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RESUMEN

Mediante la clectroforesis en geles de poliacrilamida se
estudiaron las proteinas del parénquima del tallo de dos especies del Pe

dregal de.San Angel: Opuntia robusta var. larreyi y Opuntia rzedowskii

(Cactaceae), estud}ando tres poblaciones de cada una de ellas.

Los resultados mostraron bandas comunes para los indi-
viduos de una misma poblacién, asi como para las tres poblaciones de
una misma especie. Sin embargo, los patrones electroforéticos para u-
na y otra especie fueren diferentes.

Los patrones electroforéticos obtenidos en geles de polia

crilamida permitieron distinguir entre Q. robusta var. larreyi y Opuntia

rzedowskii por medio de proteinas especie especificas comao las de
40 000 y 23 000 daltones de peso molecular para la primera especie y
las de 27 000. 25 000 y 22000 daltones para la segunda especie.

Por otro lado, se observaron dos proteinas de 55 000 y
33 000 daltones de peso molecular comunes a las dos especies.

Se recomienda el uso de la electroforesis para la taxono-
mia ya que que la bibliografia referida y los resultados obtenidos en el
presente trabajo, apoyan el uso de ésta técnica para la taxonomiza del gé&
nero Opuntia.

Un mayor niimero de estudios permitira aplicarla a otros

géneros de la familia Cactaceae, o bien a otras familias.



INTRODUCCION

La raxonomifa vegetal cs la ciencia que sc ocupa de los
principios y procedimicntos de clasificacién dc las plantas (Radford et
al., 1974). Para esto es necesario identificar cl material en cstudio.

El término identificar implica que existe un gran mimero de plantas, ca
dauno con caracteristicas tinicas y que pueden ser reuridas en grupos.
Estas se refieren a la morfologia, anatomia, fisiologia, bioquimica y
distribucion geograﬁcza-. Por otro lado, el término clasificacion implica
que los grupos de plantas se ordenan bajo un plan jerdrquico, tomando
en cuenta la semejanza de sus caracteristicas. La finalidad mas impor
-tante del taxénomo no es la identificacion, sino la clasificacién, ya que
es la que tratard de reflejar relaciones filogenéticas (Wcier, 1980).

La historia de la taxonomia puede ser dividida en 2 perio
dos: prelinneano del aiio 300 A.C. al afio 1753 D.C. y postlinneano, que
comprende de 1753 a la €poca actual.

En el primer periodo se usaron bdsicamente rasgos mor
fol6gicos, como lo hizo Teofrasto aproximadamente en el aito 360 A.C.
al utilizar caracterfsticas como habitat, duracién de la vida, forma de
la corola y posicidn del ovario. Este periodo culmina con el naturalista
sueco Linneo guien elabord una clasificacidn de las plantas deshrrollaﬂ
do supropio sistema llamado sexual. Sc basaba casi exclusivamentc en

la morfologia y nimero de estambres y pistilos. Linneo publicé su libro



"Specics Plantarum” en 1753, en la cual incluye 6000 especies y 1000 gé&
neros.

El periodo postlinncano se caracterizé por: a)la bisque
da de caracteres que reflejaran relaciones genéticas y b) la construcciotn
de un patrén genético de clasificacion. La elaboracitn de patrones filo-
genéticos exigia elegir las caracteristicas que pudieran ser consideradas
como primitivas y las que pudieran ser consideradas como avanzadas
(Weier, 1980).

En lo que se refiere a la familia de las cactdceas, es un
grupo de plantas de taxonomia muy compleja debido a: 1) la plasticidad a
daptativa que prescntan y que se refleja en una gran variacion en las es-
pecies; 2’) variaciones causadas tanto por alteraciones genéticas como
por el medio ambiente; 3) se hibridizan y retrocruzan con facilidad (Ben
son, 1962); 4) gran nimero de poliploides; 5) muchas veces piresentan di-
morfismo acentuado entre el estado juvenil y el estado adulto. Todo esto ~
determina la complejidad raxonémica de éstas plantas, sujetas a diferen
tes clasificaciones, de acuerdo con los conceptos de los diversos cactdlo
gos que consideran como més importantes distintas caracteristicas al e
laborar sus sistemas de clasificacién. Asi, la clasificacion de las cactd-~
ceas fuc primero linneana, despu¢és morfolégica y actualmente tiende a
ser biosistemdtica, esto es, se toman en cuenta tanto las caracteristi -
cas morfolégicas y anatémicas, examinadas con microscopia de luz trans

mitida y electrénica de barrido, como las palinoldgicas, citogenéticas,
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fisiolOogicas v quiinmiotaxonémicas (Scheinvar, 1952).

Otros dos faclores que contribuyen a dificulrar la clasificacion de las
cacticeas son: primero, la cnorme sinonimia que sc presonta en éstas
plantas y que radica en el hecho de gue muchos de los ejemplares colec
tados en América, c¢ran llevadas a Europa donde fucron descritas como
especies nucvas, sin conocer su variacion en ¢l campo (Scheinvar, 1982),
y segundo, es que las descripciones originales de casi todas las espe-
cics antiguas estdn incompletas, faltando datos de gran importancia,
como los de flores, frutos, semillas, ete.; ademds la mayoria sin tipos
preservados en herbarios. Aumentando las dificultades,el hecho de que
alguno§ autores copian a los anteriores, repiti¢ndose a veces datos e~
quivocados.

Aunado a csto, la clasificacion de las cactdccas se difi-
culta por el concepto de género y especie que ticnen los diferentes cac
télogos. Entre los diversos autores que han trabajado en ¢sta familia,
se présentan dos tendencias: la primera, que se podria llamar conser -
-vativista, propugna una rcduccion en los taxa en todos los niveles, sin
tomar en cuenta, muchas veces, la estructura y color de las semillas
y granos de polen y la scgunda, a la que podriamos |lamar radicalista,
sc caracteriza por una division cxtrema doe los taxa.

La tendencia conservativista, en cuanto al concopto de
género se refiere, se ejemplifica con ¢) sitwema proupucsto por K. Schu

mann (1898) quc sdlo considera 18, v actualmentic el grupo de cacidlo-



gos Jde la Organizacion Internacional de Suculentas (I0S), que en 1984 se
reunid en Kew y donde se propusicron 86 géneros para toda la familia
(llunt, 1986).

La rendencia radicalista sc basa on los sistemas de Britton
& Rose (1919 - 1921) que incluyen 122 géncros y ol de Backeberg (1958 -
1962), quec considera 235 géneros.

Esta diferencia de criterios, causa mucha confusion y di
ficulta la taxonomia de las cacticeas.

Por lo expucsto, sc piensa actualmente que ¢s necesario
realizar un estudio biosistema:tico, cn ¢l cual los taxdnomos tomen en
cuenta un conjunto de caracteristicas de difecrentes disciplinas biologi-
cas como la fisiologia, citopenética, ccologia, bioquimica, cte., y lo-
wrar asi una taxonomii mids natwral, Ademds, los hallazgos ca cada una
dc éstas disciplinas, madifican y perfeccionan las clasificaciones ante ~
riormuente propucestas (Srave, 1978; Santamour, 1982).

