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En el presente estudio se persiguen los siguientes objetivos i) Evaluar la
efectividad de tratamientos hormonales en la micropropagacion de brotes de
vitroplantas de Epithelantha micromeris y Obregonia denegrii. ii) Determinar la
concentracion hormonal endogena en vitroplantas de E. micromeris y O.
denegrii por espectrofotometria y cromatografia liquida (LC). iii) Describir el
codigo de barras de la vida de E. micromeris y O. denegrii en base a las
secuencias de dos genes (matK y rbcL). La micropropagaciéon de ambas
especies se realiz6 a partir de brotes de vitroplantas de un cm de altura de
aspecto uniforme. Los explantes se colocaron en medio MS, adicionado con
reguladores de crecimiento vegetal (RCV) en cuatro tratamientos diferentes
(T1= Sin reguladores, T2= Kinetina 1 mg L™, T3= Kinetina 1 mg L™* + AIA 1 mg
L™, T4= Kinetina1 mg L + AIA0.5mg L + AG 1 mg L™, T5 = Kinetina 1 mg L’

vi



'+ AIA1mgL" + AG 1 mg L™). Se utilizé un disefio completamente al azar con
seis repeticiones, cada repeticion formada de cuatro plantas. Los brotes se
mantuvieron en condiciones controladas con fotoperiodo de 16 hrs luz y
temperatura de 26 °C. A los 30, 60 y 90 dias se evalud la altura, el diametro, el
peso fresco y el peso seco de las vitroplantas. Se determiné la concentracion
endogena de los RCV empleando; reactivo de Salkowsky, para auxinas y
cromatografia liquida (CL) para determinar giberelinas. Para la obtencion de
cédigo de barras de la vida se secuenciaron los genes matK y rbcL y
posteriormente fueron comparados con la base de datos de NCBI (National
Center for Biotechnology Information). De acuerdo a los resultados obtenidos,
los tratamientos T1, T2 y T3 producen vitroplantas de buena calidad en cuanto
a diametro, altura y peso, pero el T3 promueve ademas la formacion de brotes
en E. micromeris, por lo que podemos considerarlo como el mejor tratamiento.
En O. denegrii los tratamientos no produjeron efectos significativos. En cuanto
a la determinacion de RCV se encontraron concentraciones de auxinas que van
desde 0.12 a 0.28 ppm en E. micromeris, con tendencia descendente con
respecto al tiempo de tratamiento. El T3 generd la mayor concentracion (0.28
ppm) de AIA a los 30 dias. Mientras que las concentraciones de acido giberélico
presentaron un comportamiento ascendente con respecto al tiempo de
tratamiento de 0.2 a 4.5 ppm. En O. denegrii se encontraron concentraciones de
AIA de 0.13 a 0.17 ppm. El testigo, T1 presentd la mayor concentracion con
0.17 y 0.15 ppm a los 30 y 60 dias, seguido del T3 y el T5, con 0.15y 0.14
respectivamente a los 30 dias. Con respecto al codigo de barras de la vida, las
especies con mayor similitud a E. micromeris de acuerdo a las secuencias matK
es E. micromeris, mientras que para rbcL la especie es Maihuenia poeppigi.
Para O. denegrii la especie con mayor similitud de acuerdo a matK es
Lophophora williamsii, mientras que por rbcL es Weingartia kargliana. La falta
de precision en la obtencion del codigo de barras de la vida, se debio a que no
existe informacion del gen rbcL, en la base de datos para E. micromeris, ni de
rbcL y matK para O. denegrii, no obstante a lo anterior se logré obtener sus

arboles filogenéticos, los cuales complementaron los andlisis de identidad y
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facilitaron la ubicacién de las secuencias problema dentro de un grupo de

especimenes emparentados genéticamente.
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ABSTRACT

Micropropagation, Hormone Valuation and Barcode of Life

E. micromeris and O. denegrii for Conservation
By:
MARTHA MONZERRATH OROZCO SIFUENTES

MASTER OF SCIENCE IN PLANT BREEDING

UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO

Buenavista, Saltillo, Coahuila, México, Mayo 2013.

M.C. Leticia Escobedo Bocardo -- Asesor

Keywords: Epithelantha micromeris, Obregonia denegrii, hormones,

micropropagation, barcode of life.

In the present study, we pursue the following objectives i) Evaluate the
effectiveness of hormonal treatments in micropropagated of E. micromeris and
O. denegrii. ii) Determine the endogenous hormone concentration in vitroplants
of E. micromeris and O. denegrii by spectrophotometry and liquid
chromatography (LC) iii) Describe the barcode of life of E. micromeris and O.
denegrii on the basis of the sequence of two genes (matK and rbclL). The
micropropagation of both species was made from outbreaks of vitroplants of one
centimeter height and uniform aspect. The explants were placed in MS medium,
added with plant growth regulators (PGR) in four different treatments The
explants were placed in four different treatments (T1= without regulators, T2=
Kinetin 1mg L™, T3= Kinetin 1mg L™ + IAA 1mg L™, T4= Kinetin 1mg L™ + IAA
0.5mg L™ + GA 1mg L, T5= Kinetin 1mg L™ + IAA 1mg L™ + GA 1mg L™). We

used a completely randomized design with six repetitions, each one consisting



of four plants. The outbreaks remained under controlled conditions with a
photoperiod of 16 hours of light and a temperature of 26 °C. In the day 30, 60
and 90 height, diameter, fresh weight and dry weight of the vitroplants were
evaluated. The endogenous concentration of the PGRs was measured
employing: the reagent of Salkowsky, for auxins and liquid chromatography for
gibberellins. For obtaining barcode of life, the genes matK and rbcL were
sequenced and they were subsequently compared with the database of NCBI
(National Center for Biotechnology Information). According to the results
obtained, the treatments T1, T2 y T3 produce vitroplants of good quality in terms
of the diameter, height and weight, but the T3 also promotes the formation of
outbreaks of E. micromeris, so we can consider it as the best treatment. The
treatments produce no significant effects In O. denegrii. In regard to PGR is
found of auxin ranging from 0.12 to 0.28 ppm in E. micromeris, with declining
levels along the time of treatment. The T3 generated the largest concentration
(0.28 ppm) of IAA at day 30. While concentrations of gibberellic acid showed
increasing levels along the time of treatment going from 0.2 to 4.5 ppm. The In
concentrations of AIA found in O. denegrii were from 0.13 to 0.17 ppm. The
witness, T1 showed the highest concentration with 0.17 ppm in the day 30 and
0.15 ppm in the day 60 followed by the T3 and T5, with 0.15 and 0.14
respectively in the day 30. With regard to the barcode of life, species whit
greatest similarity to E. micromeris based on the sequence matK is E.
micromeris, while according to the sequence rbcL the species is Maihuenia
poeppigi. For O. denegrii the species with the highest similarity according to
matK is Lophophora williamsii, and based on rbcL is Weingartia kargliana. The
lack of precision in obtaining the barcode of life was due to the fact that there is
no information of the rbcL gene, in the database, for E. micromeris, nor rbcL and
matK for O. denegrii, regardless of the exposed limitations, it was possible to
obtain their phylogenetic trees, which complemented the analysis of identity and
facilitated the location of the problem sequences within a group of genetically

related specimens.
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I. INTRODUCCION

México es el mas importante centro de concentracion de cactaceas en el
mundo, con un alto indice de endemismo a nivel genérico (73%), y especifico
(78%). La mayor parte de las especies habitan en las regiones aridas y
semiaridas del pais, particularmente en la porcidn sureste del Desierto
Chihuahuense, incluyendo la Zona Arida Querétaro- Hidalguense (Hernandez,
1994) y han sido motivo de atencion en nuestro pais desde tiempos

prehispanicos (Bravo, 1978).

A través de la historia y aun en nuestros dias las cactaceas han sido
empleadas como alimento, un gran numero de ellas tienen aplicaciones
medicinales, son poseedoras de sustancias quimicas de interés farmacolégico,
también son utilizadas como barreras fisicas para delimitar territorio, como los
organos y algunas de ellas hasta llegaron a tener un significado divino (Bravo,
1978) y fueron utilizadas en ritos o ceremonias religiosas, como el caso del

peyote.

Por todo lo anterior un nimero importante de estas cactaceas, sujetas a
presiones de colecta y destruccion de su habitat, estan consideradas como
especies en vias de exterminio. Epithelantha micromeris y Obregonia denegrii
son catalogadas como especie con proteccion especial y especie amenazada
respectivamente segun la NOM-059-ECOL-2001. E. micromeris se distribuye
desde el sur de Texas hasta el sur de Coahuila, Nuevo Ledn y Zacatecas,
mientras O. denegrii es endémica del Valle de Jaumave Tamaulipas. Estas
peculiares plantas son muy apreciadas y buscadas pues son consideradas
especies raras y muy bellas, y constantemente estan sujetas a presiones de

colecta por parte de coleccionistas nacionales y extranjeros.



A pesar de ser especies protegidas, el saqueo para su comercio ilegal
asi como la perturbaciéon de su habitat no ha cesado en nuestros dias y es

necesario encontrar alternativas que nos permitan propagarlas eficientemente.

Una opcion de vital importancia que permite la propagacion y
preservacion de especies de cactaceas en via de exterminio es la tecnologia
de cultivo in vitro. Herramienta que permite generar todas las plantulas
deseadas a partir de una sola. Malda et al., (1999) recomiendan su uso para
asegurar la permanencia de las especies, ya que no solo permite romper el
letargo que presentan las semillas, sino que ademas acelera el proceso de

propagacion tanto en tiempo como en numero de plantulas generadas.

El éxito en el proceso de micropropagacion de especies vegetales no
solo depende de la aplicacién de la técnica, sino de la correcta aplicaciéon de los
nutrientes y reguladores de crecimiento vegetal (RCV). A pesar de ser especies
gue pertenecen a una misma familia sus requerimientos son diferentes, por lo
tanto es imprescindible establecer procesos efectivos de micropropagacion que

aseguren la conservacion de las mismas.

Pero no solo es a través de la micropropagacion que se contribuye a la
conservacion de las cactaceas, existen ademas otras herramientas de tipo
molecular que permiten identificar especies, determinar su parentesco y
localizar poblaciones (Morse y Henifin, 1981; Soulé, 1986; Falk y Holsinger,
1991). Una de ellas mejor conocida como codigo de barras de la vida (barcode);
es una iniciativa que propone la secuenciacion de fragmentos cortos de ADN de
una misma region génica encaminada a la generacion de acervo de informacién
basica que agilice la identificacion de especies en peligro, evitando de esta
forma el trafico ilegal de especies. En este trabajo se busca establecer el
proceso de micropropagacion para E. micromeris y O.denegrii, asi como la
obtencion de su codigo de barras de la vida, contribuyendo de esta forma a la

generacion de informacion dirigida a su conservacion.



1.1 Objetivo General
Micropropagar, realizar la valoraciéon hormonal endégena y determinar el codigo

de barras de la vida de E. micromeris y O. denegrii para su conservacion

1.2 Objetivos especificos
Evaluar la efectividad de tratamientos hormonales en la

micropropagacion de brotes de vitroplantas de E. micromeris y O. denegrii

Determinar la concentracion hormonal endogena en vitroplantas de E.

micromeris y O. denegrii por espectrofotometria y cromatografia liquida (LC).

Describir el Cédigo de barras de la vida de E. micromeris y O. denegrii

en base a las secuencias de dos genes (matK y rbclL).



Il. REVISION DE LITERATURA
2.1 Importancia de las cactaceas

La familia Cactaceae esta constituida por plantas llamadas cominmente
cactus o cactos, es originaria y endémica del continente americano y se
distribuye desde Canada hasta el sur de Argentina (Riha, 1991) predominando
en zonas aridas y semiaridas, siendo México el centro de concentracion mas

importante del continente.

Son plantas perennes, cuyo ciclo de vida dura mas de dos afios y hasta
por tiempo indefinido, estan formadas de tallos columnares, esféricos o
aplanados que estan engrosados debido a que los tejidos de almacenamiento
(parénquima) estan muy desarrollados. Lo que les permiten almacenar
nutrientes como agua y sales minerales. Las hojas estdn modificadas en
espinas o en hojas muy pequefias que reducen la pérdida de agua, sobre todo
en tiempos de sequia (Bravo, 1995), sirven como proteccidn ante
depredadores, ayudan a la dispersion cuando se adhieren a la piel de algun
animal, producen sombra y dan proteccion al tallo reflejando los rayos del sol
(Arreola, 1997).

La mayoria de las cactaceas son hermafroditas, poseen flores de
vistosos colores, y su tipo de reproduccion puede ser sexual o asexual
(multiplicacion vegetativa) (Paniagua, 1980; Bravo, 1995). Sus frutos son
descritos como bayas carnosas y en algunas especies son comestibles como
por ejemplo; las tunas. Este tipo de plantas son poseedoras de un metabolismo
fotosintético de tipo acido crasulaceo (CAM), donde la entrada de CO, ocurre
exclusivamente de noche, este gas al no ser utilizado inmediatamente por la

falta de luz solar, es transformado en un &acido organico, en un malato, el cual



permanece en este estado durante toda la noche y al iniciar el dia continua el

proceso de fotosintesis (Bravo, 1995).

Las cactaceas han sido motivo de atencion desde tiempos prehispanicos,
donde los tallos y frutos desde entonces ya eran utilizados como fuente de
alimento humano, tal es el caso del nopal y probablemente el uso mas comun
hasta nuestros dias. Un gran numero de ellas eran utilizadas por sus
aplicaciones medicinales, poseedoras de sustancias quimicas de interés
farmacologico, o como barreras fisicas para delimitar territorio, como los
organos, algunas hasta llegaron a tener un significado divino (Bravo, 1978) y
fueron utilizadas en ritos o ceremonias religiosas, como el caso del peyote
(Lophopora williamsii), un pequefio cacto con propiedades alucinantes, que
hasta la fecha forma parte de tradiciones costumbristas de varios grupos
étnicos, como los huicholes, tarahumaras, coras y tepehuanes (Alanis y
Velasco, 2008).

Representan un valioso recurso natural por su capacidad de fijar el suelo
evitando la erosion, son fuente inmejorable de forraje sobre todo en tiempos de
sequia en zonas aridas, son fuente de mucilagos, de gomas, de pectinas y por
la belleza de sus flores y por lo peculiar de la anatomia de sus estructuras son
utilizadas como ornamentales. Siendo este Ultimo uso el que las ha llevado a un

intenso saqueo con fines de comercializacion ilegal (Alanis y Velasco, 2008).

Por todo lo anterior, la familia de las cactaceas, es uno de los grupos
méas amenazados del reino vegetal. Las poblaciones naturales de muchas de
las especies han sido afectadas por las presiones del desarrollo humano,
debido a la conversién del terreno para usos agricolas o pecuarios y las
actividades de extraccion de las plantas con fines de comercio nacional e
internacional. Como consecuencia la familia completa esta incluida en el
apéndice | y Il de la Convencion sobre el Tréfico internacional de Especies de

Flora y Fauna Amenazadas (CITES), asi como en el listado de la Union



Internacional para la Conservacion de la Naturaleza y los Recursos Naturales
(UICN) (Hernandez y Godinez, 1994), ambos organismos internacionales estan

destinados a proteger las especies silvestres que tienen algun nivel de riesgo.

2.2 Cactaceas de México

México es el pais que concentra la mayor cantidad de cactaceas en el
mundo. Posee un alto porcentaje de endemismo tanto a nivel genérico (73%)
como especifico (78%). La mayor parte de las plantas se encuentran
distribuidas a lo largo y ancho del desierto Chihuahuense, zona comprendida
entre los estados de Chihuahua, Coahuila, Nuevo Leén, Durango, Zacatecas y

San Luis Potosi.

Hasta el dia de hoy existen diferencias en cuanto al nUmero exacto de
especies propuesto por diferentes investigadores. Hunt (1992) reconoce 563
especies para México, mientras que Bravo (1978) y Bravo y Sanchez-Mejorada
(1991a y 1991b) consideran la existencia de 744. Sin embargo el porcentaje de
endemismo para cada una de estas estimaciones es muy similar: 77.9% vy
78.9% respectivamente, lo cual es evidencia del caracter autdctono de las

cactaceas mexicanas.

Es importante mencionar que las zonas con mayor concentracion de
cactaceas, en este caso las aridas y semiaridas, no solo se caracterizan por
poseer una gran riqueza en especies, sino que ademas, son regiones con el

mayor numero de especies de cactaceas amenazadas.

Hernandez y Godinez (1994), presentan a los estados con el mayor
nimero de especies amenazadas, basandose en el listado de especies de
cactaceas mexicanas amenazadas propuesto por Hunt (1992), entre los que se
encuentran Coahuila (29 spp.), San Luis Potosi (26 spp.), Nuevo Ledn (24 spp.)
y Tamaulipas (25 ssp.) justamente estados que comprenden el Desierto
Chihuahuense (Figura 2.1).
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Figura 2.1 Abundancia de cactaceas mexicanas amenaz adas por estado . Estados:
Ags=Aguascalientes, BCN=Baja California Norte, BCS=Baja California Sur, Cha= Chiapas, Chi=
Chihuahua, Coa= Coahuila, Col=Colima, Dgo= Durango, EM= Estado de México, Gro=
Guerrero, Gto= Guanajuato, Hgo= Hidalgo, Jal= Jalisco, Mich= Michoacan, Mor= Morelos, NL=
Nuevo Leodn, Oax= Oaxaca, Pue= Puebla, Qro= Querétaro, SLP= San Luis Potosi, Sin= Sinaloa,
Son= Sonora, Tab= Tabasco, Tam= Tamaulipas, Ver= Veracruz, Yuc= Yucatan, Zac=Zacatecas
(Hernandez y Godinez, 1994).
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De igual forma también hay un gran nimero de especies en peligro en la
Zona Queretano-Hidalguense, donde Querétaro presenta 20 spp amenazadas e
Hidalgo 18 spp, mientras que en el Desierto Sonorense: Sonora (17 spp), Baja

California Sur (12 spp) y Baja California Norte (7 spp).

Hernandez y Godinez (1994) calcularon ademas el nimero de cactaceas
amenazadas por regiones Yy obtuvieron: 89 cactdceas amenazadas en el
Desierto Chihuahuense; 35 para el Desierto Sonorense y 31 para la Zona Arida
Queretano—Hidalguense. El resto de las especies se reparten principalmente en
los Valles de Tehuacan-Cuicatlan y regiones con clima altamente estacional en

Oaxaca, Jalisco y estados del sureste.



México se coloca como el pais con el mayor niumero de especies en
riesgo, en total 285, numero publicado en la Norma Oficial Mexicana NOM-059-
SEMARNAT-2001 (Semarnat, 2002), la cual tiene por objeto reconocer las
especies o poblaciones de flora y fauna silvestre en riesgo en el pais. En cuanto
a organismos internacionales la lista roja de la UICN (Unidn Internacional para
la Conservacion de la Naturaleza) incluye 66 especies, mientras que la CITES
(Convencidn sobre el Trafico Internacional de Especies Silvestres de Flora y
Fauna Amenazadas, Apéndice | y II) incluye un total de 44 especies solo en el
Apéndice | (Arias et al., 2005).

2.3 Legislacion sobre cactaceas en peligro de extin -~ cién

La proteccion oficial de la familia cactaceae como recurso natural en
México segun Barcenas (2006) tiene un poco mas de medio siglo. En el
proceso han intervenido instancias de tipo federal, estatales, municipales,
organizaciones no gubernamentales, académicos y amantes de las cactaceas,
guienes a través de sus aportaciones generan un marco teorico y practico

dirigido a la conservacion y aprovechamiento de estos recursos.

2.3.1 Norma Oficial Mexicana NOM-059-ECOL-2001.

Disposicion legal para la proteccion, aprovechamiento y comercio de
especies Nativas de México, de flora y fauna silvestre; categorias de riesgo y
especificaciones para su inclusion, exclusion o cambio-Lista de especies en
riesgo (publicada el 06 de Marzo de 2002 en el Diario Oficial de la Federacion).
Para reconocer dichas especies se basa en un método de evaluacion de riesgo
de extincion (MER) y su clasificacion en cuatro categorias.

