fratar una variedad de enfermedades
desde la época prehispdnica. Muchos cactus presentan numerosas
propiedades farmacoldégicas como diuréticos, laxantes, cardioténicos,

analgésicos, astringentes y antiparasiticos (Santos-Diaz et al., 2010).

La mescalina es el alcaloide de mayor abundancia de dos especies de
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cactdaceas: Lophophora williamsii (peyote) y Trichocereus pachanoi (Cactus
de San Pedro). Ambas especies han sido usadas por siglos como alucindgenos
en rituales de culturas nativas de Norte y Sudamérica, respectivamente. Los
alcaloides de Trichocereus pachanoi consisten principalmente de mescalina y
fenetilaminas relacionadas. Se han extraido mas de 56 alcaloides diferentes de
L. williamsii (Santos-Diaz et al.,, 2010), esta especie contiene una mezcla de
mescalina y alcaloides del tipo  tetrahidroisquinolina, como pellotina,
anhalonidina, lofoforina y anhalonina (Bruhn, 2008). Entfre los alcaloides
agislados con actividades alucindgenas, estimulantes y narcoticas de
Turbinicarpus spp. y Ariocarpus spp., s&€ han encontrado siete derivados de B-
fenetilominas y cuafro derivados de tetrahidroisoquinolinas en especies del
género Turbinicarpus (Starha et al., 1999). También se han encontrado
mescalinas y ofras fenefilaminas en Opuntia cilindrica, Pereskia spp.,
Pereskiopsis spp. € Islaya spp. Se conoce que la mescalina y sus andlogos
inhiben la transmision colinérgica neurona-muscular, ya que blogquean la
liberacion de acetilcolina y afectan la conductancia de K* (Santos-Diaz et al.,
2010). Varias especies de Echinopsis son utilizadas para el diagnoéstico y
tratamiento de enfermedades por médicos indigenas de Sudamérica,
especialmente en PerU. Este uso se basa en sus propiedades psicoactivas por
su confenido de mescalina. La especies mdas frecuentemente y ampliamente
usadas son Echinopsis pachanoi, Echinopsis peruviana y Echinopsis
lageniformis, los locales se refieren a éstas como Cactus de San Pedro
(Ogunbodedea et al., 2010).

Se identificaron las fetfraidroisoquinolinas: analidina, carnegina vy
salsolidina en tres especies del género Neobuxbaumia (N. multiareolata, N.
tetetzo y N. scoparia) (Flores-Ortiz et al., 2003). Starha (1996) encontrd
pequenas canfidades de cinco alcaloides derivados de feneltilaminas vy siete
tetrahidroisoquinolina en especies del cactus sudamericano Gymnocalycium.
La especie Cereus peruvianus es una fuente importante de alcaloides Utiles
para tratar pacientes con cdncer de préstata y de mama (Oliviera y Da
Machado, 2003).

Se han detectado mds de 20 terpenos y esteroles en Stenocereus,
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Epiphyllum, Myrtillocactus, Notocactus, Opuntia, Pereskia, Hylocereus,
Lophocereus, Echinopsis y Nelloydia, siendo el beta-sitosterol el mds abundante
(Santos-Diaz et al., 2010). La estructura de los fitoesteroides es muy similar a los
estrogenos humanos. Los esteroides vegetales pueden exhibir una acciéon
semejante con esteroides animales, pudieran ser usados para fratar
desoérdenes menopdusicos o agentes anticonceptivos (Santos-Diaz et al,
2010).

Las betalainas son cromalcaloides nitrogenosos caracteristicos de las
diez familias del orden Caryophyllales, excepto la Caryophyllaceae y la
Molluginaceae, las cuales acumulan antfiocianinas. Las betalainas siven como
pigmentos florales para la atraccidon de polinizadores y en frutos para
favorecer la dispersion de semillas (Stintzing et al, 2001). Las betalainas
protegen contra la luz UV, y también pueden actuar como fitoalexinas, pues
muestran accién antiviral y antimicrobiana en plantas lesionadas por
patdégenos (Stintzing ef al., 2001). Se ha demostrado que pueden servir como
osmorreguladores, ademds de tener propiedades antioxidantes y antiradicales
en la planta (Cai et al., 2003; Stintzing y Carle, 2004). La acumulaciéon de
pigmentos rojos durante inviernos con alta radiacion y estrés por sequia
pueden deberse al efecto fotoinhibidor de estos compuestos (Mosco, 2011).
Las betacianinas en tallos de cactdceas, mayormente hipodermis y capas
externas del clorénguima, suponen una proteccion de la radiaciéon UV-B
siendo que estos pigmentos tienen un pico de absorcidon en el rango de UV
(270-280 nm) (Mosco, 2011).

Las betalainas fueron reconocidas como colorantes de alimentos hasta
principios de los anos setentas. Por la diversidad estructural de sus betacianinas
rojas-violeta y sus betaxantinas amarillo-naranja, se puede esperar un amplio
rango de tonos (Stintzing et al., 2001). Las betalainas son pigmentos solubles en
agua gque son ampliamente usados como colorantes de alimentos, y fienen un
amplio rango de actividades bioldgicas deseables como anfioxidantes,
antiinflamatorias, hepatoprotectoras, y anticancerigenas (Gerogiev et al.,

2010). Recientemente, se ha documentado que los colorantes naturales para
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alimentos pueden inhibir la proliferaciéon de células en una variedad de
tumores humanos. Las betalainas también inhiben el crecimiento celular,
inducen cambios estructurales y la fragmentaciéon de células K562 en mieloide
cronico humano (Osorio-Esquivel, 2011). Por otro lado, se han encontrado tres

betancianinas principales en H. polyrhizus: betaninag, filocactina y hilocerenina.

Los frutos de algunas cactdceas son una de las pocas fuentes naturales
de betalainas y por esto se presentan como una alternativa atractiva para
reemplazar los aditivos sintéticos, ya que éstas retienen su color a pH desde 3
hasta 7. Ademds, el sabor de las betalainas obtenidas a partir de estos frutos
no alteran el sabor de los alimentos (MoBhammer et al., 2005). La filocactina es
la betacianina caracteristica en flores y frutos de algunas cactdceas como
Schlumbergera buckley. Los frutos comestibles de Hylocereus polyrhizus
generan frutos comestibles, que son usados para colorear alimentos (Strack et
al., 2003).

Los frutos ricos en fitoquimicos antioxidantes, como la pitaya
(Stenocereus stellatus), tienen un efecto benéfico, que retrasa las deficiencias
del sistema nervioso central, ademds protegen al organismo del estrés
oxidativo, reduciendo el riesgo de enfermedades crénicas, esto por su alto
contenido de dacido ascoérbico, fenoles y por su gran capacidad antioxidante
(Beltrdn-Orozco et al., 2009). Prior et al., (1998) también reportaron que con el
consumo de 3-4 mmol Trolox eq d-', equivalente a un consumo diario de 4 a 5
frutos de pitaya cereza o roja, o 3 o 4 frutos de pitaya blanca o amairilla, se da

un incremento en la capacidad antioxidante del plasma sanguineo.

Los fenoles tienen funciones como antibidticos, plaguicidas naturales,
agentes protectores contra luz ultravioleta (UV) y como materiales aislantes
para impermeabilizar las paredes celulares a gas y agua. Muchas propiedades
de las plantas como su astringencia y sus efectos benéficos en la salud
humana estdn asociadas con la presencia, tipo y contenido de sus
compuestos fendlicos (Osorio-Esquivel, 2011). El consumo de polifenoles se ha
correlacionado de manera inversa con la incidencia de varias enfermedades

croénicas, como algunos tipos céncer y enfermedades cardiovasculares (Saénz
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et al., 2009). Los polifenoles mds comunes enconfrados en cactdceas son la
quercetina y la isoramnetina (Stintzing et al., 2001; Wybraniec et al., 2007). Los
polifenoles en tejido de frutos de O. ficus-indica cv. saboten son atractivos por

sus propiedades antioxidantes (Stintzing et al., 2001).

Opuntia estd listado en el British Herbal Pharmacopoeia como un
remedio contra colitis, diarrea e hipertrofia prostdtica. El consumo de nopales
se ha asociado con el fratamiento de hipoglicemia, diabetes no dependiente
de insulina (tipo Il), colesterol alto y obesidad (Ferndndez-Lopez et al., 2002).
Adicionalmente, tiene una accidn antiinflamatoria y protege contra lesiones
gdastricas. Los extractos de flores y de frutos de cactdceas son benéficas para
la hiperplasia prostatica benigna (Wybraniec et al., 2007). Los xoconostles han
sido usados en la medicina fradicional como tratamiento para diabetes,
hipertension, obesidad y problemas respiratorios. Recientemente, se reportd
que el consumo de O. joconostle causa una reduccién tanto en los niveles de
colesterol como de glucosa sérica y un incremento en los niveles de insulina
sérica. El xoconostle es una fuente rica de compuestos antioxidantes, como
compuestos fendlicos y betacianinas (Osorio-Esquivel, 2011). El dcido citrico es
el acido orgdnico principal de las cactdceas, seguido por dcido mdlico. Las
cactdceas son una buena fuente de vitamina C, mientras que los
carotenoides, tiamina, riboflavina y niacina sélo se encuentran en cantidades

traza (Wybraniec et al., 2007).

Los extractos de algunas cactdceas como Nopalea cochellinifera
presentan una actividad contra microorganismos como Candida albicans,
Salmonella enterica, Escherichia coli, Shigella flexneri, Staphylococcus aureus y
Bacillus cereus (Gomez- Flores et al., 2006; Santos- Diaz et al., 2010). Robles-
Zepeda et al. (2009), demostraron la actividad inhibitoria de los compuestos
bioactivos de Mammillaria huitzilopochtli contra ocho hongos fitopatdégenos.
Los extractos de Myrtillocactus geometrizans inhiben al gusano de la plaga del
maiz y a Tenebrio molitor, un insecto que ataca granos almacenados (Santos-
Diaz et al., 2010).
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1.2. ;Qué son las raices transformadas?