Una vaz scleccionadas corrcctamente las caracteristicas
de cada taxon. téenicas modernas como: taxonomia numérica y cladisti
c¢a, permiten la elabworacion de dendrogramas que indican las relaciones
mortologicas y filogendticas entre los mismos {Cutter, 1971; Sokat vy
Sn-.‘nfh, 19G03: Brooks ct al.,1984).

. La aplieacion Jde caractervisticas quimicns en In taxonomia,
file sugerida por algunos de los primeros taxdonos como  offmann en

1765, MeCandolle on 1828 y lallicr en 1903, Sin embargo, fue s6lo hasta



décadas recientes que se desarrollaron mctodos de andlisis fisioldgicos -
y de elucidacidn estructural de los compuestos orgfinicos que se pudieron
relacionar los taxa estudiados.

Cada componente quimico encontrado en las plantas, ya
sea metabolito primario, o bien, producto secundario del metabolismo
puede ser utilizado en varios niveles taxonémicos en las comparaciones
quimicas de los taxa, a tal punto que en 1909, Greshoff sugirié que cada
descripcion de un nievo género p especie, debia incluir una corta des -
cripcién quimica del taxdn (Radford et al., 1974).

Una evidencia del apoyo que la quimica puede dar a la ta-
xonomia, son los estudios que sobre betalainas se han llevado a cabo.
{.as betalainas son pigmentos que incluyen a las betacianinas, del rojo
al violeta, y a las betaxantinas, de color amarillo (Nowicke, 1975).

Eichler (1876), incluye en el supei-orden Centrospermae $
familias: Aizoaceae, Amaranthaceae, Caryophyllaceae, Chenopodiaceae,
Nyctaginaceae, Phytolaccaceae, I’olygc;naceae, Portulacaccac y Cactaceae,
de 1as cuales sélo no poseen betalainas en el perianto las Polygonaccae
y Caryophyllaceae. [La famflia Didiereaceae también contiene betalai -
nas, pero no es incluida por Eichler dentro de dicho superorden. MaAs
adelém:e Cronquist (1968) y Tachtajan (1973) basados en un cximen
de la presencia de betalainas en el perianto y de ultraestructuva cn los
plastidios, transficren a las Didiereaceac y a otras dos familias:

Molluginaceae y Caryophyllaceae, dentro del orden Carvophyllales



(Nowicke,1975: Radford et al., 1974).

La biogquimica, como instrumento taxondmico sélo se ha
aplicado regularmente, dentro de la botdnica desde hace aproximadamen
te 20 aiios (Weier, 1980).

La bicquiinica estudia la naturaleza de las moléculas bio
Ioégicamente activas, la relacién funcional entre ellas, el control de su
sintesis y degradaci6n, y su mantenimiento organizado. Asf, el bioquimi
co en sus investigaciones se enfrenta al problema de separar moléculas
iguales a partir de un sin mtimero de moléculas diferentes que coexisten
al mismo tiempo, en cé€lulas y tejidos vivos (Possani y Alagdn, 1983).

En estos esmdi!os se han utilizado casi todas las catego-
rias de compuestos bioquimicos: azicarcs, aminodcidos, grasas, feno-
les, terpenos, alcaloides, etc., y se han aislado por medio de la croma
toéraﬁ'a de papél, de 1a electroforesis, de la particién en solventes, o
bien, mis recientemente, por cromatografia de gases (Weier, 1980).

Por citar un trabajo, se puede xeferir el realizado por
Mata y McLaughlin (1982) sobre alcaloides, en el que se revisd la biblio
grafia de 153 especics y variedades de la familia Cactaceae, sefialando
un total de 126 alcaloides.

Uno de los métodos mds utilizados para comparar las si
r}\ilitudes taxonémicas de los organismos a nivel molecular es la elec-
troforesis de gel que puede ser definida como el transporte de particu-

las cargadus, a través de un medio en €l que estdn inmersas, por la ac
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¢ion de un campo c¢léctrico (Alagon v Possani, 1983).

Es posible realizar varios grados de refinamicnto anali
tico cn estos estudios, variando desde una simple purificacion de extrac
to crudio hasta la purificacion de cnzimas, o bien, obtener la "huclla®™
de una proteina especifica en difercntes rtaxa (Radford et al., 1974).

La electroforesis pucde diferenciar entre enzimas, iso-
enzimas y otras proteinas, con base en las diferencias de forma y car-
ga, debidas a cambios cn la secuencia de aminodcidos en las moléculas,
y sudeterminacitn es una de las técnicas mds precisas y elaboradas,
que actualmente se utiliza en quimiotaxonomia (Weicr, 1980; Santamour,
1982).

Cuando sc analizan por medio de la electroforesis miem -
bros de un mismo taxon, algunas bandas son comunes, revelando un
alto grado de similitud genética, pero no hay qu;: olvidar la posibilidad
de que cxistan aldn variaciones, Cuanto mds sc parccen los ptrones clec
troforéticos de bandas proteicas, més cercana se supone, ¢s la simili
tud gendtica (Weier, 198b). .

En base a cstudios realizados usando la electroforesis,
se han generalizado 3 observaciones: 1) en poblaciones de plantas dc la
misma especic, la similiwd gendética ¢s muy grande, 0.95+ 0.02; 2)
en especics de plantas del mismo genéro, 'la similitud genética existe
pero estd mds reducida, 0,67+ 0.07; 3) la variabilidad gencética en dife

rentes poblaciones de plantas estd muy relacionada con sus sistema de
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reprodaccion. En poblaciones gue s entrecruzan, ésta es mds grande
gue en aquéllas en las que no hay entrecruzamiento {Gotdicbh, 1977).

En algunos trabajos en los que se utiliza la clectrofore --
sis como herramienta taxonémica, se trata de reflejar relaciones filo-
genéticas, tal es ¢l caso de los cstudios de !lenriksen y Jelnes( 1980) y
Rickeman y Desborough (1978). Algunos otros usan la evidencia electro
forética para difercnciar entre especies, ya sea por sus proteinas, en
zimas, isoenzimas (Tarroux, 1983; Wertter, 1982), o bien, por la pre -
sencia de compuestos que contiene cada extracto de tejido. Ademds, es
‘tos estudios pueden realizarse con todo tipo de organismos. Asi, algu-
nos trabajos como ¢l de Tchan et al., {1983) se han realizado ¢con bacte
rias: Laurenco <t al., (1981) han trabajado con virus; Costas y Griffiths
(1980) con amibas; Carlson y Vidaver (1982) con trigo; Cooke et al.,
(1983) con cebada y Murphy (1978) con fitoplancton. En todos estos tra-
bajos los reéuitados han sido positivos, ya que incluso en uno de cllios,
el de Costas y Griffiths (1980), por el resultado obtenido se pudo deducir
que la clasificacién taxonémica adoptada no era la correcta y ésta se )

basaba s6lo en criterios morfolégicos.