* E.- Probablemente extinta en el medio silvestre
* P.- En peligro de extincion
* A.- Amenazadas

* Pr.- Sujeta a proteccion especial



2.3.1.1 Probablemente extinta en el medio silvestre

Aquella especie nativa de México cuyos ejemplares en la vida libre
dentro del territorio nacional han desaparecido, hasta donde la documentacion y
los estudios realizados lo prueban, y de la cual se conoce la existencia de

ejemplares vivos, en confinamiento o fuera del territorio mexicano.
2.3.1.2 En peligro de extincion

Aquellas especies cuyas areas de distribucion o tamafio de sus
poblaciones en el territorio nacional han disminuido drasticamente poniendo en
riesgo su viabilidad biolégica en todo su habitat natural, debido a factores tales
como la destruccion o modificacion drastica del habitat, aprovechamiento no
sustentable, enfermedades o depredacién, entre otros. (Esta categoria coincide
parcialmente con las categorias en peligro critico y en peligro de extincion de la

clasificacion de la UICN).
2.3.1.3 Amenazadas

Aquellas especies, 0 poblaciones de las mismas, que podrian llegar a
encontrarse en peligro de desaparecer a corto plazo, si siguen operando los
factores que inciden negativamente en su viabilidad, al ocasionar el deterioro o
modificacion de su héabitat o disminuir directamente el tamafio de sus
poblaciones. (Esta categoria coincide parcialmente con la categoria vulnerable
de la clasificacion de la UICN).

2.3.1.4 Sujetas a proteccion especial

Aquellas especies o poblaciones que podrian llegar a encontrarse
amenazadas por factores que coinciden negativamente en su viabilidad, por lo
gue se determina la necesidad de propiciar su recuperacion y conservacion o la
recuperacion y conservacion de poblaciones de especies asociadas. (Esta
categoria puede incluir a las categorias de menor riesgo de la clasificacion de la
UICN).



2.3.1.5 Especie endémica

Aquella cuyo ambito de distribucion natural se encuentra circunscrito
Unicamente al territorio nacional y las zonas donde la Nacién ejerce su

soberania y jurisdiccion.
2.3.2 Categorias utilizadas por la CITES y la UICN

A nivel mundial la Unién Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza (UICN por sus siglas en ingles IUCN) compila informacion sobre el
estado de conservacion de las especies amenazadas y en peligro, que pueden
ser utilizadas por agencias internacionales como la CITES o por gobiernos de
paises especificos. Los criterios utilizados por la UICN (IUCN 2004) se
presentan en nueve categorias (Cuadro 2.1). La CITES por su parte ayuda a
establecer un marco de referencia legal internacional para la prevencion del
comercio de especies amenazadas y su regulacion (Rosser et al., 2004). Las
especies se incluyen en tres apéndices de acuerdo a diferentes niveles de

amenaza que resultan de su comercio internacional.

Cuadro 2.1. Categorias designadas a especies en riesgo (Arias, 2005).

E - Probablemente extinta en el medio silvestre EX — Extinto

EW - Extinto en estado silvestre

P — En peligro de extincion CR - En peligro critico Apéndice |
EN - En peligro
A - Amenazadas VU-Vulnerable Apéndice Il

NT - Casi amenazado
Pr — Sujeta a proteccién especial LC — Preocupacion menor Apéndice I
DD - Datos insuficientes Apéndice Il

NE — No evaluado

10



2.4 Clasificacion taxonomica y descripcion botanica de E. micromeris y O.

denegrii
2.4.1 Epithelantha micromeris

Nombrada comUnmente boton o biznaga blanca chilona (NOM- 059-
ECOL-2001); es una planta globular que llega a medir hasta 6 cm de diametro,
frecuentemente forma macollos con mas de 10 miembros. Su tallo esta
compuesto de filas de pequefios tubérculos. En la punta de cada tubérculo hay
areolas cubiertas de lana blanca, de las que emergen espinas blancas curvadas
hacia el tallo, produce flores de color rosa palido con vetas blancas. Los frutos
son cilindricos, de color rojo brillante, de 3 cm de largo, el cual contiene semillas
de color negro en forma de cazuela de aprox. 2 mm de largo (Flores, 2005). Es
una especie muy apreciada y muy buscada pues es considerada como una

cactacea de ornato (Figura 2.2).

2.4.1.1 Clasificacion taxondmica

F Cactales

C_ Cactaceae

Cactoideae

Tribu Cacteae
/

. :

Z Subtribu

Especie —= micromeris

2

Thelocactinae

Epithelantha

W

Figura 2.2 Epithelantha micromeris (Bravo y Sanchez — Mejorada, 1991)
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2.4.1.2 Distribucién geografica

E. micromeris es comun del Desierto Chihuahuense, donde se localiza
en todo tipo de terreno; desde planicies arenosas de escasa vegetacion
xerdfita, hasta paredes rocosas de altas montafias, en alturas comprendidas
entre 600 a 1800 msnm, desde el sur de Texas hasta el Sur de Coahuila, Nuevo

Ledn y Zacatecas (Flores, 2005).

2.4.1.3 Propagacion

Generalmente se cultiva por semilla y por micropropagacion, requiere de
sombra ligera cuando jovenes, requiere de mucha agua debido a la morfologia

de su raiz.

2.4.1.4 Situacion ecoldgica

Epithelantha micromeris est4 considerada actualmente como especie con

proteccion especial segun la Norma Oficial Mexicana NOM-059-ECOL-2001.
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2.4.2 Obregonia denegrii

Nombrada comunmente biznaga de Obregon (NOM- 059-ECOL-2001);
es una planta simple globosa-aplastada, que crece al ras del suelo, con el apice
hundido y lanoso, de color verde grisaceo o verde castafo, de hasta 15 cm de
diametro. La raiz es napiforme y posee tubérculos dispuestos en espiral, largos
y triangulares. Florece durante el dia en verano; las flores crecen entre la lana
del 4pice, en el centro del tallo, con forma de embudo y son de color blanco.
Los frutos son desnudos y carnosos, en forma de clavo, de color blanco, secos
cuando maduros (Figura 2.3). Las semillas son piriformes, con la testa negra,

de 1 a 1.4 mm de largo.

2.4.2.1 Clasificacion taxondmica

Sinénimos: Ariocarpus denegrii (Fric) W.T. Marshall, 1946.

Strombocactus denegrii (Fric) G.D. Rowley, 1974

_ Caryophyllales
\f- Cactaceae

y: Cereoideae

Tribu Echinocacteae

2 Subtribu ——| Thelocactinae

Especie —— denegrii

Figura 2.3 Obregonia denegrii (Bravo y Sanchez — Mejorada, 1991)
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2.4.2.2 Distribucién geografica

Bravo (1937), menciona que Obregonia denegrii fue descubierta por
Alberto V. Fric en el afilo de 1923. Le dio el nombre de Obregonia denegrii en
honor del presidente de México Alvaro Obregon y de su secretario de

Agricultura, el Sr. Denegri.

Bravo y Sanchez Mejorada (1991) mencionan que O. denegrii es
endémica del Valle de Jaumave, Tamaulipas (Figura 2.4) y segun un estudio
realizado en 1993 ocupa una superficie aproximada de 6.5 Km? (Anderson et
al., 1994), tiene densidades variables que dependen del impacto provocado por

los lugarefios y el numero poblacional es superior a 1, 500,000.

Obregonia denegrii

Jaumave

GOLFO DE MEXICO

Miquihuana

Valle de Jaumave,
Tamaulipas.

SAN LUIS
POTOSI

VERACRUZ-
LLAVE

Figura 2.4 Distribucion de Obregonia denegrii.
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2.4.2.3 Propagacion

La reproduccién en O. denegrii como en las demas plantas superiores
tiene lugar por multiplicacion vegetativa o reproduccion sexual. Su propagacion

es por medio de semilla

Rowley (1978) citado por Farré (2001) menciona que la reproduccion
sexual generalmente en las cactaceas es en primavera, las flores maduran se
abren y entran en antesis; estan llenas de abundante jugo azucarado que
producen los nectarios y por la intensa brillantez de los colores de las flores o
por el olor que atrae a los insectos, chupamirtos, murciélagos y/o mariposas
nocturnas para aprovechar el néctar y es asi como a través de éstos se lleva a

cabo la polinizacién cruzada.

2.4.2.4 Situacioén ecoldgica

Actualmente O. denegrii se encuentra catalogada como especie
amenazada segun la Norma Oficial Mexicana (NOM-059-ECOL-2001) e incluida
en el Apéndice | de la CITES, listado en el cual se incluyen todas las especies
en peligro de extincion que estan sometidas a comercio internacional; su
comercio esta practicamente prohibido salvo en casos excepcionales, tales
como intercambio cientifico o ejemplares propagados artificialmente en viveros

registrados ante la secretaria de la CITES (Benitez y Davila, 2002).

Para importar especies incluidas en este Apéndice se requiere tanto de
un permiso de exportacion expedido por la autoridad administrativa del pais de
origen, como de un permiso de importacion expedido por la autoridad
administrativa del Estado de importacion, que solo se dara para fines no

comerciales y si no es perjudicial para la supervivencia de la especie.

Segun Glass (1997) citado por la CITES (2001), confirma que a pesar de
ser muy apreciada por los coleccionistas, las poblaciones de Obregonia denegrii

parecen relativamente estables, y la planta abunda mucho localmente y
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tampoco informa de grandes amenazas. De hecho, Anderson et al., (1994)
afirman que en la actualidad, la especie no esta gravemente amenazada, sino
mas bien parece extendida y abundante en el Valle de Jaumave, y su futuro
parece estar asegurado.

Por lo anterior, la autoridad administrativa de Suiza propuso que O.
denegrii entre otras especies de cactaceas mexicanas fueran transferidas al
Apéndice Il basada en la inexistencia de comercio internacional importante de
ellas, en que sus poblaciones no estan amenazadas y en que no existen
indicios de saqueo ilegal de la mismas. La propuesta fue rechazada por la
autoridad mexicana y mostro al Comité de Flora de la CITES que existen
argumentos ecolégicos y de sobreexplotacioén, incluyendo saqueos ilegales por
los cuales no pueden ser transferidas al Apéndice Il. En este sentido el Comité
de Flora decidioé posponer la propuesta hasta validar la informacién y contar con
mas elementos para elaborar una nueva (Benitez y Davila, 2002), es por ello
gue la autoridad cientifica mexicana se dio a la tarea de realizar una
investigacion via internet, donde se comprobdé la existencia de 19 proveedores
internacionales provenientes de 8 paises que anuncian la venta de cactaceas
mexicanas, donde por lo menos 531 especies estdn en venta. Las especies
mas comercializadas en la red se presentan en la Cuadro 2.2. O. denegrii y E.

micromeris se encuentran incluidas en esta la lista.
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Acanthocerens

Acharagma
Ancisinocaciiis

Aporocacius
Ariocargnis

Astrophyium
Aztekium

Bartschella
Carmegisa

Cephalocersus
Cormphantha

Cyiindropuniia
Disgcacius

Echinocacius

Echinocereus

Echinomasius
Encephalocarpus

Epiphyllum

Epithalantha

scobaria
Esconiria

Cuadro 2.2 Geéneros mas comunes de las especies de cactaceas mexicanas

anunciadas para venta en internet (Benitez y Davila, 2002).

Necevarnsia

Fermocactius
Geohintonia

Neaolloydia
Obregonia

Glandulicactus
Grusonia

Openifa
Ohrtegocacius

Hylocereus

Leuchtenbargia

Pachycereus
Pelacyphora

Lophocersus
Lophophora

Fenioceres
Peresldopsis

Adammillaria
Adammilloydia

FPilosoceraus
Polaskia

Marginatocersus
Melocacius

Rhipsalis
Selenicerens

Aditrocerenus
Adyrtillocacius

Srenocacius

Stemocerens

Neobuxbaumia

Srrombocacis
Thelocacius

Turbimicarpiis

Wilcoxia

2.5 Cultivo de tejidos in vitro

Dentro de la biotecnologia vegetal el “cultivo de tejidos in vitro" es una
técnica que permite generar una gran cantidad de individuos en un periodo de
tiempo corto. El procedimiento consiste en aislar y cultivar ciertas partes de una
planta (explante) como células, tejidos y 6rganos en medios nutritivos
adecuados (Ordoéfez, 2003), bajo condiciones de asepsia y en condiciones

ambientales controladas con la finalidad de generar una o varias plantas.

El cultivo se puede iniciar de cualquier parte de la planta: apice de raiz y
tallo, primordios de hoja, primordios o partes inmaduras de flores, semillas,
frutos inmaduro, embriones maduros o inmaduros, segmentos de hojas y tallos,
y algunas veces de ovarios, ovulos, anteras, polen y protoplastos (células
desprovistas de pared celular) (Acebedo, 2009; Escobedo, 2000).

La obtencién de un nuevo individuo por medio de cultivo de tejidos in
vitro es posible gracias a la propiedad de las células vegetales denominada

totipotencia celular; la cual consiste en que toda célula viviente que posea un
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nacleo es capaz de reproducir fielmente la planta entera de la que procede.
Cada célula posee por lo tanto la totalidad del patrimonio genético de la planta
(Boutherin y Bron, 2002).

Las primeras experiencias relacionadas con el cultivo de tejidos las
realizé Haberlandt en 1898, quien aisl6 células y tejidos de plantas superiores y
las coloc6 en soluciones nutritivas para su crecimiento y estudio.
Posteriormente y en base a los resultados obtenidos establece el término
totipotencia celular en 1902, término ratificado mas adelante por Skoog y Miller
en 1957, al demostrar el requerimiento de un adecuado balance de auxinas y
citoquininas para determinar el tipo de crecimiento o morfogénesis in vitro del

material vegetal (Hewstone y Reyes, 1999)

En la actualidad existe una variedad de medios que se emplean en el
cultivo de tejidos vegetales. Un medio basico es generalmente referido como
aquel que no contiene reguladores de crecimiento y se le denomina con
frecuencia con el apellido de la persona o personas que lo elaboraron por
primera vez; uno de los medio méas utilizados en la actualidad es el de
Murashige y Skoog (MS, 1962).

El medio MS contiene macronutrientes (sales de nitrdgeno, potasio,
calcio, fosforo, magnesio y azufre), micronutrientes (sales de hierro,
manganeso, zinc, boro, cobre, molibdeno y cobalto), vitaminas y carbohidratos
como la sacarosa,; la cual reemplaza el carbono que la planta fija normalmente
de la atmosfera por medio de la fotosintesis. (Rosell, 1990). Mientras que los
medios a los que se agrega reguladores de crecimiento en diferentes
concentraciones se les conoce como modificados y dependen de los

requerimientos de los explantes en forma especifica (Amador, 1999).

Entre los reguladores mas utilizados en el cultivo de tejidos se

encuentran las auxinas (AlA-acido indolacético, ANA-acido naftalen acético),
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citocininas (KIN- cinetina, 2iP- 6 y-y-dimetilalilamino purina) y giberelinas (GA;,
GA3 GA,).

Existen tres formas diferentes de regeneracién vegetal in Vvitro:
organogénesis, embriogénesis y morfogénesis (proliferacion de brotes axilares).
Aunque la tasa de regeneracion vegetal es generalmente mayor mediante
organogénesis o embriogénesis, el cultivo de meristemos y apices de brote que
permite la proliferacion de brotes mediante yemas axilares estd todavia

considerado como un método seleccionado para la propagacion masiva in vitro.

2.5.1 Etapas de la micropropagacion

El proceso de micropropagacion incluye cinco fases diferentes
(Clemente, 1999), las cuales abarcan desde el estado de explante hasta la

transferencia de una planta a condiciones de campo:

Fase 0: Seleccién y preparaciéon de las plantas madre donadoras de los
explantes, las cuales deben encontrarse en condiciones fisiologicas y sanitarias

Opticas

Fase 1: Establecimiento del cultivo, se introducen los explantes iniciales bajo
condiciones de asepsia en el medio de cultivo, estos son previamente

sometidos a una desinfeccion.

Fase 2: Multiplicacién, a partir de las yemas axilares de los tallos en desarrollo
o mediante la induccion de yemas adventicias. Tiene como objetivo conseguir el

namero de plantas deseadas de acuerdo con el material obtenido en la fase I.

Fase 3: Elongacion de los tallos y enraizamiento. Se procede a una
individualizacién o a una ultima micropropagacion. Una vez obtenido el nimero
de plantas deseadas el trasplante se realiza en un tubo o en frascos, con un

medio diferente con el fin de provocar el crecimiento y el enraizamiento. El
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medio utilizado difiere del anterior en cuanto al equilibrio de los reguladores de

crecimiento, auxinas y citocininas.

Fase 4: Aclimatizacion a condiciones ex vitro, mediante la exposicidon progresiva

de las plantas a condiciones controladas de temperatura, luz y humedad.

Esta etapa es muy delicada, las raices nacidas in vitro son
extremadamente fragiles hasta el punto de que en contacto con otro sustrato
puede morir por lo que es necesario esperar la formacion y el crecimiento de
nuevas raices para que la planta pueda alimentarse. Las plantulas jévenes
presenta un comportamiento semejante al de los esquejes durante esta fase y
requieren los mismos cuidados: higrometria elevada, temperatura alrededor de
20°C, posible necesidad de sombra y un control concienzudo de las posibles
enfermedades. Las plantas se adaptan progresivamente al medio del

invernadero tras esta fase delicada (que dura de dos a tres semanas).

La planta toma casi toda su energia del medio de cultivo cuando todavia
se encuentra en la fase de aclimatizacion. La buena calidad del sistema

radicular es especialmente importante en el caso de los arboles.

El sustrato utilizado debe ser sano y ofrecer una buena capacidad de
drenaje. Se debe controlar la temperatura del ambiente y la del sustrato para
evitar que exista una diferencia importante entre ambas. Resulta importante
manipular la luminosidad para eliminar el riesgo de quemaduras. La proteccién
sanitaria preventiva también es imprescindible y el empleo de CO, actualmente
es un proceso de estudio para ofrecer buenos resultados entre ellos un mejor
crecimiento de las plantulas. Debemos recordar finalmente que el control de
todos los factores del medio es indispensable. La ausencia del control de uno
de estos factores podria echar a perder todos los esfuerzos realizados para
dominar los demas (Hurtado y Merino, 2000; Boutherin y Bron, 2002; Barba et
al., 2001).
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2.5.2 Micropropagacion de cactaceas

La reproduccion en las cactaceas es por medio de semillas o por
multiplicacion vegetativa y a pesar de que los frutos producen gran cantidad de
semillas, solo algunas llegan a germinar y alcanzar la madurez, otras sirven
como alimento de animales o son diseminadas y no quedan en un lugar apto
para su crecimiento, esto sin mencionar el constante saqueo al que estan
expuestas con fines de comercializacién o el crecimiento de areas urbanas
dentro de su habitat que reduce notablemente la propagacion de forma
convencional, por lo cual, la tecnologia de cultivo in vitro es de gran valor en la
preservacion y propagacion de especies en general y de vital importancia para

el caso de cactaceas en vias de exterminio.

Malda et al., (1999), indican que el cultivo in vitro asegura la permanencia
de las especies, ya que primero permite romper el letargo que presentan sus
semillas para luego acelerar el proceso de propagacion tanto en tiempo como
en numero de plantulas generadas. Por su parte Santos et al., 2003, Malda et
al., 1999 y Medeiros et al., 2006 coinciden en que la técnica de cultivo de tejidos
es de gran importancia en la propagacion de especies raras o en peligro de
extincion que poseen un metabolismo acido crasulaceo (plantas MAC), las
cueles se caracterizan por poseer tasas de lento crecimiento, lo que influye no
solo en que algunas plantas alcancen su madurez hasta una edad muy
avanzada, sino que ademas presentan capacidad reproductiva limitada. Al
comparar tasas de crecimiento de cultivo in vitro y ex vitro encontraron que in

vitro se acelera notablemente la velocidad de crecimiento.

Algunos estudios sobre cactaceas empleando el cultivo de tejidos in vitro
(Cuadro 2.3) tienen objetivos muy especificos, tales como: la biosintesis de
alcaloides, obtenciéon de metabolitos de uso farmacéutico, estudios sobre
morfogénesis (Clayton et al., 1990; Moncousin, 1991a; Rodriguez y Rubluo,
1992; Velazquez y Soltero, 2001; Rodriguez, 2006), optimizacion del

crecimiento de callo, entre otras.