Las raices transformadas se obtienen infectando tejidos de plantas con
la bacteria considerada como el ingeniero genético natural, Agrobacterium
rhizogenes, la cual es una bacteria del suelo Gram negativa (Zhou et al., 2011).
Porter (1991) reportd que mds de 450 especies de plantas son susceptibles a la
infeccion de A. rhizogenes. Cuando las plantas susceptibles son heridas en su
medio natural, por un insecto o por algun dano mecdnico, producen
sustancias fendlicas simples como la acetosiingona que afraen a A.
rhizogenes por quimiotaxis (Srivastava y Srivastava, 2007). Esta respuesta
quimica induce los genes de la virulencia (vir), que son los responsables de
transferir los fragmentos de T-DNA (ADN de transferencia) del pladsmido Ri
(pldsmido inductor de raices) de A. rhizogenes a las células de la planta.
Posiblemente también son responsables de la integracidn cromosémica en el
nUcleo de las células receptoras (Zhou et al., 2011; Srivastava y Srivastava,
2007). Esta interaccion causa el sindrome de la raiz pilosa, donde pequenas
raices surgen en el sitio de infeccion y proliferan rdpidamente, ya que el
pdsmido Ri también codifica para la sintesis de auxinas. Las raices
transformadas usualmente aparecen entre una a cuatro semanas. Después de
un corto periodo de adaptacion, los cultivos de raices transformadas pueden
ser usados para producir metabolitos secundarios, semillas artificiales o plantas

transgénicas (Georgiev et al., 2007).

La mayoria de las cepas de Agrobacterium contienen solamente un T-
DNA, pero algunos (como los de los pladsmidos Ri) fransfieren dos T-DNAs
independientes, conocidos como Ti-DNA y Tr-DNA (Nilsson y Olsson 1997).
Ambos se fransfieren y se integran de manera independiente en el genoma de
la planta huésped, pero la transferencia de Ti-DNA es esencial para la
induccién del sindrome de las raices pilosas, y la transferencia de Tr-DNA no
provoca la formaciéon de raices en cultivos transformados (Nilsson y Olsson
1997: Sevon y Oksman-Caldentey, 2002). El Tr-DNA contiene los genes (iaaM e
iaaH) responsables de la biosintesis de auxinas y los genes responsables de la

sintesis de las opinas manopinas (masl’y mas2’) y agropina (ags) (Georgiev et
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al., 2007). Las opinas son utilizadas por A. rhizogenes como la Unica fuente de
carbono y nitrégeno para su crecimiento (Srivastava y Srivastava, 2007). El Ti-
DNA fiene 18 ORFs (marcos abiertos de lectura), cuatro de los cuales son
esenciales para la formacién de raices pilosas: ORF10, ORF11, ORF12 y ORF15,
estos corresponden a los genes rolA, rolB, rolC vy rolD respectivamente. El gen
rolB es absolutamente esencial para la induccion de raices pilosas (Georgiev
et al., 2007).

Una transformacion genética exitosa puede demostrarse de dos formas:
directa o indirectamente, detectando T-DNA u opinas, respectivamente
(Sevon y Oksman- Caldentey 2002). Un marcador bioguimico (indirecto)
efectivo para demostrar la naturaleza de la fransformacion del cultivo de
raices es la deteccidon de la sintesis de opinas (Srivastava y Srivastava, 2007).
Bais et al. (2001), confirmaron la fransformacién del cultivo de raices pilosas por
medio de la deteccion de opinas por electroforesis en papel. Aunque la
sintesis de opinas es un buen indicador de que las raices pilosas son en
realidad raices transformadas, la expresion de los genes que inducen la
produccion de opinas pueden volverse inestables con el tiempo (Sevon vy

Oksman- Caldentey 2002; Srivastava y Srivastava, 2007).

Un marcador genético (directo) confiable para confirmar la
transformacioén de las raices, es la localizacion del T-DNA en el genoma de la
planta huésped. Existe un gran niumero de técnicas para demostrar y localizar
la incorporacion de T-DNA en el ADN cromosdmico de la planta receptora,
como la hibridacién Southern. Otros métodos para verificar la naturaleza
transformada de un fejido incluyen la deteccidon la presencia de un gen
fordneo en la secuencia de ADN por Dot blotting, la localizacion de T-DNA en
tejido vegetal por hibridacion in situ, la verificacion de transgenes, y la
determinaciéon de cambios en una secuencia genética particular por la
reaccion de polimerasa en cadena (PCR). Es importante verificar que las
plantas estén curadas de Agrobacterium para evitar falsos positivos si se usa el

PCR (Srivastava y Srivastava, 2007).

El fenotipo de la raiz pilosa se caracteriza por un crecimiento rapido e
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independiente de hormonas, falta de geotropismo, ramificacion lateral y
estabilidad genética (Guillon et al., 2006; Rao y Ravishankar, 2002). Las raices
transformadas crecen tan rdpido o incluso mds rdpido que las raices normales
(no transformadas). Esto se debe a que no requieren fitohormonas en el medio
y a su ramificacion extensa, la cual resulta en la presencia de muchos

meristemos (Rao y Ravishankar, 2002).

La caracteristica mds importante de las raices transformadas es su
capacidad de sintetizar metabolitos secundarios especificos a la especie de la
planta de la que se han desarrollado. Este fendmeno natfural ha sido
explotado en la biotecnologia para generar cultivos de raices transformadas
(Zhou et al., 2011).

1.3. Usos de las raices transformadas.

El amplio y diverso grupo de compuestos quimicos producidos por las
plantas, que incluyen alcaloides, antraquinonas, antocianinas, flavonoides,
saponinas y terpenos, han jugado un papel importante en las industrias:
farmacéutica, cosmética, perfumeria, tintes, y saborizantes. Las plantas
producen muchos de estos compuestos a través del metabolismo secundario.
Los metabolitos secundarios no son esenciales para el crecimiento de la
planta, y por esto se producen en pequenas canfidades (Kim et al., 2002). Sin
embargo, estos productos exhiben muchas funciones biolégicas vitales para la
sobrevivencia, tales como responder al estrés (Hirai et al., 2004) o mediadores
de la polinizacién (Osbourn et al., 2003). A la fecha, aln se desconoce la

funcidon exacta de la mayoria de los metabolitos secundarios (Kim et al., 2002).

Los metabolitos secundarios se acumulan en tejidos especializados (por
ejemplo en fricomas en diferentes etapas de desarrollo), haciendo que su
extraccion, aislamiento y purificacion sea dificil. Estos compuestos usualmente
tienen estructuras muy complicadas y/o exhiben quiralidad. Como
consecuencia, en muchos casos la sintesis orgdnica no es econdmicamente
viable, por lo que la extraccion de plantas silvestres ha sido el método mads

utilizado para obtener estos importantes metabolitos secundarios (Srivastava y
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Srivastava, 2007). Sin embargo, cosechar las plantas por sus metabolitos
secundarios es un método destructivo, por lo que ha crecido el interés de
generar raices transformadas de especies de plantas medicinales (Guillon et
al., 2006; Kieran, 2001). Una de las limitaciones mds importantes para la
explotaciéon comercial de raices transformadas son los biorreactores
apropiados para su cultivo (Gerogiev et al.,, 2010). La mayor parte de los
trabajos que examinan el crecimiento de raices transformadas en
biorreactores se ha enfocado en la produccion de fitoquimicos (Ono y Tian,
2011).

Desde el descubrimiento de la morfina hace mds de dos siglos, los
alcaloides siguen siendo uno de los grupos mads estudiados de los metabolitos
secundarios de plantas. Actualmente, se conocen mds de 15,000 alcaloides
diferentes y se clasifican en diferentes subclases de acuerdo a su estructura
quimica (Oksman- Caldentey et al., 2007). A diferencia de los fenoles
vegetales, que son abundantes a través del reino vegetal, los alcaloides se
encuentran restringidos a ciertas familias de plantas o hasta ciertas especies. El
aislamiento de alcaloides a partir de plantas es relativamente facil comparado
a otros compuestos vegetales. Esto ha facilitado el andlisis y asilamiento de
canfidades muy pequenas de varios alcaloides usando métodos
cromatogrdficos diversos (por ejemplo LC y GC) y el conocimiento de su
estructura por medio de sistemas espectroscopicos (MS y NMR) (Oksman-
Caldentey et al., 2007).

Aungue los alcaloides han sido usados por décadas, se conoce muy
poco sobre la biosintesis de estos valiosos metabolitos secundarios (Oksman-
Caldentey et al., 2007). Su biosintesis normalmente comienza a partir de amino
dcidos e involucra docenas de intermediarios y enzimas (van der Heijden et al,,
2004). Muchas de estas enzimas han sido localizadas en compartimentos
subcelulares diferentes al citosol. No sélo los genes enzimdticos sino también los
reguladores maestros (por ejemplo factores de transcripcidon) tienen un papel
importante en el control de la maquinaria de las rutas biosintéticas (van der Fits
y Memelink, 2000). Los alcaloides purificados a partir de plantas, proveen

muchos de los medicamentos utilizados en tratamientos de quimioterapia. La
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productividad de metabolitos secundarios en plantas es baja, haciendo su

produccion comercial costosa (Karimi et al., 2010).

La mayor ventaja de las raices transformadas es que exhiben una
capacidad biosintética igual o mayor para producir metabolitos secundarios
comparado con las plantas madre (Kim et al, 2002). Los cultivos de raices
transformadas han mostrado acumular metabolitos secundarios que sélo se
concentran en la parte aérea de esa misma planta intacta. Ademas, las raices
fransformadas son capaces de regenerar plantas enteras viables y de
mantener su estabilidad genética durante su subcultivacién y regeneracion. Se
ha encontrado que los cultivos de raices tfransformadas también producen un
espectro de metabolitos secundarios que no estdn presentes en la planta
madre. Un sistema de raices transgénicas, también ofrece un gran potencial
para introducir genes adicionales en el pldsmido Ri (especialmente con genes
modificados) a células vegetales con sistemas donde A. rhizogenes sea el
vector. Estos cultivos son una herramienta valiosa para el estudio de las
propiedades bioquimicas y el perfil de expresibn de genes de rutas
metabdlicas. Los cultivos de raices transformadas también pueden usarse para
dilucidar las enzimas claves e intermediarias involucradas en la biosintesis de

metabolitos secundarios (Srivastava y Srivastava, 2007).