~
i

En animales, también se han realizado trabajios sernejan

tes, como el de jelnes (1979), que llevd a cabo un estudio con caracales,
o bien, el de Frair (1982) quicn trabajé con tortugas; el de Garcia (1983)
que trabajé con ostras mexicanas y el de Biosca et al., (1985) con rép-

tiles, y cuyos resultados fueron muy satisfactorios, pues en los patro-
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nes clectrofurcticos obtenidos,cl ndmero de bandas se relaciond con ol
sexoy la c.-;:dud. demost rdndose tambidn variabilidad enere las especies,

Por atro 1ado, no en todos 1os estudios 1a electroforesis
ha sido exitosa, ya que para algunos organismos, como ¢t ¢l casu de
ciertos peces (Fransen y Nibaruka, 1982), los resultados fucron poco sa
tisfactorios.

Dentro de la ¢clectroforesis, téenica que cada din es mds
usada como apoyo a la taxonomia, la inmunoelcectroforesis os donde se
obtiene mejor resolucion del andlisis de proteinas, tal como se observa
en los trabajos dc Belova y Efimov (1981); Orr (1979); Frair (1982) y
‘Tchan ct al., (1983), entre otros. En ¢sta técnica, el andlisis de resul -
tados sec hace a partir del precipitado producido. lis una iécnica de re-
finamiento de la prucba de precipitacién que genera datos cualitativos
(Radford ct al., 1974).

La electroforesis ticne algunas limitaciones. in primer

" lugar, no todos los tipos de cnzimas son igualmente variables, y en sc-
gundo lugar, no todos los cambios ¢n la secuencia de aml.noacidos enu-
na protefna, dan éomo resultade un cambio ¢n la carga eléctrica o ¢n la
forma dc la molécula (Weicer, 1980). A pesar de estos inconvenicntes,
la clectroforcsis tambiCn presenta varias ventajas, l.va mayor dc clas
cs que ascgura gue pucden hacersce comparacioncs bioristemdticas en-
tre genes homologos (de origen comin), cvitando problemas de conver

igencia v correlacion. lo que frecuentomente prevalece ¢n los caracte -
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res morfoldgicos. Otra ventaja importante es que permite * precisar y
cuantificar las semejanzas y difcrencias cntre las proteinas que sc pre,
sentan cn bandas, cuyo nimero, posicién ¢ intensidad son caracterfsti-
cas de cada taxon: especie, género, familia y rangos superiores (Weicr,
1980; Gottlieb, 1977). ’

Actualmente, sc¢ considera que para ayudar a solucionar
problemas taxondmicos en la familia Cactaceae es necesario realizar
un mayor nimero de estudios en las difcrentes ramas de laBiologla,
como ¢n la bioqui'mica; en la cual la clectroforesis pucde aportar im-

portantes datos de apoyo para su clasificacion taxonGmica.



ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

Aunque en los lltimos afios se han realizado diversos tra
bajos usa.ndo la clectroforesis como herramicnta taxonomica; Cavlson y
Vidaver, 1982; Costas y Griffiths, 1980; lHenriksen y Jelnes, 1980; Ricke
man y Desborough, 1978; Wadell, 1979; Tchan et al., 1983; Franssen y
Nibaruta, 1982; L.aurenéo et al., 1981; Orr, 1979 y Gottlieb, 1977; entre
otros, ninguno de los estudios mencionados se ha llevado a cabo en cac
tdceas. El primer r:rabajo realizado en ésta familia, fue con el género
Nyctocereus, por el Dr. Alejandro Alagén, Investigador del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional AutSnoma de M¢&
xico, a solicitud de la cact6loga Dra. Lé&ia Scheinvar, Investigador: del
Jardin Botdnico dec la misma institucién, que deseaba apoyar un estudio
biosistematico dcll género Nyctocereus con datos bioquimicos. Se tra -
baj6 con el parénquima de 3 especies del género mencionado: N. serpen

tinus, N. serpentinus var. splendens y N. castellanosii, obteniéndose

de ellos los patrones clectroforéticos que permitieron llegar a resulta -
dos interesantes y satisfactorios pues se concluyé que sc trataba de s
pecies distintas, lo que se apoyo con estudios de palinologia, morfolo-
gia comparada y citogenética (Scheinvar ct al., 1985).

Después de éste trabajo, se realizaron 2 estudios ¢n la

misma familia pero con el género Qpuntia. El primcro con semillas de

14

7 especies procedentes del Estado de Querétaro: O.cochinera, Q. sarca,’
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Q. guilanchi, O. hyptiacantha, Q. lcucotricha, O. pachona y

O. joconostde. Dce @ste trabajo los patrones eléctroforclicos obtenidos
fueron muy semcjantes para cada una de las especies estudiadas. Adc-
mds, la gran cantidad de proteina presente cn cada patrén impedia dis-
tinguir claramente las bandas. De éste estudio se concluyd que no es Po
sible distinguir entrc una y otra especic, cuando se trabaja con secmi -
1las, por lo tanto no puede utilizarse como apoyo a la taxonomia.

El segundo estudio sc llevd a cabo con el parénquima del
tallo de seis difcrentes especies del mismo género: O. cretochacta,

Q. pachona, O. lindheimeri var. cuija, O. robusta, O. joconostle y

Q. leucotricha y con la Nopalea cochenillifera , también procedentes
del estado de Querétaro.

IZn estos experimentos se presentaron problemas de tipo
téenico debido a la consistencia viscosa del tejido. Sin embargo, tanto
cxperimentos como problemas técnicos, tueron de gran utilidad para
encaminar el presente trabajo.

En los geles obtenidos de las especies arriba menciona -
das se obscrvd un patron electroforético diferente para cada una de e-
llas. Estos resultados fueron satisfactorios, ya que esto se pretendia
al realizar éste tipo de trabajos, ¢s decir, valorar si por medio de-la
clectroforesis se podria distinguir cntre diferentes especies, en éste

caso, del género Opuntia.

Al obtenerse buenos resuitados ¢n estos experimentos



l¢

preliminares, sc decidid trabajar con dus especics del Pedregal de San
Angel, lo que permitiria realizar un diseio experimuental con un mayor
niimero de repeticiones.

-Sc cligicron dos ¢specics silvestres: Opuntia rzedowskKii

Scheinvar y Opuntia robusta var. larreyi (Weber) Bravo, por dos razo -

nes: la primeray mds importante, el fAicil acceso a dichas especics para
su colecta y la scgunda, su abundancia en dicha area.

Sc pensd trabajar con éste género debido a la gran varia-
cidn que presenta ea el hdbito y en la forma, nlmero y color de las espi
nas, cuando se encuentran en distintas condiciones ccoldgicas. Ademds,

presenta gran cantidad de hibridos y poliptoides.



