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MANEJO in vitro Y CARACTERIZACION MOLECULAR DE AHUEHUETE
(Taxodium Mucronatum Ten.)

CONTROL in vitro AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF BALD
CYPRESS (Taxodium mucronatum Ten.)

C. P. Mora-Cérdova'; J. L. Rodriguez-de la O?

!Estudiante tesista de la Maestria en Ciencias en Horticultura. “Director de tesis. Posgrado de
Fitotecnia. Universidad Autbnoma Chapingo. Chapingo, México.

RESUMEN

Se evaluaron las respuestas
morfogénicas in vitro de ahuehuete
Taxodium mucronatum Ten. Las
sales inorganicas de Murashige y
Skoog (1962), suplementadas con
0.40 mg.L™ de tiamina, 100 mg.L™" de
mio-inositol, 0.1% de carbdn activado
para el control del necrosamiento, y la
combinacién de 1. 0 mg.L™ de 2, 4-D;
3.0mg.L  de AIBy 5.0 mg.L* de 2 ip
favorecieron el desarrollo de hasta
cuatro nuevos brotes 'y su
crecimiento. La caracterizacion
molecular con 3 marcadores del tipo
RAPD y 5 ISSR, detectaron la
variabilidad genética y las relaciones
intergénicas entre cinco poblaciones.
Se concluyé que los marcadores
ISSR son mejores discriminantes que
los RAPD para la formacion de
agrupamientos de especies, las
poblaciones del Estado de México y
Distrito Federal estan mas
relacionadas, mientras que las de
Oaxaca y Morelos se encuentran mas
alejadas genéticamente y que existe
una mayor variacion genética
intrapoblacién entre los individuos del
estado de Morelos.

Palabras claves: micropropagacion,
auxinas, citocininas, RAPD, ISSR

ABSTRACT

It was evaluated in vitro morphogenic
responses of bald cypress Taxodium
mucronatum Ten. Inorganic salts of
Murashige and Skoog (1962),
supplemented with 0.40 mg.L™" of
thiamine, 100 mg.L™ of myo-inositol,
0.1% of activated carbon to control
browning, and the combination of 1.0
mg.L? of 2, 4-D, 3.0 mg.L™ of IBA and
50 mg.Lt of 2-ip, favored the
development of four new shoots and
growth. Molecular characterization
with markers, 3 RAPD type and 5
ISSR, detected a genetic variability
and intergenic relationships among
five populations. It was concluded that
ISSR markers are better discriminant
than RAPD for the formation of
clusters of species, the populations
Mexico State and Mexico City are
more related, while those from
Oaxaca and Morelos are more distant
genetically, and that there exists a
greater intrapopulation genetic
variation among individuals of the
state of Morelos.

Keywords: micropropagation, auxins,
cytokinins, RAPD, ISSR
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1. INTRODUCCION
El ahuehuete (Taxodium mucronatum Ten.) es el arbol emblematico mas longevo
e importante de México, esta especie incluye arboles de aproximadamente 1000
afos de edad gque se extienden a lo largo de manantiales y arroyos que emergen

de pastizales de mezquites (Gilman et al., 1994).

Es un arbol ornamental, de sombra, su madera se utiliza en la fabricacion de
canoas, postes y vigas, ya que ésta es muy resistente a la humedad, es suave y
se puede pulir facilmente, aunque por considerarse el arbol nacional, no se

aprovecha industrialmente (Aguilera, 2001 y Zanoni, 1982).

En cuanto a sus propiedades medicinales, la resina de este arbol se utiliza como
antiséptico, para curar heridas, Ulceras, enfermedades cutaneas, dolores de
muela, cabeza y de tipo reumaticos. La infusibn de la corteza se usa como
diurético. Con el tronco se combaten casos de bronquitis y afecciones del pecho

(Martinez, 2009 y Zanoni, 1982).

El follaje se utiliza como ornamento en arreglos florales y de altares durante
algunas celebraciones religiosas. En algunos lugares se asocia con ceremonias en
donde se le agradece por ser protector de los ojos de agua o manantiales. En la
ciudad de México se esta utilizando en algunas investigaciones como indicador de

mantos acuiferos superficiales (Aguilera, 2001 y Martinez, 2009).



En 1921, en el marco de la celebracion de las fiestas del Centenario de la
Consumacion de la Independencia, se le decreté como Arbol Nacional, después
de una votacién popular convocada por la escuela Nacional Forestal fundada por
Miguel Angel de Quevedo. El ahuehuete resulté ganador de entre 21 especies

mas (Téllez, 1989 y Martinez, 2009).