Las raices transformadas son capaces de regenerar plantas enteras
viables, y éstas son genéticamente estables. Sin embargo, en algunas
ocasiones, estas plantas transgénicas muestran  fenotipos alterados
comparados con los confroles. Las plantas regeneradas a partir de raices
transformadas (con el pladsmido Ri) muestran el sindrome de las raices pilosas,
una expresion combinada del loci rolABC del pldsmido Ri. Cada locus es
responsable de una alteracion fenotipica: rolA estd asociado al acortamiento
de los infernodos y a las hojas arrugadas; rolB es responsable de los estigmas
profuberantes y a la longitud reducida de los estambres; rolC causa el
acortamiento de los infernodos y una dominancia apical reducida. Las plantas
pueden ser regeneradas de manera espontdnea (directamente de las raices)
a partir de los cultivos de raices transformadas o transfiriendo las raices a un

medio que confenga hormonas. El crecimiento rdpido de las raices
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fransformadas en medios libres de hormonas y la alta frecuencia de
regeneracion de pldntulas permite la propagacion clonal de fenotipos
selectos (Palazon et al., 1997). En los cultivos in vitro, las plantas que se
regeneran a partir de raices transformadas muestran crecimiento rdpido,
mayor formacién de brotes laterales y rédpido desarrollo de hojas, lo que los
hace Utiles para la micropropagacion de plantas que son dificiles de
multiplicar (Pérez-Molphe y Ochoa-Alejo, 1998). Los fenotipos alterados que
son producto de plantas regeneradas a partir de raices transformadas han
mostrado ser Utiles en programas de reproduccion y mejoramiento de plantas
(Giri y Narasu, 2000).

Los programas cldsicos de reproduccion de drboles son lentos, sin
innovaciéon y es dificil introducir genes para su manipulaciéon genética por
medio del entrecruzamiento de lineas madre. La transformacién mediada por
A. rhizogenes puede ser una alternativa Util, rdpida, asi como directa para la
infroduccion y expresion de caracteres especificos. Se ha demostrado que se
pueden mejorar especies lenosas recalcitrantes como el manzano, durazno,
olivo y cerezo, por medio de la regeneracion de drboles a partir de raices
transformadas. La transformacién mediada por A. rhizogenes tiene el potencial
de infroducir genes fordneos especificos a sistemas de radicales (por ejemplo,
resistencia a patégenos o plagas y resistencia a metales pesados) (Giri y
Narasu, 2000).

Con la excepciéon de las secuencias de las orillas (bordes), ninguna de
las otras secuencias del T-DNA se requieren para la fransferencia. El resto del T-
DNA puede ser remplazado con ADN fordneo infroducido a células de las
cuales plantas completas pueden regenerarse. Estas secuencias de ADN
fordneas pueden heredarse establemente de manera Mendeliana (Zambryski
et al, 1989). La transformacién mediada por A. rhizogenes tiene la ventaja de
que cualquier gen fordneo de interés colocado en el vector binario puede ser
transferido al clon transformado (Giri y Narasu, 2000). El papel de los genes rol
en la oncogénesis no se comprende bien. Los oncogenes causan muchas
alteraciones bioquimicas y fisiologicas en plantas transformadas y parecen

actuar en una manera compleja, y en este aspecto son semejantes a los
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oncogenes animales (Bulgakov, 2008).

Las raices transformadas no solo sirven para la sintesis de compuestos
valiosos utilizados en las industrias farmacéutica, de alimentos y del perfume,
sino también puede aplicarse a la degradacion y biorremediacion de
sustancias toxicas o decoloracion de fintes (Pati et al., 2009). Ademds, se ha
reportado la produccidén de anticuerpos monoclonales a partir de raices
transformadas (Giri y Narasu, 2000). Otra ventaja de los cultivos de raices
transformadas es para los estudios enzimoldgicos. En raices transformadas la
proporcion de tejido meristemdtico es alto, y el contenido de fenoles es menor
que en raices de plantas normales, lo que lleva a una mayor actividad
enzimatica (Giri y Narasu, 2000).Se han desarrollado también semillas artificiales
encapsulando segmentos de raices y primordios de vdstagos. Como por
ejemplo, los dapices de las raices transformadas de Panax ginseng se han
criopreservado; mismas que pueden regenerarse y cultivarse cuando sea

necesario (Yoshimatsu ef al., 1996).

La habilidad para producir y almacenar alcaloides es considerada una
de las caracteristicas mds importantes de varias especies de cactdceas. Los
estudios que pretenden incrementar los niveles de alcaloides en tejidos
vegetales son de gran importancia para su produccion comercial, ya que los
alcaloides presentan propiedades farmacéuticas y medicinales. El uso de
cultivos vegetales para sintetizar productos naturales a gran escala se ha
incrementado en los Ultimos veinte anos y puede ser un método alternativo
para incrementar la produccién de alcaloides por cultivos de tejidos de
cactaceas (Braz de Oliveira y Pires da Silva, 2003). Gonzdlez-Diaz et al. (2006),
evaluaron la susceptibilidad de 65 especies de 22 géneros diferentes de
cactdceas mexicanas a la bacteria Agrobacterium rhizogenes. Treinta vy
cuatro de las especies evaluadas generaron raices transformadas. También
demostraron que las raices trasformadas de cactus conservan la misma
capacidad de sintesis de compuestos alcaloides que las raices normales
(Gonzdlez-Diaz et al., 2006).
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1.4. ;Como se cultivan las raices transformadas?

Existe una gran variedad de férmulas de medios basales disponibles
para el cultivo de tejidos vegetales, estos difieren en concentracion de sales
totales (fuerza idbnica) y nitrégeno. La forma y la cantidad de nitrégeno en el
medio tienen diferentes efectos en la tasa de crecimiento, morfologia y
potencial de regeneracion celular (Jain y Minocha, 2000). El procedimiento
utilizado para inducir las raices pilosas incluye el precultivo de explantes (partes
de plantas heridas) y el cultivo de explantes con suspensiones de A. rhizogenes
en condiciones asépticas. Los explantes son infectados con cepas de A.
rhizogenes ya sea por inoculacion directa con suspensiones bacterianas
incubadas en un medio sdélido, o por co-cultivo en medio liquido (Zhou et al.,
2010). En ambos casos, los explantes infectados deben ser transferidos a un
medio sélido con antibidticos para eliminar las bacterias. Las transformaciones
genéticas exitosas pueden corroborarse detectando T-DNA. Después de un
corto periodo de adaptacion en medios de Murashige y Skoog o Gamborg B5
liores de hormonas, los cultivos de raices pilosas pueden ser usados para
producir metabolitos y proteinas animales recombinantes (Georgiev et al.,
2007; Zhou et al., 2010).

La biosintesis de metabolitos secundarios en raices transformadas es
contfrolada genéticamente, pero también es fuertemente influenciada por
factores nutricionales y ambientales. Para mantener una densidad alta en el
cultivo de raices, las condiciones del cultivo deben mantenerse a niveles
optimos. La composicion del medio de cultivo afecta la produccion de

metabolitos secundarios (Srivastava y Srivastava, 2007).

Las variables que han sido examinadas por su influencia en el
crecimiento 'y la produccidén de metabolitos secundarios en raices
fransformadas incluyen: diferentes medios basales, niveles de sacarosa, el
suministro de oxigeno y de reguladores del crecimiento, la naturaleza de las

fuentes de nitrdgeno y sus cantidades relativas, asi como la concentracion de
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fosfatos. Se han reportado varios factores fisicos que afectan la produccion de
metabolitos secundarios de raices transformadas como: luz, temperatura,
presencia de quimicos que inducen estrés fisico y la induccidon de campos

magnéticos (Srivastava y Srivastava, 2007).

El medio y la estimulacion son maneras eficientes para incrementar la
produccion de metabolitos secundarios en raices fransformadas. La
composicion del medio es de gran importancia tanto en los procesos de
crecimiento de raices transformadas como en la produccién de metabolitos
secundarios en dichos sistemas de cultivo. ComUnmente, la composicion del
medio se modifica con respecto a la concentracion de fuentes de carbono,
nitrdgeno, fosforo y otros macronutrientes. Algunos estudios han demostrado
que las raices transformadas que son cultivadas en medios convencionales
como MS, B5 y White, dejan de crecer y comienzan a desarrollar tejido calloso.
Las raices pilosas de Azadirachta indica cultivadas en medio basal Ohyama y
Nitsch produjeron un maximo rendimiento de azadiractina comparado con los
rendimientos observados cuando fueron cultivadas en los medios basales de

Gamborg y Murashige y Skoog (Satdive et al., 2007).

Li y sus colegas (2008) mostraron que el medio liquido MS a la mitad de
su concentracion, fue el mds apropiado para el crecimiento de raices y
produccion del alcaloide tropano en Anisodus acutangulus. Romero et al.,
(2009) reportaron que el uso del medio B5 de Gamborg a la mitad de su
concentfracién suplementado con 3.0% de sacarosa, fue dos veces mds
efectivo que cualquier otfro medio para mantener la produccién de raices
transformadas en cultivos de Echinacea. En Psoralea corylifolia, se obtuvo un
incremento en el rendimiento de daidzeina al incrementar el nivel de sacarosa
en el medio, mientras que la produccién de genisteina se vio favorecida al
disminuir el nivel de sacarosa en el medio (Shinde et al., 2010). La liberaciéon de
betacianina en raices transformadas de Beta vulgaris se logrd limitando el
suministro de oxigeno. Un tratamiento de permeabilizacion usando Tween-80
(Polyoxietileno sorbilano monolaurato) provocd la liberacidn de altas
cantidades de hiociamina en raices de Datura innoxia sin efectos perjudiciales

(Srivastava y Srivastava, 2007).

32



Los reguladores y promotores de crecimiento han sido utilizados para
incrementar el desarrollo de raices fransformadas y la produccidon de
metabolitos secundarios en cultivos vegetales. Las fitohormonas influencian
diversos procesos del desarrollo de una planta, desde la germinacién de la
semilla hasta la formacion de las raices, brotes y flores. Estas estdn involucradas
en el crecimiento de la planta, su morfogénesis, y el metabolismo secundario.
Bajo la mayoria de las circunstancias, una sola hormona puede regular
multiples rutas de biosintesis de metabolitos y al mismo fiempo diferentes
hormonas pueden influir en una misma ruta. El dcido jasmoénico y su éster
metilico, colectivamente llamados jasmonatos, inducen la biosintesis de una
variedad de metabolitos secundarios en diferentes especies vegetales,
incluyendo alcaloides, terpenoides, glucosinolatos vy fenilpropanoides
(Memelink et al., 2001; van der Fits y Memelink, 2000). Se ha demostrado que el
oxido nitroso (NO) tiene un papel clave en la red de senalizacion que lleva a la
biosintesis de los metabolitos secundarios en plantas. Pan et al. (2010),
mostraron que el tfratamiento con dacido salicilico y efileno (etefén) resulta en
un incremento significativo de vinblastina, vindolina y catarantina; mientras
que el ABA y el dacido giberélico tuvieron una influencia negativa en la

acumulaciéon de estos tres importantes alcaloides encontrados en C. roseus.