ORIETIVOS

Debido a que ¢n la actualidad existen estudios que  demues
tran que la bioquilmica es una importante herramicnta de apoyo a lataxo
nomia, se planted ¢ste trabajo con el objeto de evaluar si la clectrofore
sis de proteinas puede ayudar a la taxonomia del género Opuntia .

Se sabe que Este géncro es uno de los méds variables den
tro de la familia CactuceaeA, por 1o que se propusdo determinar la vali-
dez de &sta téenica para éste género. Se eligieron para el estudio de la
electroforesis en ¢l parénquima del tallo, dos especics silvestres cen el

Pedregal de San Angel: Opuntia robusta var. laxreyi (Weber) Bravo y

Opuntia rzedowskii Scheinvar, las cuales son abundantes en ésta zona.

Un scgundo objetivo de éste trabajo fue implementar y
estandarizar la téenica clectroforética en proteinas en geles de poli -
acrilamida, para el género referido y poder en un futuro cercano, apli
carla a otras especies del mismo géncro asi como a otros géneros de

Esta tamilia.



MATERIAL Y METODOS

1) Scleceion del material.

Las dos especics, Qpuntia robusta var. larreyi y Opuntia

rzedowskii, se colectaron cada una en 3 poblaciones del Jardin Botdnico
Exterior de la Universidad Nacional Autdnoma de México, eligicndoy
marcando 10 ejemplares de cada poblacion, cuidando que todos los arti-
culos fueran del mismo tamaio (aproximadamente de la misma edad). A
demis, los cjemplares fueron colectados en Ia misma estacion del ano,
incluso en el mismo mes.

La localizacidn de las poblaciones, tomando como referon

cia la casa dc sombra del Jardin Bot@nico Extcrior, fuc para Opuntia

robusta var. larreyi al N, NEEy SEy, al N, Iy SW para Qpuntia
rzecdowskii.

Los articulos colectados sc llevaron al laboratorio de Cac
tologia del Jardin Botdnico Exterior, donde fucron identificados por ia
Dra. L&ja Scheinvar.

Posteriormente, se llevaron al laboratorio de Biologfa
Molecular del Instituto de Investigaciones Biomdédicas de la Universidad
Nacional Autdnoma de M¢éxico, donde bajo la direccion del Dr. Alejandro
Alagon, sc claboraron los cxtractos de proteina los cuales se conscrva
ron ¢n congelador a - 18°C. En ¢l mismo laboratorio se real 1zaron todos

los geles del presente trahajo.



2) Reactivos.
- Acido acttico (Sigma)
- Acido clorhidrico (Sigma)
- Acido perclorico (Sigma)
- Acrilamida (Biorad)
- Albtdimnina Sérica Bovina (ASB)

- Azul brillante de Coomassic G- 250 (Biorad)

1

Azul brillante de Coomassic R- 230 (Biorad)

1

Azul de bromofenol (Biorad)

Buffcr de fosfato salino; 0. 015 M NaP’O4 + 0.15M NaCl, pH 7.2 (BPS)
- Dodecil Sul fqto de Sodio(DSS) (Biorad)

- Glicerol (Sigma)

- Glicina (Sigma)

- Hidréxido de sodio (Sigma)

- lsopropanol (Sigma)

- Metil bis~ acrilamida (Biorad)

- Persulfito de amonio (Biorad)

- Tetrametileiilendiamina (TEMIED) (Biorad)
- Tierra de diatomeas (Sigma)

Tris (llydroximethyl) aminomethane o Tromethamine (Sigma)

3) Qbrencién Je extractos de érotcfna de paréngquima del tallo.

Al realizar estos oXtractos s¢ presentaron varios pro-



blemas de tipo téenico debido a la consistencia viscosa del tejido, el -

cual conticne abundante mucilago. Esto so resolvid agregando tierra de

diatomeas (esgueiecos de silice), al momento de moler el parénquima,

disminuyendo asi la consistencia viscosa, lo qu.e facilité la técnica. La
tierra de diatomeas es inertc por lo que no causa alteracién alguna en

los extractos.

Otro problema fue la baja concentracién de proteina pre-
sente en los extractos, lo cual se resolvidé aumentando la concentracion
de la misma y utilizando otra relacién entrc los extractos de las mues -
tras y el buffer de aplicacién, es decir, en lugar de tomar 10} \de cada
extracto de proteina se tomaron 20 y el buffer dc aplicacién se concentro
S veces.

Los pasos para obtener estos extractos fueron los siguien
tes:

a) Quitar las espinas y la epidermis de los articulos y sacar el parénqui_
ma con una espatula. Eliminar las fibras lfberolefiosas.

b) Colocar cl parénquima en un vaso pequelio de licuadora y agregar cl
buffer de extraccion (BPS) junto con la tierra de diatomeas, prcviamen
te lavada por centrifugacion.

c) Licuar el parénquima hasta que quede una consistencia pastosa y re-
partirlo en tubos de una microfuga.

-d) Balancear los tubos y centrifugar en la microfuga por espacio de un

minuto.
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e) Dc cada wbo, succionar el sobrecnadante con una pipeta Pasteur, el
* cual corresponde al extracto dc proteina. Eliminar el precipitado.

f) Detexrminar proteina por el método de Bradford.

Método de Bradford. -Este método incluye el enlace del azul brillante de

Coomassie G- 250 con las proteinas. Se basa en la observacién de que

el colorante mencionado existe en dos formas: roja y azul. Cuando se lle
va a cabo cl enlace del colorante con las proteinas, la forma roja se
transforma en la azul. Esta unién entre colorante y proteinas causa un
cambio en la absorcién méxima del colorante, de 465 a 595 nm, regis-
trandose la absorcién a 595 nm. El método utiliza un patrdn estandar de
ASB (Albimina Sérica Bovina) y consiste en lo siguiente:

A partir de una solucidn patrén de ASB se hacen diluci'ones
con el buffer de extraccién. De cada dilucién se toman alicuotas de 1003
y seles agrega 1ml de reactivo proteico (azul brillante de Coomassie
G - 250, preparado con &dcido perclérico). La reaccidn se lleva a cabo y
se lee la absorbancia a 595 nm pasados Z min, hastal hora.

Con las lecturas obtenidas en el espectrofotémetro se tra
za una grdafica patrén donde en el eje de las "'x" se grafica la concentra -
cién de proteinas y en €l eje de las “y'" Ia absorbancia. k

Por otro lado, se toman alicuotas de IOO)‘ide los extrac-
tos a los que se les determinan las proteinas. Se les agrega l ml de reac

tivo proteico y se lee 1a absorbancia a 595 nm. Estas lecturas se grafi -
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can ¢n la curva patron y se relacionan con la concentracién de proteinas
correspondicnte.