Por sus usos diversos, T. mucronatum Ten. es una especie que estad bajo
amenaza de extincion. Otras causas de su agotamiento son: saqueo de los
bosques, plagas y enfermedades no controladas, crecimiento de la mancha

urbana, contaminacion de los mantos acuiferos, incendios y otros.

El ahuehuete, considerado como arbol milenario y como especie importante de
México, debe ser rescatado y conservado para que las futuras generaciones
tengan la dicha de conocerlo en su habitat y saber la importancia histérica y

ecoldgica que tiene para México.

1.1. Objetivo general
Establecer las condiciones in vitro que permitan la multiplicacién de plantas de
ahuehuete T. mucronatum Ten., asi como su caracterizacion molecular empleando

marcadores tipo RAPD e ISSR.



1.2. Objetivos especificos

Evaluar las respuestas de diferentes explantes, medios de cultivo, tipos y
concentraciones de reguladores de crecimiento, asi como condiciones de luz y
temperatura Optimas para estimular las respuestas morfogénicas in vitro de T.

mucronatum Ten.

Realizar la caracterizacion molecular mediante RAPD e ISSR para obtener la
huella genética de T. mucronatum Ten. y evaluar los niveles de polimorfismo entre

poblaciones diferentes.

1.3. Hipotesis
Con la evaluacion de diferentes tipos y concentraciones de reguladores de
crecimiento, tipos de explantes y condiciones de crecimiento, podran optimizarse
los requisitos in vitro que permitan la multiplicacion, enraizamiento y transferencia

a sustrato e invernadero del ahuehuete (Taxodium mucronatum Ten.).

Mediante la caracterizacion molecular con RAPD e ISSR se obtendra la huella
genética y se determinara la variabilidad y relaciones genéticas entre poblaciones

diferentes de ahuehuete de diversas localidades o procedencias.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Origen y distribucién del ahuehuete

El ahuehuete se distribuye desde el sur de los Estados Unidos hasta Guatemala
en América Central (Figura 1). Su distribucién altitudinal varia de 300 a 2500
msnm, con precipitaciones de 900 a 1500 mm y temperatura de 18 a 26 °C.
Generalmente crece a las orillas de manantiales, arroyos y rios con las raices
sumergidas en el agua, ya sea total o parcialmente. Es un arbol propio de clima
semicdlido y lugares bajos; sin embargo, se adapta a lugares templados y con alto

nivel freatico (Anénimo, 1999; Martinez, 2009 y Zanoni, 1982).

Figura 1. Distribucién del ahuehuete (Taxodium mucronatum Ten.) en Estados
Unidos y México.



En México se encuentra distribuido en bosques de galeria como parte de la
vegetacion acuatica y subacuatica. Los estados en donde se encuentra esta
especie son: Chiapas, Coahuila, Distrito Federal, Durango, Estado de México,
Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo Ledn,
Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tabasco,

Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz y Zacatecas (Aguilera, 2001) (Figura 1).

Cabe mencionar que este arbol no es natural del Valle de México, si no que fue
introducido en tiempos precortesianos en Chapultepec, Popotla, Tacuba y Atenco

(El Contador) (Téllez, 1989).

2.2. Descripcion botanica y taxondémica del ahuehuete

Es un arbol de crecimiento lento, alcanza una altura de 30 a 45 m y un diametro
de 2 a 10 m, es subperenne, presenta tronco recto y a veces lobulado o con
abultamientos irregulares, en ocasiones se divide desde la base en dos o tres
secciones; la copa es de forma triangular, amplia e irregular, de 9 a 30 m de
diametro, posee ramas robustas, torcidas y extendidas de corteza fisurada y
escamosa que se subdividen continuamente en ramas delgadas. Las ramas
terminales son péndulas con yemas axilares globosas y escamosas (Figura 2), en
cambio, las ramas basales deciduas no presentan yemas. La corteza presenta
tonalidades que van desde grisaceo a café oscuro y suele desprenderse en piezas
longitudinales de estructura fibrosa. La raiz es profunda, extendida, tortuosa y con

abultamientos superficiales, de gran desarrollo con raicillas abundantes (Anénimo,



1999; Aguilera, 2001; Gilman et al., 1994; Medina y Davila 1997; Rojas, 2011 y

Zanoni, 1982).