21



Cuadro 2.3 Trabajos realizados en cactaceas utilizando la técnica de cultivo de
tejidos in vitro (datos tomados de Trejo et al., 2005).

King 1957 Nopalea, Willcoxia, Cereus, Induccién de callo
Pereskia y Echinoceresus
Sachar e lyer 1959 Opuntia dillenii Probaron efectos de AlA,
KIN y Gas
Colomas 1971 Pachycereus pringlei Cultivo in vitro
Minocha y Mehra 1974 Neommammillaria prolifera Induccién de callo
Mauseth y Halperin 1975 Opuntia polyacantha Organogénesis
(hojas, espinas y brotes)
Kolar et al 1976 Mammillaria woodsii Organogénesis y
enraizamiento en sustrato
de perlita
Mauseth 1977 Opuntia polyacantha Estimulacion de
meristemos o areolas
Johnson y Emin o 1979 Mammillaria elongata Multiplicacién de brotes
Vizkot y Jara 1984 Mammillaria carmenae, Multiplicacion de brotes
M. prolifera, Astrophytum
myriostigma y Tichocereus
spachianus
Starling 1985 Leuchtenbergia principis Multiplicacion de brotes
Escobar et al 1986 Opuntia amyclaea y Agave Enraizamiento de
atrovirens explantes
Ault y Blackmon 1987 Ferocactus acanthodes Enraizamiento de
explantes
Martinez - Velazquez y 1989 Mammillaria san-angelensis Enraizamiento de
Rubluo explantes
Clayton et al 1990 Subtribu Cactinae Enraizamiento de
plantulas sin reguladores
Infante 1992 Mediocactus coccineus Multiplicacion de brotes
Hernandez et al 1993 Melocactus bellavistensis Multiplicacion de brotes
Ortiz -Montiel y Vargas 1995 Heliocereus elegantissimus var. Multiplicacion de brotes
Figueroa Elegantissimus
Soltero - Quintana 1996 Strombocactus disciformisy Adaptacion de brotes a
Turbinicarpus pseudomacrochele invernadero
Velasquez -Enciso y 2001 Epithelantha micromeris Adaptacion de brotes a
Soltero Quintana invernadero
Arias Azcona 2001 Turbinicarpus schmiedickeanus Adaptacion de brotes a
invernadero
Arias Azcona 2002 Pelecifora strombiliformis Adaptacion de brotes a
invernadero
Arenas et al 2003 Turbinicarpus pseudopectinatus Induccién de brotes
Montalvo 2004 Pilosocereus sp Enraizamiento de
plantulas sin reguladores
Alvarado - Rodriguez etal 2008 Peniosereus greggi Induccién de brotes
Ramos - Parra et al 2010 Strombocactus disciformis Estimacion del volumen de

tejido vegetal in vitro
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2.6 Reguladores de Crecimiento Vegetal (RCV)

El término de Regulador de Crecimiento Vegetal puede emplearse para
designar a cualquier sustancia de tipo organico, que en muy pequeias
concentraciones provoca inhibicién o estimulo de algun proceso fisiolégico en
las plantas (Salisbury y Ross, 1992). Su origen puede ser natural o sintético. A
los de origen natural se le conoce comunmente como hormonas o fitohormonas
y son sustancias organicas de bajo peso molecular sintetizadas por las plantas
en muy bajas concentraciones, actian en sitios distantes del lugar de donde se
producen e intervienen en procesos fisiologicos como el crecimiento del tallo, el
desarrollo de tejidos, la caida de hojas entre otras. (Purves et al., 2002; Castillo
et al., 2007).

Existen cinco grupos de hormonas las cuales incluyen: auxinas, giberelinas,
citoquininas, acido abscisico y etileno.

2.6.1 Auxinas

Son las primeras hormonas descubiertas en plantas y el grupo mas
conocido. Se caracterizan principalmente por su capacidad para inducir la
elongacion de las células, promueven la formacion de raices laterales y
adventicias asi como dominancia apical (Woodward y Bartel, 2005). Se
sintetizan en regiones meristematicas del apice de los tallos y se desplazan
desde alli a otras partes de la planta, generalmente hacia la base (basipeta),

estableciendo asi un gradiente de concentracion.

La actividad de las auxinas (del griego auxe = crecer) fue definida por
Went en 1926, utilizando sistemas biolégicos para ensayar efectos como el
crecimiento y la curvatura del tallo en plantulas de avena, bioensayos que
condujeron a la determinacion de la estructura quimica del acido indol-3-acético
(Figura 2.5) con formula molecular C;0HgNO, y masa molecular 175.9 Da,
siendo ésta la hormona mas representativa del grupo, asi como la auxina mas
activa (Koshiba, 1993).
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Figura 2.5 Acido Indol-3-acético o &acido indolacéti  co (AIA)

El AIA ha sido identificado como constituyente enddégeno de un gran
namero de plantas superiores, es el compuesto del tipo de las auxinas mas
conocido, sin embargo las plantas contienen otros tres compuestos
estructuralmente similares al AlA, (acido 4-cloroindolacético, acido fenilacético
(APA) y acido indolbutirico (IBA)) que provocan algunos efectos similares a
éste. (Bandurski et al., 1993; Salisbury y Ross, 1992).

Se piensa que el acido indol 3-acético proviene de la sintesis del
aminoacido triptéfano, debido a que su estructura tiene gran parecido con éste.
El mecanismo para la sintesis de AIA involucra la remocion del grupo
aminoacido y del grupo carboxilo terminal de la molécula de triptéfano Figura
2.6).

COOH

Figura 2.6 Triptéfano (Trp)
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Los efectos principales de las auxinas son:

» Crecimiento y elongacion celular
* Incremento de la longitud del tallo
» Desarrollo del fruto en ausencia de polinizacion

* Produccion de raices adventicias

Los efectos de las auxinas mas importantes para el cultivo de tejidos son
el crecimiento celular y la elongacion celular, sin embargo se tiene referencia de
gue algunos tejidos forman callos en respuesta a una auxina en particular,
siendo a veces necesario utilizar altas concentraciones de auxina para la
iniciacion del callo. El 2,4-D (Acido 2,4- diclorofenoxiacético) es la auxina mas
utiizada en la obtenciéon de callos en Arabidopsis thaliana en diferentes
explantes (Morris y Altoona, 1994).

2.6.2 Giberelinas (GAS)

Las giberelinas pertenecen a un grupo de compuestos naturales
llamados terpenoides. Los terpenoides estan formados de unidades de isopreno
de cinco carbonos, el precursor inmediato de las giberelinas es un diterpeno
gue contiene cuatro unidades de isopreno, (Arteca, 1996) especificamente

compuestos cuyo esqueleto esta constituido por un anillo de 20 a 19 carbonos.

Se sintetizan en frutos y semillas en desarrollo y en regiones apicales. Influyen
en diversos procesos como: germinacion de semillas, divisién y elongacion
celular, floracion y espigamiento, cuajado de los frutos y comportamiento
poscosecha de los mismos (Castillo, 2007).

Este grupo de hormonas fue descubierto por fitopatélogos japoneses que
estudiaban una enfermedad conocida como Bakane (planta loca) en arroz,

causada por el hongo Gibberella fujikuroi en el afio de 1809, en donde se
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observaba un crecimiento excesivo en los tallos y brotes. Pero fue hasta 1955
donde se aislo el compuesto inductor del sobrecrecimiento del tallo, al que se

denomind &cido giberélico.

Existen mas de 90 GAs descubiertas, todas son llamadas acido
giberélicos, pero con un diferente subindice para distinguirlas entre ellas.
Algunos autores mencionan mas de 121, sin embargo a nivel fisioldgico
solamente se pueden distinguir unos pocos miembros con capacidad para influir

en el crecimiento vegetal o giberelinas activas (Arteca, 1996).

La GA3; o acido giberélico es la primer giberelina descubierta, la mas
activa y desde hace mucho tiempo disponible comercialmente. En general, las
giberelinas que contienen 19 atomos de carbono son mas activas que las que
contienen 20, La estructura general de las giberelinas se muestra en la figura
2.7.

Figura 2.7 Acido Giberélico

2.6.3 Citocininas

Las citocininas son compuestos sustituidos de adenina (con un anillo de
purina) que promueven la division celular (citocinesis) en tejidos vasculares. Se
encuentran en altas concentraciones en los meristemos y en tejidos en
crecimiento, hasta donde es translocado por el xilema desde las raices, donde
es sintetizado por la ruta bioguimica de la adenina. Entre sus efectos en las

plantas se pueden mencionar; la promocion de la divisién celular, la formacion
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de brotes, la germinacion de semillas, el crecimiento de yemas laterales y
supresion de la dominancia apical asi como la inhibicion del proceso de

senescencia entre otros (Purves et al., 2002; Salisbury, 1994).

Entre las citocininas mas frecuentes se encuentran la Kinetina,
Benciladenina o Bencilamino purina (sintéticas) y la zeatina (natural). La
Kinetina también conocida como cinetina o 6-furfuril amino purina, fue el primer
activador de la division celular caracterizado por Skoog y Miller en 1955,

mientras que la zeatina es la citocinina mas comun en las plantas (Figura 2.8).

- OH
NH,Q\/
N
M=
LY
_
N
N H
Figura 2.8 Zeatina

2.7 Determinacion Cualitativa y Cuantitativa de RC  V

Los RCV producidos en las plantas generalmente se encuentran, sobre
bases de peso fresco, a niveles de 1 a 100 ng/g para AlA, de 1 a 1000 ng/g
para giberelinas y de 1 a 100 ng/g para citocininas, por lo cual se requiere de
procedimientos de andlisis para la correcta deteccion, identificacion y
cuantificacion de cantidades traza. Para el andlisis cualitativo y cuantitativo de
estos compuestos existen diferentes métodos, entre los que podemos
mencionar; la cromatografia, la espectrofotometria, los bioensayos e

inmunoensayos.
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2.7.1 Métodos Cualitativos

Entre los métodos utilizados para la identificacién quimica de los RCV se
encuentran los bioensayos, los cuales se pueden definir como una prueba
sobre organismos vivos para detectar moléculas biologicamente activas que

provocan algun efecto sobre estos.

A través de los bioensayos es posible medir la respuesta de una planta a
una cantidad conocida de un RCV 0 a extractos de tejido. Se basan en las
respuestas fisiologicas manifestadas en alguna parte de la planta y estas
pueden tanto estimular el crecimiento como inhibirlo, dependiendo de la

concentracion.

Un ejemplo de bioensayo es la tan conocida prueba de curvatura de
coleoptilos, utilizada para determinar la presencia de auxinas. Es la prueba mas
usada por los fisiélogos vegetales y continua teniendo gran importancia hasta la
fecha. Se basa en el efecto que provocan las auxinas sobre las respuestas de
curvatura a un estimulo direccional (tropismos). La respuesta observada es que

al aumentar la concentracion de la auxina, aumenta la curvatura del coleoptilo.

Existen algunas otras entre las que se encuentran las pruebas de
crecimiento de segmentos rectos, donde se mide el incremento total en la tasa
de crecimiento de pequeiios cilindros cortados del coleoptilo; la prueba de
curvatura con 6rganos abiertos, que usa el efecto de curvatura en porciones de
tallos jovenes de chicharo que han crecido en la obscuridad por una semana y
la prueba de crecimiento de raices, donde se observa el efecto de las auxinas
sobre la elongacién de las raices. Concentraciones de auxina capaces de

estimular el crecimiento de coleoptilos, inhiben el crecimiento de raices.

Entre los bioensayos para determinar giberelinas podemos mencionar la
prueba en semillas, donde una aplicacion de giberelinas a semillas germinadas

provoca una elongacion del hipocotileo, la respuesta observada generalmente
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es proporcional al logaritmo de la concentracion de giberelinas; la prueba de
endospermos en cebada, la cual consiste en cortar transversalmente los granos
de cebada y colocarlos en la superficie de la solucién que contiene giberelinas,
después de dos dias de incubacion, la cantidad de azucares reductores
liberados del endospermo hacia la solucion resulta proporcional a la
concentracion de giberelinas en el medio, y la prueba de senescencia de hojas,
donde a bajas concentraciones el acido giberélico retarda la senescencia y

posterior pérdida de clorofila en discos aislados.(Audus, 1972; Volke, 1995)

2.7.2 Métodos Cuantitativos

En la actualidad existe una variedad de técnicas que no solo ayudan a
determinar la presencia de hormonas vegetales, sino que ademas ayudan a

semicuantificar o cuantificar su concentracion.

Una de las técnicas mas utilizadas para la deteccion de AIA es mediante
la reaccion colorimétrica de Salkowsky, por medio de la cual se establece la
presencia de grupos indol en solucién a partir de tejidos vegetales. El método
se basa en la oxidacién que produce el acido perclérico a las moléculas de
indol, generando una coloracion que va de la gama de los rosados a los fucsia,
evidenciando la presencia de moléculas con grupo indol presumibles como

compuestos auxinicos (Glickman & Desaux, 1995; Salkowsky, 1889)

De igual forma existen técnicas colorimétricas para la deteccion de acido
giberélico, una de ellas la reaccion a base del reactivo Folling-Wu (acido
fosfomolibdico), un método sencillo y practico, basado en la reaccién de
reduccion que presenta el acido molibdico frente a soluciones de &cido
giberélico a diferentes pH. La reaccion de reduccion ocasiona un cambio de
color del reactivo a azul mostrando la reduccion ocasionada por la presencia de

giberelina en solucion (Graham & Henderson, 1960).
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Ambas pruebas son llevadas a lectura en espectrofotometro y en base a
una curva de calibracion se determina la cantidad de RCV en la muestra

problema.

Por su parte la cromatografia ofrece una variedad de técnicas por medio
de las cuales se puede detectar y cuantificar RCV en cantidades traza. El
principio de la cromatografia se basa en la separacion de mezclas y sustancias
por adsorcion selectiva. Una de las técnicas incorporadas es la convencional
cromatografia en columna, cuyo objetivo es eliminar compuestos fendlicos y
pigmentos. Entre los principales empaques empleados en la columna se
encuentran la Polyvinilpyrrolidona (PVP), Sephadex LH-20, Celulosa vy
Absorbex RP-18. En esta técnica los extractos (vegetales) son eluidos con
mezclas de disolventes a través de la columna empacada, provocando un
gradiente de polaridad por medio del cual es posible eliminar la fraccién
correspondiente a pigmentos y recuperar un extracto exento de algunos
compuestos que interfieran con su purificacion y posterior identificacion (Garcia,
1997).

Existe un amplio rango de técnicas cromatogréaficas de acuerdo a los
adsorbentes utilizados. En la cromatografia de capa fina (TLC) el adsorbente
se encuentra sobre un vidrio o una pelicula plastica, mientras que la

cromatografia en papel, una muestra liquida fluye sobre el papel adsorbente.

La TLC se ha utlizado en la separacion y analisis de muchos
compuestos y es de acuerdo a éstos que se utilizan solventes especificos,
siendo particularmente atil cuando se trata de sustancias no volétiles. La
separacion se produce con base en distintos proceso, adsorcion, reparto,
intercambio idnico y deferencias en el tamafio de las moléculas, lo que confiere
ventaja sobre otras técnicas, ya que es rapida y sensible. La muestra se difunde
menos y puede separar cantidades pequenas, el revelado se lleva a cabo con

acido sulfarico y acido clorosulfénico (Jork, 1991).
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Otras técnicas son: la cromatografia gas — liquido, que permite la
separacion de sustancias que pueden ser volatilizadas; la cromatografia ionica,
donde un gas puede ser descompuesto en iones que interactian con el
adsorbente; la cromatografia de permeacion de gel, la cual usa un adsorbente
con poros de tamafio uniforme y por ultimo la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), muy adecuada para el analisis de RCV. Para esta técnica
existe una gran disponibilidad de soportes y columnas con diferentes
selectividades y altas eficiencias que permiten rapidas velocidades de analisis a
temperatura ambiente. Cuenta con una variedad de detectores altamente
sensitivos, los cuales particularmente usados en combinacion aumentan la

sensibilidad y la selectividad de la técnica (Linskens y Jackson, 1987).

El material de empaque de columnas HPLC mas popular es el octadecil
silano (ODS o C;g) que consiste en una cadena de octadecil carbono unida a
macroparticulas de silica, mientras que la radiacion UV es uno de los detectores
mas usados. Por medio de éste se pueden detectar moléculas que absorben luz
UV a ciertas longitudes de onda. Cantidades tan pequefias como 4 ng de
citocininas pueden detectarse a 254 nm, el limite reportado para AIA a 280 nm
es de 5 ng a 20 ng mientras que las giberelinas absorben radiaciéon UV solo
debajo de 220 nm (Brenner, 1981).

HPLC bidimensional, técnica que permite la pre-separacion de los
componentes de una mezcla en una columna primaria (fase reversa), facilitando
la seleccion de la fraccion polar de interés para una posterior separacion en una

fase estacionaria polar selectiva.

Por ultimo la cromatografia de gases acoplada a la espectroscopia de
masas (GCMS) es considerada la mejor técnica para el analisis de RCV. A
diferencia de técnicas como HPLC donde se usan detectores los cuales son

destruidos y no permiten recobrar los niveles de radioactividad, mientras que
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este método mide diluciones isotdpicas que no presentan inconvenientes de
este tipo (Arteca, 1996). Por medio de este método se han identificado
giberelinas, que a pesar de que existe un gran numero de ellas y son de
estructura quimica similar, se pueden diferenciar por la sustitucion de atomos, la
cual se refleja en el espectro de masas, lo que permite una identificacion exacta
no solo del grupo (giberelinas) sino de la molécula en si con lo cual se
determina si es biologicamente activa o no, al igual que se observan diferencias

en los derivados que producen (Davis, 1988)

2.7.3 Determinacion de RCV en especies vegetales

Ramirez et al., (2001) determinaron la actividad bioldgica de giberelinas
en extractos de pétalos y saco embrionario de flores de manzano. Para
fraccionar los extractos utilizaron TLC en silica gel, y para probar su accion,
bioensayos de hipocotilo de lechuga. Encontraron que la actividad de
giberelinas esta presente tanto en pétalos como en saco embrionario en
diferentes cantidades. En los cultivares Golden Delicious, Rome Beauty y Red
Delicious el nivel de giberelinas en pétalos es de 0.78, 14.47 y 1.8 ug/g de
peso seco repectivamente, mientras que en saco embrionario es de 0.4, 0.18 y
10.8 pg/g de peso seco.

Hernandez et al., (2003) monitorearon la variacion hormonal endogena
provocada por el efecto del fotoperiodo y la temperatura en dos genotipos de
cilantro (Marroqui y Sun Master), con el objeto de evitar el “punteo prematuro”
en periodos de primavera-verano. Para la determinacién utilizaron hojas
liofilizadas (1 gr) en metanol al 80 %, cuyos extractos fueron purificados en
capsula de silica gel y posteriormente sometidos a TLC. A partir de las zonas
longitudinales formadas (Rf) recuperaron las hormonas (Auxinas, Giberelinas y
Citocininas) y posteriormente probadas en bioensayos con segmentos de
hipocotileo de trigo, hipocotileo de lechuga y con hojas cotiledonales de
amaranto. La cuantificacion la realizaron en base a curvas de calibracién. Sus

resultados mostraron que al incrementar la temperatura se incrementa también
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la concentracion de giberelinas y citocininas y se adelanta el punteamiento,
mientras que con la reduccion del fotoperiodo se incrementan las auxinas y se

retrasa el punteamiento.

Ortiz et al., (2008) realizaron comparaciones en base a cuantificaciones
de Citocininas y ABA en especies precoces Y tardias de papa utilizando HPLC,
con el objetivo de comprender su accion reguladora hormonal durante el
proceso de tuberizacién. Las comparaciones fueron realizadas en extractos
vegetales obtenidos de plantas en 3 diferentes estadios (1- tubérculos en final
de latencia con brotes de 2-3mm de longitud, 2- expansion foliar de las primeras
hojas y 3-al inicio de la tuberizacion). La cuantificacion de Citocininas y ABA por
HPLC indican que la precocidad de la tuberizacion esta relacionada con la
ausencia de ABA y los periodos de mayor latencia con su presencia, mientras
gue altas concentraciones de citoquininas son evidentes en variedades de

mayor precocidad.