La determinacion de las proteinas se realiza con ¢l fin de
que, por un lado, se obtenga la proteina presente en cada extracto, y
por otro lado, se pucda saber la cantidad de proteina que se coloca en ca
da canal electroforético, de modo que sca la misma en todos los carri-
les y asi, poder hacer un estudio comparativo entre los diversos cana -

les.

4) Electroforesis.

La clectroforesis sc¢ realizé en pequciias placas (10 X 10
X 0.1 cm) de gel de poliacrilamida (12.5%) y en presencia de DSS (dode -
cil sulfato de sodio), basindosc cn la técnica disciiada por Lacemli (1970)..

El hecho de que 1a clectroforesis s¢ realice en brcsencla
de DSS, significa que al agregar &ste detergente anidnico, su porcidn hi
drocarbonada se unc a las regiones hidrofébicas de las protefnas, que-
dando la gran carga negativa del detergente orientada hacia la superficie
de cllas. Al suceder ésta reaccion, el DSS enmascara cualquicr carga
prescntce en las proteinas de modo que todo queda encerrado Por cargas
negativas. Asi, las proteinas migran en cl gel sélo en funcidén de su. peso
molecular (Cooper, 1977), presentando menor movilidad electroforética
las proteinas de rﬁayor peso motecular.

Sc utilizan dos geles, ambos con un ¢spesor & 1 mm. El

gel superior ¢s ¢l concentrador y ¢l inferior ¢s el gel separador, en el



cual, como su nombre lo indica, se scepararan las proteinas. La concen
tracion de 12,5 7, Jdo poliacrilamida separa proteinas dentro del rango de
10 a 200 kilodalioncs. ’
Se utiliza también un sisterna de buffers, ¢l cual es de
gran importancia por lo siguiente: 1) mantiene un ptl constante el gel y
2) sirve como clectrolito, cunduciendo la corriente en el campo eléctxri-
co. El pl{ mds conuin es de 9, aungue para proteinas Se usa cn un rango
de 4.5 a 9. El sistema consiste dc 2 dep6ésitos, uno inferior y otro supe

rior, en el primero se conecia el d4nodo cargado positivamente y en el

segundo, el cdtodo cargado negativamente (fig. 1).

a) Protocolo de soluciones para hacer los geles y buffers.
A. Se disuelven 50 g de acrilamida y 1.32 g de bis- acrilamidaen a-

gua y se afora a 165 ml.

B. Buffer del gel separador (1. 5SM tris + 0. 4%, DSS).

Se disuelven 18.17 g de tris y 4 ml de DSS al 107, cn 80 mi de agua
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destilada. Sc ajusta a un pH & 8. 8 con HCI (dcido clorhidrico) con

centrado vy se afora a 100 ml.

C. Buffer del gel concentrador (0. 5.M tris + 0. 47, DSS).
Sc disuelven 6.06 g de tris ¥y 4 ml de DSS al 109 en 80 ml de agua
destilada. Sc ajusta a un plf de 6.8 con 1ICl concentrado y se afora

a 100ml.



Figura 1. Camara electroforética para geles dc poliacrilamida en placa.
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D. Buffer de la cdmara electroforética (0. 023M tris + 0.19M glicina+
0. 155 DSS).
Se disuelve 1.52 g de tris, 7.2]1 g de glicina y 5.0 ml de DSS al 103
en 450 ml de agua destilada. Se ajusta a un pH de 8.6 con NaOH
(hidroxido de sodio) I0N y se afora a 500ml.

E. Buffer de la muestra.
Se mezcla 1. 25 ml de buffer del gel concentrador, IOO)the DSS al

1073, 1 ml de gliceral y 0.4 ml de azul de bromofenol al 0.05%, y

se afora a 10 ml.

F. Pcrsulfato de amonio al 10%.

" Se disuelven 10 mg en agua destilada. Esta solucién debe prepa-

rarse el mismo dia que se va a usar.

b) Preparacién y montaje de placas.

Las placas deben estar perfectamente limpias. Para ello,
deben lavarse muy bien con jabdn, enjuagar con agua de la llave y des-
.pués con agua destilada. Se limpian con metanol y se dejan secar. Lo
mismo debe hacerse con los separadores, la plantilla en forma de pei
ne y la cAmara electroforé&tica.

Para montar las placas, sc colocan los separadores en-
tre ellas. I.os dos cortos a los lados y el largo transversal a los ante-

riores, teniendo cuidado de que sus extremos toquen los separadores



mas cortos. Ellos deben estar alejados de la orilla de la placa, apro-
ximadamente 0.05 cm. Se colocan 3'clips’, cada uno presionando uno

de los separadorcs. Por dltimo, sc scllan los 3 lados con agar al 1,

(fig. 2).

c) Preparacion del gel separador.

Saluciones:

1) Buffer del gel separador (solucidén B) 1.5 ml
2) Acrilamida (solucién A) 2.5ml

3) Agua destilada 2.0mi
4) Tetrametiletilendiamina (TEMED) 5.0
5) Persulfato de amonio (solucién F) 20.0 M%

El gel debe prepararse agregando las soluéioncs en el or
den en que estdn enlistadas y especialmente el persulfato de amonio al
final, ya que es el caralizador de la reaccién. Inmcdiatamente después,
se coloca ésta me zcla en la placa con una pipeta Pasteur, cuidando. que
no se formen burbujas. Sc agrega después, aproximadamecnte 150)" .Q de
agua, con el fin de tener el gel con la superficie plana. Tl agua sc eli-
mina pox capilaridad con papel secante, antes de agregar ¢l gel concen

trador.

1 gel separador tarda en polimerizar de 20 a 30 min.

d) Preparacion del gel concentrador.

Soluciones:



Figura 2. Placas montadas para la realizaci6n de electroforesis en ge-

les de boliacrilﬂmida.
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1} Buffer del gel concentrador (solucion C) 0.63 ml
2) Acrilamida (solucidén A) 0.33 ml
3) Agua destilada . 1. 54 =l
4) Tetrametiletilendiamina (TEMED) 2.5 J'%
5) Persulfato de amonio-(solucién ) 12,5 J"‘ 9\

Como en el gel separador, €ste gel debe prepararse agre
gando las sustancias en el orden descrito. Aplicar una pequefia porcién,
con el objeto de que.se elimine el exceso de agua, descartarlo y enton -
ces agregar el resto del gel. Se coloca inmediatamente el peine (fig.1).

El gel concentrador tarda en polimerizar de 20 a 30 min,

mientras tanto, pueden prepararse las muestras.

e) Preparacién de las muestras de proteina.

Los extractos se diluyen con el buffer de la muestra (solu
cién E) para obtener una concentracion de proteinas de sooT%/ml. Se usan
del0 a 30ﬂpara cada abertura del gel. Antes de aplicar las muestras de
proteina se debe dejar de 10 a 15 min en agua caliente; mientras, se pue-

de montar la cidmara electroforética.

f) Montaje de la camara electroforética y aplicacidén de las muestras,

De las placas, se retira el separador transversal, lomis
mo que el agar que lo sellaba. Se colocan las placas en cl depdsito infc -
rior de la cimara electroforética y los clips de los lados, ahora presio-

naran y detendran las placas pegadas a la cdmara (fig. 2).
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Agregar el buffer de la cidmara electroforética primero
en el depésito inferior, teniende mucha precaucién, pues no deben que-
dar burbujas abajo del gel, Después, se agrega el buffer al dep6sito su-
perior, lo suficiente para que cubra aproximadamente 1 cm arriba de ca
da una de las aberturas del. gel.