Los promotores abidticos también juegan un papel importante en la
acumulacién de metabolitos secundarios en cultivos de raices tfransformadas.
Abbasi et al. (2007), evaluaron los efectos de la luz en la tasa de crecimiento y
biosintesis de CADs (derivados del dcido caféico) en cultivos de raices de
Echinacea purpurea. Sus resultados mostraron que los cultivos que recibieron el
tratamiento con luz mostraban una morfologia engrosada de manera radial
compardandolos con los controles que fueron tratados en la obscuridad. Las
raices tratadas con luz acumularon niveles de antocianinas mayores, y la
biosintesis de CADs también se incrementd de manera significativa. Esto se
debe a que la actividad de la fenilalanina amonio liasa se ve estimulada por la

presencia de la luz (Abbasi et al., 2007).

Durante anos recientes, la metodologia de Superficie de Respuesta se

ha usado para la optimizacion en el desarrollo de muchos procesos
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biotecnoldgicos (Zhou et al., 2011). Esta metodologia consiste en un conjunto
de técnicas utilizadas para estudiar la relacion enfre una respuesta y un
conjunto de factores o variables independientes donde el objetivo es optimizar
esta respuesta (Andressen et al., 2009). Aplicando este modelo en las raices
transformadas de Datura stramonium, la optimizaciéon del nivel de hiosciamina
fue de 212.7% al utilizar el medio B5-OP (optimizado) comparado con el control
(medio B5) (Ryad et al., 2010). El medio puede ser optimizado para el
crecimiento de las raices y para la produccion de metabolitos de interés de
manera simultdnea, o se puede desarrollar una estrategia de dos etapas
(crecimiento seguido por bioproducciéon), dependiendo de las relaciones
entre la biosintesis del producto y los pardmetros necesarios para el

crecimiento de las raices (Georgiev et al., 2007).

El hecho de que las raices transformadas individuales tengan diferentes
requerimientos de nutrientes, sugiere que las condiciones de cultivo deben ser
optimizadas de manera separada para cada especie. La ingenieria
metabdlica ofrece nuevas perspectivas para mejorar la produccion de
metabolitos secundarios por medio de la sobre-expresion de genes individuales
en cultivos de raices pilosas (Srivastava y Srivastava, 2007). La produccion de
metabolitos secundarios se ha mejorado gracias a la localizaciéon de enzimas

que se sobreexpresan en la planta (Hu and Du, 2006).

Algunas de las ventajas de los cultivos de raices transformadas sobre los
cultivos de células en suspension son: estabilidad genotipica y bioquimica,
citodiferenciaciéon y su crecimiento en medio libre de hormonas. Estos factores
juegan un papel vital durante la produccién de metabolitos secundarios. Los
cultivos de raices transformadas exhiben la misma o mayor capacidad
biosintética de produccién de metabolitos secundarios comparados a sus
raices normales. Las raices transformadas también han mostrado sintetizar
nuevos metabolitos secundarios, que no estdn presentes en el tejido control

(no transformado) (Srivastava y Srivastava, 2007).

El cultivo de raices transformadas ofrece nuevas oportunidades para la

produccion de metabolitos secundarios de plantas in vitro. La aplicacion de los
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cultivos de raices transformadas en la biotecnologia es prometedor ya que
ofrece una produccion alta y estable de metabolitos secundarios, un
crecimiento rdpido independiente de auxinas y la posibilidad de adaptarse a
sistemas de reactores. Estas ventajas convierten a las raices pilosas en buenas
alternativas a las tecnologias cldsicas y hasta para cultivos de células en

suspension (Zhou et al., 2011).

Il. JUSTIFICACION.

La mayoria de las Cactdceas son especies amenazadas con
distribuciones restringidas y poblaciones muy reducidas. Su estudio desde el
punto de la fitoquimica, estd limitado por su talla muy pequena, desarrollo muy
lento y baja eficiencia reproductiva. Por esto, no se ha podido aprovechar su
capacidad de producir una gran canfidad de compuestos quimicos
(metabolitos secundarios) potencialmente Utiles como fdrmacos, colorantes,
anfibidticos, plaguicidas naturales, etc. Las raices transformadas de cactdceas
representan una alternativa al uso de plantas tomadas del ambiente natural
para el estudio y produccién de los metabolitos de interés propios de estas
especies. En este estudio estamos proponiendo un sistema biotecnoldgico
para generar biomasa como fuente de metabolitos en condiciones de

laboratorio.

1. HIPOTESIS DE TRABAJO.

Los diferentes tipos de medios y condiciones de cultivo hacen variar el
desarrollo de las raices transformadas, por lo tanto es posible fomentar un
patrén de cultivo en condiciones tales que promueva una mayor generacion

de biomasa.

La capacidad biosintética en las raices transformadas es igual o mayor
a las mismas especies en condiciones naturales, por lo que las raices
transformadas representan una alternativa para la produccién de compuestos

de interés.
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IV. OBJETIVOS.

IV.1. Objetivo General.

Caracterizar el desarrollo in vitro y conocer la capacidad biosintética de

raices transformadas de varias especies de Cactdceas.

IV.2. Objetivos particulares.

IV.2.a. Generar y caracterizar el desarrollo in vifro de las raices

fransformadas bajo diferentes medios y condiciones de cultivo.

IV.2.b. Llevar a cabo la caracterizacion molecular de las raices

tfransformadas obtenidas.

IV.2.c. Redlizar un escrutinio fitoquimico de betalainas y alcaloides en las
raices transformadas y las mismas especies en condiciones naturales para

comparar su capacidad biosintética de dichos compuestos.

IV.2.d. Analizar los compuestos de posible interés detectados en las

raices tfransformadas y caracterizar su actividad bioldgica.

V. METODOLOGIA.

V.1. Etapa previa.

V.1.a. Material vegetal.

Se utilizaron cultivos in vitro de 25 especies diferentes de Cactdceas,
pertenecientes a las subfamilias Cactoideae, Opuntioideae y Pereskioideae,
tomadas del programa de micropropagacion llevado a cabo en el
Laboratorio de la Unidad de Biotecnologia de la Universidad Auténoma de

Aguascalientes. Las especies utilizadas se muestran en el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Listado de especies utilizadas en este estudio, distribucion y

observaciones. *Categoria en la Lista Roja de la UICN.

Especie

Distribucién

Observaciones

Echinocactus grusonii

Echinocactus platyacanthus

Echinocereus ferreirianus var.

lindsayi (E. lindsayi)

Echinocereus knippelianus

Echinocereus schmollii

Escobaria chaffeyii

Escontria chioiotilla

Ferocactus peninsulae

Querétaro y

Zacatecas

Coahuila,
Guanajuato, Hidalgo,
Nuevo Ledn,
Oaxaca, Puebla,
Querétaro, San Luis
Potosi, Tamaulipas,
Zacatecas
Baja California, Baja

California Sur

Coahuila y Nuevo

Ledn

Querétaro

México (Chihuahua
y Coahuila) y
Estados Unidos

(Texas)
Guerrero,
Michoacdan, Oaxaca,

Puebla

Baja California y Baja

California Sur

Amenazado por colecta
ilegal.
*En peligro
Uso medicinal, forraje y
fabricacion de dulce
(biznaga y acitrén)

*Casi amenazado

Uso ornamental.

*Preocupaciéon menor

Amenazado por colecta
ilegal.
*Preocupaciéon menor
Amenazado por actividades
anfropogénicas (mineria y
agricultura)

*En peligro

*Preocupaciéon menor

Domesticada, frutos
comestibles.

*Preocupaciéon menor

Uso ornamental y como

alimento de ganado.
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Isolatocereus dumortieri

(Stenocereus dumortieri)

Mammillaria bocasana var.

bocasana

Mammillaria carmenae

Mammillaria theresae

Matucana madisoniorum

Melocactus curvispinus var.

curvispinus (M. oaxacenisis)

Aguascalientes,
Guanajuato, Hidalgo,
Jalisco, México
Distrito Federal,
Michoacdn, Morelos,
Oaxaca, Puebla,
Querétaro, San Luis

Potosi, Veracruz

San Luis Potosiy

Zacatecas

Tamaulipas

Durango

Peru

Colombia, Costa
Rica, Cuba, Curazao,
Guatemala,
Honduras, México
(Chiapas, Colima,
Jalisco, Michoacdn,
Oaxaca, Veracruz),
Nicaragua, Panamd,

Venezuela

*Preocupaciéon menor

Uso ornamental, como
combustible y frutos
comestibles.

*Preocupaciéon menor

Uso ornamental en el
comercio internacional.

*Preocupacion menor

Uso ornamental.

*Peligro critico

Uso ornamental.

*Peligro critico

Uso ornamental y venta ilegal
en el mercado internacional.
*Peligro critico
Uso ornamental, para hacer
dulces y bebidas
medicinales.

*Preocupaciéon menor
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Muyrtillocactus schenckii

Opuntia amyclae

Opuntia ficus-indica

Opuntia macrocentra

Peniocereus serpentinus

(Nyctocereus serpentinus)

Polaskia chichipe

Stenocereus stellatus

Guatemala, México
(Chiapas, Oaxaca,
Puebla)

México

México

México (Chihuahua,
Coahuila, Durango,
Sonora) y Estados
Unidos (Arizona,

Nuevo México, Texas)

Aguascalientes,
Guanajuato,
Guerrero, Hidalgo,
Jalisco, Estado de
México, Michoacdn,
Morelos, Nayarit,
Oaxaca, Puebla,

Querétaro, Sinaloa

Oaxaca y Puebla

Morelos, Oaxaca 'y

Puebla

Frutos comestibles.

*Preocupaciéon menor

*Informacidn insuficiente

Uso medicinal.

*Informacidn insuficiente

Uso ornamental.

*Preocupaciéon menor

Uso ornamental.

*Preocupaciéon menor

Frutos comestibles

*Preocupaciéon menor

Uso ornamental, frutos
comestibles, forrajes, bebidas
alcohdlicas y ornamental.