Dobrev et al., (2005) desarrollaron un método para purificar y determinar
fitohormonas (AIA y ABA) en trigo (Triticum aestivum L. cv. Jara) utilizando dos
técnicas acopladas; la extraccion en fase solida (SPE) y HPLC bidimensional
(2D-HPLC). Colectaron granos de trigo entre 3 y 43 dias después de la antesis,
analizaron sus extractos y encontraron bajas concentraciones de AlA en etapas
iniciales del desarrollo del grano, seguido por incrementos en los 20 dias
siguientes y una disminucion al finalizar la etapa de maduracion, mientras que
las concentraciones de ABA se incrementaron de forma paralela al aumento de
masa por grano. La eficacia del método se determind al comparar los resultados
obtenidos con las mediciones realizadas en 2D-HPLC acoplado a GC-MS y
encontraron que la capacidad de deteccion por el método implementado es
estadisticamente idéntico (95% confianza) a la deteccion por 2D-HPLC
acoplado a CG-MS.

Olivella et al., (2001) desarrollaron dos métodos para determinar acido
abscisico (ABA), acido indolacético (AlIA) y zeatina (Z) mas ribosido de zeatina

(RZ) en hojas de Gerbera jamesonii cv Bolus. Ambos procedimientos
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consistieron en una etapa inicial de extraccion liquido-liquido con una solucién
extractante a base de acetona 6 MeOH: &cido acético CH;COOH, BHT (2,6, di-
t-butil 4-metil fenol) y ascorbato de sodio, una etapa de extraccion en fase
sélida (SPE) en minicolumna C18, una de purificaciéon por medio de HPLC con
una columna Tracer con fase estacionaria de octadecilsilii (ODS-2) y una de
cuantificacion por medio de ELISA por medio de anticuerpos monoclonales de
raton. Observaron que ambos métodos permiten la determinacion de hormonas
y que no hay diferencia significativas en las concentraciones de ABA y de AIA
segun la edad de las hojas. Mientras que para Z+ZR encontraron diferencias
entre las hojas jévenes (7 dias de edad) y las adultas (21 dias), pero no entre

las adultas y las viejas.

2.8 Cdbdigo de barras de la vida (ADN barcode)

El Cbdigo de barras de ADN es uno de los métodos mas innovadores
utiizados en la tecnologia genética, esta basado en la secuenciacion de
fragmentos cortos de ADN para identificar organismos vivientes y su objetivo es
brindar soporte a programas de investigacion sobre biodiversidad. Esta
iniciativa propone emplear informacion dentro de una misma region génica en
todas las especies vivientes en condiciones de secuenciacion universalmente
aceptadas y estandarizadas, no pretende sustituir la taxonomia alfa y la
filogenia sino facilitar la tarea de identificacibn de especies, revitalizar las
colecciones biologicas y acelerar el inventario de la biodiversidad (Gregory,
2005; Hebert & Gregory, 2005; Schindel & Miller, 2005).

Con el propésito de establecer marcadores moleculares utiles en
taxonomia, un grupo de cientificos de la University of Guelph, Canada, propuso
una secuencia de 500 nucledtidos del gen mitocondrial de la Citocromo c
Oxidasa | (COI) para identificacion de especies animales en analogia a los
“codigos de barras” de uso comercial (Hebert et al., 2003 a, b). Para poner en
marcha la iniciativa se cre6 en el 2004 la secretaria del Barcode of Life (Codigo

de barras de la vida) en el National Museum of Natural History, Washington DC,
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USA y el Consortium for the Barcode of Life (CBOL), cuya funcion es igual a la
de una libreria universal, que relaciona cada barcode o “secuencia de ADN
diagnéstica” con especies de referencia o «vouchers» asignados a nombres de

la clasificacion linneana, depositados en instituciones cientificas (Lanteri, 2007).

Entre los megaproyectos internacionales, que proponen emplear el
coédigo de barras de la vida para identificar especies de grandes grupos
taxondémicos, cabe citar el FISH-BOL (www.fishbol.org) cuyo objetivo es obtener
el coédigo de barras de la vida de todas las especies de peces, el ABBI
(www.barcodingbirds.org) referido a aves y el All Lep Barcode of life
(www.lepbarcoding.org) cuya finalidad es obtener el cddigo de barras de las
180.000 especies conocidas de Lepidoptera. En lo que respecta a la
identificacion de especies invasoras y plagas, cabe citar el INBIPS o
Internacional Network for Barcoding Invasive and Pest species
(www.barcoding.si.edu/INBIPS.htm) (Lanteri et al., 2007).

2.8.1 Caodigo de barras de la vida en plantas

La secuencia del gen COI como cédigo de barras ha sido de gran utilidad
en la identificacion de especies animales, sin embargo no es apropiada para la
mayoria de las especies de plantas, debido a que la tasa de sustitucion en la
region COIl es muy baja, lo que se traduce en ausencia de variacion en ese
fragmento para poder distinguir entre plantas que son muy cercanas

genéticamente.

Para encontrar secuencias Utiles en la obtencién de codigo de barras en
plantas, los investigadores se enfocaron al estudio de ADN plastidico y eligieron
7 regiones de ADN como posibles candidatos para determinar cédigo de barras
de la vida en plantas superiores. En base a los resultados obtenidos se propuso
la combinacién de dos regiones plastidicas; rbcL y matK (< 800 pb), las cuales
proveen la universalidad y discriminacion necesaria en la identificacion de

especimenes estrechamente relacionados con las plantas terrestres
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(Consortium for the Barcode of Life, Plant Working Group et al., 2009). Sin
embargo, algunos estudios han demostrado que estos marcadores aun
combinados no presentan variacion suficiente en algunas familias de
angiospermas por lo cual se ha propuesto la utilizacion de otros marcadores
como la regidon espaciadora intergénica trnH-psbA, el intron trnL y la regidon
nucleolar ITS para estos casos (Kress et al., 2005; Taberlet et al., 2007,
Gonzalez et al., 2009; Yao et al., 2010).

2.8.2 Metodologias de Analisis de Secuencias de cod igo de barras de la

vida

Existen varios métodos para analizar los datos provenientes de un
proyecto de cédigo de barras de la vida. Entre estos podemos mencionar los
meétodos de distancia o de divergencia genética, la cual esta determinada por el
porcentaje de sitios nucleotidicos que varian entre una secuencia desconocida
y las secuencias que se encuentran en la base de datos de referencia,
corregida con el modelo de sustitucion nucleotidica Kimura 2 parametros
(Kimura, 1980). Por medio de éste método se establecen valores maximos de
variacion intraespecifica con lo que se puede sugerir si una secuencia nueva
proviene de una especie distinta (Hebert et al., 2004a). Una de las ventajas de
estos métodos es que consumen menos tiempo que aquéllos que estan

basados en parsimonia.

Una segunda herramienta de andlisis son los arboles filogenéticos, en
donde la identificacion esta dada por la posicion de la secuencia desconocida
en una filogenia, basada en su cercania evolutiva con las otras secuencias de

ese grupo monofilético. (Figura 2.9)
Otra herramienta que también es utilizada en el analisis de secuencias

de ADN es conocida como BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) y

permite identificar el vecino mas préximo a la secuencia problema, calcular
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divergencias entre la secuencia problema y las conocidas, ademas de construir
arboles de distancia como el Neighbor Joining (NJ) (Lanteri, 2007).

Especie B |Especie B Desconocido
Desconocido Especie B ;
|Espeme B
— Especie B —Especie B EpesE
—Especie B
Especie A — Desconocido
———— Especie A ———— EspecieA Especie A
IEspecie A Especie A Especie A
Especie A Especie A Especie A
Especie A
A B C

Figura 2.9 Identificacibn de especimenes mediante arboles filo  genéticos. A. La
identificacion es clara, el desconocido pertenece a la especie B, dado la alta similitud genética y
su posicion dentro de clado formado por otras muestras de la especie B. B. No esta claro si se
trata de una especie no representada en la base de datos (por ej., una especie nueva) o de un
espécimen muy divergente de la especie A, un problema comun en estudios filogenéticos. C. La
muestra desconocida no es de la especie A ni de la especie B, dado que las especies Ay B
estan mas relacionadas una a la otra que cualquier esta con el desconocido (Paz, 2011).

2.8.3 Cadigo de barras de la vida en cactaceas

La CCMA (Certificacion de cactdceas mexicanas amenazadas) en
conjunto con la Iniciativa Darwin del gobierno del Reino Unido han desarrollado
un proyecto binacional, el cual consiste en la utilizaciébn de herramientas
moleculares tales como; la genotipificacion del &cido desoxirribonucleico (ADN)
y las huellas génicas de ADN con microsatélites, que permitan identificar
especies de cactaceas de gran demanda en el comercio ilegal. Este proyecto
basado en la determinacién de codigo de barras contribuird ademas a su
bioconservacion y su uso sustentable. Barcenas y Hawkins, (2011)
investigadores en este tratado determinaron codigo de barras y huella genética
en 93 especies de cactaceas, de éstas, 79 pudieron ser identificadas con matk,
para discriminar entre el resto utilizaron huella genética ya que algunos casos

como Turbinicarpus (perteneciente a la subfamilia Cactoideae ) y Opuntia

37



rastrera ( perteneciente a la subfamilia Opuntioideae) dos especies facilmente
de discriminar con una cuantas caracteristicas morfolégicas no fue posible
diferenciarlas por medio de secuencias de matK. Este inconveniente también se
presentd en forma viceversa, por lo cual los investigadores recomiendan
complementar los estudios de codigo de barras o barcode con proyectos de

huellas génicas.

Yesson et al., (2011) analizaron 528 barcode de especies de cactaceas,
de las cuales 75% son especies mexicanas y probaron la utilidad de la region
matK para identificar a nivel de especie. Sus resultados muestran que por
medio de codigo de barras de la vida por matK Unicamente identificaron 77% de
las especies de la muestra total y de estas 79-87% de ellas son de importancia
particular. Probaron ademas otra region nucleolar ITS para cactus de la
subfamilia Opuntiodea y para el género Ariocarpus, observaron altas tasas de
variacion (86%) pero solo para Opuntioideae, por lo cual concluyen que matK
provee informacién til como cddigo de barras de la vida en cactaceas, pero

solo no es suficientemente variable en la identificacion a nivel de especie.
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ll. MATERIALES Y METODOS
3.1 Propagacién in vitro de E. micromeris y O. denegrii

Se llevo a cabo la propagacion de E. micromeris y O. denegrii a partir de
brotes y plantulas establecidos con anterioridad en el laboratorio. Se utilizé el
medio Murashige y Skoog (MS) al 50% (MS50), es decir, con la cantidad de
macro y micronutrientes reducida a la mitad, sin RCV y complementado con
myo-inositol (100 mgL™), Ac. nicotinico (0.5 mgL™, piridoxina-HCI (0.5 mg L),
tiamina-HCI (0.4 mgL 1), glicina (2 mgL™), sacarosa (30 g) y agar (9 g) (Ver
Anexo A). El pH se ajust6 a 5.7 y se vacié en frascos de vidrio,
aproximadamente 20 ml en cada uno, por Ultimo se esterilizé a 120 °C durante

15 min.

Las vitroplantas fueron trasvasadas al nuevo medio (MS50), buscando
depurarlas de hormonas que pudieran estar presentes por tratamientos

anteriores y de esta forma iniciar el establecimiento de los nuevos tratamientos.
3.2 Establecimiento de los tratamientos

Se seleccionaron brotes (E. micromeris) y vitroplantas (O. denegrii) de
aproximadamente 1 cm de largo con aspecto y tamafo uniforme provenientes
de cultivos sin RCV (Figura 3.1) Se colocaron en medio nutritivo MS al 100%
complementado con myo-inositol (100 mgL™), Ac. nicotinico (0.5 mgL™,
piridoxina-HCI (0.5 mg L™), tiamina-HCI (0.4 mgL "1), glicina (2 mgL™), sacarosa
(30 g), agar (9 g) y deferentes concentraciones de RCV (AIA, AG y Citocininas).
El pH se ajusté a 5.7 y se vacio en frascos de vidrio, aproximadamente 20 ml en

cada uno, por Ultimo se esterilizé a 120 °C durante 15 min.



Concentraciones de RCV
T1 = Sin reguladores (Testigo)
T2 = Kinetina (Img L™
T3= Kinetina (Img L™) + AIA (Img L™
T4= Kinetina (Img L™) + AIA (0.5mg L™) + AG (Img L™?)
T5 = Kinetina (Img L™) + AIA (Img L) + AG (Img L™)

Se utilizé un disefio completamente al azar con 6 repeticiones por
tratamiento. Se colocaron 4 brotes por frasco y se consider6 a cada frasco

como una repeticion.

o
By L
4 ¥
.. %s‘(ﬁ%@

[ z

Figura 3.1 Vitroplantas de E. micromeris y O. denegrii

Los brotes y las vitroplantas fueron incubados bajo condiciones
ambientales controladas de fotoperiodo (16 horas luz) y temperatura (26°C)
durante 30, 60 y 90 dias. Al término de cada periodo se evaluaron la altura, el

didametro, el peso y el porciento de rendimiento en peso.
3.3 Determinacion de auxinas

3.3.1 Preparacion de la muestra. Los brotes y vitroplantas se
congelaron a -20 °C y posteriormente fueron liofilizadas (24 hrs). Con la ayuda
de un mortero se pulverizaron, se recolectaron en tubos eppendorf (1.5 ml) y se

almacenaron a -20 °C hasta ser procesadas (Figura 3.2).



Figura 3.2 Liofilizacion de vitroplantas

3.3.2 Reactivo de Salkowsky. Con el objetivo de comprobar la
sensibilidad del reactivo de Salkowsky se realizé una curva de calibracién. Se
prepard un patrén a diferentes concentraciones (0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 ppm)
de &cido indolacético comercial (AIA) y se sometié a reaccién en proporcion de
2 ml de reactivo de Salkowsky por 1 ml del patrén de AlA, posteriormente se
incubd por 30 min a temperatura ambiente y se leyd la absorbancia con la

ayuda de un espectrofotometro (Thermo) a 530 nm.

Una vez verificada la sensibilidad del reactivo, se procesd el tejido
vegetal liofilizado. Para establecer los mg de tejido a utilizar en la deteccién de
AlA, se realizaron una serie de mediciones en diferentes cantidades (15, 25, 50,
75 y 100 mg). Todas las mediciones realizadas presentaron concentraciones

medibles por lo cual se eligié la minima cantidad (15 mg).

Se colocaron 15 mg de tejido vegetal liofilizado en tubos eppendorf, se

agregaron 1.5 ml de agua destilada, se agit6 vigorosamente y se dejé en
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refrigeracion (4°C) por 1hr. Al término se centrifugé por 5 min a 10 000 rpm, se
extrajo 1 ml de sobrenadante, se llevd a reaccion en 2 ml de reactivo de
Salkowsky, se incub6 por 30 min a temperatura ambiente y se leyeron en

espectrofotdmetro (Thermo) a 530 nm.

3.4 Determinacion de giberelinas

3.4.1 Preparacion de la muestra. Se colocaron 50 mg de tejido vegetal
liofilizado en tubos eppendorf, se agreg6 1.5 ml de metanol al 80% (4°C), se
dej6 en refrigeracion toda la noche, se ultrasonicé durante 5 min y se centrifugd
a 10, 000 rpm por 5 min. Se separ6 el sobrenadante en un tubo de ensaye
limpio y se agregd nuevamente metanol al 80% (4°C), se dejo en refrigeracion
durante 4 hrs, se extrajo el segundo sobrenadante y se juntdé con el primero.
Posteriormente se pas6 a través de un filtro pirinola de 45 pu y se llevé a
separacion por medio de SPE (Extraccién en fase soélida), acoplado a una
bomba de vacio (18 in.Hg) (Figura 3.3).

Figura 3.3 Extractos vegetales y SPE (extraccion en fase solida)
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3.4.2 Purificacion de extractos vegetales por PSE

Se acondicion6 la columna del SPE con metanol al 100% vy
posteriormente con agua destilada. Se realiz6 la purificacion de giberelinas a
partir de los extractos vegetales utilizando como referencia la metodologia
descrita por Dobrev et al., (2005) a la cual se le hicieron algunas
modificaciones. Para obtener la primera fraccion, se colocdé 1 ml de extracto
vegetal en la columna acondicionada, se agrego la fase movil (acetonitrilo), se
encendio la bomba de vacio y se regulé el flujo de salida de la muestra por
medio de la llave de la columna. Para obtener diferentes fracciones se utilizaron

diferentes soluciones como fase moévil, los cuales se muestran en el Cuadro 3.1.

Cuadro 3.1. Fracciones obtenidas por SPE

Fracciones Fase movi |
F1 1 ml de extracto vegetal + 1 ml acetonitrilo
F2 1 ml acetonitrilo
F3 1 ml acetonitrilo:metanol 1:1
F4 1 ml acetonitrilo:metanol 1:1
F5 1 ml de metanol
F6 1 ml de metanol

3.4.3 Curva de calibracién de acido giberélico (AG)

Para la deteccion y cuantificacion de acido giberélico (AG) en el tejido
vegetal liofilizado, se realiz6 una curva patron con de AG comercial (0.4, 0.8,
1.2, 1.6, 2.0 pg/ml) en metanol grado HPLC (Figura 3.4), se determing la

ecuacion de la recta y el valor de R?.
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Curva de calibracion de AG
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Figura 3.4 Curva de calibracion de concentraciones de AG.

3.4.4 ldentificacion y cuantificacion de AG por LC

Las fracciones purificadas por medio de SPE fueron inyectadas al
sistema del cromatografo, Agilent Technologies 1120 Compact LC, con columna
Agilent Eclipse plus C18, 150 x 4.6 mm 5y, utilizando como fase movil A: &cido
formico (HCOOH) 40 mM pH 3 y B: acetonitrilo: metanol (1:1), con un gradiente
de 50%A y 50%B. Se encontré AG en la fraccion 6, con un tiempo de retencién
de 2.27 minutos y en base a la ecuacion de la recta se determind la
concentracion de AG en extractos vegetales a los 30, 60 y 90 dias de

incubacion.

3.5 Cddigo de barras de la vida

Para obtener el codigo de barras de la vida se partié de plantas donadas
por el museo del desierto de Saltillo, Coahuila (E. micromeris) y vitroplantas (O.
denegrii) provenientes del laboratorio de cultivo de tejidos vegetales de la
UAAAN.
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3.5.1 Preparacion de la muestra

A las plantas no provenientes de cultivo de tejidos (E. micromeris) se les
retird la lana blanca que cubre el tallo, se fraccionaron, se pesaron (0.5 gr) y se
sometieron a un proceso de lavado, el cual consistié introducir los fragmentos
en alcohol al 70% por espacio de 2 minutos, seguida de una solucién de
hipoclorito de sodio al 1% por 1 minuto y por dltimo con agua destilada estéril
por 1 min. Después de dejarlos secar sobre papel absorbente se colocaron en
morteros limpios y estériles cubiertos con papel aluminio y se llevaron a
ultracongelacion por 30 minutos. Para el caso de los tejidos provenientes de
cultivo de tejidos se siguié el mismo procedimiento, excepto los lavados, ya que

al provenir de condiciones de esterilidad no es necesario realizarlos.

3.5.2 Extraccion de ADN

Se utilizé el método de Doyle & Doyle (1990) para la extraccion de ADN

de E. micromeris y O. denegrii, el cual consiste en lo siguiente:

* Macerar las muestras vegetales previamente congeladas en los morteros
y colocarlas en tubos Eppendorf.

» Agregar 800 ul de buffer de extraccion (CTAB 2%, NaCl 1.4 M, EDTA 20
mM pH 8, Tris HCI 100mM pH 8, B-mercaptoetanol 0.2% y Agua ultra
pura) previamente calentado a 65°C por 10 min (agitar vigorosamente).

« Incubar a 65 °C por 30 min con agitacién ocasional y enfriara a
temperatura ambiente.

