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Resumen

La familia Cactaceae abarca aproximadamente 1600 especies descritas, muchas
de ellas se han adaptado exitosamente a los ambientes aridos y semiaridos. En
trabajos previos del laboratorio se ha reportado que varias especies pertenecientes
a la familia Cactaceae presentan el patron de crecimiento determinado de la raiz
primaria como consecuencia del agotamiento del meristemo apical de la raiz (RAM
por sus siglas en inglés) (Dubrovsky 1997, Shishkova et al. 2013). Una vez que el
RAM se agota, es decir, en el apice de la raiz ya no quedan células con capacidad
de dividirse; todas las células se diferencian y la raiz cesa su crecimiento. Se ha
sugerido que el patron de crecimiento determinado de la raiz primaria y las raices
laterales en cactéceas es una adaptacion evolutiva, ya que esto permite a una
planta desarrollar un sistema radical rapidamente y establecerse en ambientes
aridos y semiaridos. Sin embargo, los mecanismos moleculares que estan
involucrados en el mantenimiento del RAM en cactaceas no se conocen. Para
estudiar la regulacion genética del mantenimiento y agotamiento del meristemo
apical de la raiz en cactaceas, es necesario desarrollar un protocolo para obtener
plantas transgénicas de cactaceas, por ejemplo, mediante el co-cultivo de explantes
de plantas asépticas con Agrobacterium tumefaciens, la seleccion de los callos
transformados y regeneracion de plantas transgénicas completas. En este trabajo,
se llevaron a cabo los pasos iniciales del desarrollo de dicho protocolo utilizando
dos especies de cactaceas con ciclo de vida corto (~1.5-2 afios desde la
germinacion hasta la floracion), las cuales son Mammillaria haageana ssp.
haageana y Echinopsis mirabilis. Se reportan las condiciones de induccién y
propagacion de los callos de las dos especies, asi como regeneracion de brotes a
partir de callos de M. haageana que fueron propagados durante mas de un afo.
Ademas, planeando el uso de kanamicina como agente selectivo en futuros
experimentos de transformacién analizamos la tolerancia de los callos no
transformados a este antibidtico. Nuestros resultados muestran que las
concentraciones de la auxina y citocinina utilizadas en el medio para inducir callos
son apropiadas para la induccion y propagacion de callos de ambas especies de
cactaceas. Asimismo, encontramos que la concentracion necesaria para prevenir el
crecimiento de los callos no transformados es mayor para E. mirabilis que para M.

haageana.



Abstract

The Cactaceae family includes ~1,600 species, most of them are well adapted to
arid or semi-arid environments. In the previous work of the laboratory, it was reported
that many Cactaceae species show determinate growth of the primary root as a
consequence of root apical meristem (RAM) exhaustion (Dubrovsky 1997,
Shishkova et al. 2013). Upon RAM exhaustion, all cells of the root apex differentiate
and the root stops growing. It has been suggested that the determinate root growth
of the primary and lateral roots of Cactaceae represents an evolutionary adaptation,
allowing rapid seedling establishment in desert environments. Nevertheless, the
molecular mechanisms of RAM maintenance and determinate root growth in the
Cactaceae family are poorly understood. In order to study genetic regulation of the
RAM maintenance and exhaustion a protocol to obtain transgenic Cactaceae plants
is needed, for example, via in vitro transformation of plant explants by Agrobacterium
tumefaciens, selection of transgenic calli and subsequent plant regeneration. In this
work, the initial steps of the development of such a protocol for two species with a
short life cycle (~ 1.5-2 years from germination to flowering), namely, Mammillaria
haageana ssp. haageana and Echinopsis mirabilis, were performed. We report
conditions for induction and propagation of calli of both Cactaceae species, and for
regeneration of shoots from calli of M. haageana cultivated for more than a year.
Furthermore, for the planned employment of kanamycin as a selective agent in the
future transformation experiments, we estimate tolerance of non-transformed calli to
this antibiotic. We showed that the induction and propagation of calli from both
species were successful, and for M. haageana we obtained regenerants from calli.
The kanamycin concentration that prevents growth of the non-transformed calli, was

higher for E. mirabilis than for M. haageana.



Introduccidn

La familia Cactaceae

La familia Cactaceae incluye ~1600 especies que, en su mayoria, se encuentran
distribuidas a lo largo del continente americano. La mayoria de las especies se
encuentran en las zonas éaridas o semiaridas, aunque también podemos
encontrarlas en zonas mésicas, es decir, con mayor humedad. Esta familia esta
dividida en cuatro subfamilias; para su descripcion se utilizé principalmente el libro
de Anderson (2001).

Morfologia de las cactaceas

Las cactaceas cuentan con érganos comunes para las plantas angiospermas, las
cuales son: raiz, tallo, hojas (que pueden ser modificadas en cactaceas), flores que
pueden ser muy variables en distintas especies; frutos y semillas. Sin embargo,
como las cactaceas estan adaptadas a la supervivencia en climas aridos y
semiaridos, estos 6rganos pueden tener caracteristicas morfolégicas particulares,
como son: presencia de areolas en el tallo, caracteristica Unica dentro de la familia
Cactaceae, que son brotes modificados a partir de las cuales se desarrollan espinas,
flores y gloquidias; también en tres de las cuatro subfamilias (Cactoideae,
Opuntioideae y Maihuenioideae) se aprecia la suculencia en el tallo (Anderson
2001). Ademas, la mayoria de las raices de las cactaceas generalmente se
extienden cerca de la superficie del suelo; lo que les permite absorber el agua de
un modo mucho mas eficiente durante las escasas precipitaciones (Dubrovsky
1997).

Subfamilias de la familia Cactaceae

La subfamilia Cactoideae es la mas extensa y alberga aproximadamente 1200
especies dentro de 110 géneros. Los miembros de esta subfamilia se caracterizan
por presentar tallos suculentos, sin hojas verdaderas; en su lugar desarrollan
espinas (hojas modificadas) que emergen de las areolas (brotes modificados) en los
tallos. Normalmente se encuentran en zonas aridas y semiaridas, aunque algunas

especies epifitas pueden desarrollarse en zonas mésicas. Dentro de esta subfamilia



se encuentran las dos especies en las que se enfocara este proyecto: Mammillaria

haageana ssp. haageana y Echinopsis mirabilis.

La subfamilia Opuntioideae esta compuesta por plantas que generalmente son
arbustivas, aunque existen algunas especies arborescentes, con tallos
generalmente segmentados y frecuentemente aplanados. Ademas, las areolas
presentan no solo espinas grandes, sino también gloquidias, que son espinas cortas
y delgadas, generalmente poco visibles. Las areolas pueden desarrollar también
hojas, las cuales suelen ser no planas, pequefias y en muchas especies, pero no
siempre, efimeras. Las flores usualmente son laterales, sésiles y diurnas. La
subfamilia esta dividida en aproximadamente 15 géneros, cuyas especies se

distribuyen usualmente en zonas &ridas, semiaridas y mésicas.

Las plantas de la subfamilia Pereskioideae pueden ser arbustos o trepadoras; los
tallos son redondos, tienen areolas con hojas verdaderas y espinas. Pueden
presentar flores solitarias o en forma de inflorescencias. Antes en esta subfamilia
se reconocia un solo género Pereskia, pero posteriormente se dividi6 en dos
géneros y dos subfamilias, respectivamente: Pereskia y Leuenbergeria (Walker et
al. 2018), con 17-18 especies en total, las cuales se encuentran distribuidas desde

Argentina hasta México, principalmente en zonas mésicas (Anderson 2001).

Por ultimo, la subfamilia Maihuenioideae contiene solamente dos especies del
género Maihuenia, su distribucion es restringida a Chile y Argentina. Las plantas de
esta subfamilia tienen tallos cortos, suculentos y cilindricos; hojas pequefias

(redondeadas o cilindricas) y persistentes (Anderson 2001).