Sus hojas son deciduas, se acomodan de manera alterna en dos hileras colocadas
en el mismo plano (Figura 2), entre 40 y 55 de cada lado de la ramilla, son
simples, escamiformes, largas y en forma de aguja de color verde de palido a
oscuro que van de los 10 a 22 mm de largo y de 0.5 a 1.0 mm de ancho,
compuestas, lineares, rectas o levemente falcadas con &pice agudo, hialino y
borde entero, hendidas longitudinalmente en la parte central con nervadura
principal notoria, haz convexo con 2 hileras de estomas y base envainante, envés
con 5 a 6 hileras de estomas a cada lado de la cresta. Es solo de hojas caducas
en las regiones mas frias de su area de distribucién (dejan caer sus hojas junto
con las ramillas en los meses de diciembre a enero), sin embargo, es siempre
verde en regiones mas calidas (Aguilera, 2001; Gilman et al., 1994; Medina y

Davila, 1997 y Zanoni, 1982).



Figura 2. Ramas terminales péndulas del ahuehuete, las hojas estan dispuestas
de manera alterna en dos hileras.

Esta especie monoica presenta flores masculinas (estrobilos) en espigas
racimosas 0 paniculas de hasta 30 cm (Figura 3), cada una formada por un
aumento subsésil de 3 mm de didmetro, protegido por bracteas ovoide-
triangulares alrededor de un eje; posee de 4 a 6 pequefios sacos polinicos
globosos y uniloculares que se abren longitudinalmente (dehiscencia longitudinal)
y contienen granos de polen globosos, posee glandulas de resina aromatica en la

parte dorsal (Medina y Davila, 1997 y Zanoni, 1982).



Figura 3. Estrobilos masculinos dispuestos en racimos.

Las flores femeninas se encuentran en estrobilos colocados en las ramas gruesas,
cuando estan maduros son verdes o glaucos, esporofitas con prominencias y
depresiones en la superficie exterior, en el interior contiene glandulas de resinas,
los évulos maduros son de 0.7 a 1.0 cm de largo y de 0.4 a 0.6 cm de ancho de

color pardo rojizo (Medina y Davila, 1997).

Presenta estrébilos principalmente en los meses de julio y agosto, aunque estos
pueden aparecer desde febrero hasta noviembre. Los estrébilos masculinos
maduros se observan de febrero a abril, los jovenes desde julio hasta enero. Esta
especie poliniza desde finales de febrero hasta finales de marzo. La diseminacién
de los 6vulos maduros es en otofio, por lo tanto, los megastrébilos maduran

durante el mismo afio (Aguilera, 2001).



La polinizacion, fertilizacion y dispersion de frutos ocurre durante el transcurso de
un afio. La floracion se produce entre los meses de marzo y abril en Estados

Unidos y de febrero a marzo en México (Zanoni, 1982).

Los frutos, también llamados conos, son géalbulas aroméaticas y se producen
generalmente en los meses de agosto y septiembre, mas especificamente en los
meses de septiembre a diciembre en Estados Unidos y de agosto a octubre en
México, sin embargo se mantienen durante todo el afio, las semillas por su parte,
son mas abundantes entre los meses de agosto a noviembre (Aguilera, 2001;

Rojas, 2011 y Zanoni, 1982).

El fruto es oval a globoso, duro, dehiscente, aromatico, de color verde azuloso en
la juventud y lefioso cuando madura (Figura 4), de 20 a 30 mm de largo y 17 mm
de ancho, contiene glandulas resiniferas en su interior en la etapa inmadura, casi
sésil; posee de 22 a 40 escamas trapezoidales (algunos autores mencionan de 20
a 28), rugosas y con vejigas resiniferas, cada escama posee de 1 a 2 semillas

(Medina y Déavila, 1997).



Figura 4. Fruto globoso en etapa juvenil.

La semilla tiene forma angulosa, irregular de 8 a 9 mm de largo, la testa es de
color café, lisa, coriacea, de 0.5 a 0.7 mm de grosor; el embrién es recto a
ligeramente curvo, cilindrico, color crema y colocado longitudinalmente en el
centro de la semilla. Tiene dos cotiledones, la radicula es superior y dirigida al
micropilo. Presenta abundante endospermo carnoso, haploide y opaco (Zanoni,
1982). La Figura 5 muestra algunas caracteristicas botanicas de las ramas, hojas,

frutos y semillas del ahuehuete.
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Figura 5. Taxodium mucronatum Ten. A) Rama con flores y frutos. B) Detalle de la
hoja. C) Fruto maduro. D) Semillas.