* Centrifugar a 10000 rpm por 10 minutos y separar el sobrenadante en un
tubo nuevo.

* Afadir 600 ul de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) invirtiendo el tubo
para formar emulsion.

» Centrifugar nuevamente a 10000 rpm por 10 min.

» Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo.
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* Adadir el volumen de RNAsa apropiado para tener una solucion de 10 pg
(30 ul de RNAsa por cada 100 ul de ADN) e incubar a 37 °C por 40
minutos.

» Agregar, dependiendo del volumen de la muestra, 800 o 1000 pl de
etanol absoluto a -20°C (puede usar isopropanol).

» Dejar que el ADN precipite en refrigeracion por un periodo de 24 horas.

* Centrifugar a 10 000 rpm por 5 min, decantar el exceso y dejar secar la
pastilla de ADN invirtiendo el tubo eppendorf en papel absorbente por 1
hra.

» Agregar T.E (40 a 60 pl) y conservar a 4 °C.

3.5.3 Electroforesis en gel de agarosa

Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa después de la extraccion
de ADN es necesario analizar su calidad. El gel de agarosa al 1% se prepar6
con 1 gr de agarosa en 100 ml de TBE 0.5 X (108 g de Tris-HC1, 55 g de &cido
bérico y 160 ml de EDTA). Se vacio a la cuba del aparato de electroforesis y se
coloco el peine. Se dejé enfriar por 10 minutos y se retir6. Se cargaron las
muestras de ADN (5 pl) con 1 ul de buffer de carga (0.025 g de Xileno-cianol,
0.025 g de Azul de Bromofenol, 3 mL de Glicerol y completando a 10 mL con
TBE 0.5X). El gel se tifi6 con bromuro de etidio (0,5 ug-mL-1), se lavé con agua

estéril por 15 min y se observé a través de un transiluminador.

3.5.4 Cuantificacion de ADN por espectrofotometro

Uno de los métodos mas utilizados para la cuantificacion del ADN es el
analisis de la absorciéon UV. Este método proporciona una estimacion simple de
la concentracion de ADN en una muestra, pero solo si ésta se encuentra pura,
sin contaminacion significativa de proteinas o solventes organicos que absorban
longitudes de onda cercanas a la de los nucledtidos. Para evaluar la pureza de

la muestra se determina la proporcion OD 260 nm /OD 280 nm. Si la relacion es
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mayor a 1,6 puede deducirse que la muestra es lo bastante pura para confiar en

la cuantificacion espectrofotométrica.

Se realizaron diluciones del ADN en T.E 1X relacion 1:100 (10 ul ADN
en 990 pl de T.E 1X). Se llevaron al espectrofotometro donde se midio la
densidad optica (OD) a 260 nm y a 280 nm y se obtuvo el radio (OD 260 nm/OD

280 nm) para cada muestra.

3.5.5 Cuantificacion de ADN por nanodrop

El NanoDrop ™ Espectrofotdmetro 1000 tiene la capacidad de medir
muestras de ADN concentradas, sin la necesidad de diluir, en cantidades
minimas de hasta 1 ul utilizando una longitud de onda de entre 220 nm a
750nm. Funciona a través de un software (ND-1000 V3 3.0), el cual realiza las
lecturas y proporciona ademas valores de radio de las muestra. En este trabajo
se determind la concentracion y se obtuvo el valor de radio en muestras de
ADN de 1.5 pl.

A partir de los datos obtenidos en nanodrop se prepararon diluciones de
ADN ajustadas a una concentracion final de 40 pg/ul en un volumen de 50 pl,

utilizando la formula:

C1*V1 = Cf* Vf*

Dénde:

C1 = Concentracion de ADN obtenida por nanodrop
Cf =40 pg/ul

Vi =50 ul

V1 =? Volumen de ADN total necesario

Para la dilucion se utilizé agua libre de RNAsas y DNAsas.
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3.5.6 PCR
Para la amplificaciéon de los genes matK y rbcL se prepararon dos

cocteles, uno para cada gen en tubos eppendorf. Cuyo contenido se presenta
en los cuadros 3.2y 3.3.

Cuadro 3.2 Coctel para amplificar el gen rbcL

Componente pl para 1 pl para 9
muestra d e ADN muestras de ADN
Trehalosa 10% 25 225
H,O destilada esteril 12 108
Buffer 10 x PCR (Roche) 5 45
Mg Cl, 2.5 mM 2.25 20.25
dNTPs 10 mM 0.25 2.25
Primer rbcL F 10 uM 0.5 4.5
Primer rbcL R 10 uM 0.5 4.5
Tag polimerasa 1.25 U 0.5 4.5
Total = 46 414 pl

414 /9 = 46 pl por muestra
+ 4 ul de ADN [40 pg/ pl] templado
50 pl por tubo PCR
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Cuadro 3.3 Coctel para amplificar el gen matK

Componente pl para 1 pl para 9
muestra d e ADN muestras de ADN

Trehalosa 10% 25 225
H,O destilada esteril 12 108
Buffer 10 x PCR (Roche) 5 45
Mg Cl, 2.5 mM 2.25 20.25
dNTPs 10 mM 0.25 2.25
Primer matK F 10 uM 0.5 4.5
Primer matK R 10 uM 0.5 4.5
Taq polimerasa 1.25 U 0.5 4.5
Total = 46 414 pl

414 /9 = 46 pl por muestra
+ 4 ul de ADN [40 pg/ pl] templado
50 pl por tubo PCR

Para llevar a cabo el proceso de amplificacibn se utilizaron dos

termocicladores, uno con temperatura homogénea y uno de gradiente. El

proceso se llevo bajo las siguientes condiciones.

» Condiciones de Termociclador para amplificar rbcL

1 ciclo 94°C 4 minutos

94°C 30 seg
40 ciclos { 61°C 35 seg
72°C 35 seg

72°C 10 min
4°C 0
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» Condiciones de termociclador de gradiente para ampl ificar matK

1 ciclo 94°C 4 minutos

94°C 30 seg
30 ciclos { 55°C 35 seg
72°C 35 seg

72°C 10 min
4°C 10 min
Para verificar la amplificacion de los fragmentos matK y rbcL se corrio

una electroforesis en gel para ADN [40 pg/ ul] templado, para matK y para rbcL
de forma simultanea.

3.5.7 Secuenciacion

El proceso de secuenciacion de ADN de E. micromeris y O. denegrii se
llevd a cabo en el Laboratorio Nacional de Gendmica para la Biodiversidad
(LANGEBIO). Se utilizaron dos iniciadores, matK y rbcL, cuyas secuencias se
muestran en el Cuadro 3.4. En sentido directo (F = Forward) y en sentido

reversa (R = Reverse).

Cuadro 3.4 Secuencias de los iniciadores utilizados en la amplificacion de ADN
de E. micromeris y O. denegrii.

Gen Secuencia del iniciador Sentido Referencia

rbcL and matK Earn Two

mat-K cgtacagtacttttgtgtttacgag Forward Thumbs Up as the Core DNA
mat-K acccagtccatctggaaatcttggttc Reversa Barcode for Ferns

Fay-Wei Li, Li-Yaung Kuo,
rbc-L atgtcaccacaaacagagactaaagc Forward Carl J. Rothfels, Atsushi
rbc-L gtaaaatcaagtccaccrcg Reversa Ebihara, Wen-Liang Chiou,

Michael D. Windham,
Kathleen M. Pryer

PLoS One. 2011; 6(10):
€26597. Published online
2011 October 20. doi:
10.1371/journal.pone.0026597
PMCID:

PMC3197659

Forward: secuencia directa
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3.5.8 Andlisis de las secuencias matK y rbcL por ME ~ GA

El software MEGA es de libre acceso y puede ser descargado de la

pagina http://www.megasoftware.net/. Para realizar alineamientos y determinar
distancias genéticas entre secuencias es necesario que el archivo que las
contienen esté en formato MEGA (*.meg) o FASTA (*.fas).

Alineamientos. Para realizar alineamientos se abre el archivo desde el
programa MEGA y se seleccionan las secuencias que se desean alinear. En la
barra de herramientas buscamos “Alignment” y elegimos W Align by ClustalWw
(Figura 3.5), aparece una ventana de confirmacion de alineamiento, se da click
en OK y en una segunda ventana se presentan parametros, los cuales no
modificamos (Figura 3.6) y damos nuevamente click en OK.

| M5: Alignment Exphmr(secmaﬁ:g_pmh% - ‘ -_ - : . I ﬂ-ﬂg i

Data Edit Search Web Sequencer Display Hefp

i3 in e ?:y|-] 1 By S RX | mEan

|0 = & % =@ N
DMA Sequences |Trans|ated Protein Sequences 1

Species/EbE

- ~ - - - =
MS: Al t Explo tK-rbel prub. . . - . - [ %
M ignment Explorer (sec ma prub.mas i - r—

Data Edit Search [_ignment] Web Sequgncer Display Help
|D & | % | W Alignby Clustaly € || = BEX ¥ (mE|a b [ a8

DNA Sequences |T

?.‘;‘) Align By Muscle
?.‘y Align by Muscle (Codons)

Species/2bE

U Mark/UnmarkSite  Ctrlen | BEEE
"}, Align Marked Sites Ctrl+L £

- rbel3F

& Delete Gap-Only Sites
[v Auto-Fill Gaps

- rbelelF
- _rbclélR

Figura 3.5 Alineamiento de secuencias de ADN por MEGA.
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[ M5: Alignment Explorer (sec matk-rbcl prub.mas) - == = |

- — =
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help fml
DS E S TRMH WY 8L (|- % § @ X[ (W0
il Abgrmert
DA Seguences ITranslated Protein Sequences I PR
See = /BB Gwbeanpudy RS
1. matk3F [T T—]
2. matk3n Tansr it
3. matk&eF onfirm
4. matkeR -
S. rbcl3F i X
& rbelzn @ Mothing selected for alignment. Select all? AR
7. rbcléF Dstyivgon e )
8. rbcléR T Ko Pt B
s SomchButaTis [
i [o]9 g Cancel |
7.1 |

Figura 3.6 Menu para correr el alineamiento de secuencias.

Las secuencias alineadas apareceran automaticamente como resultado
(Figura 3.7). Para guardar el archivo obtenido se utiliza la opcion Data del menu
principal y se elige la opcion Export Alignment, se elige el formato que se
requiera para almacenar los datos, el cual puede ser FASTA o si requieren las
distancias o divergencias genéticas se debe elegir el formato MEGA (Figura
3.8).

M M3: Mignment Evgl;rer (sec mat.K‘:bcLﬂb_ ‘ - ‘ L Eléu

afEdit Search Al t Web S er Display Help

B AR T - RNy Y X
@Open e

Reopen , EID Sequences I

Close

Phylogenetic Analysis

E Save Session Ctrl+5 B
Export Alignment L4

Figura 3.7 Menu de datos.
mME:AIignmentEJg;mr {mm@h_‘ - ‘ L E@g

Data | Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
D0 Create New W &) m L [ B g om X e (mE| a v || S a8
= Open >
ein Sequences |
Reopen L4

Close

Phylogenetic Analysis

m Sawve Session Ctrl+5
Export Alignment

'7 DMA Sequences
| Protein Sequences

Figura 3.8 Seleccion de formato para almacenar resultados.
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Distancias 0 divergencias genéticas: Para calcular distancias
genéticas entre secuencias es necesario que el archivo que contenga los datos
a analizar tenga formato MEGA. Si nuestro archivo tiene el formato solo se
selecciona “Distance” en el menu principal de MEGA y al desplegar el menu

elegir la opcion “Compute Pairwise Distances”.

[ mEGA 505 : ESRESR |
File Analysis Help
= ® W z = _ % _ &8 | % _ B _ O
Align [rata Modelz Divversity Phulogeny User Tree Ancestors Selection Ratesz Clocks
f . k ComutePairwiséDA:&:..

Cormpute Within Group Mean Distance
Compute Between Group Mean Distance...
Compute MNet Between Group Mean Distances I

Figura 3.9 Menu principal para andlisis de distancias.

Aparece el menu de parametros, en la posicion de Model/Method, se

cambia a la opcidn p-distance y se selecciona Compute.

E M5: Analysis Preferences o
¢ Dptions Summary |
Option Selection ‘
Analysis Distance Estimation
Scope Pairs of taxa
Estimate Variance
Wariance Estimation Method None
Substitution Model
Substitutions Type Mucleatide
Model/h ethad p-distance
Substitutions to Include d: Transitions + Transversions
Rates and Patterns
Rates among Sites Uniform rates
- |
Pattern among Lineages Same [Homogeneous] |
Data Subset to Use
Gaps/Missing Data Treatment Complete deletion
Select Codon Positions W 1st W 2nd v 3d v Honcoding Sites
x Camcal‘ ? Help |

Figura 3.10 Menu de parametros para distancias.
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De forma automatica aparece una ventana que proporciona los valores
calculados de la distancia genética entre las secuencias analizadas (Figura
3.11), el valor obtenido se transforma a porciento y es ésta la cantidad de bases

gue difieren entre una secuencia y otra.

E M5: Pairwise Distances (C:\U...l = | =] |ﬂhj
File Display Caption Help

s 2[4
|23 & <E
g_]

[L1] {rbcl3F-rbcl3F) / Mucleotide: p-disti

Figura 3.11 Cuadro de resultado de distancias.

Se analizaron ocho secuencias para cada especie, 4 matk (Fy R) y 4
rbcL (F y R). Se eligieron aquellas con menor distancia o0 con mayor similitud y
se realiz6 un analisis BLAST a cada una. Para el gen matK se eligieron las

secuencias directas y para el gen rbcL las secuencias reversas (Ver Anexo B)

3.5.9 Andlisis de las secuencias matK y rbcL por BL ~ AST

Preparacion de la secuencia a buscar:  Se requiere que las secuencias
“codigo de barras” para comparar con la base de datos estén en formato
FASTA.

Analisis por BLAST disponible en NCBI:  Los andlisis se realizaron de
forma directa en la pagina de NCBI http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. En la
pagina principal de NCBI se hace una busqueda de busqueda de la especie que

se desea analizar. Se elige la opcién Nucleotide y se da click en RUN BLAST.
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La pagina que aparece muestra una ventana con la leyenda “Enter Query
Sequence” en la cual se pega la secuencia del archivo FASTA, se agrega un
titulo para identificar la secuencia, se selecciona en la ventana de organismo el
taxa Cactaceae (taxid: 3593) y se dan clic en la opcion BLAST al final de la

pagina.

Comparacion con la base de datos:  El archivo resultante contiene una
breve descripcion de la secuencia problema y proporciona los alineamientos
con las secuencias mas similares registradas en la base de datos. Estas
pueden ordenarse de forma decreciente de acuerdo a los valores de Maximo
Score, Score Total, Cobertura de la secuencia Blanco, Valor E y Maxima
identidad.

Se tiene también la opcion de crear arboles filogenéticos dentro de la
misma pagina a través de la ventana “Distance tree of results”, que presenta de
forma gréfica un arbol filogenético, asi como el archivo en formato Newick, el
cual contiene las distancias entre los brazos del arbol y nombres detallados de

los elementos que lo componen.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Evaluacion de Tratamientos con RCV

Se evalud el didmetro, la altura, el peso fresco y el peso seco de las
vitroplantas de E. micromeris y O. denegrii a los 30, 60 y 90 dias de
tratamiento. Se realizaron andlisis de varianza y pruebas de medias (Tukey
P<0.05) por medio del software SAS, los resultados se presentan a

continuacion.

4.1.1 E. micromeris

En el Cuadro 4.1 se presenta de forma resumida los valores de P
(P<0.05), obtenidos por ANVA y prueba de medias de Tukey para cada variable
evaluada, los datos resaltados en negritas representan a los mejores resultados
y por consiguiente los mejores tratamientos en un periodo de tiempo

determinado.

No existen diferencias significativas entre tratamientos a los 30 dias para
las variables didmetro (P =0.3349), peso fresco (P= 0.1860) y peso seco (P=
0.9248), mientras que para la altura (P= 0.0004) si existen diferencias
significativas, sobresaliendo el T5 y T4 con una altura media de 1.65417 cm y

1.61667 cm respectivamente.

A los 60 dias existen diferencias significativas entre tratamientos para el
diametro (P= 0.0025) destacando el T3 (0.89167 cm) y la altura (P= 0.0012)
donde los mejores tratamientos fueron el T4 (2.02500 cm) y el T5 (1.89375 cm).

Mientras que para las variables peso fresco y peso seco, no existen diferencias



A los 90 dias no existen diferencias significativas entre tratamientos para
el diametro (P= 0.0146) y la altura (P= 0.0204), mientras que para el peso
fresco (P= 0.0048) y el peso seco (P= 0.0011) si existen diferencias
significativas. Los mejores tratamientos para el peso fresco fueron el T2
(6.5350 g) y T4 (5.0250 g) y para el peso seco fueron el T2 (0.46215 g), T1
(0.40985 g) y T3 (0.39995 Q).

Cuadro 4.1 ANVA y prueba de medias de Tukey en cada variable evaluada
para los 4 tratamientos de RCV a los 30, 60 y 90 dias de desarrollo de

vitroplantas de E. micromeris.

Variable P>F CV.% T1 T2 T3 T4 T5

0.3349 8.79 0.75000a 0.75833a 0.77917a  0.72500a 0.70417a
Diametro 0.0025* 7.63 0.80000abc 0.85000ab  0.89167a  0.71250c  0.71875bc
(cm) 0.0146* 4.15 0.86250abc  0.97500a  0.92500ab  0.77500c  0.82500bc

0.0004*  7.93 1.40000b 1.37917b 1.40417b  1.61667a 1.65417a

Altura 0.0012* 8 1.53750¢ 1.76250abc 1.61250bc 2.02500a 1.89375ab
(cm) 0.0204* 6.83 1.9125ab 2.3500a 1.6375b 2.2375a 2.0125ab
0.186 13.02 3.0200a 2.6200a 2.3450a 3.3100a 3.2250a
Peso fresco 0.2801 16.87 3.5400a 5.3350a 4.2200a 4.1050a 3.9950a
(9) 0.0048* 9.06 4.1700b 6.5350a 4.1050b 5.0250ab 3.4500b

0.9248 29.16 0.11490a 0.13105a 0.10300a  0.11595a  0.10745a
Peso seco 0.715  20.12 0.18150a 0.23600a 0.20300a  0.20450a  0.18150a

(9) 0.0011* 5.08 0.40985a 0.46215a 0.39995ab 0.32520bc  0.27760c
0.571 25.5 3.814a 4.93a 4.4a 3.575a 3.329a
% rend 0.954 26.9 5.426a 4.503a 4.819a 4.961a 4.607a
0.0015* 5.02 9.829a 7.067b 9.749a 6.54b 8.048b

*= gsignificancia al 0.05, C.V= coeficiente de variaciéon, T1= Sin reguladores, T2= Kinetina 1mg L™, T3=
Kinetina 1mg L™+ AIA 1mg L', T4= Kinetina 1mg L™ + AIA 0.5mg L™ + AG 1mg L™, T5 = Kinetina 1mg L™+
AIA 1mg L™+ AG 1mg L™, %rend= porciento de rendimiento.

De los tratamientos evaluados podemos observar que el T2 basado en

kinetina, promotora de la division celular (Purves et al., 2002 y Salisbury, 1994),



presenta la mayor cantidad de valores de medias sobresalientes, por lo que
podemos considerarlo como el tratamiento que favorece en mayor grado a las
variables evaluadas, en este caso diametro, altura y peso, variables

relacionadas con la talla o tamafio de las vitroplantas.

A pesar de que los resultados muestran claramente la accién del T2 en
vitroplantas de E. micromeris, se recurrio a una evaluacién visual asi como a la
obtencion del porciento de rendimiento en peso para determinar el mejor

tratamiento.