Para prosperar en ambientes &ridos y semiaridos, muchas especies de cactaceas
han desarrollado adaptaciones, por ejemplo, la suculencia del tallo que les permite
albergar agua y nutrientes o el patrén de crecimiento determinado de la raiz primaria

gue se ha visto involucrado en el establecimiento de la planta.



Estructura de la raiz.

La raiz es el 6rgano encargado de funciones esenciales como el anclaje y
establecimiento de la planta, asi como absorcidn, transporte de agua y nutrientes
disueltos en ella (Taiz & Zeiger 2006) y, en algunos casos, puede almacenar
nutrientes. Se han descrito tres zonas de desarrollo en la raiz (Figura 1): en el apice
de la raiz se encuentra la zona meristematica, o el Meristemo Apical de la raiz (RAM
por sus iniciales en inglés “Root Apical Meristem”), que es una region con una alta
tasa de divisidn celular, en donde se originan las células responsables del

crecimiento longitudinal de la raiz.

Cuando las células dejan de dividirse, se desplazan de la zona meristematica a la
zona de elongacion, en donde ocurre el alargamiento celular longitudinal. Luego, las
células totalmente elongadas entran a la zona de diferenciacién, o de maduracion,
que es la region en donde las células se diferencian, es decir, alcanzan las
caracteristicas particulares que las distinguen en tipos celulares especificos. En esta
zona las células epidérmicas de la raiz desarrollan pelos radicales, los cuales
participan en la absorcion de agua y nutrimentos (Taiz & Zeiger 2006, Verbelen et
al. 2006). Adicionalmente, en el apice de la raiz encontramos la cofia o caliptra,
cuya funcién principal es proteger a la zona meristeméatica de dafios mecanicos.
También, las células de cofia perciben varios estimulos, por ejemplo, de la gravedad
y secretan mucopolisacaridos, mejor conocidos como mucilago, que favorece que

la raiz pueda penetrar en el suelo (Taiz & Zeiger 2006).
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Figura 1. Estructura general de la raiz. Se muestran las tres zonas de desarrollo. (tomado y

modificado de Rodriguez-Alonso et al, 2018).

Tipos de crecimiento de la raiz

Generalmente, en la raiz las tres zonas de desarrollo descritas anteriormente estan
activas por largos periodos, a este tipo de crecimiento se le denomina crecimiento
indeterminado de la raiz. A diferencia de esto, en el crecimiento determinado de la
raiz, el RAM esta activo por un periodo corto; después de esto, todas las células del
apice de la raiz se diferencian como consecuencia del agotamiento del meristemo

y por lo tanto, la raiz deja de crecer (Dubrovsky 1997).

Se ha propuesto que el crecimiento determinado de la raiz primaria de cactaceas
podria tener un impacto en un establecimiento rapido de la plantula debido a la
induccion temprana de raices laterales, como se demostré6 en Stenocereus
gummosus, ademas del desarrollo de pelos radicales en toda la superficie de la raiz
como consecuencia de diferenciacion de todas las células del apice de la raiz, lo
qgue favorece una captacion mas eficiente de agua, escasa en zonas aridas y

semiaridas (Dubrovsky 1997).



Regulacion genética del mantenimiento del meristemo apical de la raiz.

Los mecanismos moleculares del crecimiento determinado de la raiz de cactaceas
no se conocen. La mayor parte del conocimiento de los mecanismos genéticos del
desarrollo de la raiz se obtuvo en estudios de la planta modelo Arabidopsis thaliana
(Arabidopsis), los cuales permitieron describir varias vias de mantenimiento del
RAM. Una de estas vias depende de los genes parcialmente redundantes
PLETHORA (PLT): PLT1, PLT2, PLT3, y PLT4, también llamado BABY BOOM
(BBM) pertenecientes a la superfamilia AP2/ERF. Los factores de transcripcion PLT
estan implicados en la especificacion del centro quiescente, mantenimiento del RAM
y la definicion de zonas de desarrollo de la raiz. Las plantas mutantes de pltl plt2
tienen una raiz primaria mas corta, la cual termina su crecimiento poco tiempo
después de la germinacién, debido al agotamiento del RAM. Es decir, la raiz
primaria de las mutantes dobles pltl plt2 tiene crecimiento determinado (Aida et al.
2004; Galinha et al. 2007). Otra via de mantenimiento del RAM en Arabidopsis
incluye los cofactores de transcripcion SCARECROW (SCR) y SHORT-ROOT
(SHR) de la familia GRAS: las mutantes de pérdida de funcidén shr y scr de esta
especie modelo, muestran fenotipo de crecimiento determinado de la raiz primaria
(Helariutta et al. 2000;Sabatini et al. 2003).

Como parte del estudio de los mecanismos de crecimiento determinado de la raiz
en nuestro laboratorio, en 2018 se publicé el analisis del transcriptoma ensamblado
de novo del apice de la raiz de Pachycereus pringlei, especie perteneciente a la
familia Cactaceae, en tres etapas de desarrollo de la raiz (Rodriguez-Alonso et al.
2018). En este articulo con la informacion disponible de los estudios de Arabidopsis
también se infirid una red de regulacion genética en el apice de la raiz de P. pringlei
y se propusieron genes candidatos a estar involucrados en el mantenimiento del
meristemo apical de la raiz en cactaceas. Para poder analizar el posible papel de
los genes candidatos en el agotamiento de la raiz de cacticeas, es necesario
realizar su analisis funcional. Una de las herramientas mas eficaces para este tipo
de estudios es el analisis de plantas transgénicas con niveles de expresion
reducidos o aumentados de los genes de interés. Uno de los métodos mas utilizados
para la obtencion de las plantas transgénicas es la transformacion mediante
Agrobacterium tumefaciens. Para transformar las cactaceas in vitro, esta

contemplado co-cultivar explantes de plantas con Agrobacterium tumefaciens,



obtener callos transgénicos y regenerar brotes a partir de ellos. En este trabajo se
analizara la eficiencia de formacion y propagacion de los callos de las especies de

nuestro interés

Induccidn y propagacion de callos in vitro: el papel de las fitohormonas

auxinay citocinina
Los callos son un grupo de células poco diferenciadas con capacidad pluripotencial,
gue son capaces de renegerar a una planta completa (Jones et al. 2013). Los callos
se obtienen a partir de 6rganos separados de las plantas, o sus partes, llamados
explantes. Los explantes se colocan sobre medio de cultivo para la induccién de
callos (MIC), el cual contiene altas concentraciones de las fitohormonas auxina y
citocinina (Ikeuchi et al. 2013). Después de verificar que es posible inducir y
propagar callos de manera in vitro, bajo ciertas condiciones estos han sido utilizados

ampliamente en ensayos bioténoldgicos, como es la transformacion de plantas.

La auxina es una fitohormona que esta involucrada en varios procesos durante el
desarrollo de la planta, como son desarrollo de raices y otros organos;, la
polinizacion y fertilizacién, (Taiz & Zeiger 2006). También son moléculas de
sefalizacion clave en respuestas de tropismo a diferentes estimulos: como la

gravedad, humedad, luz y obstaculos fisicos.

Por su parte, las citocininas son fitohormonas que controlan la division celular y por
lo tanto son importantes en el crecimiento y desarrollo de la planta. En presencia de
una concentracion aproximadamente igual de auxinas y citocininas en medios de
cultivo, se induce la desdiferenciacion y proliferacién celular en los explantes,
resultando en la formacion de los callos in vitro a través del control de la activdad

de las ciclinas dependientes de cinasas (Taiz & Zeiger 2006)

Se ha reportado que para la formacién de callo a partir de explantes de varias
especies vegetales es necesario adicionar a los medios de cultivo las fitohormonas
auxinas y citocininas. Por lo general, una proporcion intermedia de auxinas y
citocininas en los medios de cultivo promueve la formacion de callos, mientras que
una una proporcién mayor de auxina que de citocinina promueve la formaciéon de
raices, y con una proporcion mayor de citocinina con respecto a auxina se promueve
la formacién de brotes (Skoog & Miller 1957), para pasar posteriormente, si asi se

desea, a la regeneracion de plantas completas.