Fuente: Flora del Valle de Tehuacéan-Cuicatlan. Medina y Dévila, 1997.

2.2.1. Clasificaciéon taxon6mica

Su nombre genérico, Taxodium, viene del género Taxus (tejo) y del griego eidos,
“parecido” o “semejanza”, por ser similar al tejo. El nombre mucronatum indica que
esta provisto de mucron o de una punta fina, refiriéndose a sus hojas (Martinez,

2009). Taxodium es una conifera de la familia Cupressaceae, representa uno de
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los géneros mas importantes en esta familia, cominmente conocidos como

cipreses (Zhou, 2007).

La Unidad de Informética para la Biodiversidad (UNIBIO), a través de la ficha
técnica presentada en sus Colecciones Biologicas (Anénimo, 2008), clasifica al

ahuehuete de la siguiente manera:

Reino Plantae

Phylum Pinophyta

Clase Pinatae

Orden Pinidae

Familia Taxodiaceae

Género Taxodium

Epiteto especifico mucronatum

Nombre Cientifico Taxodium mucronatum Ten.

Fuente: UNIBIO: Colecciones Bioldgicas.

2.3. Nombres comunes
Este arbol milenario es conocido vulgarmente de muchas formas. El nombre méas

utilizado “ahuehuete”, proviene de las raices a, de atl, “agua”, y huehuetl, “viejo”,
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es decir, “arbol viejo de agua”, lo que alude a la gran longevidad del arbol que

crece donde hay agua (Martinez, 2009).

Otros nombres comunes que se le dan en México son: ciprés de Moctezuma,
ciprés mexicano, sabino, cedro de agua, ciprés de rio y en Estados Unidos:
baldcypress y southern cypress (Earle, 2009 y Zanoni, 1982). En otras culturas
también se llama bochil (Chiapas), hauli (Sonora), matedco (Chihuahua-
tarahumara), pénhamu (Michoacan-tarasco), quitsincui (Chiapas), T-nuyucul
(Oaxaca), aayitz (Oaxaca), ndaxinda (Puebla y Oaxaca), chuche (San Luis Potosi-

huasteco) (Enriquez-Pefia, 2011 y Téllez, 1989).

2.4. Propagacion del ahuehuete
La propagacion mas comun del ahuehuete en viveros, es por semillas, las cuales
se extraen de los conos maduros y secos a finales del otoflo o principios del
invierno. El porcentaje de germinacion en sustrato es aproximadamente del 35 a
60 %, sin embargo algunos autores mencionan que es de 75 a 80 % cuando las
semillas son frescas y la germinacion tiene lugar generalmente en 21-28 dias,
dependiendo de la temperatura. Algunos propagadores recomiendan estratificar
las semillas de 30 a 90 dias para después remojarlas brevemente en alcohol y
enjuagarlas con agua para asi remover el aceite resinoso de la superficie de la

semilla y mejorar la germinacion (Aguilera, 2001 y Zhou, 2007).
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Las semillas se siembran en almacigos, posteriormente se realiza el repique de las
plantulas a envases individuales o charolas de poliestireno. En los alméacigos la
profundidad de siembra recomendada es de 2 mm. El repique de la plantula se

realiza 35 0 40 dias después de la germinacion (Aguilera, 2001).

Sin embargo, de manera natural, la propagacion por semilla es rara e incluso nula,
debido a la alteracion de los habitats naturales de esta especie, por ejemplo, la
perturbacion en el flujo del agua, como la inundaciones prolongadas, afectan la
floracidn, produccién de semillas y calidad del fruto, debido a que se incrementan
las concentraciones de etileno y disminuyen los niveles de oxigeno (Enriquez-

Pefa, 2011).

Otra manera de reproducir esta especie es mediante estacas o acodos. Las
estacas 0 acodos se extraen de ramas lefiosas y se ponen a enraizar en un
propagador, manteniendo el sustrato humedo durante un afio (Aguilera, 2001).
Este método de reproduccidén asexual, ofrece una manera rapida para reproducir
clones; sin embargo, el porcentaje de enraizamiento es muy bajo, ya que esta

especie se considerada de dificil enraizamiento (Zhou, 2007).