* Porciento de rendimiento

Se determind el porciento de rendimiento en peso con el objetivo de
detectar diferencias en la produccion de biomasa a partir de la aplicacion de
tratamientos, para esto se utilizd el calculo %rend = 100* peso seco/ peso
fresco. El peso fresco se obtuvo pesando las vitroplantas en balanza analitica
al término de cada periodo y el peso seco después de someterlas a un proceso
de liofilizacion por 24 hr (peso por repeticion, cada repeticion consta de 4

vitroplantas). Los resultados se muestran en el Cuadro 4.1

Los valores de P>F muestran que no existen diferencias significativas
entre los tratamientos a los 30 y 60 dias, mientras que existe diferencia
significativa a los 90 dias, el T1 y el T3 son los mejores tratamientos con valores
de 9.8 y 9.71 respectivamente. Podemos observar que el % de rendimiento se
incrementa en todos los tratamientos con respecto al tiempo (30, 60 y 90 dias).
En los primeros 30 dias se mantiene en un rango de 3.3 a 4.9; a los 60 dias el

rendimiento se ubica entre 4.4y 5.3; y a los 90 dias entre 6.54 a 9.82.

e Evaluacién visual

Se recurrio  a una evaluacion visual como complemento de los analisis
antes realizados para elegir el o los mejores tratamientos en la

micropropagacion de E. micromeris. En la Figura 4.1 se presentan fotografias
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de vitroplantas de E. micromeris a los 90 dias de tratamiento, como se puede
observar existen diferencias en cuanto a la forma, altura, presencia de raiz y

nimero de brotes.

Figura 4.1. Vitroplantas de E. micromeris a los 90 dias de tratamiento. T1= Sin reguladores,
T2= Kinetina 1mg L™, T3= Kinetina 1mg L™ + AIA 1mg L™, T4= Kinetina 1mg L™ + AIA 0.5mg L™
+AG 1mg L™, T5 = Kinetina 1mg L™ + AIA 1mg L™ + AG 1mg L™

El T1 o testigo, sin reguladores de crecimiento, presenta vitroplantas de
forma cilindrica, de 1.9 cm de altura, con presencia de raiz, escasez de brotes y
no presenta problemas de hiperhidricidad. En medios no adicionados con
reguladores de crecimiento es normal la formacion de raices, Clayton et al.,
(1990) y Chorefio et al., (2002) mencionan la generacion de raices de forma
espontanea en cactaceas en medios de cultivo sin reguladores de crecimiento,
mientras que Velazquez y Soltero (2001) reportan que en medios adicionados
con AIA la produccién de raices en E. micromeris fue de escaza a nula y
dedujeron que este regulador es inhibitorio para la produccion de raices en esta
especie. Ambos resultados coinciden con los encontrados en este trabajo, ya
gue no hubo formacion de raices en los tratamientos con RCV (T2, T3, T4y T5)

y sin embargo si se generaron raices en el T1 o testigo.
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El T2 provee vitroplantas de buena forma y altura (2.35 cm) pero no
promueve la formacion de brotes. Mauseth y Halperin (1975) mencionan que
cuando el explante contiene areolas y es expuesto a concentraciones
apropiadas de citocininas, los meristemos axilares se activan produciendo

brotes.

Velazquez y Soltero (2001) mencionan que las fuente de citocininas
(Kinetina y 2- isopentiladenina -2iP) presentan efectos altamente significativos
sobre la produccién de brotes en E. micromeris, obteniendo una media maxima
de 17 brotes por explante utilizando solo concentraciones de 8 mgL™ de
Kinetina, concentracion relativamente alta en comparacion con la utilizada en el

T2 (1 mgL™) razén probable por la cual se podria explicar la ausencia de brotes.

Por otra parte algunos resultados reportados por Flores et al., (2011)
contrastan con los obtenidos. En éstos se reporta una media de 6.4 brotes al
utilizar concentraciones de 1 mgL™ de Kinetina en E. micromeris cultivada in
vitro, una explicacion a esto puede estar dirigida a los criterios tomados en
cuenta a la hora de elegir los explantes para establecer los experimentos, asi

como aspectos relacionados con la preparacion de medios.

El T3, basado en la combinacion de Kinetina y AIA no solo presenta
vitroplantas de buena calidad en cuanto a forma y altura, sino que ademas
promueve la formacién de brotes, con una media maxima de 8 brotes por
explante. Esta respuesta coincide con Johnson y Emino (1979a) y Echenique et
al., (2004) que afirman que la existencia de un balance favorable entre auxinas

y citocininas es particular para la induccion de brotes para cada especie.

Por su parte Malda et al., (1999 b) sefialan que en distintas especies de
cactaceas, concentraciones altas de citocininas y bajas de auxinas inducen la
brotacion. Chorefio et al., (2002) realizaron propagacion in vitro de
Chephalocereus senilis a partir de areolas sembradas en medio MS
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complementado con ANA solo y en combinacién con BA (6-benzyladenina) o
Kin (Kinetina) en concentraciones de 0.0, 0.3, 1.0 y 3.0 mgL™. La activacién de
areolas se inicié en todos los tratamientos a los 21 dias. A los 61 dias las
plantulas fueron subcultivadas y 40 dias después las combinaciones con mayor
concentracion de citocininas (ANA 0.3: BA 3.0 y ANA 0.3: KIN 3.0) produjeron
la formacién de brotes, siendo mas eficiente BA con un promedio de 11 brotes

de apariencia sana y vigorosa.

Velazquez y Soltero (2001) manejando una concentracion alta de 2iP
(4.0 mgL™h) y una baja de ANA (0.2 mgL™) obtuvieron una media de 14 brotes

por explante en votroplantas de E. micromeris

Existen algunos otros reguladores que combinados con citocininas son
efectivos en la induccion de brotes en vitroplantas de E. micromeris. Flores et
al., (2011) probaron diferentes concentraciones de Kinetina sola y combinada
con otros reguladores como ancymidol y prohexadiona de calcio en vitroplantas
de E. micromeris. Las mejores respuestas las obtuvieron con los tratamientos
combinados, en éste caso especifico con prohexadiona de calcio generando

hasta 16 brotes por explante a los 60 dias.

El T4 y TS5 basados en combinaciones de Kinetina, auxina y giberelina
presentan las vitroplantas de mayor altura con 2.2 y 2.0 cm respectivamente,
sin embargo la forma de éstas es alargada o cOnica, lo que difieren de la forma
original de la planta (globosa), presentando ademas ausencia de brotes, y
ausencia de raices y un ligero cambio en la coloracion, observandose un verde

mas claro que en los tratamientos anteriores.
Raven et al.,, (1992) mencionan que los tratamientos en base a

giberelinas y auxinas estimulan el crecimiento posibilitando brotes y elongacion

celular, aumentando la talla de manera rapida.
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Estas caracteristicas también fueron observadas por Navarro y
Demeneghi (2007) en Mammillaria pectinifera al someterla a diferentes
concentraciones de Agromil-plus (Citocinina-giberelina-auxina), el cual ocasioné
variacion en las alturas de las plantulas, con tamafios aproximados a 1 cm, sin
embargo las plantulas con mayores alturas también presentaron cambios en
cuanto a la forma, la coloracion y nimero de espinas, lo cual sugiere a esta

combinacién como no factible para acelerar su crecimiento.

De acuerdo a lo observado podemos deducir que los T1, T2 y T3
producen vitroplantas de buena calidad, mientras que el T4 y T5 carecen de

ésta.

4.1.1 O.denegrii

Se realizaron las mismas evaluaciones que en E. micromeris, tomandose
en cuenta solo dos periodos de tiempo, 30 y 60 dias. Los datos obtenidos
fueron analizados por medio de ANVA en SAS y se obtuvieron las pruebas de

medias correspondientes (Tukey P<0.05).

En el Cuadro 4.2 se presentan los resultados de forma resumida. Los
valores obtenidos de P>F muestran que no existe diferencias significativas
entre los tratamientos para las variables evaluadas a los 30 y 60 dias, excepto
en la variable didmetro a los 30 dias (P= 0.0020*), donde se pueden observar
dos grupos de significancia, el grupo “a” formado por el T4, T5 y T3; los
primeros poseen el mismo valor de media con 1.025 cm y el T3 con 0.97500
cm.

En el caso del rendimiento en peso se observa un incremento en todos
los tratamientos a traves de los dos periodos de tiempo. En los primeros 30 dias

se mantiene en un rango de 7 a 8%, y a los 60 dias se ubica entre 11 y 15%.
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Cuadro 4.2. ANVA y prueba de medias de Tukey en cada variable evaluada
para los 4 tratamientos de RCV a los 30 y 60 dias de desarrollo de vitroplantas

de O. denegrii.

Variable P>F C.V. T1 T2 T3 T4 T5

0.0022* 11.34 0.75000b 0.77500b 0.97500ab 1.02500a 1.02500a
Diametro 0.1036 5.65 0.97000a 0.94500a 1.03500a 1.11000a 1.11000a

(cm)

0.6334 29.76  0.8000a  0.6250a 0.7000a 0.8500a 0.8000a
Altura 0.4033 12.77 0.72000a 0.72500a 0.72500a 0.79500a 0.90000a
(cm)

0.7639 35.94 0.7300a 0.7250a 0.7500a 1.0350a 0.9500a

Peso fresco 0.3059 23.5 0.3800a  0.4550a 0.5450a 0.5500a 0.6700a
9)

0.4991 40.57 0.05350a 0.04500a 0.04950a 0.08550a 0.0735a

Peso seco 0.8683 40.72 0.06050a 0.05300a 0.07850a 0.06950a 0.07550a
(@)

0.8184 23.94 7.0902 6.632a 6.536a 8.129a 8.022a
%rend 0.9258 34.82 15.452a 11.683a 13.915a 12.598a 12.549a

*= significancia al 0.05, C.V= coeficiente de variacién, T1= Sin reguladores, T2= Kinetina 1mg L*, T3=
Kinetina 1mg L™+ AIA 1mg L', T4= Kinetina 1mg L™ + AIA 0.5mg L™ + AG 1mg L™, T5 = Kinetina 1mg L™+
AIA 1mg L™+ AG 1mg L™, %rend= porciento de rendimiento.
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» Evaluacién visual

Se realizd la evaluacion visual con el objetivo de observar si existen
algunas diferencias fisicas entre los tratamientos y complementar el analisis

estadistico. En la Figura 4.2 se presentan fotografias de vitroplantas de

O. denegrii.

Figura 4.2. Vitroplantas de O. denegrii a los 30 dias de tratamiento. T1= Sin reguladores, T2=
Kinetina 1mg L™, T3= Kinetina 1mg L™ + AIA 1mg L™, T4= Kinetina 1mg L™ + AIA 0.5mg L™ +
AG 1mg L™, T5 = Kinetina 1mg L™ + AIA img L™ + AG 1mg L™,

En el T1 se pueden observar vitroplantas uniformes de 7 a 8 tubérculos
triangulares, con didmetro y altura de 0.8 cm, y con ausencia de raices, caso
contrario a lo encontrado en E. micromeris (Veldzquez y Soltero, 2001) en
medios sin reguladores de crecimiento y a lo mencionado por Clayton et al.,

(1990) y Chorefio et al., (2002) con respecto a la formacion espontanea de
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raices en brotes de cactidceas colocados en medios sin reguladores. Esto
podria ser resultado de una insuficiente cantidad de reguladores enddgenos,
como las auxinas, responsables de la formacion de raices adventicias
(Woodward y Bartel, 2005).

Por el contrario en el T2 en el cual se muestran vitroplantas no tan
uniformes, con diametros de 0.6 a 1.1 cm, alturas de 0.6 a1.4cmycon 5 a 10
tubérculos, la formacion de raices se presentd sin ningun problema, con

longitudes aproximadas a 1cm.

El T3 presenta vitroplantas uniformes con diametros de 0.9 cm, alturas

de 0.7cm, con ausencia de raices y con 12 a 16 tubérculos.

El T4 presenta vitroplantas de un poco mas de 1 cm de didmetro, alturas

de 0.9 cm, con ausencia de raices y con 10 a 19 tubérculos.

En el T5 se observan vitroplantas de apariencia uniforme, de 1 cm de

diametro, alturas de 0.8 cm, ausencia de raices y con 10 a 12 tubérculos.

A pesar de que no existen diferencias significativas como las
encontradas en E. micromeris, los tratamientos en O. denegrii presentan
vitroplantas de buena calidad y se puede observar que el T3 y T4 benefician la
formacion de un mayor nimero de tubérculos haciéndolas mas compactas y
favoreciendo su crecimiento. Al respecto Johnson y Emino (1979 a) sefialan
gue cada especie de cactus podria requerir una combinacion Unica de

reguladores de crecimiento vegetal para eficientar su micropropagacion.

4.2 Determinacién de hormonas (auxinas y giberelina )
4.2.1 E. micromeris
» Cuantificacion de auxinas (AlA)

Para conocer el comportamiento hormonal enddgeno en vitroplantas de
E. micromeris sometidas a tratamientos con RCV, se llevd a cabo la

cuantificacion de AIA (Ver Cuadro 1 Anexo C), a los primeros 30 dias se

65



encontraron concentraciones que van desde 0.18 a 0.28 ppm, donde el T3
presenta el valor mas alto (0.28ppm). A los 60 dias las concentraciones de AlA
disminuyen en todos los tratamientos, con valores muy semejantes entre ellos
de alrededor de 0.12 ppm. A los 90 dias las concentraciones de AIA se
incrementan de forma paralela en todos los tratamientos sin llegar a superar las

concentraciones obtenidas en los primeros 30 dias de tratamiento (Figura 4.3)
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Figura 4.3 Concentracién de AIA en vitroplantas de E. micromeris sometidas a

tratamientos hormonales en tres periodos de tiempo . T1= Sin reguladores, T2= Kinetina
1mg L, T3= Kinetina 1mg L™+ AIA 1mg L', T4= Kinetina 1mg L™ + AIA 0.5mg L™ + AG 1mg L’
! T5 = Kinetina 1mg L™+ AIA 1mg L™+ AG 1mg L ™.

Un comportamiento semejante de niveles altos de auxina seguidos de
disminucion gradual de la hormona, fue encontrado por Flores et al., (2009), al
determinar concentraciones enddégenas de AIA en Vigna radiata L. Wilczek
(soja verde) tratada con AIA, AIB y IAP (indol-3 acetil-p-nitrofenil ester). Ellos
encontraron un  aumento de AIA enddgeno durante la iniciacion del
enraizamiento (hasta el tercer dia) en todos los tratamientos y una disminucion
gradual hacia el sexto dia. El tratamiento con mayor concentracion de AlA fue el
grupo tratado con AIB con aproximadamente 50 ng.g-1 de peso fresco, mientras

que la mayor induccion de raices se dio con el IAP con 83 raices por esqueje.
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Olivella et al., (2001) por su parte encontraron concentraciones de AlA en
hojas de Gerbera jamesonii cv Bolus en diferentes estadios; jovenes (7 dias),
adultas (20 dias) y maduras (60 dias) en rangos de 39-52, 36-48 y 43-48
nmols.g’ de peso seco respectivamente, no encontrando diferencias
significativas entre éstas. Mientras que en la determinacion de citocininas
(Zeatina +ZR) si encontraron diferencias entre las jévenes y las maduras con

395-634 y 112-215 pmols.g™ de peso seco respectivamente.

Laskowski et al., (2008) determinaron contenidos de AIA en pedicelo y
fruto de Citrus sinensis var. Salustina. Encontraron concentraciones maximas
de 500 ng.g™* de materia seca con disminucién lenta después de la antesis (118
dias) hasta 77 ng.g® de ms en pedicelo, mientras que por unidad, la
concentracion fue de 4 ng por pedicelo (48 dias) con disminucion hasta los 2
ng/pedicelo. Para el caso del fruto las concentraciones oscilaron entre 53 y 77
ng.g” de ms disminuyendo hasta los 20 ng .g"* de ms a los 62 dias después de

la antesis.

» Cuantificacion de giberelinas (AG)

Se encontraron concentraciones de AG de entre 0.16 a 0.7 ppm en
vitroplantas de E. micromeris a los primeros 30 dias de tratamiento (Ver Cuadro
2 Anexo C), donde el T1 y el T3 presentan la concentracion mas alta (0.72
ppm). A los 60 dias las concentraciones de AG aumentan en los tratamientos,
con valores de alrededor de 0.5 a 1.2 ppm, siendo el T4 y T5 los que presentan
las mayores concentraciones. A los 90 dias las concentraciones de AG se
incrementan de forma paralela en todos los tratamientos con valores de entre 2
y 4.5 ppm, donde el T5 y el T3 presentan las concentraciones mas altas (Figura
4.4).

Comparando los resultados obtenidos, se observa que las
concentraciones de AG (0.2 - 4.5 ppm) se encuentran en mayor proporcion a
las de AIA (0.1 - 0.28 ppm) y su comportamiento en el grafico es de forma

creciente con respecto al tiempo de tratamiento. Esto concuerda con Hernandez

67



et al., (2003) quienes encontraron concentraciones endégenas ascendentes de
giberelinas (2.69 y 2.29 ng.g-1ms) y descendentes de auxinas (1.26 y 1.79 ng.g-
1ms) en variedades de cilantro sometidas a periodos largos de luz y aumento
de temperatura (40 dias), la tendencia fue la misma en testigo y tratamientos.
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Figura 4.4 Concentracion de AG en vitroplantas de E. micromeris sometidas a

tratamientos hormonales en tres periodos de tiempo . T1= Sin reguladores, T2= Kinetina
1mg L™, T3= Kinetina 1mg L™+ AIA 1mg L', T4= Kinetina 1mg L™ + AIA 0.5mg L™ + AG 1mg L’
! T5 = Kinetina 1mg L™+ AIA 1mg L™+ AG 1mg L ™.

Existen algunos otros cultivos donde se han cuantificado giberelinas,
Ramirez et al., (2001) encontraron diferentes niveles en tejido floral de
manzano, Golden Delicious, Rome Beauty y Red Delicious con 0.78, 14.47 y
1.8 ug.g™* de peso seco respectivamente, mientras que en saco embrionario los

valores fueron de 0.4, 0.18 y 10.8 pg.g™* en el mismo orden.
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4.2.2 O. denegrii

* Auxinas

Para conocer el comportamiento hormonal enddgeno en vitroplantas de
O. denegrii sometidas a tratamientos con RCV, se llevo a cabo la cuantificacion
de AIA (Cuadro 3 Anexo C), a los primeros 30 dias se encontraron
concentraciones de 0.13 a 0.17 ppm, donde el T1 present6 el valor mas alto
(0.17ppm), seguido por el T3 con 0.15 ppm (Figura 4.5). Esta tendencia es
similar a la que se presentd en E. micromeris donde el T3 presenta la mayor
concentracion de AIA a los 30 dias de tratamiento. A los 60 dias las
concentraciones de AIA fueron muy semejantes con valores entre 0.13 y 0.15
ppm, pero es el T1 el que mantiene una concentracién mayor a los tratamientos

restantes con 0.152 ppm.
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0.05
30 60
Dias

Figura 4.5 Concentracién de AIA en vitroplantas de  O. denegrii sometidas a tratamientos
hormonales en tres periodos de tiempo . T1= Sin reguladores, T2= Kinetina 1mg L™, T3=
Kinetina 1mg L™+ AIA 1mg L', T4= Kinetina 1mg L™ + AIA 0.5mg L™ + AG 1mg L™, T5 =
Kinetina 1mg L™+ AIA 1mg L™+ AG 1mg L™
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4.3 Cadigo de barras de la vida
4.3.1 E. micromeris

En la Figura 4.6 se presenta el resultado de la amplificacion de los
fragmentos matK y rbcL de E. micromeris (2, 4, 3y 6). Las bandas reveladas en
el gel estan bien definidas y evidencian una correcta amplificacion de los
fragmentos de ADN. El marcador de peso molecular (MP) que se utiliz6:
O’Gene Ruler 1Kb Plus DNA ladder #SM1343. El gel se ley6 en Bio-Rad
(LANGEBIO).

mathk bk
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Figura 4.6 (a) y (b) Amplificacion de matK y rbcL en E. micromeris. MP
= Marcador de peso molecular; 2, 4, 3, 6= E. micromeris; O-A, P, M y MC= otras
especies, C = Control negativo.