Papel de la auxina y citocina en la organogénesis in vitro.

Como se mencion0 anteriormente, la organogénesis in vitro en gran parte depende
de las proporciones de auxinay citocinina en el medio de cultivo. Es muy importante
mencionar que también depende del genotipo de la planta (Shishkova et al. 2007).
En general, se reconocen tres fases del proceso de regeneracion de érganos, como
brotes o raices, a partir de los callos: primero, las células de los callos adquieren la
capacidad de responder a las sefiales producidas por las fitohormonas para la
produccion de 6rganos; lo que corresponde a la segunda fase del proceso es la
formacion de brote (mayor concentracion de citocinina con respecto a auxina) o de
raiz (mayor concentracion de auxina con respecto a citocinina) dependiente de las
fitohormonas adicionadas al medio de cultivo. Por ultimo, durante la tercera fase, la
organogeénesis continua independientemente de las fitohormonas exégenas
(Munetaka 1999).

Antecedentes

Anteriormente en el laboratorio se han establecido las condiciones para la induccion
y propagacion de callos de S. gummosus y Ferocactus peninsulae asi como para la
regeneracion de raices a partir de ellos (Shishkova et al. 2007).

En el trabajo mencionado se utilizaron 5 medios MIC para induccion de callos de S.
gummosus y F. peninsulae; se observé una mayor induccién de callos a partir de
explantes provenientes de hipocotilo y cotiledones con respecto a los provenientes
de explantes de raiz utilizando concentraciones altas de auxina (ANA, &cido 1-
naftalenacetico), 5 mg/L y de citocinina (BA, 6-bencilaminopurina), 5 mg/L, en este
mismo medio los callos se propagaban mas rapidamente que en los medios con
menores concentraciones de auxina y/o citocinina. Tanto la induccion, como la
propagacion de callos fue mas eficiente en condicion de fotoperiodo de 12 h
luz/oscuridad que en oscuridad continua (Shishkova et al. 2007). Utilizando varios
medios con diferentes concentraciones de auxina y citocinina para inducir raices fue
posible regenerar raices a partir de callos para ambas especies. Ademas, se

evidencio que el genotipo de la planta de cada una de estas dos especies tuvo un



papel fundamental para lograr la regeneracion de raices Yy que las raices
regeneradas de los callos presentan el patron de crecimiento determinado. Este
hallazgo sugiere que el patron de crecimiento determinado de la raiz de cactaceas
es un caracter muy robusto y no depende del tipo de la raiz y, lo mas importante,
nos provee de un sistema util para explorar la regulacién genética del tipo de
crecimiento de la raiz mediante la modificacion de la expresion de genes en raices

de distintos tipos.

Posteriormente, se demostrd la posibilidad de obtener callos transformados de S.
gummosus con el fin de regenerar raices transformadas a partir de ellos y realizar
un analisis funcional de genes candidatos participantes en la regulacion genética
del mantenimiento y agotamiento del RAM. La transformacion de S. gummosus se
llevé a cabo con un co-cultivo de explantes con Agrobacterium tumefaciens EHA105
con el plasmido pBI121-GFP que porta el gen de la proteina verde fluorescente
(GFP), bajo la regulacion de un promotor constitutivo y el gen nptll, que confiere
resistencia al antibiético kanamicina (Moreno-Anzurez 2010). En ese trabajo de
tesis, partiendo de 100 plantulas se obtuvieron 200 explantes de cotiledon e
hipocétilo de S. gummosus. Después del co-cultivo de los explantes con la bacteria,
estos se colocaron en medio adicionado con el agente selectivo kanamicina; se
desarrollaron callos a partir de siete explantes, cinco explantes de hipocétilo y dos
de cotileddn, es decir, la eficiencia de transformacion fue baja. Para varios de los
callos transformados se detecto la expresion de la proteina verde fluorescente, o
se demostro por PCR la integracion del marcador de resistencia a kanamicina nptll.
Sin embargo, no se logro regenerar raices a partir de los callos transformados. En
otro proyecto de tesis (Pacheco-Mendoza 2015) se transformaron explantes de S.
gummosus y F. peninsulae, con la cepa LBA4404 de A. tumefaciens, la cual es
menos agresiva y no tiende a resultar en necrosis de los explantes después del co-
cultivo, pero tiene un intervalo de hospederos mas pequefio: En el trabajo
mencionado se obtuvieron los callos transformados de ambas especies , pero la
eficiencia de transformacion y el porcentaje de explantes que se necrotizaron sin
inducir callos transformados, fueron similar a los de los experimentos con la cepa
EHA105. Hasta el momento no se logrd regenerar raices a partir de los callos

transformados.

Posteriormente, en el laboratorio se empled otro enfoque, el de utilizar especies de

cactdceas con ciclo de vida corto para poder regenerar plantas completas



transformadas y de ellas obtener las semillas transgénicas. Esto permitiria analizar
el patron de crecimiento de la raiz primaria después de modificar los niveles de
expresion de los genes candidatos. Como primer paso en este camino, se ha
establecido el protocolo de la regeneracién de plantas a partir de callos de
Turbinicarpus pseudomacrochele ssp. minimus, una especie con ciclo de vida corto.
A partir de los callos generados de algunos individuos se logro obtener una gran
cantidad, hasta varios cientos, de brotes regenerados, en medios para regenerar
brotes (MIB) con altas concentraciones de BA y concentraciones bajas o nulas de
auxina ANA (Hernandez-Bermudez trabajo de maestria). Sin embargo, no se llegd
a desarrollar un protocolo de transformacion, ya que las semillas de esta especie

gue estuvieron disponibles dejaron de germinar rapidamente.

Justificacion

Actualmente no se conocen los mecanismos genéticos del mantenimiento y
agotamiento del RAM gue llevan al crecimiento determinado en la raiz primaria en
cacticeas. Para investigarlos, es muy util tener un protocolo para poder obtener
plantas transgénicas de cactaceas con crecimiento determinado de la raiz primaria.
Esto permitira analizar el papel de los genes candidatos, ya sea inhibiendo o
aumentando su expresion.. Si al realizar estas acciones el tipo de crecimiento de la
raiz primaria en las plantas transgénicas se ve alterado, esto nos indicara que el
gen analizado esta involucrado en el control del crecimiento determinado. Lograr la
transformacion con especies de ciclo de vida corto como son Echinopsis mirabilis
y Mammillaria haageana, da una ventaja sobre las otras especies analizadas, las
cuales tienen ciclos de vida mas largos. Ademas, E. mirabilis es una especie capaz
de auto polinizarse permitiendo obtener semillas eficientemente en el invernadero
del Instituto de Biotecnologia-UNAM. Aunque M. haageana es una especie de
polinizacién cruzada, la colaboracion con investigadores del Jardin botanico de la
UNAM tenemos acceso a semillas de esta especie. Para las especies con ciclo de
vida corto es factible obtener las semillas transgénicas a partir de las plantas
transformadas y asi poder analizar el papel de los genes candidatos en la regulacion

del crecimiento determinado de la raiz primaria de las cactaceas.



La transformacién de especies vegetales mediante Agrobacterium tumefaciens es
uno de los métodos mas eficientes para la obtencion de plantas transgénicas. El
desarrollo y estandarizacion del protocolo de obtencion de plantas transgénicas de
cactdceas con un ciclo de vida corto permitirdA emplear su aplicacion en la
investigacion de los mecanismos moleculares que regulan el crecimiento
determinado de la raiz. En este trabajo de tesis se atendieron las primeras etapas
deelaboracion de dicho protocolo: se caracterizaron los procesos de induccion y
propagacion de callos de E. mirabilis y M. haageana, la tolerancia de callos no
transformados de estas especies al antibiético kanamicina y se explor6 la posibilidad

de obtener brotes a partir de los callos.