*Preocupaciéon menor
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Stenocereus thurberi var.

thurberi

Turbinicarpus hoferi

Turbinicarpus laui

Turbinicarpus lophophoroides

Turbinicarpus pseudopectinatus

Turbinicarpus
pseudomacrochele var.

pseudomacrochele

Turbinicarpus schmiedickeanus

var. curvispinus

Turbinicarpus schmiedickeanus

México (Baja
California, Baja
California Sur,
Chihuahua, Sinaloa)
y Estados Unidos

(Arizona)

Nuevo Ledn

San Luis Potosi

San Luis Potosi

Coahuila, Nuevo
Ledn, San Luis Potosi,

Tamaulipas

Hidalgo y Querétaro

Nuevo Ledn, San Luis

Potosi, Tamaulipas

Nuevo Ledn, San Luis

Construcciéon de casas y
medicinal.

*Preocupaciéon menor

Uso ornamental y colecta
ilegal.

*Peligro critico

Uso ornamental.

*Peligro critico

Uso ornamental y colecta
ilegal.

*Casi amenazada

Uso ornamental y colecta
ilegal.

*Preocupaciéon menor
Uso ornamental y medicinal.

*En peligro

Uso ornamental y colecta
ilegal.

*Casi amenazada

Uso ornamental y colecta
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var. schwarzii Potosi, Tamaulipas ilegal.

*Casi amenazada

Turbinicarpus subterraneus Nuevo Ledn Uso ornamental.

(Gymnocactus subterraneus) *En peligro

Turbinicarpus swobodae Nuevo Ledn Uso ornamental y colecta
ilegal.

*Peligro critico

V.1.b. Mantenimiento de la cepa A4 de Agrobacterium rhizogenes.

Se utilizd la cepa fipo agropina A4 de Agrobacterium rhizogenes que
contiene el pldsmido silvestre pRiA4 que confiere el fenotipo de la raiz pilosa, y
el vector binario pESC4 que contiene el gen npfll (con el promotor y
terminador nos), y el gen gus (con el promotor cab y el terminador ocs) en la
region T-DNA (Jofre-Garfias et al. 1997). La bacteria se cultivd en medio YMB
liguido (Hooykaas et al., 1997) con 50 mg/L de rifampicina y 50 mg/L de
kanamicina a 28° C. El cultivo se mantuvo a lo largo del proyecto y se verificd
por medio de PCR la presencia de los plasmidos de interés cada seis meses
(Fig. 1). Para esto, se extrajo ADN gendmico total con cloruro de sodio TRIS-
EDTA-triton (STET) y lisozima para amplificar los genes rolB, nptll, gus, virD1 y
como control negativo se utilizé el primer Vtc que amplifica el gen que

codifica para la cdpside del virus de la tristeza de los citricos (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Listado de oligos utilizados para andlisis por PCR de la bacteria A.
rhizogenes y de cultivos de raices transformadas de cactdceas establecidas

por transformaciéon mediada por A. rhizogenes A4,

Gen Secuencias de oligos 5'-3’ Tamano del

producto (pb)

nptll TATTICGGCTATGACTGGGCA 517
GCCAACGCTATGTCCTGAT
rolB ATGGATCCCAAATTGCTATICCITCCACGA 780

TTAGGCTTICTITCTTCAGGITTACTGCAGC

gus GGIGGGAAAGCGCGTTACAAG 1200
GITTACGCGITGCITCCGCCA

virD1 ATGTCGCAAGGACGTAAGCCCA 450
GGAGTICTITCAGCAT GGAGCAA

Vic? GGITTGAACCATGGACGACGAAACAAAGAA 720
ATTG
GGAACTCCACCATGGCGATAGAAACCGGGA

ATCGG

zControl negativo
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2000
1500
1000
750
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300
150

1 2 3 - 5

Figura 1. Deteccidon de los genes rolB, gus, nptll, virD1 y Vic en ADN de A.
rhizogenes. Se utilizaron oligos para amplificar rolB, gus, nptil, virD1 y Vtc

(control negativo) en las reacciones corridas en los carriles 1, 2,3,4 y 5.

V.2. Con respecto al objetivo particular referente a la caracterizacién el
desarrollo in vitro de las raices transformadas bajo diferentes medios y

condiciones de cultivo.

V.2.a. Induccién de raices transformadas.

El material vegetal utilizado fueron brotes creciendo de forma axénico in
vitro. El tamano y grosor de los brotes fue muy variable, dependiendo de la
especie en particular. En todos los casos, se elimind la parte apical y basal de
los brotes y el tejido restante se cortdé en segmentos transversales o discos de
aproximadamente 4 mm de ancho. Se usaron 40 discos de tejido de cada una
de las especies de Cactdceas utilizadas. Los discos se incubaron en medio MS
(Murashige y Skoog, 1962; Apéndice 1) liquido sin hormonas conteniendo 100
mg/L de dcido citrico y dcido ascoérbico como antioxidantes. Los explantes se
sumergieron en 50 mL de medio MS liquido con acetosiringona 200 mM y 1 x
108 células mL! de A. rhizogenes A4 por 30 minutos. Se elimind el exceso de
liguido de los explantes usando gasa estéril. Los explantes se incubaron en
cajas Petri con 25 mL de medio MS semisdlido en la obscuridad por 72 horas y
después se sumergieron en medio MS liquido con 50 mg/L kanamicina y 250
mg/L cefotaxima. Los explantes se incubaron en la obscuridad a 25° C. Se

subcultivaron cada 60 dias hasta que se obtuvieran cultivos de raices
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transformadas para ser utilizados en estudios posteriores.

V.2.b. Determinacion del efecto de las diferentes concentraciones del

medio de cultivo MS en la induccidn de raices transformadas.

Se realizaron cuaftro fratamientos diferentes: medio basal MS semisdlido
al 100, 75, 50 y 25% de su concentracion conteniendo cefotaxima (250 mg/L)
como antibidtico para eliminar a A. rhizogenes y kanamicina (50 mg/L) como
agente de seleccioén. Se transfirieron diez explantes a cada tratamiento del
medio MS de seleccidon. Las cajas se mantuvieron en la obscuridad a
temperatura ambiente hasta observar la aparicion de raices. Se registrd el
crecimiento (en longitud) de las raices obtenidas cada 15 dias por un periodo
de 60 dias. Esto se realizd para cada una de las treinta especies mencionadas
anteriormente. El Cuadro 3 muestra el porcentaje de explantes que generaron
raices presuntamente transformadas, el numero de raices generadas por
explante y la longitud (en mm) de las raices obtenidas para cada tratamiento
y para el total de los explantes. Se realizaron curvas de cinética de crecimiento
para todas las especies. Se utilizd el promedio del total de explantes que
generaron raiz para analizar cada tratamiento. El crecimiento relativo se
calculd utilizando la férmula: R= (In n2- In n1)/t2-t1 donde n2 es la longitud final
(longitud alcanzada después de 15, 30, 45 y 60 dias respectivamente), ni es la
longitud inicial; t2 es el tiempo final (15, 30, 45 y 60 dias respectivamente) y 1,

el tiempo inicial.

V.2.c. Efecto del fotoperiodo y del medio cultivo en el crecimiento de las

raices transformadas.

Se utilizaron los medios MS y el Gamborg B5 (Gamborg et al. 1968) al 100
y al 50% de su concentraciéon. Se anadié 3% de sacarosa y 8 g/L de agar
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO) como agente gelificante a al medio MS a su
concentracion completa, y se ajustd el pH a 5.7 antes de esterilizar. Se anadid
2% de sacarosa y 3 g/L de Phytagel (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) como
agente gelificante a al medio B5 a su concentracién completa, y se ajustd el

pH a 5.5 antes de esterilizar. Se utilizaron recipientes pldsticos circulares, con un
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didmetro de 10 cm y una profundidad de 3.5 cm con 200 mL de medio

semisdlido.

Las raices se incubaron 3 = 0.25 g de raices transformadas de
Turbinicarpus lophophoroides a 25°C bajo condiciones de obscuridad y bajo
un fotoperiodo de luz:obscuridad 16:8 (54 ymol/m?2/s). Se tomo el peso fresco

después de 30 dias. Se realizaron cinco réplicas por tratamiento.

V.2.d. Efecto del soporte y del medio cultivo en el crecimiento de las

raices transformadas.

Se utilizaron los medios MS y el Gamborg B5 (Gamborg et al. 1968) al 100
y al 50% de su concentracion preparados como en la seccidén anterior. Se
utilizaron recipientes pldasticos circulares, con un didmetro de 10 cm y una
profundidad de 3.5 cm con 200 mL de medio semisdlido. Se utilizaron
recipientes de vidrio de 1 L en orientacién horizontal con 200 mL de medio
liquido y espuma de poliuretano como soporte. Las raices se incubaron 3 + 0.25
g de raices transformadas de Turbinicarpus lophophoroides a 25°C bajo un
fotoperiodo de luz:obscuridad 16:8 (54 umol/m2/s). Se tomd el peso fresco

después de 30 dias. Se realizaron cinco réplicas por tratamiento.

V.2.e. Efecto del medio cultivo basal en el crecimiento de las raices

transformadas.

Se utilizaron las sales basales de doce medios de cultivo diferentes:
Anderson (1978, 1980), DCR (Gupta y Durzan 1985), DKW (Driver y Kuniyuki
1984), Gamborg B5 (Gamborg ef al. 1968), Heller (Heller 1953), K&M (Kao vy
Michayluk 1975), MS (Murashige y Skoog 1962), Né (Chu et al. 1975), N&N
(Nitsch y Nitsch 1969), Westvaco WV3 (Coke 1996), White (White ef al. 1963), y
WPM (Lloyd y McCown 1981) (Apéndice 2). Se anadié 3% de sacarosa y 8 g/L
de agar (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) como agente gelificante a todos los
medios. Ademds, se agregaron las vitaminas y compuestos orgdnicos del

medio MS a todos los medios y se ajustd el pH a 5.7 antes de esterilizar.
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Los experimentos se llevaron a cabo en cajas Petri desechables con 25
mL de medio basal semisdlido. Las placas se inocularon con 0.5+ 0.015 g de
raices transformadas de Escobaria chaffeyi, Ferocactus peninsulae,
Mammillaria bocasana var. bocasana, Turbinicarpus lophophoroides,
Turbinicarpus pseudopectinatus y Turbinicarpus schmiedickeanus var. shwarzii,
se sellaron y se incubaron a 25°C. Los experimentos se llevaron a cabo bajo un
fotoperiodo de luz:obscuridad 16:8 (54 umol/m2/s). Se tomd el peso fresco
después de 30 dias. El experimento se llevd a cabo dos veces para cada
especie y seis réplicas por tratamiento. Los datos se analizaron mediante un
ANOVA vy las medias se compararon utilizando la prueba de comparacion

multiple de Tukey-Kramer con un nivel de significancia de p<0.05.