* Andlisis de las secuencias matK y rbcL por MEGA

Se alinearon ocho secuencias de E. micromeris (Muestra 2 y 4,
renombradas 1 y 2 respectivamente), utilizando el software MEGA version 5
(Tamura, Peterson, Peterson, Stecher, Nei, and Kumar 2011) vy se

determinaron distancias genéticas entre secuencias de individuos diferentes, los
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resultados se presentan en el Cuadro 4.6. Se obtuvieron valores de 0.6 y 0.7%
gue indican la cantidad de bases que son diferentes entre ambas secuencias.
Entre mas pequefio sea el valor, la distancia es menor por lo tanto existe mayor
similitud entre las secuencias. En el caso del gen matK las secuencias
presentan la misma distancia, tanto para las secuencias F, como para las R,
con una distancia genética de 0.6%, valor pequefio que refleja gran similitud
entre las secuencias, el mismo caso se presenta para el gen rbcL con una
distancia genética del 0.7%.

Cuadro 4.3 Distancias genéticas entre secuencias de matK y rbcL por MEGA
para E. micromeris

Especie Secuencias Distancia genética  Distancia genética

(%)

E. micromeris ElmatKF 0.006 0.6
E2matKF

E. micromeris ElmatkKR 0.006 0.6
E2matKR

E.micromeris ElrbcLF 0.007 0.7
E2rbcLF

E. micromeris ElrbcLR 0.007 0.7
E2rbcLR

E = Epithelantha micromeris, 1= individuo 1, 2= individuo 2, matK= gen maturasa K, rbcL= gen
ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa.

» Andlisis de las secuencias matK y rbcL con BLAST

Para el analisis BLAST se eligieron cuatro de las ocho secuencias
obtenidas del analisis con MEGA, en el caso del gen matK se eligieron;
ElmatKF y E2matKF y para el gen rbcL; ElrbcLR y E2rbcLR. El analisis por
medio de BLAST nos presenta un listado de alineamientos significativos, es
decir, las secuencias en la base de datos (NCBI) que son similares o iguales a
la desconocida (en este caso secuencias de E. micromeris).
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Los resultados se presentan en orden de significancia de mayor a menor
proporcionando el puntaje o calificacion (Total Score), el cual se refiere al
namero de bases en comun con la secuencia problema, puntajes altos indican
mayor similitud, asi como su respectivo valor de E (Expectation values) el cual
es un indicador de la probabilidad de obtener este resultado al azar. Entre mas
bajo sea el valor de E mas significativo es, es decir, el valor obtenido es muy

poco probable que haya ocurrido al azar.

A continuacién se presentan los primeros cinco organismos de maxima

similitud con las secuencias problema, las cuales se indican en negrillas.

1. - E1lmatKF, Query ID: Icl|10213

Query length: 573

Total score: 942

HMO041691.1 Epithelantha micromeris 942 0.0
FN997195.1 Epithelantha bokei 939 0.0
FN997516.1 Epithelantha micromeris 926 0.0
FN997512.1 Epithelantha micromeris 926 0.0
FN997510.1 Epithelantha micromeris 920 0.0

2. - E2matKF, Query ID: Icl|64319

Query Length: 511

Total score: 913

HMO041691.1 Epithelantha micromeris 913 0.0
FN997195.1 Epithelantha bokei 909 0.0
FN997516.1 Epithelantha micromeris 869 0.0
FN997512.1 Epithelantha micromeris 869 0.0
FN997510.1 Epithelantha micromeris 863 0.0
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3.- E1rbcLR, Query ID: Icl|48641

Query Length: 548

Total score 968

HQ621336.1 Maihuenia poeppigii 968 0.0
HQ621341.1 Weingartia kargliana 955 0.0
AF206805.1 Pereskia aculeate 952 0.0
M97888.1 Pereskia aculeata 952 0.0
HQ621339.1 Pereskiopsis diguetii 946 0.0

4. - E2rbcLR, Query ID: Icl|29317

Query Length: 548

Total Score: 963

HQ621336.1 Maihuenia poeppigii 963 0.0
HQ621341.1 Weingartia kargliana 950 0.0
HQ621339.1 Pereskiopsis diguetii 946 0.0
AF206805.1 Pereskia aculeate 946 0.0
M97888.1 Pereskia aculeata 946 0.0

« Arboles filogenéticos con BLAST

Se obtuvieron los dendrogramas de las cuatro secuencias analizadas, su
ubicacioén se indica en color amarillo y el resto de las secuencias representan a
las especies mas emparentadas genéticamente con respecto al gen matkK y
rbocL. En las Figuras 4.7 y 4.8 se muestran los dendrogramas para las
secuencias matK y en las Figuras 4.9 y 4.10 para las secuencias rbcL. En las
primeras dos figuras se observa claramente que las secuencias problema estan
ubicadas dentro del clado perteneciente a Epithelantha micromeris, lo que
indica que pertenecen a dicha especie, mientras que en las segundas, las
secuencias problema se encuentran totalmente apartadas de los clados
restantes, lo que significa que no pertenecen a ninguna de las especies del
dendrograma, mas sin embargo existe una relacion de parentesco, ya que las
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especies restantes pertenecen a la familia Cactaceae. Este resultado es
consecuencia de la falta de informacion necesaria para llevar a cabo la
comparacion, es decir, que no existen secuencias del gen rbcL
correspondientes a E. micromeris representadas en la base de datos NCBI, lo

cual impide una adecuada comparacion con nuestras secuencias problema.

@ Il 1021 3{unknown)

X Epithelantha micromeris tmk gene, parfial sequence; and maturase K (matk).

Epithelantha bokei chloroplast matk gene and partial tRAA- Lus indron, isola

& Epithelantha micromeris chloroplast matk gene and partial tRHA- Lvs intron,.

Epithelantha micromeris chloroplast matk gene and partial tRHA- Lys intron,.

& Epithelantha micrametis chloroplast matk gene and partial tRMA- Lvs intran,.

Epithelantha micromeris chloroplast matk gene and partial tRHA- Lvs intron,.

|0.001 |
Figura 4.7 Dendrograma de E. micromeris (E1matKF, Query ID: Icl|10213)
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Epithelanthia micromeris tmk gene, parfial sequence; and madurese K imatk).

@ @ lelg+319

Epithelantha bokei chloroplast matk gene and partial tRMA- Lus infron, isola

& Epithelantha micromeris chloroplast matk 9ene and partial tRAA- Lus infron,.

Epithelantha micrameris chloroplast matk gene and partial tRA- Lis infron,.

& Epithelantha micromeris chloroplast matk 9ene and partial tRAA- Lus infron,.

Epithelantha micrameris chloroplast matk gene and partial tRA- Lys infron,.

|0.001 |
Figura 4.8. Dendrograma de E. micromeris (E2matK F, Query ID: Icl|64319)

A lcl48641
Pereskiaaculeataribulose 1,5bisphosphate carboryase (rbeL) gene, parfisl cds; c..
Pereskiaaculeataribulose 1,5 bisphosphate carborpaseionpaenase large subunit (.
Waihuenia poeppigii voucher Hahn n.a. (2551 fibulose 1,5 bisphosphate carbon..
Pereskiopsis diguetii voucher Lomeli & Diaz na (255) Abulose 1,5 bisphosphite ..
* Weingardia karaliana voucher Rausch 677 (2551 tibulose 1,5 bisphosphate carbox,
Lepismium wirmingianum chloroplast partial rbeL gene for fibulose 1.5 bisphospha.
Lepismium warmingianum chloroplast partial rbcL gene for ribulose- 1. 5-bisphospha.
g Lepismium larentzianum chloroplast parfial rbcl gene for ribulose- 1.5 bisphospha..
@ Lepismium lorentzianum chloroplast partial rbcl gene for bulose 1.5 bisphospha..

Hafiora cfindrica chloroplast parfial rhe L gene for ibulose 1.5 bisphosphate carb..

|0.00|
Figura 4.9. Dendrograma de E. micromeris (E1rbcLR, Query ID: Icl|48641)

75



@ lelj293 1 7(unknown)
Pereskiopsis diguetii voucher Lomeli & Diaz na. (255) ribulose- 1,5 bispho...
Pareskia aculeats ibulose 1,5 bisphosphate carbowase (L) gene, partial..
taihwenia poeppigil voucher Hahn i (255) Abulose 1,5 bisphosphae ca.
‘weingartia karaliana voucher Ransch 677 (2 5 5] ribulose 1, 5 bisphosphade .
& Lepismium loventziarum chloroplast partiel rhc L gene for fibulose 1.5 bisph..
@ Lepismium loventziarum chloroplast partiel rhc L gene for fibulose 1.5 bisph..
@ @ Lepismium warmingiznum chloroplest parfial e L gene for bulose 1.5 bisp.,
Lepismium warmingiznum chloroplest parfial e L gene for bulose 1.5 bisp.,
Lepismium lorentzianum chloroplast parial rbeL gene for Fbulose 1.5 bisph.

Hatiora cllindrica chloroplast parfial rbe L gene for vibulose 1.5 bisphospha.

|0.001 |
Figura 4.10 Dendrograma de E. micromeris (E2rbcLR, Query ID: Icl|29317)

4.4.2 O. denegrii

En la Figura 4.11 se presenta el resultado de la amplificacion de los
fragmentos matK de O. denegrii. Las bandas reveladas en el gel estan bien
definidas y son evidencia de una correcta amplificacién de los fragmentos de
ADN. El marcador de peso molecular que se utilizdé: Gene Ruler 1Kb Plus DNA
ladder # SM1331/2/3 Marca Fermentas. El gel se ley6 en Bio-Rad (LANGEBIO).

ME: 2- F 4 B B T G S8 H0 SF BN 3 MP-5

Figura 4.11 Amplificacion del gen matk en O . denegrii. MP = Marcador de
peso molecular, 2-7, 10, 11 y 13= otras especies, 8, 9 y 15 = O. denegrii, CN=
Control negativo.
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» Andlisis de las secuencias matK y rbcL por MEGA

Se alinearon ocho secuencias de O. denegrii (Muestras 8 y 9, renombradas
1 y 2 respectivamente) utilizando el software MEGA version 5 (Tamura,
Peterson, Peterson, Stecher, Nei, and Kumar 2011) y se determinaron
distancias genéticas, los resultados se presentan en el Cuadro 4.7. Como ya
hemos mencionado entre mas pequefio es el valor de la distancia genética
existe mayor similitud entre las secuencias. En el caso del gen matK las
secuencias que resultaron con mayor similitud fueron las F (directas) y para

rbcL las R (reversas).

Cuadro 4.4. Distancias genéticas en secuencias de matK y rbcL por MEGA

para O. denegrii

Especie Secuencias Distancia genética  Distancia genética

(%)

O. denegrii OlmatKF 0.033 3.3
O2matKF

O. denegrii OlmatkR 0.128 12.8
O2matkKR

O. denegrii OlrbcLF 0.028 2.8
O2rbcLF

O. denegrii Ol1rbcLR 0.016 1.6
O2rbcLR

O = Obregonia dengrii, 1= individuo 1, 2= individuo 2, matk= gen maturasa K, rbcL= gen
ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa.

» Andlisis de las secuencias matK y rbcL con BLAST

Para el andlisis BLAST de secuencias de O.denegrii se eligieron las
secuencias con mayor similitud, para el gen matK; OlmatKF y O2matKF y para
el gen rbcL; OlrbcLR y O2rbcLR. Los resultados se presentan en orden de

significancia de mayor a menor proporcionando la maxima calificacion (Total
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Score), asi como su respectivo valor de E (Expectation values). A continuacién
se presentan los primeros cinco organismos de méaxima similitud con las

secuencias problema, las cuales se indican en negrillas.

1.- O1lmatKF, Query ID: Icl|47077

Query Length: 844

Total score: 1299

EN997091.1 Thelocactus tulensis 1299 0.0
FN997129.1 Mammillaria albicoma 1290 0.0
FN997257.1 Stenocactus coptonogonus 1284 0.0
FN997502.1 Mammillaria polyedra 1280 0.0
FN997410.1 Mammillaria wrightii 1269 0.0

2. - O2matKF, Query ID: Icl|21503

Query Length: 867

Total score: 1491

HM041711.1 Lophophora williamsii 1491 0.0
FN997576.1 Mammillaria standleyi 1469 0.0
FN997441.1 Mammillaria hahniana 1469 0.0
FN997438.1 Mammillaria compressa 1469 0.0
FN997317.1 Mammillaria flavicentra 1469 0.0

3. - OlrbcLR, Query ID: Icl|12929

Query Length: 579

Total score: 948

HQ621341.1 Weingartia kargliana 948 0.0
HQ621336.1 Maihuenia poeppigii 946 0.0
FR853386.1 Lepismium lumbricoides 933 0.0
FR853385.1 Lepismium lumbricoides 933 0.0
FR853351.1 Lepismium lumbricoides 933 0.0
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4. - O2rbcLR, Query ID: Icl|57233

Query Length: 574

Total score: 946

HQ621341.1 Weingartia kargliana 946 0.0
HQ621336.1 Maihuenia poeppigii 946 0.0
FR853386.1 Lepismium lumbricoides 935 0.0
FR853385.1 Lepismium lumbricoides 935 0.0
FR853351.1 Lepismium lumbricoides 935 0.0

« Arboles filogenéticos con BLAST

En las Figuras 4.12 y 4.13 se muestran los dendrogramas de las secuencias
matK y en las Figuras 4.14 y 4.15 los de las secuencias rbcL. En las primeras
dos se muestra a las secuencias problema ubicadas en el clado
correspondiente a Lophophora williamsii (peyote), indicando su pertenencia a
dicha especie, mientras que en las siguientes dos figuras, las secuencias
problema se encuentran totalmente apartadas de los clados restantes, lo que
significa que no pertenece a ninguna de las especies incluidas. Ambos
resultados, son consecuencia de la falta de informacién con respecto a los
genes matK y rbcL para O. denegrii, es decir, no existen tales secuencias en la
base de datos NCBI, por lo cual solo se logré obtener dendrogramas que ubican
a las secuencias problema entre especies emparentadas, entre las cuales
destaca claramente Lophophora williamsii ubicando a la secuencia problema

dentro del clado y no de forma separada como en los dendrogramas restantes.
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|0003 |

Peniocereus cuismalensis chloroplast matk gene and partial tRMA- Lvs infron, spec.

Echinoceres longisetus chloroplast matk gene and partial tRMA- Lus infron, isolz..

Thelocactus fulensis chlotoplast matk gene and parfial tRMA- Lys intron, specimen ..

Stenocactus coptonogonus chlotoplast matk gene and parfial tRAA- Lys intron, 5...

B lcl47077

Lophophorawilliamsi fmk gene, partial sequence; and madurase K (matk) gene, c...

tammillztia wrightii chloroplast matk gene and parfial tRMA- Lys infron, isolade R

tammillatia, albicoma chloroplast matk gene and partial tRNA- Lys intron, specimen.,

tammillatia, albicoma chloroplast matk gene and partial tRNA- Lys intron, specimen.,

tammillatia, polyedra chloroplast matk gene and partial tRUA- Lus intron, isolate T...

tammillatia sonorensis chloroplast matk gene and parfial tRMa- Lys indron, isolade..

Figura 4.12 Dendrograma de O.denegrii (O1lmatKF, Query ID: Icl|47077)

| 0.0005

Alcl21503%

Lophophota williamsii 1k gene, partial sequence; and maturase K (matk) gene, c.

tammillzaria hahniana, chloroplast matk gene and partial tRRA- Lys infron, specimen.

tammillaria eriacantha chloroplast matk gene and partial tRkA- Lys infron, isolate .

tammillaria arcutii chloroplast matk gene and parfial tRia- Lus intron, isolate CH...

tammillaria marksiana, chloroplast matk 9ene and partial tRA- Lys infron, isolate C.

tammillaria stendlesd chloroplast metk 9ene and parfial tRMA- Lys infron, isolade C..

tammillaria coghuilensis chioroplast matk gene and parfial tRRA Lus intron, speci...

tammillaria flavicentra chloroplast matk gene and partial tRHA- Lys intron, isolade .

temmillaria compressa chloroplast matk gene and parfial tRMA- Lo intron, spacim...

tammillaria stendled chloroplast matk gene and partial tRMA- Lys intron, isolate 2...

Figura 4.13 Dendrograma de O.denegrii (O2matKF, Query ID: Icl|21503)
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el 2oz

Hafiora cdindrica chloroplast partial rbeL gene for ribulose- 1.5 bisphosphate carb..

aihuenia poeppigii voucher Hahn na. (25 5) Hbulose 1,5 bisphosphiate carbosu..

weeingartia kargliana voucher Rausch 677 (255) ribulose 1,5 bisphosphate carbox,

Erowningia herflingiana chloroplast partial the L gene for ribulose 1.5 bisphospha.

Schlumbergers rosea # Schlumbergers, gaerineri chloroplast parfisl rboL gene for .

Schlumbergers roses chloroplast partiel thcl gene for ribulose 1.5 bisphosphate c..

Lepismium lumbricoides chioroplast parfial e L gene forribulase 1.5 bisphasphate

Lepismium lumbricoides chloroplast parfial rbcL gene forribulose 1.5 bisphosphate

Lepismium lumbricoides . lumbricoides chlotoplast partial rbcl gene for Hbulose 1...

Lepismium lumbricoides f. aculeatum chloroplast partial bl gene fordbulose 1.5 b.

Figura 4.14 Dendrograma de O.denegrii (O1lrbcLR, Query ID: Icl|12929)

|000| |

A lclisv2ss

eingartiz karaliana voucher Rausch 677 (25 5) Hbulose 1,5 bisphosphade carbo,

Haibwenia poeppigil voucher Hahn nua (25 5) ibulose 1,5 bisphosphate carbon..

Hafiora cifindtica chlaroplast parfial rbc L gene for ibulose 1.5 bisphosphade carb..

Lepismium lorentzianum chloroplast parial thel gene for ibulose 1.5 bisphospha...

Schlumbergera rosea s Schlumbergers gaeriner chioroplast parfial rbcL gene forri..

Schlumbergera rosea chloroplast parfial rbcL gene for Abulose- 1.5 bisphosphae c..

Lepismium lumbricoides chloroplast parfial rbc L gene for ribulose 1.5 bisphosphate

Lepismium lumbricoides chloroplast parfial rbc L gene for ribulose 1.5 bisphosphate

Lepismium lumbricoides . lumbricoides chloroplast parfial rbcl gene for Abulose-1...

Lepismium lumbricoides . aculeatim chloroplast parfial rhcL gene for Abulose- 1.5-b.

Figura 4.15 Dendrograma de O.denegrii (O2rbcLR, Query ID: Icl|57233)
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V. CONCLUSIONES

* Tratamientos con RCV

Los tratamientos T2 y el T3 generaron vitroplantas de E. micromeris de

mayor diametro a los 90 dias, de aproximadamente 1cm.

El tratamiento T2 formo vitroplantas de buena altura (2.3 cm) y por ende con
el mayor peso fresco a los 90 dias de tratamiento, manteniendo la forma

globosa original de E. micromeris.

Los tratamientos T1, T2 y el T3 produjeron los mayores valores de peso
seco a los 90 dias, y el T1 y T3 registraron los porcentajes de rendimiento mas

altos de 9.82 y 9.74% respectivamente.

Los tratamientos T1, T2 y T3 generaron vitroplantas de buena calidad en
cuanto al diametro, altura y peso, pero el T3 (Kinetina 1mg L™ + AIA 1mg L™)
promovié la formacion de brotes en E. micromeris, considerandose como el

mejor tratamiento para la micropropagacion.

» Determinacion de la concentracion de Auxinas y Gibe  relinas en

vitroplantas de E. micromeris y O. denegrii

La concentracion de AIA en E. micromeris fue alta los primeros 30 dias de
tratamiento, disminuyo a los 60 y aumento sin llegar a los valores iniciales los
90 dias posteriores. EI T3 generd0 la mayor concentracion de AIA en las
vitroplantas de E. micromeris con 0.28 ppm, seguido del T1 con 0.23 ppm a los

30 dias de tratamiento.



Las concentraciones de AIA en vitroplantas de O. denegrii fueron muy
similares a los 30 y 60 dias de tratamiento, de 0.13-0.17ppm y de 0.13-0.15
ppm. El T1 genero la mayor concentracion de AlA en vitroplantas con 0.17 ppm
seguido por el T3 con 0.15 ppm a los 30 dias de tratamiento.