Objetivo General

Analizar la viabilidad de induccion y propagacion de los callos, asi como de la
regeneracion de brotes a partir de ellos, de las especies Mammillaria haageana y

Echinopsis mirabillis.

Objetivos particulares

e Analizar el tipo de crecimiento de la raiz primaria de M. haageana y confirmar
el crecimiento determinado de la raiz de E. mirabillis.

e Inducir y propagar callos de estas dos especies.

e Examinar la posibilidad de regenerar brotes a partir de los callos de estas dos
especies.

e Evaluar la tolerancia al agente selectivo kanamicina de los callos no

transformados de estas dos especies.



Materiales y métodos

Esterilizacion y germinacion de semillas

Se trabajo con dos especies: Echinopsis mirabillis Speg. Y Mammillaria haageana
ssp haageana Pfeiff. Las semillas de M. haageana y E. mirabilis fueron esterilizadas
con una solucién desinfectante Superkill (cloro comercial al 60% con 0.08% de
Triton X-100) durante 20 min, posteriormente se realizaron 3 lavados con agua

destilada estéril de 10 min cada uno.

Las semillas esterilizadas se colocaron en cajas Petri en medio Linsmaier y Skoog
(LS) 0.2x sin sacarosa, con 0.8% de agar. En todos los experimentos se utilizaron
las cajas Petri con diametro de 9 cm. Las cajas se dejaron en posicion vertical en
una incubadora a 28°C con un fotoperiodo de 12 h de luz 'y 12 h de oscuridad. En
esta incubadora se realizaron todos los experimentos de la induccion y propagacion

de los callos y regeneracion de los brotes.

Analisis de tipo de crecimiento de raiz primaria

Se llevo un registro de la longitud de la raiz primaria desde la germinacion de la
semilla hasta que la raiz primaria de la plantula ces6 su crecimiento (los datos
preliminares del laboratorio sugieren que la raiz primaria de las dos especies exhibe
crecimiento determinado). Después de esto se tomaron fotografias de la plantula y
Su raiz primaria en el microscopio estereoscopico Olympus szx7 y el programa
Infinity Capture. La raiz primaria de cada plantula analizada se aclaré conforme al
siguiente protocolo: las raices fueron cortadas con un bisturi del hipocétilo y se
pusieron en solucion de fijacion la cual contiene 0.1% de Triton X-100, 3%
paraformaldehido y MTSB (Microtubule stabilizing buffer, que contiene 7.56 g de
PIPES, 0.62 g de MgSO4-7H20 y 0.95 g de EGTA en 400 ml de agua estéril,
ajustando el pH a 6.9 con KOH, (Pasternak, T. et al. 2015) al 0.2x. Una vez puestas
en esta solucion las raices se incubaron en total obscuridad por 7 dias a 4°C y
después se cambiaron a una solucién de cambio compuesta de glicerol al 30% y
DMSO (Dimetilsulféxido) al 2%. Las raices se dejaron incubandose por 24 hrs en
obscuridad a 4°C; después de esto se les retiro la solucién de cambio y se afiadid

una solucion de aclaracion la cual contiene 17g de Nal, DMSO al 2%, glicerol 65%



y 0.04 g de tiosulfato de sodio en un volumen final de 25 mL. Una vez pasado este
proceso las raices se montaron en portaobjetos individuales y se observaron bajo
el microscopio 6ptico Olympus BX 53, las fotografias se tomaron con la camara

Photometrics Cool SNAP cf. Se utiliz6 el programa QED Capture v2.033
Induccion de callos

Se cortaron plantulas de 3 a 4 semanas de edad con un bisturi estéril en dos o tres
partes (explantes). Los explantes se trasladaron a cajas Petri con medio para
induccioén de callos (MIC), MS 1X con 5 mg/L de 6-Bencilaminopurina (BA), 5 mg/L
de acido 1-naftalenacético (ANA), 3% de sacarosa y 0.8% de agar. Después de
adicionar hormonas el pH del medio se ajusta a 5.7. Todos los medios utilizados en
este trabajo fueron autoclaveados a temperatura de 120° por 20 min en una

autoclave “Tomy”.
Propagacién de callos

Cuatro semanas después de colocar los explantes en el medio MIC, los callos
formados se cortaron con un bisturi estéril, tratando de separar los callos de los
explantes. Tanto los callos como los explantes se subcultivaron en nuevas cajas
Petri en el medio MIC fresco. Los siguientes subcultivos de los callos se efectuaron

cada 4 semanas aproximadamente.
Regeneracién de brotes a partir de los callos

Después de algunos subcultivos de los callos en el medio MIC, al formarse una
cantidad considerable de callos, éstos se subcultivaron al medio MIC para
propagacion de los callos, y también a diferentes medios para regenerar brotes
(MIB) en los que, en comparacion con el medio MIC, cambi6 la concentracion de
auxina. El medio MIB1 tuvo 1 mg/L de ANA y 5 mg/L BA, el medio MIB2 tuvo 0.1
mg/L de ANA y 5 mg/L BA y el medio MIB3 tuvo 5 mg/L de BA; no se le adicion6
ANA. Aproximadamente, 4 semanas después del primer subcultivo en los medios

MIB se llevd a cabo segundo subcultivo de callos en el mismo medio MIB.
Ensayos de resistencia a antibiético kanamicina

Se colocaron diez fragmentos de callos de un tamafio aproximado 7 mm de diametro
en cada caja con el medio MIC adicionado con kanamicina en distintas
concentraciones: 25 mg/L, 50 mg/L, 100 mg/L y 200 mg/L, asi como en el medio

control sin kanamicina. Se utilizaron callos generados de las distintas plantas.



Durante cuatro semanas de cultivo, una vez por semana se escanearon las cajas
para registrar el crecimiento y el estado de los callos en los cinco medios.
Transcurridas las cuatro semanas, diez fragmentos de callo de un tamafo
aproximado 7 mm de diametro se cambiaron a medio fresco con la misma

concentracion de kanamicina y se cultivaron por cuarto semanas mas.

Resultados

Analisis del tipo de crecimiento de la raiz primaria de Mammillaria haageana

y Echinopsis mirabilis
Se germinaron las semillas de M. haageana y E. mirabilis en medio sélido LS 0.2X
sin sacarosa, se registro el crecimiento de la raiz cada 24 horas a partir del momento
de la germinacion. A las 48 h después de la germinacion era evidente la presencia
de pelos radicales en el apice de la raiz primaria, la cual era menor a 1 cm en todas
las plantulas analizadas. En el caso de E. mirabilis, a las 24 horas después de la
germinacion se apreciaba la raiz primaria sin pelos radicales en el &pice, a las 48 h
la mayoria de plantulas ya presentaban pelos radicales en el apice y para las 72 h
todas las plantulas analizadas ya presentaban pelos radicales en el apice de la raiz.
Una vez que se observaron pelos radicales emergiendo de células epidérmicas del
apice, se tomaron fotografias de las plantulas en el microscopio estereoscopico.
Tanto M. haageana como E. mirabilis (Figura 2) presentaban pelos radicales en el
apice de la raiz, esto fue confirmado observando las raices aclaradas en el
microscopio éptico. En las fotografias obtenidas para M. haageana (Figura 3A) se
aprecia la presencia de pelos radicales emergidos de células epidérmicas en el
apice, esto junto con el alargamiento de las células del apice nos indican que todas
las células de la raiz primaria estan totalmente diferenciadas y, por lo tanto, el RAM
se encuentra agotado. En el presente trabajo no se pudo obtener una fotografia de
la raiz primaria con el RAM agotado de E. mirabilis: el apice de la raiz que se veia
en las preparaciones, al parecer, no fue la raiz primaria, sino, raiz lateral (Figura
3B). Sin embargo, el apice de la raiz lateral observada estaba cubierto con pelos
radicales, es decir, mostro signos de agotamiento del RAM, lo que sugiere que la
raiz primaria o no se desarrolld, o su meristemo se agoté en menos de un dia
después de la germinacion. El estudio mas detallado del desarrollo de la raiz
primaria de E. mirabilis y del tiempo de agotamiento de su RAM se realizé en la tesis

de licenciatura de Corin Pacheco (Pacheco-Blancas 2022). En la Figura 3B se



aprecia la fotografia de una raiz lateral de primer orden de E. mirabilis a los 4 dias

post germinacion (d.p.g.)