' Se retira el peine, cuidando que no se rompa el gel supeg,
rior que adquirié la forma de peinc. con dientes,es decir, las abertu-
ras del gel en las cuales se aplican las muestras.

La aplicacion de las muestras se lleva a cabo con una je~-
ringa graduada en microlitros, teniendo cuidado de no contaminarlas,
por lo que 1a jeringa debe enjuagarse en el-buffer después de cada apli-
cacién. v '

En cada abertura del gel se'colocan de 10 a 30)‘9~de la
muestra, que migraran al fondo por el glicerol que contienen y que las
hace més densas..

En una de las aberturas del gel se éolocan marcadores
de peso molecular, con referencia a los cuales se podré calcular el pe

so malecular de las proteinas presentes.

.g) Corrimiento de los geles.

Después de colocar el gel en la cdmara electroforética
se agrega el buffer (solucién D) en ambos depésitos y se colocan las

muestras, haciéndose pasar corriente eléctrica.



Se aplica primero un voltaje de 30 en la primera hora, o
bien, cuando el frente electroforético llegue al gel separador, cntonces
se incrementa a 100 velts. La corriente se¢ suspende cuando el frente ¢-
lectroforético (indicado por el azu_l de bromofenol) se concentra a un par

de milimetros del final del gel.

h) Tincidn.

El jzel sin placas ni separadores, se sumerge durante 2
horas en una solucién que contiene 4cido acético al 109, isopropanol al
25% y azul brillante de Coomassie R- 250 al 19}, con el fin de teiiir las
proteinas. .

El exceso del colorante se eliminé con una solucidn de i-
sopropanol al 10% y 4dcido acético al 109, durantc 24 horas.

Para tener un registro de los geles realizados, se toma-

ron fotografias (figs. 4 a 10).

i) Andlisis de resultados.
Determinacion del peso molecular a partir de los resultados oi)tenidos
en los geles de poliacrilamida en presencia de DSS.

La migracion de una proteina en €l sistema clectroforéti
co cmpleado es inversamente proporcional al logaritmo de su i)eso mole
cular. Esto permite obtener ¢l peso molecular de una proteina en la quc
ﬁo se conozca dicho pardmetro, siempre Quc haya marcadores adecua-

dos. Para éste fin se proccede de la siguiente manera:
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1) Se mide la distancia recorrida cn el gel separador de cada uno de los
marcadores.

2) Sc obticne la movilidad relativa (m.r.) para cada uno de ellos, divi-
dicndo el valor obtenido en (1) entre la longitud total del gel.

3) Se construye una curva patron utilizando papel semilogaritmico en
donde en ¢l eje de las '"x" se grafica la m.r. y en el eje de las. "y"
(escala logaritimica) se grafica el peso molecular de cada uno de los
marcadores (fig. 3).

4) Para encontrar el peso molecular de una proteina basta determinar su
m. r., localizaria en la grafica y buscar el peso moalecular que le co-

rresponde.



IFigura 3. Curva de calibracién para determinacidn de pesos molecula-
res empleando geles de poliacrilamida /IX8S. Los datos fueron

tomados de los resultados mostrados en la figura 6.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Por medio de l1a electroforesis se obtuvieron los patrones
electroforéticos de dos especies del Pedrcgal de San Angel: Q. robusta_

var. larreyi y O. rzedowskii.

Los resultados fueron analizados a tres niveles:
1) Variaciones entre individuos de una misma poblacion.
2) Variaciones entre poblaciones de una misma especie.
3) Variac;iones entre las dos especies en estudio.

. En primer lugar, se realizd la electroforesis de las pro
tefnas del parénquima de individuos de las 3 poblacioncs seleccionadas
de O. robusta var. larreyi. Los resultados se muestran en las figuras
4, 5y 6, respectivamente. Es importante recalcar que, como sc puedc
observar en la figura 4, la cantidad de proteina aplicada en cada carril,
que corresponden a distintos individuos, fue la misma (13. bﬁg), de acuer
do al método de Bradford, Esto es necesario cuando sc realizan compa-
raciones de patrones electroforéticos, ya sea entre individuos, poblacio
nes o especies. Sin embargo, resultd evidente que la variacién eon la in-
tensidad de las bandas proteicas, entre un individuo y otro fue difercnte,
indicacién clara de que la cantidad de proteina varia cntre cllas; por e-
jemplo, los carriles 2, 3. 4. 6§ v 9 presentan bandas mdés intensas que
los carriles 5, 7 y 8, Las razones dc ésta disparidad no son conocidas,

si bien. =xisten algunas probables cxplicaciones. La primera es que cl



método crﬁplcado para cuantificar proteinas, que es ampliamente repro-
ducible con proteinas modelo, detectd otros compuestos aparte de pro-
teinas y que €stas sustancias de naturaleza desconocida variaron en su
concentracidn en los extractos, o bien, que algunos compuestos interfi-
rieron con el azul brillante de Coomassie G- 230 y las proteinas (Brad-
ford, 1976). Cabe mencionar que la concentracidén de proteina en los ex-
tractos vari6 desde 0. 68 hasta 1.50 mg/ml.

' Se conocen algunas sustancias que pueden interferir con
el método de Bradford, como la presencia de algunos detergentes (triton
X~-100), altas concentraciones de sales, etc., que no fueron usadas en
éste trabajo, lo que no descarta la posibilidad de que compuestos propios
del par&nquima de los articulos hayan tenido ésta accibén deleterea.

Una probable segunda explicacion pudo residir en algo me
nos rebuscado. L.os extractos son altamente viscosos por la presencia
de mucilago, lo que provocé una manipulaciodn dificil, sobxe todo cn €l
momento de medir voliimenes con micropipeta. Asf, la disparidad que
se observd, pudo deberse a errores mecdnicos en su manejo. Es impor
tante mencionar que la viscosidad aparente variaba de extracto a extrac
to por lo que el posible error, tambié€n sea variable. Consientes de és
te problema, las manipulaciones se realjzaron con el mayor cuidado po
sible a fin de disminuir el error humano.

La tercera alternativa pudo debcrse a que cxiste cierto

material que no penetrd en el gel separador ni en el gel concentrador.
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Esta situacion es mis evidente en la figura 5. Cuando esto succede oxis-
ten 3 posibilidades: 1) que las proteinas tengan un peso molecular extre -
madamente elevado; 2) que la muestra contnga proteinas precipitadas

y 3) que las proteinas se asocien entre s{ o con compuestos altamente
cargados. Como log extractos fueron centrifugados, la presencia de pro
teina precipitada quiza pueda descartarse, ya que son eliminadas por és_
te método,

En lo que se refiere a las proteinas de muy alto peso mo
lecular (mayores a 500 000 daltones), estas son raras en la naturaleza.