V.2f. Crecimiento de las raices fransformadas en un sistema de

inmersion temporal RITA®.

Se colocaron 2 g (peso fresco) de raices transformadas de Escobaria
chaffeyi, Ferocactus peninsulae, Mammillariac bocasana var. bocasana,
Turbinicarpus lophophoroides, Turbinicarpus pseudopectinatus y Turbinicarpus
schmiedickeanus var. shwarzii en el sistema de inmersion temporal (RITA®,
Vitropic, Saint-Mathieu-de-Tréviers, France) con un tiempo de inmersién de 15
min cada tres horas. El biorreactor contenia 200 mL de medio MS liquido vy se
encontraba bajo un fotoperiodo de 16:8 luz:obscuridad. Se tomd el peso
fresco después de 30 dias de incubacion. Todos los experimentos se llevaron a

cabo dos veces para cada especie.
V.3. Con respecto al objetivo particular referente a llevar a cabo Ila
caracterizaciéon molecular de las raices transformadas obtenidas.

V.3.a. Andlisis histoquimico para la actividad de GUS.

Se localizd la expresion de GUS mediante una prueba histoquimica
descrita por Stomp (1992). Después de la tincién, los tejidos se lavaron y se
almacenaron en etanol 70% (v/v). Se realizaron seis repeficiones para cada

especie. En los casos en los que se generd tejido calloso y brotes también se
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sometioé a la prueba histoquimica.

V.3.b. Ensayo fluorométrico de la actividad de GUS.

Se extrajeron proteinas totales a partir de raices transformadas, brotes y
tejido calloso obtenidos de las mismas, de cuatro especies cactdceas: E.
chafeyii, M. bocasana var. bocasana, Turbinicarpus laui y T. pseudopectinatus.
Se trituraron 160 mg de tejido con un pistilo estéril, usando nitrégeno liquido. Se
agregaron 500 ul de buffer de extraccion de proteina y se centrifugd a 13000
rom por 10 min. Se transfirié el sobrenadante a un tubo Eppendorff nuevo vy se
almacend a -80°C hasta su uso. Se cuantificd el contenido de proteina total de
las muestras por el método de Bradford (Bradford, 1976). Se realizdé una curva
estndar de BSA (Apéndice 3) y se cuantificd proteina en los brotes
transformados por medio de espectrofotometria a una longitud de onda de
595 nm. Las lecturas se realizaron por duplicado. Los resultados obtenidos de
la concentracion de proteinas totales en las muestras analizadas (Apéndice 4)
se utilizaron para cuantificar indirectamente la produccién de R-glucoronidasa

mediante la siguiente férmula:
actividad GUS = (nmoles MUG hidrolizados/ug proteina total) / tiempo.

Se anadieron 6 UL del extracto de proteinas a 60 yL del buffer de ensayo de
GUS. Se colocaron 18 yL de la solucién anterior a 182 ulL de buffer de parada
en una microplaca (tiempo cero). El resto de la solucion se incubd a 37°C vy se
tomaron alicuotas de 18 uL cada 5 minutos (hasta los 20 minutos) y se
colocaron en el buffer de parada. Se leyd en un fluorbmetro a 365 nm

(longitud de onda de excitacion) y 450 nm (longitud de onda de emisién).

V.3.c. Verificacidon de transformacién mediante PCR.

Se amplificaron mediante PCR los genes rolB, nptll, gus y virD1 (el Ultimo
para confirmar la ausencia de A. rhizogenes de las raices transformadas, ya
que virD1 se encuentra afuera de la region T-DNA). El oligo Vic se utilizd como

control negativo. Se exirajo ADN gendmico total de once especies de
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cactdceas con bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) como lo describid
Wilkie (1997). Se amplificé el ADN de tres muestras diferentes de cada especie
analizada. Los pardmetros de la PCR fueron los siguientes: desnaturalizacion
inicial a 94°C por 4 min, seguido por 30 ciclos de 1 minuto de desnaturalizaciéon
a 94°C, 1 minutos de alineacién a 55°C y 2 minutos de extension a 72°C. Los
productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa 1.2% vy se

visualizaron bajo luz UV mediante la tincion con bromuro de etidio.

V.4. Con respecto al objetivo particular referente a realizar un escrutinio
fitoquimico de betalainas y alcaloides en las raices transformadas y en las
mismas especies bajo condiciones naturales para comparar su capacidad

biosintética de dichos compuestos.
V.4.a. Deteccion de Betalainas.

Se utilizaron extractos metandlicos de betalainas tfomados a partir de
tejido fresco de cultivos de raices transformadas obtenidos de acuerdo al
protocolo de Wybranieca et al. (2001), y congelado a -20°C. Se llevé a cabo
un barrido de 400 a 600 nm en espectrofotbmetro para observar el patréon de
betacianinas, betaxantinas y dacido betaldmico. Se analizaron raices
fransformadas de las siguientes especies: Escobaria chafeyii, Ferocactus
peninsulae, Mammillaria bocasana var. bocasana, Mammillaria sphacelata
var. sphacelata, Myrtillocactus schenkii T. laui, Turbinicarpus lophophoroides, T.
pseudopectinatus, T. schmiedickeanus var. curvispinus, T. schmiedickeanus var.
shwarzii. Adicionalmente, se llevé a cabo la deteccion de betalainas en raices

transformadas de T. laui cultivado en 10 medios de cultivo diferentes.

V.4.b. Andlisis de alcaloides por cromatografia en capa fina (TLC).

Se liofilizaron las raices transformadas y el tejido vegetal (parte aérea y
raiz) de plantas de invernadero correspondiente a las especies fransformadas
para obtener un extracto crudo. Se pesaron 120 mg del tejido y se anadié 60

WL NHsOH (10%), 1200 uL metanol y 1200 pL cloroformo y se sonicd por 45 min.
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Se repitié tres veces la extraccion, y el extracto filtrado se corrid en una placa
de silica gel de 20 x 20 cm. La fase movil fue: butanol: cloroformo: NH4OH en
una proporcidon 50:50:2.5. Se observaron las placas en luz UV, y se revelaron
con ninhidrina, reactivo de Dragendorff (Makkar et al., 2007) + nitrito de sodio
acuoso (10%) y yodoplatinato (Makkar et al., 2007) para identificar grupos

amino y alcaloides.

V.5. Con respecto al objetivo particular referente al andlisis de los compuestos
de posible interés detectados en las raices transformadas y la caracterizacion

de su actividad biolégica.

V.5.a. Andlisis de alcaloides por cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas.

Se compard el perfil de alcaloides de las raices transformadas y la
planta completa (parte aérea vy raiz) utiizando los extractos crudos
mencionados anteriormente. Los compuestos volatiles capturados en las fibras
se analizaron por medio de cromatografia de gases (CG) y CG acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM) empleando un equipo Agilent 6850 vy
empleando una columna capilar HP-5 (30 m; 0.25 mm de didmetro interno vy
0.25 um de grosor) acoplado a un detector de masas Agilent (modelo 5975C)
y helio como gas acarreador. Se utilizaron las siguiente condiciones: 2 uL del
extracto por inyeccion split-less pulsado a una columna capilar HP-5MS 30m. La
temperatura de inyector fue de 200°C, la temperatura de la columna se

mantuvo a 140°C por un minuto y se incrementd a 300°C a 30°C por minuto.

V.5b. Estudio de la actividad biolégica de los extractos totales de las

raices transformadas.

Se realizé una prueba de actividad bioldgica mediante una prueba de
difusion de discos (Disc diffusion assay) con Escherichia coli Top 10 usando el
extracto de la especie Turbinicarpus lophophoroides y un producto comercial

de hordenina como referencia, pues es el alcaloide que se ha podido
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identificar en las raices transformadas de esta especie para probar su efecto
bactericida. La bacteria E. coli Top 10 se cultivd en medio LB liquido por 24 h
para realizar un cultivo fresco en medio MHII semisdlido (10 mg/L agar). El
cultivo se incubd a 37°C por 24 horas. El indculo utilizado en las pruebas se
prepardé por medio del método de suspension directa de colonias a una
densidad de 0.5 de acuerdo al McFarland Turbidity Standard. Esta densidad
corresponde a 1.5 x 108 UFC/mL. En los siguientes 15 minutos se inocularon las
placas de medio MHII con agar usando un hisopo estéril. Se colocaron los
discos, cada uno en un cuadrante. Para el extracto de raiz fransformada se
colocaron 4 discos sobrepuestos. Esto para incrementar la cantidad de
extracto utilizado para poder observar si existe algun efecto bactericida al
incrementar el volumen del extracto. Se colocaron 5 uL del compuesto
comercial de hordenina como referencia, 5 uL de agua destilada estéril como
control negativo, 5 uL de cefotaxima (100 mg/mL) como control positivo y 20
UL del extracto acuoso total (100 mg/mL) de raices transformadas de T.
lophophoroides en el disco correspondiente. Las placas se incubaron a 37°C

por 18 horas y se tomaron los resultados.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION.

VI.1. Con respecto al objetivo particular referente a la caracterizacion el
desarrollo in vitro de las raices transformadas bajo diferentes medios y
condiciones de cultivo.

VI.1.a. Induccidén de raices transformadas.

Se midi6 el efecto de la concentracion del medio de cultivo basal MS
sobre la induccidén de raices tfransformadas en segmentos de tallo cocultivados
con A. rhizogenes de 25 especies de Cactdceas (Cuadro 3). Las primeras
raices presuntamente transformadas comenzaron a aparecer a los 5 dias
después del cocultivo para algunas especies, ejemplo tres especies de
Opuntia. Para muchas ofras especies las primeras raices aparecieron después
de los 15 dias de cocultivo. No se observd la generaciéon de tejido calloso
durante los 60 dias de evaluaciéon de crecimiento de las raices presuntamente
transformadas, excepto en Turbinicarpus pseudopectinatus que desarrolld
tejido calloso en muchos de los explantes fransformados y a partir del cual
generd las raices pilosas. Algunos de los explantes transformados se oxidaron,
ya que cualquier tejido herido excreta una gran cantidad de compuestos
fendlicos que intervienen en el proceso de cicatrizacion y defensa contra
patdégenos (Pérez-Molphe et al., 1999). Sin embargo, muchos de estos
explantes oxidados desarrollaron raices presuntamente fransformadas en este

estado.