Figura 2.- Plantulas de Mammillaria haageana a los 2 d.p.g, magnificacion 1.6x (A) y

Echinopsis mirabilis a los 3 d.p.g, magnificacion 1.25x (B). Barra de escala de 1 mm.

Figura 3. Apice de la raiz primaria de Mammillaria haageana (A) y el &pice de una raiz lateral

de E. mirabilis (B). A: Se observa la presencia de pelos radicales emergidos de las células
epidérmicas del 4pice de la raiz, y de un primordio de la raiz lateral muy cerca del apice de
la raiz primaria (sefialado con un asterisco). B: Se observan pelos radicales emergidos de
las células epidérmicas del apice de la raiz lateral. Fotografias tomadas en microscopio
Optico con el objetivo de 20x para M. haageana y de 10x para E. mirabilis, barra de escala

igual a 50 um para M. haageana y 100 um para E. mirabilis.



Induccidon y propagacion de callos de Mammillaria haageana y Echinopsis
mirabilis

Los brotes de las plantulas obtenidas de semillas germinadas de M. haageana y E.
mirabilis, se cortaron en dos mitades, como lo muestra la Figura 4. Estos dos
explantes de cada plantula fueron utilizados para la induccion de callo de ambas
especies. Los explantes se colocaron en medio para induccion de callos (MIC) con
5 mg/L de acido 1l-naftalenacetico (ANA) y 5 mg/L de 6-bencilaminopurina (BA)Se
observo la induccion de los primeros callos de M. haageana y E. mirabilis a los 15y
20 dias aproximadamente después de poner los explantes en medio MIC,
respectivamente.. Inicialmente, se obtuvieron callos de 11 individuos de M.
haageana y de 6 individuos de E. mirabilis; después, por contaminacion de algunos
de los callos se siguieron propagando callos de 7 individuos de M. haageana
(Figura 5) y de 4 individuos de E. mirabilis (Figura 6). Como ya se menciono
anteriormente, la especie M. haageana es de polinizacion cruzada y las semillas se
obtuvieron del campo, lo mas probable, los individuos tuvieron genotipos distintos.
Con respecto a E. mirabilis, como la especie es de autopolinizacion y las semillas
utilizadas provinieron de la misma planta madre, con una muy alta probabilidad el
genotipo de los individuos fue el mismo. Los callos de M. haageana y E. mirabilis se
indujeron durante los meses de febrero y abril de 2020, respectivamente, y desde
entonces se estuvieron propagando en medio MIC y se utilizaron para los

experimentos de los objetivos particulares 2, 3y 4.

Figura 4. Obtencion de los explantes utilizados en la
induccién de callos. Las lineas punteadas muestran
los cortes en el brote de las plantulas. Barra de

escala de 1 mm.




Figura 5. Callos generados a partir de los individuos 1, 3, 5, 8-11 de Mammillaria
haageana (M1, M3, M5, M8-M11, respectivamente). Diametro de la caja Petri = 9 cm.

Figura 6. Callos generados a partir de los individuos 1, 2, 3 y 4 de Echinopsis mirabilis
(E1, E2, E3 y E4, respectivamente). Diametro de la caja Petri = 9 cm.

Experimentos de regeneracion de brotes a partir de los callos de
Mammillaria haageana y Echinopsis mirabilis

Realizamos el ensayo para examinar la posibilidad de regenerar brotes de ambas
especies. Para esto subcultivamos callos propagados en medio MIC a tres medios
inductores de brote (MIB1, MIB2 y MIB3), los que contenian la misma concentracién
de citocinina BA (5mg/L) y concentraciones variables de auxina ANA; el medio MIB
1 con 1 mg/L de ANA, el medio MIB2 con 0.1 mg/L de ANA y el medio MIB3 sin
ANA.



Para M. haageana se obtuvieron brotes a partir de los callos M3, M8, M9, M10, en
los medios MIB1 y MIB3. Los regenerantes se obtuvieron en el segundo subcultivo
para M9 y M10, mientras que para los individuos M3 y M8 hasta el tercer subcultivo
en los medios MIB (Figura 7). También, después de varios meses de propagacion
de los callos se obtuvieron brotes a partir de los callos M1, M5, M8 y M10 después
de dejar los callos en la misma caja por aproximadamente 5 a 6 semanas en el
medio MIC, durante las cuales se propagaron grandes cantidades de callo, se
consumio el medio por completo y los callos empezaron a secarse (Figura 8). En
resumen, se obtuvieron brotes a partir de los callos inducidos de seis plantas y no
hubo regeneracién de brotes a partir de los callos inducidos de solo una planta de

M. haageana, M11.

Figura 7.- Brotes obtenidos a partir de callos de
Mammillaria haageana en medio MIB. Brotes
emergidos a partir de callo: M8 en el medio MIB1 (A);
M8 en el medio MIB3 (B), M9 en el medio MIB1 (C);
M9 en medio MIB3 (D); M9 en medio MIB1 (E); M10

en medio MIB1 (F). Barra de escala de 0.5 cm.

Figura 8.- Brotes obtenidos a partir
de callos M1 (A), M5 (B), M8 (C),
M10 (D) de Mammillaria haageana
en medio MIC. Barra de escala de
0.5 cm.




Para E. mirabilis hasta el momento no se registrd el desarrollo de brotes a partir de

ningun callo en los medios utilizados.

Evaluacidon de la tolerancia al agente selectivo kanamicina en los
callos no transformados de Mammillaria haageana y Echinopsis

mirabilis.

En los experimentos de transformacion tenemos planeado utilizar kanamicina como
agente selectivo. Por esta razon, en el presente trabajo evaluamos la tolerancia de
los callos no transformados de ambas especies al antibiotico kanamicina. Para esto,
se cultivaron estos callos en medios con concentraciones crecientes del antibiotico.
En estos experimentos se llevaron a cabo dos subcultivos, de 4 semanas. Al inicio
de cada experimento se colocaron 10 fragmentos de callo de aproximadamente 7
mm de diametro en cada una de cajas con medio MIC con las siguientes
concentraciones de kanamicina: 0 mg/L, 25 mg/L, 50 mg/L, 100 mg/L y 200 mg/L;
se monitored el comportamiento de los callos por 4 semanas y después de ello se
realiz6 un segundo subcultivo en el medio correspondiente para cada grupo de
callos por 4 semanas adicionales. Para el segundo subcultivo, se volvieron a
colocar 10 fragmentos de callo de aproximadamente 7 mm de diametro:
dependiendo del crecimiento de los callos durante el primer subcultivo se tomé una
parte de los fragmentos de callos, si se registr6 su crecimiento, o los callos
completos cuando estos no crecieron. Para el segundo subcultivo se utilizaron
medios con las mismas concentraciones de kanamicina. Se realizaron 2 réplicas
independientes del ensayo para los callos M3, M5 y M10 de M. haageana. La
eleccion de estos callos se debié a la disponibilidad de suficiente cantidad de callos
recién propagados para el momento del inicio del experimento. En ambos
experimentos independientes se obtuvieron resultados similares; en las tablas 1, 2
y 3 (4ta fila) se puede apreciar que durante el primer subcultivo de 4 semanas en
medios con concentraciones =250 mg/L de kanamicina, los callos comenzaron a
presentar signos de estrés, como cambio de coloracion de verde a marron claro u
oscuro; la mayoria de los callos desde este primer subcultivo dejaron de crecer.
Para los callos M10 (Tabla 3) en concentraciones 250 mg/L de antibiotico el callo
presentd signos de estrés menos severo en comparacion con los callos

provenientes de M3 y M5: es decir, presentd un color marrén claro y un crecimiento



mayor. Finalmente, después del segundo subcultivo de 4 semanas, es decir, de 8
semanas de estar en contacto con el antibiético, los fragmentos de callos M3, M5 y
M10 en medios con concentraciones 250 mg/L de kanamicina (Tablas 1, 2, 3; dltima
fila) presentaron signos claros de estrés: cambio de color a marrén oscuro y el cese
del crecimiento, es decir, cada callo tuvo el mismo didmetro al inicio y al final del
subcultivo. Sin embargo, se notd una diferencia entre el aspecto de callos
generados de distintos individuos después de 8 semanas en el medio con la
concentracion de 25 mg/L de kanamicina: los callos de M3 presentan signos claros
de estrés, mientras que para los callos M10 y M5 los signos de estrés fueron

notablemente menores (Tabla 3).