En algunos paises como China, se han optimizado protocolos para alentar la

produccion de clones de especies del género Taxodium, mediante propagacion
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asexual. Las plantas son crecidas durante un afio y después se reducen a una
altura de 0.31-0.91 m. Esta poda severa promueve la produccion de brotes
verticales que se utilizan como estacas, las cuales presentan altos porcentajes de

enraizamiento (Zhou, 2007).

Al igual que la propagacion por semillas, la produccién de hijuelos de manera
natural se ve afectada por la disponibilidad de agua y la contaminacién. La
compactacion del suelo e inundaciones prolongadas disminuyen el crecimiento,

ocasionando senescencia foliar, dafio y abscision (Enriquez-Pefa, 2011).

2.5. Cultivo in vitro de tejidos vegetales
Es una propagacion artificial de tipo asexual de plantas utilizando técnicas de
cultivo in vitro, consiste en regenerar una planta a partir del cultivo de material
vegetal, el cual, a su vez procede de tejido especializado. Esto se debe a la
totipotencialidad de las células vegetales, es decir, la capacidad de
desdiferenciarse y bajo condiciones controladas in vitro, regenerar una planta
completa a partir de una célula aislada o un tejido vegetal. Todos los cultivos se
inician a partir de un explante que puede ser un fragmento de tejido u 6rgano de
cualquier parte de la planta ya sea tallo, hoja, raiz, yemas, primordios florales,

anteras u otros (George et al., 2008; Pérez, 2009 y Castillo, 2001).
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El cultivo de tejidos no es una técnica nueva, se origino a partir de los primeros
intentos de cultivo in vitro hechos por el cientifico aleman Haberlandt a principios
del siglo XX, quien colocé algunas células vegetales aisladas en un cultivo con
diferentes azucares, sales inorganicas y aminoacidos (Pierik, 1998; Castillo, 2001
y Nunez et al., 2006) y a partir de entonces se han podido desarrollar técnicas y

procedimientos para la regeneracion de plantas en el laboratorio.

El cultivo in vitro se realiza de manera aséptica y bajo estrictas condiciones de los
factores que intervienen en el desarrollo de la planta como disponibilidad de
nutrientes, hormonas, fuentes de carbono y factores abidticos como temperatura,

luz, entre otros (Castillo, 2001 y Estopa, 2005).

El cultivo in vitro genera algunas ventajas, una de ellas es el hecho que ésta
técnica no sélo sirve para micropropagar un cultivo, sino que también proporciona
saneamiento y mantenimiento de plantas libres de patégenos; gracias a ello,
comercialmente, las plantas producidas mediante esta técnica incrementan su
valor. Ademas, esta técnica es considerada como una técnica de clonacion, es
decir, se pueden propagar plantas élite con caracteristicas especificas, las cuales
al ser propagadas tradicionalmente por otro método de multiplicacion vegetativa o

cruzas clasicas, no permanecerian en la planta hija (Estopa, 2005).
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Los reguladores de crecimiento juegan un papel importante en el desarrollo de la
planta in vitro, ya que controlan procesos bioquimicos y fisiologicos de la planta. El
uso de un regulador, su concentracion y la combinacién con otro tipo de regulador,
o bien, la combinacién con las hormonas enddégenas de la planta dan como

resultado una respuesta en la morfologia de la planta (Karam et al., 2007).

El uso de reguladores de crecimiento en el cultivo de tejidos vegetales, se remonta
al afio de 1939, cuando Gautheret, Nobecourt y White demostraron que la auxina
acido indolacético estimula la produccion de callos indiferenciados en un cultivo y
en la década de los 50’s Miller y otros cientificos descubrieron que el ingrediente
activo en la leche de coco y en el extracto de levadura que promovia el
crecimiento en el cultivo era una nueva clase de hormona, a la cual denominaron
citocinina. Con esta informacién se determiné la importancia del balance
hormonal. Por tanto, Skoog y Miller, reportaron en 1957 que el balance auxina-
citocinina era muy importante para el crecimiento de las células en el cultivo. Con
niveles relativamente altos de auxinas y niveles relativamente bajos de citocininas,
ocurria el crecimiento indiferencial de callo. Por el contrario, niveles relativamente
altos de citocininas respecto a auxinas inducian la aparicibn de ramas
diferenciadas. En 1962, Murashige y Skoog publicaron los detalles de un medio
distinto con altos niveles de NH4, medio que hasta la fecha ha sido utilizado con
excelentes resultados en el cultivo de tejidos vegetales (Pierik, 1998; Castillo,

2001; Nunez et al., 2006 y Magallanes-Cedefio, 2004).
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La regeneracion de plantas in vitro de cualquier especie vegetal presenta cinco
etapas principales: 0) seleccion de las plantas madre, 1) establecimiento del
cultivo, 2) desarrollo y multiplicacion de brotes, 3) enraizamiento y 4) aclimatacion

de las plantulas (Pérez, 2009 y Olmos et al., 2010).