La eficiencia de transformacion total fue muy variable entre especies.
Siendo la mayor Echinocereus knippelianus, seguida por Peniocereus
serpentinus y Opuntia macrocentra con un porcentaje de transformacion de
92.5, 85, y 80% respectivamente. De las 25 especies estudiadas, doce fuvieron
una eficiencia de transformacién total igual o mayor a 50%. Cuatro especies,
tuvieron una eficiencia igual o menor a un 20%, estas son Echinocereus
ferreirianus var. lindsayii, Escontria chioiofilla, Isolatocereus dumortieri vy
Turbinicarpus swobodae, siendo la Ultima la mds baja con una eficiencia del

10%. Es evidente que la eficiencia total de ftransformacion varia
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significativamente incluso entre especies pertenecientes al mismo género. Por
ejemplo, E. knippelianus tuvo la eficiencia de transformaciéon mads alta de
todas, con un 92.5%, mientras que E. ferreirianus var. lindsayi (E. lindsayi), fuvo

una eficiencia total de 17.5% (Fig. 2).

Cinco especies tuvieron una mayor eficiencia de transformacién en el
medio MS al 100% de su potencia que en el resto de los medios: Echinocereus
ferreirianus var. lindsayi, Echinocereus schmollii, Isolatocereus dumortieri,
Stenocereus thurberi var. thurberi y Turbinicarpus subterraneus (Fig. 3 y 4). En el
medio MS al 75% de su potencia se observdé una madxima eficiencia de
transformacién en once especies: Echinocactus grusonnii, Escontria chioiofilla,
Ferocactus peninsulae, Mammillaria theresae, Myrtillocactus schenckii, Opuntia
amyclea, O. macrocentra, Peniocereus serpentinus, Stenocereus stellatus,
Turbinicarpus hoferi y T. pseudomacrochele var. pseudomacrochele. Por otro
lodo, Echinocactus platyacanthus, Mammillaria  carmenae, Matucana
madisoniorum, Melocactus curvispinus var. curvispinus, Opuntia macrocentrq,
Polaskia chichipe, Turbinicarpus pseudipectinatus y T. swobodae presentaron
una mayor eficiencia de transformacién al ser incubados en medio MS al 50%
de su potfencia. Solamente fres especies respondieron favorablemente
cuando cultivadas en medio MS al 25%, estas fueron: Echinocereus
knippelianus, Ferocactus peninsulae y Opuntia ficus-indica. Se observa una
mejor respuesta a la induccién de raices transformadas cuando los explantes
se incuban en medio MS al 75% de su potencia. Sin embargo, aunque esto es
cierto para la mayoria de las especies, también existen algunas que
respondieron mejor ante las demds concentraciones del medio MS probadas.
Un limitado nUmero de especies presenta su mdxima eficiencia de
transformacion cuando se incuba en medio MS al 25% de su potfencia.
Ferocactus peninsulae tuvo una eficiencia de transformacion mdaxima de 70%
en dos concentraciones diferentes del medio MS (75 y 25%) por igual. También
O. macrocentra tuvo una eficiencia de transformacion maxima de 90% en dos

concentraciones diferentes del medio MS (75 y al 50%) porigual (Fig. 3y 4).
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Cuadro 3. Efecto de diferentes concentraciones del medio de cultivo MS en la
induccién de raices transformadas de 25 especies de Cactdceas. NUmero vy
longitud de las raices determinados a los 60 dias después del cocultivo con A.
rhizogenes.

Especie [MS] Explantes NUmero de Longitud
que Raices por de Raiz
Generaron Explante (Media (mm)

Raiz * Desviacion (Media *

Estandar) Desviacion

(%) Estandar)

100 70 5.4+28 45+27

75 80 4.1+28 34124

Opuntia amyclea 50 40 30£1.2 24+ 1.1
25 30 53z%1 43%1.6

Total 55 4.5%2.6 3.6+2.4

100 40 4.5 £47 0.96£1.2

75 20 14£9.9 45%5.1

Echinocactus 50 50 10+£7.2 1.6+£1.4

platyacanthus

25 30 43+%1.5 0.5%0.1

Total 35 8.2%6.6 1.9+£22

100 50 12 £2.1 29+0.7

75 70 10.7 £5.2 24+1.3

Echinocactus 50 50 8.4+£29 1.3+£0.5

grusonnii

25 10 2+0 02%0

Total 45 8.31+43 1.7+1.2

100 40 23+9.7 15.0 £6.0

Melocactus 75 20 33+2.8 19.1 £ 10.1

curvispinus var.

oaxacenisis) 25 50 12.8% 13.9 3.5+ 43

Total 42.5 21.2+12.07 10.7+£7.5

100 80 45+2.4 1.3£3.2

75 90 49+6.0 1.9+1.5
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Mammillaria theresae 50 60 7.8+3.9 1.7+£0.8
25 50 6.0%2.1 1.2+£0.5
Total 70 58142 1.5+£1.0
100 20 1£0 0.2+0.1
75 100 3.6%£1.8 1.5+1.0
Myrtillocactus 50 90 2.6 2.1 1.1£1.0
schenckii 05 0 0 0
Total 52.5 1.8+£2.0 0.7x1.0
100 80 9+6.7 10.3+£7.7
75 90 5.6+3.5 5.6 +3.4
Opuntia macrocentra 50 90 43+24 51129
25 60 4+272 3.412.1
Total 80 5.75%4.4 6150
100 30 5.0+3.0 1.0 £0.2
75 70 7.4+29 3.7 £2.4
Ferocactus peninsulae 50 60 10.2+ 6.8 3.1+£22
25 70 3.9+33 1.5£1.6
Total /) 6.6+4.38 23%2.1
100 20 2.5+0.7 1.2+£0.8
75 30 2.3%1.5 1.2£0.9
Escontria chioiofilla 50 10 1.0+£0 020
25 0 0 0
Total 15 1.5£1.2 0.6x£0.8
100 50 124+7.8 50x3.5
75 30 7.3+5.5 44+3.4
Turbinicarpus 50 60 7.0x+43 28x1.8
pseudipectinatus 05 0 2040 0.5 +0
Total 37.5 7.2+6.2 32129
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100 0 0 0
75 10 6%0 0.8+0
Turbinicarpus 50 20 7.5+£3.5 1.1£0.8
swobodae
25 10 3+0 0.4+0
Total 10 4.1+£3.7 0.6+0.6
100 50 3.6+ 1.8 1.1+0.5
75 60 3.3+2.1 1.2+0.9
Polaskia chichipe 50 70 49+£20 1.9+£1.1
25 30 3.0x1.7 0.8+0.5
Total 52.5 3719 1.2+0.9
100 40 93+11.9 3.6+53
Echinocereus 75 10 2+0 0.320
ferreirianus var. lindsayi
(E. lindsayi) 50 20 55+£0.7 2.0+0.9
25 0 0 0
Total 17.5 4.2 +8.1 1.5+3.6
100 30 33x1.5 0.9%1.0
75 70 54140 1.3£1.0
Matucana 50 80 5936 1.7£1.2
madisoniorum
25 40 4.5+1.7 0.8+0.2
Total 55 48+3.2 1.2+1.0
100 90 82+ 6.7 4.1+£3.3
75 90 122+ 6.7 7.1+6.1
Echinocereus 50 90 11.4+7.8 5.1+£3.1
knippelianus
25 100 85+4.7 29+1.6
Total 92.5 10.3+£ 6.5 48+ 4.0
100 90 18.7+8.3 5021
75 90 21.4+12.1 4.9 +3.1
Mammillaria 50 100 16+7.8 3.1+1.8
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carmenae 25 10 17+0 270
Total 72.5 18.5+£9.3 42+2.4
100 80 15.6+8.0 9.0+£5.3
Stenocereus thurberi 75 70 92.6+6.7 6.5+ 49
var. fhurbert 50 50 8.8+7.4 50+ 4.4
25 10 2+0 0.6+0
Total 52.5 11.3£7.8 6.8+£5.0
100 70 14.1+£6.2 4.1+3.8
75 80 11.5+£9.7 2.4+2.1
Turbinicarpus hoferi 50 40 2715 0.5+0.3
25 30 5+ 4.6 0.8+0.7
Total 55 9.9 £8.1 24128
100 30 4+£2 0.5+£0.3
Turbinicarpus 75 80 6.1£52 1.2+1.0
pseudomacrochele
var. 50 20 1£0 0.4£0.1
AR macrochele. o 20 6+7.1 15£1.8
Total 37.5 5+ 4.6 1.0£1.0
100 40 5.5+£3.4 52%49
75 40 5.7 £4.5 33+£23
Opuntia ficus-indica 50 40 6.5+49 5.0+4.7
25 50 3.6%£1.8 30£1.9
Total 42.5 5.2+3.6 40+3.4
Echinocereus schmollii 100 80 5+43 2117
75 30 2.7 1.1 1.2+1.5
50 30 1£0 0.2+ 0.06
25 30 5+3.6 20 1.4
Total 42.5 3.9+3.5 1.6+1.5
100 90 39+1.4 1.7+15
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Peniocereus 75 100 23+1.3 1.9+£1.8

serpentinus
(Nyctocereus 50 70 3.4+1.8 1.1+0.8
serpentinus) 25 80 24412 1940
Total 85 30+x1.5 1.6+1.3
100 60 6.7+27 1.2+0.7
Turbinicarpus 75 50 3.2x2.6 0.7x0.4
subterraneus
(Gymnocactus 50 20 4+1.4 0.9+0.4
subterraneus) 25 20 35421 0.4+0.]
Total 37.5 47 £2.8 0.8+0.6
100 50 11.2+£6.6 2.1+1.5
Isolatocereus 75 30 8345 0.7+£0.6
dumortieri
(Stenocereus 50 0 0 0
dumortieri) 25 0 0 0
Total 20 10.1£5.7 1.3£1.2
100 20 4.5+ 2.1 1.7+1.5
75 40 48+ 4.3 1.9+1.7
Stenocereus stellatus 50 30 4+2 1.1£0.8
25 10 4+0 1.9+0
Total 25 44+28 1.6+1.3

El nUmero de raices por explante se ve incrementado por la incubacion
de los explantes en medio MS al 100% de su concentracidn en once de las
especies estudiadas: E. grusonnii E. ferreirianus var. lindsayi, E. schmollii, E.
chioiotilla I. dumortieri, O. amyclea, O. macrocentra, P. serpentinus, S. thurberi
var. thurberi, T. hoferi y T. subterraneus (Fig. 5 y é). Melocactus curvispinus,
presenta el mayor niUmero de raices por explante de todas las especies
estudiadas con un 33 = 2.8 de raices por explante después de 60 dias, vy
también el mayor crecimiento de las raices transformadas con una longitud
madaxima de 19.1 £ 10.1 mm después de 60 dias de cultivo en medio MS al 75%

de su potencia para ambos pardmetros medidos (Fig. 5). La importancia de

57



evaluar el nUmero de raices por explante radica en que cada raiz procede de
un evento de transformacion independiente, lo cual nos puede indicar el
nUmero de células susceptibles a la infeccidén por A. rhizogenes. Por ejemplo,
tanto Escontria chioitila como Myrtillocactus schenkii tuvieron menos de 5
raices por explante en todos los tratamientos analizados, lo que nos indica que
hubieron muy pocos eventos de transformacion en los explantes de estas dos

especies.