Para E. mirabilis el ensayo se llevo a cabo del mismo modo descrito anteriormente;
se utilizaron los callos obtenidos de todos los individuos que se propagaban para el
momento de iniciar el experimento: E1, E2, E3 y E4. Para esta especie también se
llevaron a cabo dos replicas independientes: en el primer experimento se realizaron
ambos subcultivos de 4 semanas cada uno y en el segundo experimento solo
alcanzamos a documentar los datos del primer subcultivo de 4 semanas. En ambos
experimentos se obtuvieron resultados similares, para todos los callos analizados el
efecto mas fuerte en el cese del crecimiento y posible necrosis (el cambio de color

de los callos a marrdn) se registré en medios a partir de 50mg/L de kanamicina.

Al final de las primeras 4 semanas, los fragmentos de callos E1 (Tabla 4) en medios
con las cuatro concentraciones de kanamicina presentaron signos de estrés, como
cambio de coloracion a un tono marron claro; ademas, la mayoria de los callos en
este primer subcultivo, cuando existe la posibilidad de que la kanamicina no penetra
a todo el calo, crecieron. Durante el segundo subcultivo de 4 semanas los mismos
callos se colocaron en medios con la misma concentracion de antibiético para
aumentar la probabilidad de que este penetrara totalmente en cada fragmento: por
esta razon los experimentos duraron 8 semanas. Para la semana 8 en todos los
medios con kanamicina todos los callos detuvieron su crecimiento y presentaron un
color marron oscuro. Para los fragmentos de callos E2 (Tabla 5) después de 4
semanas se observo un incremento en los signos de estrés al presentar un cambio
de color a marron en todos los medios con kanamicina; al final de este tiempo los
callos que estuvieron en medio con kanamicina dejaron de crecer. Para la octava
semana, es decir, dos subcultivos de cuatro semanas, todos los callos en medio con

kanamicina presentaban un color marrén y cesaron completamente su crecimiento.



Pasadas 4 semanas los fragmentos de callos E3 (Tabla 6) en concentraciones de
50 mg/L de kanamicina en el medio presentaron un color marrén claro, mientras que
los fragmentos con otras concentraciones de kanamicina (25 mg/L, 100 mg/L y 200
mg/L) presentaron un color marrén oscuro. Después de 8 semanas la coloracion de
los fragmentos de callo fue similar a la descrita a las 4 semanas: los fragmentos en
50 mg/L de kanamicina en el medio presentaron un color marrén claro mientras que
los fragmentos de callo en otras concentraciones de kanamicina en el medio
presentaron un color marrébn oscuro, pero en todas las concentraciones de
kanamicina los callos no crecieron entre la cuarta y la octava semana de los
experimentos.. Los fragmentos de callos E4 (tabla 7) cultivados por 4 semanas en
el medio con 50 mg/L de kanamicina presentaron un color marron oscuro, y los
callos en las otras 3 concentraciones de antibiético en el medio presentaron un color
marrdn claro. Los callos no crecieron en todos los medios con el antibiotico. A las 8
semanas los fragmentos de callo en contacto con kanamicina presentaron una
coloraciéon marron claro a oscuro ligero, y los callos no crecieron desde las 4 hasta
las 8 semanas de estar con el antibiotico. Al final del segundo subcultivo, es decir,
de la octava semana de presencia del antibiotico en el medio, todos los callos no
crecieron en medios con kanamicina al menos durante las ultimas cuatro semanas
del experimento y presentaban una diferencia en su coloracion con respecto a los

fragmentos de los callos al inicio del experimento.

Tabla 1. Resultados del primer experimento de analisis de la tolerancia a kanamicina de
los callos no transformados M3 de Mammillaria haageana.



Mammillaria haageana
Callos obtenidos del individuo M3

Kan

25mg/lL 50 mg/L 100 mg/L 200 mg/L

7

Semana 0

4ta semana

4ta semana *

4ta semana**

8va semana

8va semana*

*vista superior, **Inicio del segundo subcultivo
NOTA: las fotografias marcadas como 4ta semana y 4ta semana** (inicio del
segundo subcultivo) tienen un color diferente ya que después de subcultivo las
fotografias fueron tomadas un dia después, por lo que pueden apreciarse con un
color distinto los callos en estas dos filas.

Diametro de la caja Petri= 9 cm.

Tabla 2. Resultados del primer experimento de analisis de la tolerancia a kanamicina de
los callos no transformados M5 de Mammiillaria haageana.




Mammillaria haageana
Callos obtenidos del individuo M5

Kan

e e

0 mg/L ‘ 25 mg/L 50 mg/L 100 mg/L ‘ 200 mg/L

Semana 0

4ta semana

4ta semana*

4ta semana**

8va semana

8va semana*

guy h

*vista superior, **Inicio del segundo subcultivo
Diametro de la caja Petri= 9 cm.

Tabla 3. Resultados del primer experimento de analisis de la tolerancia a kanamicina de
los callos no transformados M10 de Mammillaria haageana.



Mammillaria haageana

Callos obtenidos del individuo M 10

25 mg/L 50 mg/L 100 mg/L

kan

Semana 0

4ta semana

4ta semana*

4ta semana**

8va semana

8va semana*

*vista superior, **Inicio del segundo subcultivo. Diametro de la caja Petri =9 cm.

Tabla 4.- Resultados del primer experimento de la tolerancia a kanamicina de los callos no
transformados E1 de Echinopsis mirabilis.



Echinopsis mirabilis

Callos obtenidos del individuo E1

Kan

0 mg/L 25 mg/L 50 mg/L 100 mg/L 200 mg/L

e

Semana 0

4ta semana

4ta semana *

4ta semana**

8va semana

8va semana*

*vista superior, **Inicio del segundo subcultivo.. Diametro de la caja Petri= 9 cm.

Tabla 5.- Resultados del primer experimento de la tolerancia a kanamicina de los callos no
transformados E2 de Echinopsis mirabilis.



Echinopsis mirabilis

Callos obtenidos del individuo E2

Kan

Semana 0

25mg/L

4ta semana

4ta Semana *

4ta semana**

8va semana

8va semana*

50mg/L

100 mg/L

200 mg/L

*vista superior, **Inicio del segundo subcultivo. Diametro de la caja Petri= 9 cm.

Tabla 6. Resultados del primer experimento de la tolerancia a kanamicina de los callos no
transformados E3 de Echinopsis mirabilis.




Echinopsis mirabilis

Individuo: E3

Kan

Semana 0

4ta semana

4ta semana*

4ta semana**

8va semana

8va semana*

0 mg/L 25 mg/L 50 mg/L 100 mg/L 200 mg/L

*vista superior, **Inicio del segundo subcultivo. Diametro de la caja Petri= 9 cm.

Tabla 7.- Resultados del primer experimento de la tolerancia a kanamicina de los callos no
transformados E4 de Echinopsis mirabilis.