Etapa 0: seleccién de las planta madre. Es una etapa preparativa, en la que se
seleccionan y acondicionan las plantas madres de las cuales saldran los explantes
para el cultivo in vitro. Esta etapa se suele llevar a cabo en un invernadero y las
plantas madres se tratan con fungicidas de 1 a 4 meses, todo esto para minimizar
las posibilidades de contaminacion microbianas. Otros tipos de pretratamientos
sirven para cambiar el estado fisiologico de la planta y asi favorecer el
establecimiento del cultivo in vitro como por ejemplo cambios en la temperatura,
fotoperiodo, fertilizacién, aplicacion de reguladores de crecimiento o podas

severas para estimular el surgimiento de tejido fotosintético nuevo (Pérez, 2009).

Etapa 1: establecimiento del cultivo. En esta etapa se realiza la eleccion del
explante y los procesos de asepsia en los tejidos vegetales que se van a cultivar.
Para la eleccion del explante, en general, los érganos jovenes tienen mejor
respuesta en el cultivo in vitro. En cuanto a los procesos de asepsia del material
vegetal se realizan principalmente con el empleo de etanol a 70 %, diferentes
concentraciones de cloro comercial o bien detergentes (Pérez, 2009 y Olmos et

al., 2010).
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Etapa 2: multiplicacion. El objetivo de esta etapa es mantener y aumentar la
cantidad de brotes. En esta etapa, los medios de cultivo, los reguladores de
crecimiento y las condiciones de crecimiento juegan un papel importante sobre la
multiplicacion de los explantes. Existen tres vias para la multiplicacion in vitro: la
organogénesis, la embriogénesis somatica y la multiplicacién por yemas, apices o

meristemos (Pérez, 2009 y Olmos et al., 2010).

La organogénesis es la capacidad de formar nuevos 6rganos vegetales a partir del
explante como raices y brotes adventicios, esta puede ser de dos tipos:
organogénesis directa y organogénesis indirecta. La organogénesis directa
consiste en la formacion de los drganos en el lugar del explante original, en la
organogénesis indirecta se origina primero tejido calloso y a partir de éste se

comienzan a originar los 6rganos (Pérez, 2009 y Olmos et al., 2010).

La embriogénesis somatica se define como la capacidad de algunas células para
formar embriones en condiciones de cultivo in vitro. Al igual que en la
organogénesis, existen dos tipos de embriogénesis somatica in vitro, la directa
(ESD) y la indirecta (ESI). La primera consiste en la aparicion de los embriones en
el explante original y en la segunda se requiere primero proporcionar al tejido las
condiciones para inducir la formacién de embriones, ya que este no presenta
células proembriogénicas; para posteriormente cambiarlo a condiciones que sean

propicias para la diferenciacion de embriones (Pérez, 2009).
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Por ultimo, la multiplicacién por yemas y apices se basa en la formacioén de nuevos
brotes a partir de meristemos, lo que no implica fendmenos de desdiferenciacion y
rediferenciacion como ocurre en las otras dos vias de multiplicacion in vitro
descritas anteriormente. Sin embargo, esta via de cultivo in vitro resulta ser menos
efectiva que las anteriores, ya que se produce solo una planta por meristemo

(Pérez, 2009 y Barbat, 2006).

De acuerdo a Olmos y colaboradores (2010) los principales problemas que
pueden presentarse durante los sucesivos subcultivos in vitro son la vitrificacion y
la produccién de compuestos fendlicos por parte de los explantes. La vitrificacion
es un proceso de morfogénesis anormal con cambios anatomicos, morfologicos y
fisiologicos que producen hojas de una apariencia vidriosa. Este proceso esta
regulado por dos factores clave que son la humedad relativa y el potencial de
agua, lo que afecta a dos procesos fisioldgicos fundamentales: la fotosintesis y la

transpiracion.