Por otro lado, si los mucopolisaciridos que ocasionan la
alta viscosidad estén sulfatados, pueden scrvir como atrapadores de pro
teinas a través de sus cargas negativas; €ste tipo de interacciones son
dificiles de romper, ya que se requiercn concentraciones ultas de sales,
asi como temperaturas elevadas (Stryer, 1975).

Un cestudio mucho mis riguroso que ¢l presente exigiria
solucionar el problema que se cstd presentando, es decir, deberd igua
lar la cantidad de proteina ¢n cada carril, para poder comparar los pa
trones, clectroforéticos adecuadamente.

Volviendo a la figura 4, se pucde mencionar lo siguien-
te: para todos los individuos sc observé un patrdn cualitativo muy seme
jante, aunque cxisten algunas bandas que apenas se distinguen por su ba
ja intensidad. Debho resaltarse la presencia de 4 bandas, que son las que

mds destacan y son las de 54 000, 40 000, 33 000 y 23 000 daltones de



peso molecular.

La figura 5 muestra los rcsultados con otra poblacidn de
la misma especie. La cantidad de proteina aplicada fue de aproximada-
mente la mitad que en el gel anterior (7. 7)%). Esto sc debe a que, por
un lado, la concentracidn de proteina en los cxtractos fue menor que pa-
xra la poblacién arriba referida ( rango: 0.31 a 1.39 mg/ ml ), y por otro
lado, para lograr la misma concentracién de proteinas en todos los ca-
rriles, hay que tomar la de menor concentracidén como punto de referen
cia.

Los resultados fueron muy similares a los descritos pa-
ra la poblacion anterior. De nuevo las bandas méds notorias fueron las de
54 000, 40 000, 35 000 y 23 000 daltones. El problema de la Adisparidad
en la cantidad de proteina entre carril y carril, siguié siendo el mismo,
lo que se puede constatar al observar bandas mdés intensas que otras.

Con la tercera poblacidn de Q. robusta var. larreyi (fig.

6) se pudo aplicar mayor cantidad de proteina (17. 3)"{3), ya que la concen
tracién de la misma en los extractos fue méds grande (rango: 0.98 a 1. 44
mg/ ml). Esia situacién permitié que las bandas se observaran con ma-
yor claridad que en los casos anteriores. De hecho, cl niimero total de
bandas observadas fue méas grande, pero lo més intercsante fue que las
-4 bandas descritas de 54 000, 40 000, 35 000 y 23 000 daltones de peso
molecular, siguieron siendo las dominantes. El problema de la cantidad

desigual de protefna real persistid, ya que , por cjemplo, los carriles
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4 y 5 que como se observa tiencn la mayor cantidad de proteina, son las
muesiras gque prescntaron menor concentracion de la misma al determi
narla por el método de Bradford. Es interesante mencionar quc en este
caso se observaron por 19 menos en 5 individuos, bandas con peso mole
cular menor a 16 000 daltones, que antes no se habian observado, porx lo
menos claramente, cn las dos primeras poblaciones. Esto resultd segu-
ramente de la aplicacién de mayor cantidad de proteina.

Al hablar de la presencia de una u otra banda que sobre-
salid por su intensidad, no se pretende decir que en unos carriles estu-
vo presente y en otros no; ya que en todos los patrones electroforéticos
se presentan las mismas bandas, misma migracién, variando s6élo la in
tensidad de las mismas, es decir, patrones cuantitativamente distintos
pero cualitativamente semejantes.

Al analizar las 3 poblaciones de Q. rzedowskii, los pro-

blemas mencionados para Q. robusta var. larreyi tambi€n se presenta-
ron, pero desafortunadamente, con mayor magnitud. En t€rminos globa
les, a mayor concentracidon de proteina obtenida por el método de Brad-~
ford, la concentracidn real de ésta en et gel. fue mcndr; por ejemplo,
en la primera poblacidén (fig. 7) cn que se utilizaron 12. 8)% por carril,
los resultados fueron satisfactorios, sin embargo, con la segunda pobla
cion (fig. #), enla que supucstamente sc usé mayor cantidad de protei-
na (17. S)"S), los resultados fucron muy pobres. Con la tercera pobla -

cién (fig. 9), en [ que sc usaron 14. 7ﬁ3 de proteina para cada indivi-



duo, los resultados fueron intermedios. A pesar de lo antcrior, fue po-
sible sacar algunas generalizaciones: 1) los patrones electroforéticos en
tre los individuos de una poblacidn, asi como entre las poblaciones fue-~
ron cualitativamente semejantes; 2) existen 5 bandas que son las mds no
torias para las 3 poblaciones de O. rzedowskii y cuyos pesos molecula
res, de mayor a mcnor, fusron de 55 000, 33 000, 27 000, 25000 vy
22 000 daltones; 3) las bandas entre 22 GO0y 27 000 daltones fueron al-
tamente caracteristicas para ésta especie. Es importante mencionar
que para unos individuos de algunas poblaciones, por ejemplo, los ca -
rriles 2 y 4 de la figura 8, presentaron bandas tan débiles que fue difi-
cil, sino imposible, extender las generalizaciones arriba mencionadas.
Cabe aclarar que de cada poblacidn se colect.aroh 10 indi
viduos, sin embargo, como puede cbservarse en las figuras 4 a 9, que:
corresponden a las 6 poblaciones de las 2 especies, de ninpguna se mos -
traron los 10 individuos. Esto se debid a que exr.iaccos de algunos arti-
culos presentaron muy baja concentracién de proteina, por lo que, al co
rrerlos en el gel, no se observd banda alguna y fue por &sta razdn que
dichos extractos sé descartaron. Ademis, puede observarse que en las
3 poblaciones de Q. rzedowskii (figs. 7, 8y 9), el nimero de ladividuos

presentados es menor que los mostrados de O. robusta var. larreyi

(figs. 4, 5y 6). Esto se debid a que en la primera especie, &ste pro-

blema se acentud.

A fin de lograr una comparacién més directa entre las 2
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cspecies estudiadas, se selecciond un extracto de cada una de las pobla-

- ciones (fig. 10). Para éstolse eligid el extracro que dié el mejor patrdn
electroforérico cn cada caso, Los resultados fueron semejantes alos ob
tenidos en las figuras anteriores y se pudo comprobar que las bandas de
55 000 y 33 000. daltones fueron comunes para ambas especies y que las
banaas de 40 000 y 23 000 daltones fueron exclusivas de O. robusta var.
larreyi, asi comolas de 27 000, 25 000 y 22 Q00 daltones lo son para
0. rzedowskii. Ademds, pudo observarse con claridad que existe otra
banda de 37 000 daltones comin para las dos especies.