Echinopsis mirabilis

Individuo: E4

kan

Semana 0

4ta semana

4ta semana *

4ta semana**

8va semana

8va semana*

e

*vista superior, **Inicio del segundo subcultivo
Didmetro de la caja Petri= 9 cm.




Como un resultado adicional de estos experimentos de tolerancia a kanamicina de
los callos de ambas especies, se detecté una diferencia en el crecimiento de los
callos de M. haageana y E. mirabilis en medio MIC sin kanamicina en las fotografias
documentadas cada semana para ambas especies: el callo de M. haageana crecio
mas en comparacion con el callo de E. mirabilis (Tabla 8).

Tabla 8. Crecimiento de callos de Mammillaria haageana y Echinopsis mirabilis en medio
MIC sin kanamicina.

Mammillaria haageana Echinopsis mirabilis

M3 M5 M10 El E4

Semana 0

Semana 2

Semana 4

Semana 4*

* Vista superior

Diametro de la caja Petri= 9 cm.




Discusion

Hasta el momento no se conoce la regulacion genética del agotamiento del RAM y
el crecimiento determinado de la raiz primaria en cactaceas. Sin embargo, del
trabajo anterior del grupo (Rodriguez-Alonso et al. 2018) y de articulos publicados
se sugirieron varios genes candidatos que pudieran estar involucrados en estos
procesos, tales como los PLT, WOX5, SCR y SHR, involucrados en el
mantenimiento del RAM en Arabidopsis (Aida et al. 2004; Galinha et al. 2007;
Helariutta et al. 2000; Sabatini et al. 2003). Para poder identificar el papel de genes
candidatos en desarrollo de la raiz de cactaceas, una herramienta muy eficiente es
realizar un analisis funcional sobreexpresando o inhibiendo en cactaceas estos
genes candidatos y caracterizar el fenotipo resultante y para ello es importante
estandarizar los pasos para la obtencion de un protocolo para tener plantas
transgénicas de cactaceas.

En este proyecto de tesis utilizamos otras dos especies de cactaceas: Mammillaria
haageana y Echinopsis mirabilis. Para muchas especies de la subfamilia
Cactoideae, la mas grande de las cactaceas, se demostré el crecimiento
determinado de la raiz primaria (Shishkova et al. 2013, Morales-Castillo 2018;
Pacheco-Blancas 2022; Lara-Vargas et al. 2022). M. haageana y E. mirabilis,
ademas, tienen un ciclo de vida corto: las plantas de esta especie empiezan a
florecer aproximadamente a 1.5-2 afios de edad. Esta caracteristica les hace utiles
para poder realizar un analisis funcional de los genes candidatos involucrados en el
crecimiento determinado de la raiz primaria. Otro aspecto importante para
considerar es que E. mirabilis tiene la ventaja de ser autopolinizable, por lo cual no
es necesario que intervengan polinizadores para que se pueda efectuar la
fecundacion y poder obtener semillas, sino que un solo individuo puede llevar a cabo
el proceso de fecundacion; a diferencia de M. haageana, la cual solo produce

semillas de polinizacion cruzada.

En este proyecto se trabajé en inducir y propagar callos de M. haageana y E.
mirabilis, para posteriormente examinar la posibilidad de la regeneracion de brotes
a partir de callos de estas dos especies. Después de describir las condiciones para
regeneracion de brotes in vitro, es posible pasar a la etapa de obtencion de plantas
transgénicas mediante la transformacién in vitro de estas especies utilizando A.

tumefaciens para el andlisis funcional de genes candidatos.



La primera etapa del proyecto consistid en analizar el tipo de crecimiento de la raiz
primaria en ambas especies, esto para corroborar que estas especies serian
adecuadas para realizar el analisis funcional de los genes candidatos en el
mantenimiento del meristemo en la raiz primaria. Observando al microscopio la raiz
primaria aclarada de varias plantas de M. haageana encontramos los signos de
diferenciacion celular en el apice: las células epidérmicas en la posicion del
meristemo desarrollaron pelos radicales y todas las células. ya se habian elongado,
otra caracteristica de las células de la raiz de plantas, las cuales pasan a la etapa
de diferenciacion.

Aunqgue en E. mirabilis pudimos apreciar signos de diferenciacion celular en el apice
de una raiz lateral, no logramos observar el apice de la raiz primaria sin la presencia
de raices laterales de primer orden, a pesar de haber colectado la raiz pocas horas
después de haber notado la presencia de pelos radicales en el apice, como
normalmente se habia realizado con las especies de cactaceas anteriormente
analizadas. Esto puede deberse a que no hay, o hay muy poca proliferacién celular
en el meristemo apical de la raiz primaria y que las células més bien van hacia un
proceso de expansion, lo que promueva la emergencia de raices laterales. Para
evaluar esto en E. mirabilis sera necesario estudiar el desarrollo de la raiz primaria
desde las primeras horas post germinacion y verificar la diferenciacién de las células

del apice en la raiz primaria.

A partir de las plantulas asépticas de ambas especies, se obtuvieron los explantes
de las mitades del brote, de los cuales se indujeron callos en el medio MIC que en
el trabajo anterior del grupo (Shishkova et al. 2007) demostré ser el mejor entre
cinco medios MIC, es decir el suplementado con auxina y citocinina en proporcion
igual (5 mg/L de cada fitohormona). Para ambas especies se logré la induccion de
callos en medio MIC a partir de los explantes utilizados; durante realizacion del
trabajo estos callos se propagaron en el mismo medio por aproximadamente 15

meses.

Para M. haageana se reportaron condiciones para micro propagacion in vitro
(Martinez-Vazquez y Rubluo 1989), para lo que se emplearon medios con citocinina
(6-bencilaminopurina) en concentraciones de 1.0 y 2.0 mg/L y sin auxinas para
activar los meristemos axilares en explantes de brote. Asimismo, para E. mirabilis

se ha reportado trabajo donde describan condiciones para cultivo in vitro a traveés



de la activacion de areolas utilizando regularmente medios de cultivo como el MS

con altas concentraciones de citocinina en el medio (Martinez Vazquez 2014).

En el caso del ensayo de la regeneracion de brotes, este se llevd a cabo con callo
propagado por aproximadamente 9 meses para los callos de ambas especies
analizadas; el ensayo de regeneracion de brotes dur6é aproximadamente 4 meses,
durante las cuales se hicieron cuatro subcultivos de callos obtenidos a partir de
cada individuo en tres medios MIB. En este ensayo se logré la regeneracion de
brotes a partir de los callos M3, M8, M9, M10, de M. haageana en los medios MIB1
(ANA 1 mg/L, BA 5 mg/L) y MIB3 (BA, 5mg/L). Un resultado interesante de nuestro
trabajo es la regeneracion de brotes de M. haageana de los individuos M1, M5, M8
y M10 a partir de callos en medio MIC. Aunque, como se menciond anteriormente,
en general las concentraciones altas de citocinina y auxina en la etapa de induccién
de callos resultan en desdiferenciacion de células de los explantes y divisiones
celulares y posteriormente en la propagacion de callos, la sensibilidad de cada
especie particular a las distintas hormonas es diferente (Zale et al. 2004). Como se
demostrdé en este trabajo, las concentraciones altas de citocinina y auxina en
proporcion cercana a 1 en los medios de cultivo pueden permitir la regeneracion de
brotes de M. haageana a partir de los callos. Ademas, tanto en el medio MIC, como
en los medios MIB la mayoria de los brotes regenerados se desarrollaron después
de un periodo aproximado de 6 semanas, cuando casi todo el medio de cultivo se
consumié por los callos y se disminuyé la humedad dentro de la caja Petri.
Entonces, aunque la combinacion y concentraciones de hormonas son factores
importantes, el genotipo de la planta es muy importante para la regeneracion de
brotes a partir de callo. Adicionalmente, aunque no se ha reportado la induccion de
brotes in vitro en cactaceas como resultado de estrés nutrimental o hidrico, si ha
sido descrita para varias otras especies, por ejemplo, el arroz (Jain et al. 1996).
Entonces, en la regeneracion de brotes después de varias semanas post-subcultivo
pudieron influir las condiciones de cultivo, es decir, el estrés nutrimental e hidrico.
También, otra probable explicacion sea que al inducir callo a partir de explantes de
brote no fueron excluidas las células del meristemo apical de brote, lo cual pudiera
interferir en la regeneracion de brotes en callos. Sin embargo, como los callos de M.
haageana fueron propagados por aproximadamente 7 meses antes de los

experimentos de regeneracion, es muy poco probable que la organizacion del



meristemo apical del brote se mantuvo conservada en los multiples ciclos de

propagacion de las células de callos.