La concentracion de AG presentd un comportamiento ascendente en
vitroplantas de E. micromeris con respecto al tiempo de tratamiento. Existio
mayor concentracion de AG en vitroplantas a los 90 dias de tratamiento y el T5

generd la mayor concentracion con 4.5 ppm, seguido del T3 con 3.16 ppm.

» Cddigo de barras de la vida

La determinacién de distancias genéticas por MEGA, permite seleccionar las
secuencias adecuadas para la posterior identificacibn de especimenes por
BLAST.

El analisis BLAST proporciond resultados rapidos y confiables en la

identificacion de la especie E. micromeris, a través de matK.

Las especies con mayor similitud a E. micromeris de acuerdo a las

secuencias matK fue E. micromeris

La falta de informacion en la base de datos de NCBI no permitio la correcta
identificacion de O. denegrii a través de los genes matK y rbcL, sin embargo se
obtuvo el espécimen con mayor identidad que de acuerdo a matK fue
Lophophora williamsii, mientras que para rbcL fue Weingartia kargliana.

La obtencion de arboles filogenéticos o dendrogramas, facilitan el estudio en
la identificacion de secuencias de procedencia conocida y desconocida, al
ubicarlas de forma gréfica entre secuencias emparentadas, de las cuales exista

informacioén en la base de datos NCBI.

La generacion de acervo genético encaminado a la proteccion de las

especies no es tarea facil, es necesario incrementar el interés cientifico por la



aportacién de secuencias que faciliten el proceso de identificacidn, lo anterior
no solo con el objetivo de evitar situaciones de riesgo como el trafico ilegal, sino

como aportacion para el propio estudio de las especies.
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VI. RESUMEN

México es el pais que alberga la mayor cantidad de especies de
cactaceas en el mundo. Epithelantha micromeris estd considerada como
especie con proteccion especial y Obregonia denigrii como especie amenazada
segun la NOM-059-ECOL-2001 vy la lista roja del CITES. Uno de los grandes
desafios que enfrentan los investigadores dedicados al estudio de cactaceas y
Su conservacion es generar un acervo de informacién con aspectos genéticos,
ecologicos, reproductivos y fitogeograficos de las especies, por lo anterior los
objetivos del presente estudio son: i) probar cuatro tratamientos con RCV para
la obtencion vitroplantas de E. micromeris y O. denegrii de buena calidad, ii)
determinar la concentracibn enddgena de auxinas y giberelinas en las
vitroplantas obtenidas y iii) obtener cddigo de barras de la vida de las especies
mencionadas. Este trabajo inicié con la micropropagacion de ambas especies.
Se tomaron brotes de vitroplantas generadas in vitro, se colocaron en medio
nutritivo Murashige-Skoog (MS) adicionado con auxinas, giberelinas y
citocininas (T1= Sin reguladores, T2= Kinetina 1mg L™, T3= Kinetina 1mg L™ +
AIA 1mg L™, T4= Kinetina 1mg L™ + AIA 0.5mg L™ + AG 1mg L™, T5 = Kinetina
img L* + AIA 1mg L' + AG 1mg L%, se mantuvieron en condiciones
controladas con fotoperiodo de 16 horas luz y temperatura de 26°. Se evalud la
altura, el didmetro, el peso fresco y el peso seco de las vitroplantas. Se
determiné la concentracion enddégena de los RCV empleando reactivo de
Salkowsky, para auxinas y LC para determinar giberelinas. Para la obtencion de
cédigo de barras de la vida se secuenciaron los genes matK y rbcL y
posteriormente fueron comparados con la bases de datos de NCBI (National
Center for Biotechnology Information). Los resultados obtenidos, los

tratamientos T1, T2 y T3 producen vitroplantas de buena calidad en cuanto a



diametro altura y peso, pero el T3 promueve ademas la formacion de brotes en
E. micromeris, por lo que podemos considerarlo como el mejor tratamiento. Los
tratamientos T4 y T5 fueron los que dieron mejores resultados en la
micropropagacion de O. denegrii. Se registraron concentraciones de auxina de
0.12 a 0.28 ppm en vitroplantas de E. micromeris. Las concentraciones mas
altas de AIA se presentan a los 30 dias, el T3 correspondio al valor mayor (0.28
ppm). Las concentraciones de acido giberélico fluctuaron entre 0.2 y 4.5 ppm y
las mas altas se registraron en vitroplantas plantas de 90 dias, el T5 genero la
mayor concentracion con 4.5 ppm seguido del T3 con 3.26 ppm. En vitroplantas
de O. denegrii se encontraron concentraciones de AlA de 0.13 a 0.17 ppm, el
testigo T1, presento la mayor concentracion con 0.17 y 0.15 ppm a los 30 y 60
dias, seguido del T3 y el T5, con 0.15 y 0.14 ppm respectivamente. Con
respecto al cédigo de barras de la vida, las especies con mayor similitud a E.
micromeris de acuerdo a las secuencias matK fue E. micromeris, mientras que
para rbcL la especie fue Maihuenia poeppigii. En el caso de O. denegrii las
especies con mayor similitud de acuerdo a matK fue Lophophora williamsii,
mientras que por rbcL fue Weingartia kargliana. La falta de precision en la
obtencion del coédigo de barras de la vida, se debié a que no existe informacion
del gen rbcL, en la base de datos, para E. micromeris, ni de rbcL y matK para
O. denegrii, no obstante lo anterior se logré obtener sus arboles filogenéticos,
gue complementaron los analisis de identidad y facilitaron la ubicacién de las
secuencias problema dentro de un grupo de especimenes emparentados

genéticamente.
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VIill. ANEXOS
e Anexo A

Cuadro 1. Medio nutritivo Murashige y Skoog 1962

COMPUESTO mg L™ gL? gL?
Macronutrientes

NH, NO3 1650 1.65 16.5
KNO; 1900 1.9 19
CaCl,.2H,0 332.23 0.332 3.322
KH, PO, 170 0.17 1.7
Mg SO,. 7H,0 |370 0.37 3.7

Micronutrientes

Kl 830 0.00083 | 0.0083
H; BO3 6.2 0.0062 0.062
MnSO,. 4H ,0 12.88 0.01288 |0.1288
ZnS0,. 7H, 0 8.6 0.0086 0.086
Na, MoO,4. 2H,0 | 250 0.00025 |0.0025
CuS0,. 5H; O 25 0.000025 |0.00025
CoCl,. 6H,0O 25 0.000025 |0.00025

Sol. de Fierro

Na2 EDTA 37.3 0.0373 0.373
FeSO,. 7H,O 27.8 0.0278 0.278
Vitaminas

Inositol 100 0.1 1

Ac. Nicotinico 0.5 0.0005 0.005
Piridoxina- HCI 0.5 0.0005 0.005
Tiamina- HCI 0.1 0.0001 0.001
Glicina 2 0.002 0.02

Carbohidratos

Sacarosa 30
Solidificante

Agar 9
pH 5.7
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e« AnexoB

*Secuencias matK y rbcL de E. micromeris

MUESTRA: 532.Epithelanta.1l matk-F

ACACTTGAAAAAAAACCCATAAAGTCGAGAGAATGCTTTGATAACCGATTGA
TATAGATTCTTCTTGGTTGAGACCACAGGGAAAAATGACATTGCCAAAAATT
GAGAAGATAATATTTCCATTTATGCATCAGAAGAGATGTCCCTTTTGAAGCC
AGAATTGATTTTCCTCGATACCTAACATAATGCAGGAAAGGGTCTTTGAAAA
GCCATAAGATAACGCAAAAATCCTTAGTCAAAGTTCAAGACTTTTACTAGAG
ATTCTAGCTTTCCATAAAAATAATTTCGTTCAAGAAGGGCTCCAAAAGATGT
TGATCGTAAATGAGAGGATTGGTTACAGAGAAAAAAGAAAATGGATTCGTA
TTCACATACATGGAAATTTATATAGGAACAAGAATAATCGTTGATTCCTTTTT
GAAAAAATCGAATTGGATTTTTGGGAAGTAATAAGACTATTCCAATTACGAT
ACTCATAAAGAAAGAATCGTAATAAATGCAAAGAAGAAGCATCTTTCACCCA
GTAACGAGAGTT

MUESTRA: 511. Epithelanta.2 matk-F

ACTTGAAAAAAAACCCATAAAGTCGAGAGAATGCTTTGATAACCGATTGATA
TAGATTCTTCTTGGTTGAGACCACAGGGAAAAATGACATTGCCAAAAATTGA
GAAGATAATATTTCCATTTATGCATCAGAAGAGATGTCCCTTTTGAAGCCAT
AATTGATTTCCTCGATACCTAACATAATGCAGGAAAGGGTCTTTGAAAAGCC
ATAAGATAACGCAAAAATCCTTAGTCAAAGTCAAAACTTTTACTAGAGATTC
TAGCTTTCCATAAAAATAATTTCGTTCAAGAAGGGCTCCAAAAGATGTTGAT
CGTAAATGAGAGGATTGGTTACAGAGAAAAAAGAAAATGGATTCGTATTCA
CATACATGGAAATTATATAGGAACAAGAATAATCGTTGATTCCTTTTTGAAAA
ATCGAATTGGATTTTTGGGAAGTAATAAGACTATTCCAATTACGATATTCATA
AAGAAAGAATCGTAATAAATGCAAGAAGAAGCATCTTTCACC

MUESTRA: 548.Epithelanta.l rbcl-R

CTCGACCATAGTTTTTAGCGGATAAGCCCAATTTCGGCTTAATAGTGCATCC
CAGTAGAGGACGGCCATACTTGTTCAATTTATCCCTCTCAACTTGGATACC
GTGAGGCGGGCCTTGGAAAGTTTTTATATAAGCAACAGGGATTCGCAAATC
CTCCAACCGTAAAGCACGCAGGGCTTTGAACCCAAATACATTACCCACAAT
GGAAGTAAACATATTAGTAACAGAACCTTCTTCAAAAAGGTCTAAGGGGTAA
GCTACATAACAAATATATTGATTGTCTTTTCCAGGAACGGCATCGATGTGGT
AGCATCGTCCTTTGTAACGATCAAGACTGGTAAGTCCGTCGGTCCATACAG
TTGTCCATGTACCAGTAGAAGATTCGGCAGCTACTGCGGCTCCTGCTTCTT
CTGACGGAACTCCAGGTTGAGGAGTTACTCGGAATGCTGCCAAGATATCG
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GTATCCTGGGGTTGATATTCAGGAGTATAATAAGTCAGTTTGTAATCTTTAA
CACCTGCTTTAAATCCAACACTTGCTTTAGTCTCT

MUESTRA: 548.Epithelanta.2 rbcl-R

CTCGACCATAGTTTTTAGCGGATAAGCCCAATTTCGGCTTAATAGTGCATCC
CAGTAGAGGACGGCCATACTTGTTCAATTTATCCCTCTCAACTTGGATACC
GTGAGGCGGGCCTTGGAAAGTTTTTATATAAGCAACAGGGATTCGCAAATC
CTCCAATCGTAAAGCACGCAGGGCTTTGAACCCAAATACATTACCCACAAT
GGAAGTAAACATATTAGTAACAGAACCTTCTTCAAAAAGGTCTAAGGGGTAA
GCTACATAACAAATATATTGATTGTCTTTTCCAGGAACGGCATCGATGTGGT
AGCATCGTCCTTTGTAACGATCAAGACTGGTAAGTCCGTCGGTCCATACAG
TTGTCCATGTACCAGTAGAAGATTCGGCAGCTACTGCGGCTCCTGCTTCTT
CTGACGGAACTCCAGGTTGAGGAGTTACTCGGAATGCTGCCAAGATATCG
GTATCCTGGGGTTGATATTCCGGAGTATAATAAGTCAATTTGTAATCTTGAA
CACCTGCTTTAAATCCAACACTTGCTTTAGTCTCT

« Secuencias matK y rbcL de O. denegrii
MUESTRA: 844.0bregonia.1(8)matk-F

CCGGACATAGCACAGACAGTAGAAGTATATTACTTTATTCGATACAAACTCT
TTTTTCTTGAAGAGCCACCATAATAATGAGAAAGATTTCTGCATATGCGCCC
AAACCGATCAATAATATCAGAATCTAATAAATCGGTCCAGACCGACTTACTA
ATGGGATGTCCTAATACGTTACAAAATTTCGCTTTAGCCAACGATCCAACCA
GAGGAATAATTCGAACTACGGTATCGAATTTCTTAATACGATTATCTATTAG
AAAAGAATTTGCTACCATTTGACTCCGTACCACTGAAGAATTGAGTCGAACA
CTTGAAAAAAAACCCATAAAGTCGAGAGAATGCTTTGATAACCGATTGATAT
AGATTCTTCTTGGTTGAGACCACAGGGAAAAATGACATTGCCAAAAATTGA
GAAGATAATATTTCCATTTATGCATCAGAAGAGATGTCCCCTTTGAAGCCAG
AATTGATTTTCCTCGATACCTAACATAATGCAGGGAAAGGGTCTTTGAAAGG
GCCATAAGATAAGGCAAAAATCCCTTAGTAAAAGTTTTGACTTTTACTAGAT
ATTCTAGCTTTCCATAAAAATTAATTTCGTTCAAGAAGGGCTCCAAAAGATG
TTGATCGTAAATGAGAAGGATTGGTTACAGGAGAAAAAAAGAAAATGGATTT
CGTATTCACATACATAGAAATTATAGAGGAACAAGAATTATCGGTTGATTTC
TTTTTTGAAAAACAATTACGATACTCATAAAGAAAGAATCGTAATAAATGCAA
AGAAGAAGCATCTTTCACCCAGTAACGAAGAGTTTGAACAGTCACAGGGGG
GGGGGGAAAAAAA
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MUESTRA: 867.0bregonia.2(9)matk-F

CCGGTCCAGCAAGAAGTAGAAGTATATACTTTATTCGATACAAACTCTTTTT
TCTTGAAGAGCCACCATAATAATGAGAAAGATTTCTGCATATGCGCCCAAA
CCGATCAATAATATCAGAATCTAATAAATCGGTCCAGACCGACTTACTAATG
GGATGTCCTAATACGTTACAAAATTTCGCTTTAGCCAACGATCCAACCAGA
GGAATAATTCGAACTACGGTATCGAATTTCTTAATACGATTATCTATTAGAAA
AGAATTTGCTACCATTTGACTCCGTACCACTGAAGAATTGAGTCGAACACTT
GAAAAAAAACCCATAAAGTCGAGAGAATGCTTTGATAACCGATTGATATAGA
TTCTTCTTGGTTGAGACCACAGGGAAAAATGACATTGCCAAAAATTGAGAA
GATAATATTTCCATTTATGCATCAGAAGAGATGTCCCCTTTGAAGCCAGAAT
TGATTTTCCTCGATACCTAACATAATGCAGGAAAGGGTCTTTGAAAGGCCAT
AAGATAAGGCAAAAATCCTTAGTAAAAGTTTTGACTTTTACTAGATATTCTAG
CTTTCCATAAAAATAATTTCGTTCAAGAAGGGCTCCAAAAGATGTTGATCGT
AAATGAGAGGATTGGTTACAGAGAAAAAAGAAAATGGATTCGTATTCACATA
CATAGAAATTATAGAGGAACAAGAATAATCGTTGATTCCTTTTTGAAAAATC
GAATTGGATTTTTGGGGAGTAATAAGACTATTCCCAATTACGATACTCATAA
AGAAAGAATCGTAATAATGCAAAGAAGAAGCATCTTCACCCAGTAACGAAG
AGTTGAACAGATCATCCACCCGGCAAGAAAAGAGAAA

MUESTRA: 579. Obregonia.1(8).rbcl-R

TCCGGGTCACACGCTCGACATAGTTTTTAGCAGATAACCCCAATTTCGGCT
TAATAGTGCATCCCAGTAGAGGACGGCCATACTTGTTCAATTTATCCCTCTC
AACTTGGATACCGTGAGGCGGGCCTTGGAAAGTTTTTATATAAGCAACAGG
GATTCGCAAATCCTCCAACCGTAAAGCACGCAGGGCTTTGAATCCAAATAC
ATTACCCACAATGGAAGTAAACATATTAGTAACAGAACCTTCTTCAAAAAGG
TCTAAGGGGTAAGCTACATAACAAATGTATTGATTGTCTTTTCCAGGAACGG
CATCGATGTGGTAGCATCGTCCTTTGTAACGATCAAGACTGGTAAGTCCGT
CGGTCCATACAGTTGTCCATGTACCAGTAGAAGATTCGGCAGCTACTGCGG
CTCCTGCTTCTTCTGACGGAACTCCGGGTTGAGGAGTTACTCGGAATGCTG
CCAAGATGTCGGTATCCTGGGGTTGATATTCAGGAGTATAATAAGTCAATTT
GTAATCTTTAACACCTGCTTGAAATCCAACACTTGCTTTAGTCTCTGTTGGG
GGGAGAACATATA

MUESTRA: 574.Obregonia.2(9)rbcl-R

TAACCAACGCTCGACATAGTTTTTAGCAGATAACCCCAATTTCGGCTTAATA
GTGCATCCCAGTAGAGGACGGCCATACTTGTTCAATTTATCCCTCTCAACTT
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GGATACCGTGAGGCGGGCCTTGGAAAGTTTTTATATAAGCAACAGGGATTC
GCAAATCCTCCAACCGTAAAGCACGCAGGGCTTTGAATCCAAATACATTAC

CCACAATGGAAGTAAACATATTAGTAACAGAACCTTCTTCAAAAAGGTCTAA
GGGGTAAGCTACATAACAAATGTATTGATTGTCTTTTCCAGGAACGGCATC

GATGTGGTAGCATCGTCCTTTGTAACGATCAAGACTGGTAAGTCCGTCGGT
CCATACAGTTGTCCATGTACCAGTAGAAGATTCGGCAGCTACTGCGGCTCC
TGCTTCTTCTGACGGAACTCCGGGTTGAGGAGTTACTCGGAATGCTGCCAA
GATGTCGGTATCCTGGGGTTGATATTCAGGAGTATAATAAGTCAATTTGTAA

TCTTTAACACCTGCTTGAAATCCAACACTTGCTTTAGTCTCTGTGGGGGAG
CCCTTAGGG
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Anexo C

Cuadro 1. Concentracion de AlA en vitroplantas de E. micromeris

AlA (ppm)
T 30D 60D 90D
T1 0.232 0.126 0.179
T2 0.189 0.129 0.178
T3 0.283 0.127 0.188
T4 0.203 0.126 0.187
T5 0.193 0.124 0.167

AlA= Acido indo acético, D=dias; T= tratamientos; T1= Sin reguladores,
T2= Kinetina 1mg L™, T3= Kinetina 1mg L™+ AIA 1mg L', T4= Kinetina 1mg L*
+AIA 0.5mg L™ + AG 1mg L?, T5 = Kinetina 1mg L™+ AIA 1mg L*+ AG Img L™

Cuadro 2. Concentracion de AG en vitroplantas de E. micromeris

AG (ppm)
T 30D 60 D 90 D
T1 0.72 0.5 -
T2 0.7 0.9 2.3
T3 0.72 0.79 3.16
T4 0.27 0.94 2.3
T5 0.16 1.2 4.5

AG= Acido giberélico, D=dias; T= tratamientos; T1= Sin reguladores,
T2= Kinetina 1Img L™, T3= Kinetina 1Img L™+ AIA 1mg L', T4= Kinetina 1mg L™
+AIA 0.5mg L™ + AG 1mg L?, T5 = Kinetina 1mg L™+ AIA 1mg L*+ AG 1mg L™

Cuadro 3. Concentraciéon de AlA en vitroplantas de O. denegrii

AlA(ppm)

T 30D 60D
T1 0.171 0.152
T2 0.137 0.138
T3 0.157 0.138
T4 0.150 0.134
T5 0.141 0.147

AlA= Acido indol acético, D=dias; T= tratamientos; T1= Sin reguladores,
T2= Kinetina 1mg L™, T3= Kinetina 1mg L™+ AIA 1mg L', T4= Kinetina
1mg L™+ AIA 0.5 mg L™+ AG 1mg L™, T5 = Kinetina 1mg L™+ AIA

1mg L'+ AG Img L’
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