En algunas especies la concentracion de medio basal puede favorecer
tanto la eficiencia de transformacién, asi como ofros factores como es el
nUmero de raices por explante o el crecimiento de las raices transformadas
(longitud en mm). En el caso de S. thurberi. T. subterranueus, I. dumortieri y E.
schmolli, se observa un mejor resultado para los tres factores evaluados
cuando estdn incubados los explantes en medio MS a su concentracion
completa (Fig. 7 y 8). Sin embargo, E. schmolli, presenté medidas muy
semejantes a estas en el nUmero de explantes y crecimiento de raices con
medio MS al 25% de su potencia, siendo esta la Unica especie que muestra un
mayor numero de raices por explante bajo estas condiciones de cultivo (Fig.
7). Aungque O. amyclea, O. macrocentra y T. pseudopectinatus no presentan
su maxima eficiencia de transformacion al 100%, si presentan un mdaximo
nUmero de raices por explante y crecimiento de raices en medio MS a esta
concentraciéon (Fig. 8). E. knippelianus, M. carmenae, M. curvispinus var.
curvispinus, M. schenckii, S. stellatus y T. pseudomacrochele var.
pseudomacrochele mostraron su méximo nUmero de raices por explante al ser
cultivadas en medio MS al 75% de su potencia (Fig. 7 y 8). De éstas, M.
schenckii y S. stellatus ademds presentan un maximo crecimiento de sus raices
y mejor eficiencia de fransformacion cultivadas en medio a dicha
concentracion (Fig. 8). Mientras que E. platyacanthus, F. peninsulae, M.
theresae, M. madisoniorum, O. ficus-indica, T. swobodae generan un mayor
nUmero de raices por explante en medio MS al 50% de su potencia. T.
swobodae, P. chichipe y M. madisoniorum no solo tienen una eficiencia de
transformacién mayor en medio MS al 50%, sino que también generan un

mayor nuUmero de raices y crecimiento de las mismas bajo estas condiciones
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de cultivo. Algunas especies no generaron ninguna raiz bajo ciertas
condiciones de cultivo, como E. ferreirianus var. lindsayi, E. chioiotilla y M.
schenckii inoculadas en medio MS al 25% de su potencia y T. swobodae en

medio MS a una concentracion 100% (Fig. 7 y 8).

La mayoria de las especies (trece) generan raices de mayor longitud
cuando se cultivan en medio MS al 100% de su potencia, mientras que muy
pocas generan raices en medio MS a bajas concentraciones, como S. stellatus,
P serpentinus, T. pseudomacrochele var. pseudomacrochele (Fig. 8). Para este
factor si se puede observar un patrén en el caso de especies que pertenecen
a un mismo género como en el caso de las tres especies pertenecientes a
Opuntia, que generan raices mds largas en medio MS al 100% de su potencia.
En el caso del género Turbinicarpus, solo tres de las cinco especies estudiadas
presentan raices mds elongadas cuando se cultivan en medio MS al 100% de
su concentraciéon, mientras que las dos restantes lo hacen cuando el medio MS
estd al 50 y 25% de su potencia. Echinocereus ferreirianus var. lindsayi y E.
schmollii generan raices mads largas en medio MS al 100%, mientras que E.

knippelianus lo hace a un 75% de concenfracion del medio MS (Fig. 7).

Las raices presuntamente tfransformadas tenian una estructura delicada,
muy pilosa y con muchas ramificaciones laterales (Figura 9). A diferencia del
crecimiento normal de las raices en direccion hacia la gravedad, estas
ramificaciones mostraban un crecimiento ageotropico. Ademds de raices
transformadas, se observaron raices adventicias no transformadas en la
superficie de los explantes. Sin embargo, las raices no transformadas no
proliferaron durante el subcultivo en medio semisdlido de seleccion libre de
hormonas, es probable que sea esta la razdén de la disminucidn en el
crecimiento relativo después de los algunos dias de cultivo, como es el caso
de Echinocereus ferreirianus var. lindsayi (Fig. 10c). Comparando esta especie
con las otras dos estudiadas pertenecientes al mismo género, observamos que
E. knippelianus continud creciendo hasta la Ultima medicion, aunque

desacelerando su crecimiento después de los 30 dias de cultivo (Fig. 10d);
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mientras que E. schmollii tuvo su pico de crecimiento mdximo a los 45 dias de
cultivo (Fig. 10e). Muchas especies presentaron su maximo crecimiento antes
de los sesenta dias, y se observa una fase estacionaria después de los 30 o 45
dias de cultivo. Para el caso de las dos especies del genero Mammillaria
estudiadas, se observa que ambas alcanzaron su fase estacionaria después
del dia 45 (Fig. 11 d y e). Esto mismo sucedié en Echinocactus platyacanthus
(Fig. 10b), Matucana madisoniorum (Fig. 12a) y Stenocereus thurberi var.
thurberi. Opuntia ficus-indica (Fig. 12e), a diferencia de O. amyclea (Fig. 12d)
siguid creciendo hasta los 60 dias de cultivo en medio al 75 y 50. No obstante,
O. macrocentra llego a su fase estacionaria el dia 30 (Fig. 13a). Asi mismo,
hubo mds especies que alcanzaron su maximo crecimiento el dia 30, como
Escontria chiotilla (Fig. 11a), Isolatocereus dumortieri (Fig. 11c) y Stenocereus
stellatus (Fig. 13d), entre otras. Como se observd en otros de los factores
medidos, se presentd una gran variacion en la cinética de crecimiento para
las cinco especies de Turbinicarpus estudiadas. T. hoferi sigue creciendo hasta
el dia 60 cuando estd en medio MS al 100%, mientras que alcanza su fase
estacionaria a los 45 dias si es cultivada en medio MS al 75% (Fig. 14s). Por ofro
lado, T. pseudomacrochele var. pseudomacrochele (Fig. 14c), solo presenta
un crecimiento activo en medio MS al 25% alcanzando su fase estacionaria el
dia 45de cultivo, mientras que T. pseudopectinatus y T. swoboae alcanzan su
crecimiento mdaximo el dia 30, ambos al ser cultivados en medio MS al 75% (Fig.
14b y e). Sin embargo, T. swobodae muestra una cinética de crecimiento muy
semejante al estar cultivado en medio MS a su minima concentracion.
Desafortunadamente la fase estacionaria de la mayoria de las especies tuvo
una duracidén de varios meses. Los cultivos de raices transformadas se lograron

establecer hasta después de 4-6 meses en la mayoria de las especies.
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Figura 2. Eficiencia de transformaciéon total de veinticinco especies de Cactdceas transformadas con A. rhizogenes A4. Se
obtuvo el promedio de los resultados de la eficiencia de fransformacién de los diferentes tratamientos (medio MS al 25, 50,

75y 100% de su potencia). Las barras muestran el error estdndar.
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Figura 3. Eficiencia de transformacion de diferentes cactdceas infectadas con
A. rhizogenes A4 incubadas en diferentes concentraciones del medio MS (100,
75,50y 25%).
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Figura 4. Eficiencia de transformacion de diferentes cactdceas infectadas con
A. rhizogenes A4 incubadas en diferentes concentraciones del medio MS (100,
75,50y 25%).
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Figura 5. NUmero de raices obtenidas por explante de diferentes cactdceas
infectadas con A. rhizogenes A4 después de ser incubadas 60 dias en
diferentes concentraciones del medio MS (100, 75, 50 y 25%) por 60 dias. Los
resulfados que se muestran son de diez repeticiones. Las barras indican la
desviacion estandar.
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Figura 6. NUmero de raices obtenidas por explante de diferentes cactdceas
infectadas con A. rhizogenes A4 después de ser incubadas 60 dias en
diferentes concentraciones del medio MS (100, 75, 50 y 25%). Los resultados
que se muestran son de diez repeticiones. Las barras indican la desviacion
estandar.
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Figura 7. Crecimiento (medida como longitud en mm) de las raices obtenidas
mediante la infeccién de diferentes especies de cactdceas con A. rhizogenes
A4 después de ser incubadas 60 dias en diferentes concentraciones del medio
MS (100, 75, 50 y 25%). Los resultados que se muestran son de diez repeticiones.
Las barras indican la desviacion estandar.
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Figura 8. Crecimienfo (medida como longitud en mm) de las raices obtenidas
mediante la infeccidén de diferentes especies de cactdceas con A. rhizogenes
A4 después de ser incubadas 60 dias en diferentes concentraciones del medio
MS (100, 75, 50 y 25%). Los resultados que se muestran son de diez repeticiones.
Las barras indican la desviacion estandar.
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Fig 9. Etapas iniciales de la induccion de raices presuntamente transformadas
de (a) Echinocactus grusonni, (b) Echinocereus ferreirianus var. lindsayi, (c) E.
knippelianus,(d) (e) E. schmolli, (f) Escontria chiofilla, (g) Ferocactus peninsulae,
(h) Mammillaria carmenae, (i) M. theresae, (j] Matucana madisoniorum, (k)
Opuntia amyclea, (I} O. ficus-indica, (m) Polaskia chichipe, (n) Stenocereus
stellatus, (o) S. thurbari var. thurberi y (p) Turbinicarpus pseudopectinatus,
infectadas con A. rhizogenes.
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