Finalmente, se realiz6 un ensayo de tolerancia al antibiético kanamicina de los callos
no transformados para las dos especies; la razon por la que se realizé este ensayo
es que este antibibtico se utilizara para seleccionar callos transformados después
de co-cultivarlos con A. tumefaciens. Kanamicina como agente en la seleccion de
callos y plantas transformadas ha sido ampliamente utilizada en muchas especies
vegetales (Valvekens et al. 1988). Las cepas de A. tumefaciens portadoras de los
plasmidos plG121 y pBI121-GFP con el gen NPT Il que confiere resistencia a la
kanamicina, ya fueron utilizados en el laboratorio para seleccionar callos
transformados de S. gummosus y F. peninsulae (Anzurez-Moreno 2010, Pacheco-
Mendoza 2015). En general, antes de llevar a cabo el proceso de transformacion de
las especies de interés mediada por A. tumefaciens es necesario revisar la
tolerancia de los callos no transformados al agente selectivo que se utilizara. El
ensayo se realizé para las dos especies, utilizando callos inducidos de 3 individuos
(M3, M5 y M10) para M. haageana y de 4 individuos (E1, E2, E3, E4) para E.
mirabilis. Para esto, 10 fragmentos de callo de didmetro aprox. 7 mm se colocaron
en medio MIC con las siguientes concentraciones de kanamicina: 0 mg/L, 25 mg/L,
50 mg/L, 100 mg/L y 200 mg/L. Después de 4 semanas de cultivar los callos en los
medios mencionados, se realiz6 un segundo subcultivo de 4 semanas mas. Para el
segundo subcultivo, 10 fragmentos de callos de diametro aprox. 7 mm se
transfirieron de cada medio al medio fresco con las mismas concentraciones de

kanamicina.

Para M. haageana al final de los dos ensayos de 8 semanas se obtuvieron los
siguientes resultados: en todos los callos analizados (M3, M5 y M10) en las
concentraciones de kanamicina 250 mg/L en medio MIC se presentaban signos
evidentes de estrés como cambio de color a un marréon oscuro y un cese del
crecimiento entre la cuarta y la octava semana de los ensayos. Por otra parte, hubo
algunas diferencias entre los callos M3 con respecto a M10 y M5 en el medio con la
concentracion de 25 mg/L de kanamicina a las 8 semanas del ensayo: los
fragmentos de callos M3 no crecieron y presentaban signos de estrés como cambio
de color a marrén oscuro, mientras que para M10 y M5 la mayoria de los fragmentos
de callos mantuvieron el color verde y crecieron a pesar de estar en medio con

antibiotico. Cabe mencionar, que para los callos del individuo M10 después de 4



semanas del primer subcultivo en medios con kanamicina en las concentraciones
50 mg/L, el callo presentaba signos de estrés moderados, como cambio de
coloracién de verde a un marrén tenue, a diferencia de los callos M3y M5, los cuales
desde las primeras 4 semanas presentaron un cambio de color evidente a marrén
oscuro en medios con = 50 mg/L y = 100 mg/L de kanamicina, respectivamente.
Estos experimentos permiten proponer la concentracion de kanamicina en medio
MIC con 50 mg/L de kanamicina para seleccién de callos transformados de M.
haageana, en el cual la probabilidad de crecimiento de callos de falsos positivos, es

decir, no transformadas y por ende no resistentes a kanamicina, seria baja.

En cambio, para E. mirabilis después de dos subcultivos de 4 semanas, es decir, de
8 semanas en total, se observé que la concentracion de kanamicina en la cual la
mayoria de los callos presentaron signos evidentes de estrés como cambio de color
a marron y el cese del crecimiento fue desde los 50 mg/L, para callos originados de
los cuatro individuos analizados. Cabe destacar que en medio con concentraciones
< a 100 mg/L de kanamicina, a diferencia de los callos de M. haageana, la mayoria

de los callos de E. mirabilis no presentaban cambios fuertes en su coloracion.

A partir del ensayo de tolerancia a kanamicina, me fue posible observar una
diferencia en el crecimiento de los callos de M. haageana con respecto de E.
mirabilis, conservando las mismas condiciones de temperatura y las
concentraciones de reguladores del crecimiento en el MIC sin kanamicina. Una de
las posibles explicaciones de esto es que las concentraciones de las fitohormonas
u otros componentes del medio MIC para E. mirabilis no sean las 6ptimas para este
propdésito; como mencioné anteriormente, no han sido descrito los requerimientos
para la induccion y propagacion de callo en E. mirabilis, por lo que podria ser
necesario explorar nuevos medios de cultivo, el uso de otras auxinas y citocininas,
0 probar nuevas concentraciones de las mismas. Por el otro lado, para desarrollo
del protocolo de transformacion lo que importa es la posibilidad de regenerar brotes
y no la tasa del crecimiento de los callos. Si con el mismo medio MIC o con posibles
otros se llegan a tener una buena eficiencia de regeneracion de brotes, la meta de
estos experimentos sera lograda, sin importar la tasa de crecimiento de los callos.
El crecimiento mas lento de los callos incluso puede ser una ventaja, cuando estos
se necesitan propagar por tiempos largos: se disminuye la cantidad de consumibles
y se puede alargar el tiempo de los subcultivos. Adicionalmente, es posible que el

metabolismo de E. mirabilis sea mas lento que el de M. haageana, lo cual podria



explicar las diferencias en la tasa de crecimiento de los callos entre estas dos
especies en medio sin kanamicina y el efecto de kanamicina para la seleccion de

callos no transformados, asi como la de velocidad de propagacion en el medio MIC.

Conclusiones

e Laraiz primaria de Mammillaria haageana tiene crecimiento determinado.

e El medio para induccién de callos (MIC) formulado con MS al 1x, 5 mg/L de
ANA y 5 mg/L de BA y pH de 5.7 utilizado es adecuado para la induccion y
propagacion de callos de M. haageana y Echinopsis mirabilis.

e Con la combinacién utilizada de los medios de induccion de callos y de
induccion de brotes (MIB) se logro regenerar brotes a partir de callos de M.
haageana cultivados por aproximadamente un afio, pero no fue asi para E.
mirabilis.

e Los resultados obtenidos sugieren el uso de medios con 50 mg/L de
kanamicina para la seleccion de callos transformados de M. haageana. Los
callos no transformados de E. mirabilis, al parecer, son mas tolerantes a
kanamicina. Sin embargo, la concentracién de 50 mg/L de kanamicina parece

ser suficiente para la seleccion de callos transformados.



Perspectivas

Llevar a cabo la regeneracion de planta completa enraizando los brotes
obtenidos de M. haageana.

Probar otras auxinas y citoninas, otras relaciones auxina/citocinina y analizar
el efecto del uso de mas de una auxina en el medio para la induccion de
callos de E. mirabilis y la regeneracion de brotes a partir de callos.

Analizar el desarrollo de la raiz primaria de E. mirabilis en distintos momentos
desde la germinacién hasta el agotamiento del meristemo, aproximadamente
2 d.p.g.

Llevar a cabo el ensayo de transformacion con A. tumefaciens de M.

haageana y E. mirabilis.
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