Cabe recalcar que estos experimentos son de los prime-
ros que se obtienen usando la electroforesis como herramienta de ;apoyo
a la taxonomia de las cactdceas. Es por esto que es necesario realizar
un mayor nﬂmerb de ensayos para obtener resultados que apoyen la téc
nica.

Un estudio de aminoidcidos e isocenzimas resultard mucho
mdés preciso, aunque la t€cnica es mds cara y elai:orada. Sin embargo,

~ serfa interesante llevar a cabo un ensayo de su valor-taxondmico compa

rarido estos resultados con el anélisis de proteinas.
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Figura 4. Electroforesis en gel de poliacrilamida/DSS de extractos de
‘ parénquima de 8 individuos de una misma poblacién dc Opuntia

robusta var. larreyi. La concentracién de acrilamida fue de

12. 59, ; las proteinas migraron hacia abajo en direccién del 4 -
nodo y fueron tefiidas con azul brillante de Coomassie R- 250.
En todos los casos se aplicaron 13. 6}A q de acuerdo al mérodo
de Bradford. El carril 1 contiene marcadores de peso molecu -
lar conocido. Las condiciones sobre todo el cxperimento sc

mencionan cn Material y Métodos.
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Figura 5. Patrones electroforéticos de extractos de parénquima de 7 in-

dividuos de una misma poblacidén de O. robusta var, larreyi.

L.a concentracidn de proteina para cada carril fue de 7. 75 9 -
L@s demdés condiciones sobre la clectroforesis son iguales a

las mencionadas en la figura 4,
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Figura 6. Electroforesis de las proteinas de parénquima de tallo de 8 in

dividuos de una misma poblacion de O. _robusta var. larreyi.

L.a concentracién proteica por carril fuc de 17. 3)"3 . La elcc-
troforesis se realizé en las mismas condiciones quc en'la figu

ra 4.



i

<y

P




[Migura 7. Patrones electroforéticos de parénquima de tallo de la prime -

ra poblacion de Opuntia rzedowskii. Se aplicaron 12. 8)15de
proteina para cada uno de los 7 individuos. Los geles de ésta

especie sc corrieron en las mismas condiciones que la anterior.
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Figura 8. Electroforesis en geles de poliacrilamida/DSS de extractos de
.extractos de parénquima de 5 individuos de la segunda pobla-

cién de O, rzcdowskii. Se corrieron 17. 8)gpor carril.






Figura 9. Patrones electroforéticos de la tercera poblacidén de Opuntia
' rzedowskii. En cada carril se corrieron 14. 7J‘\ o, de proteina.
La clectroforesis se realizé en las mismas condiciones que

los geles anteriores, con la diferencia de quc se utilizaron o-

tras protcinas como marcadores de peso molecular.
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Figura 10. Comparacién electroforética de extractos de parénquima de 3

ejemplares de O. robusta var. larreyi (carriles 2 a 4)y 3

ejemplares de O. rzedowskii (carriles 5 a 7). La cantidad
de proteina por carril fue de 17.4 )‘AS .

ILas condiciones de la técnica electroforética fueron iguales

a las indicadas en la figura 4.
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CONCLUSIONES

1) Es la segunda vez, hasta donde se sabe, que se aplica el método ana -
litico de electroforesis de proteinas a extractos derivados de cacts -

ceas.

2) Se estudiaron las proteinas del parénquima de los articulos de dos es
pecies silvestres y abundantes en el Pedregal de San Angel: Q robusta

var. larrevi y O. rzedowskii.

3) La viscosidad de los extractos de parénquima causd problemas de ti-
Ppo técnico que provocaron la baja resolucidn de las bandas en los pa-
trones electroforéticos. Sin embargo, ésta fue lo suficientemenie bue

na para analizar los resultados.

4) Se observd diferente intensidad de las bandas proteicas dc los dife-
rentes carriles, a pesar de colocar en todos la misma cantidad de pro
teina, de acuerdo al método de Bradford. El problema radicé en 2 pun
tos: a) la alta viscosidad en los extractos debido a la presencia de mu
cilago; b) la baja concentracién de proteina en los mismos, razén por
la que a pesar de ser 10 individuos de cada poblacién, hubo que descar

tarse los que presentaran baja concentracidn de proteina.

5) La viscosidad pudiera reducirse mediante tratamiento enzimético pa
ra reducir el tamafio de los mucopolisacdridos, aunque los costos de

operacion serian mayores.



6) Es altamente recomendable intentar cuantificar la proteina presente
en los extractos por otros métodos alternativos como el de Lowry,

Biuret, anilisis de amino&cidos y encontrar cual es el mis adecuado.

7) En el presente estudio, se encontrd que los patrones electroforéticos
de individuos de una misma poblacién son muy semejantes, 1o mismo
sucedid cuando se compararon las 3 poblaciones de una misma especie.
Sin embargo, cuando se compararon las dos especies en estudio, los

patrones electroforéticos fueron diferentes.

8) Se encontraron dos proteinas de 55 000 y 33 000 . daltones de peso mo
lecular, que son comunes a las dos especies estudiadas. Seria intere-
sante realizar un mayor ndmero de experimentos en el mismo género

con el fin de observar si éstas bandas proteicas pudieran ser genero-

especiiicas.

9) Los patrores electroforéticos obtenidos en geles de paliacrilamida,

‘permitieron distinguir ficilmenteentre Q. robusta var. larreyi. y O.
rzedowskii, por la presencia de proteinas especie especificas, como
las de 40 000 y 23 000 daltones de peso malecular para la primera es .
pecie, y las de 27 000, 25000 y 22 000 daltones para la segunda. Se
recomienda la determinacidén de las protefnas especie - especificas
para otras especies de Opuntia, situacién que permitirfa un segui-

miento adecuado en el estudio de los hibridos.
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10) Los puntos anteriores se analizaron en base a las bandas mds noto-
rias, para un andlisis similar, empleando las protefnas presenies en
menor concentracién, seria necesario emplear mayor cantidad de la

misma en las muestras a aplicar en el gel.

11) Para un mejof control de los resultados, serfa interesante trabajar
con material biolégico obtenido desde la siembra de semillaé, sin em
bargo, para que las plantas lleguen al estado adulto, &€ste experimento
llevaria bastante tiempo ademds de que se requiere abundante mate -

rial bidégico.

12) Lios resultados de €ste trabajo apoyan los estudios referidos en la bi
blicgraffa, de que el empleo de 1la electroforesis, es una herramienta

auxiliar én la taxonomfa y demostr6 su utilidad en el estudio del géne

TO untia.

13) Es importante mencionar que aunque la electroforesis puede ayudar
a la taxonomfa, no hay'que clvidar que existen otras disciplinas que
también pueden ser utilizadas con el mismo fin, esto es, realizar es_

tudios biosistematicos que ayuden a obtener sistemas de clasiﬁcéciﬁn

mis completos.
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