Etapa 3: enraizamiento. Formacion y elongacion del sistema radical para su
posterior manipulacién y hacer mas viable su adaptacion al ambiente externo. El
enraizamiento se puede lograr separando los brotes y transfiriéndolos a un medio
de cultivo con mayor concentracion de auxinas o con carbén activado. Para evitar

la oxidacién de los cultivos también se puede probar la transferencia de los brotes
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generados directamente al sustrato con previa aplicacion de enraizador comercial

y manteniendo el ambiente con alta humedad relativa (Pérez, 2009).

Etapa 4: aclimatacion. La aclimatacion consiste en transferir la plantula obtenida
in vitro, a un nuevo ambiente, generalmente a un invernadero con condiciones
adecuadas para superar las dificultades que las plantulas enfrentan al ser
retiradas de su medio de cultivo en el laboratorio. Este proceso es critico, ya que
la plantula pasa de un ambiente totalmente aséptico a otro sujeto a la presencia de
microorganismos saprofitos y patdgenos. En esta etapa, la plantula puede
presentar diferentes tipos de estrés como hidrico, mecanico, entre otros, ademas
de pasar de un estado heterotréfico a un estado autétrofo, puede presentar
respuestas bioquimicas y fisicas al cambio de luz, temperatura, humedad y clima,
lo que implica cambios en la expresion génica. Mantener una alta humedad y
temperatura es una pequefia regla general en la fase de aclimatacion (De

Rezende et al., 2000).

2.6. Manejo in vitro de especies forestales
La deforestacion es el problema mas grave que afecta a los bosques, segun la
FAO (2010) entre el afio 2000 y 2010 se han perdido 13 millones de hectareas al
afo. Esta deforestacién se debe en gran medida al incremento en la demanda de
productos forestales, asi como al crecimiento de la mancha urbana y las

actividades del hombre como la agricultura, ganaderia, industria y construccion.
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De esta manera surge la necesidad de reforestar las zonas devastadas por la
mano del hombre. A partir de esta necesidad y con base en los estudios de las
ciencias bioldgicas y el avance de la biotecnologia, se han desarrollado métodos
para la produccién de arboles que respondan a esta problematica, tanto para
ocupar en la reforestacion de zonas como para el uso potencial de derivados

vegetales para la produccion de energéticos (Magallanes-Cedefio, 2004).

Estas palabras se traducen en plantar arboles de ciclo corto, con madera de
buena calidad, troncos uniformes y de rapido crecimiento; y por otro lado disefar
un sistema que permita la multiplicacion masiva de individuos con caracteristicas

deseadas (Magallanes-Cedefio, 2004).

Sin embargo, el mejoramiento genético de especies forestales de manera
convencional, no es tan rapido como el de especies agricolas, debido a que el
periodo de crecimiento desde la siembra de la semilla hasta la floraciéon es
demasiado largo en comparacion con los cultivos basicos (Magallanes-Cedefio,

2004).

Esta es una razén por la cual los métodos de propagacion vegetativa son una
posible solucién para este tipo de problemas. De alguna manera, este tipo de

propagacion se ha convertido en una técnica rutinaria para la propagacion de
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especies como Pinus taeda, Pinus virginiana y Pinus radiata (Aimers-Halliday,

1992).

Al hacer propagacion vegetativa, practicamente se estan produciendo clones de la
planta madre, proceso que ocurre de manera natural, sin embargo, en el
laboratorio es posible modificar y acelerar este proceso mediante el manejo in vitro

(Magallanes-Cedefio, 2004).

La propagacion y mejoramiento de especies horticolas y agricolas se ha llevado a
cabo desde la década de los 40. En el caso de especies forestales, aun cuando
los primeros estudios sobre esta técnica se hicieron en especies de arboles, los
primeros trabajos que se presentaron fueron hasta la década de los 70, los cuales
se referian a la regeneracién in vitro de diferentes gimnospermas (Villalobos et al.,

1983 y Magallanes-Cedefio, 2004).

A diferencia de las especies anuales y bianuales, las especies perennes han
mostrado mayor grado de dificultad para su micropropagacion. Por lo general, se
emplean tejidos jovenes como fuente de explante, debido a que los tejidos
maduros presentan poca sensibilidad a las condiciones in vitro (Magallanes-

Cederfio, 2004).
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Basicamente en el cultivo in vitro de especies arbéreas mientras mas joven es el
tejido y se encuentre en crecimiento activo, mejores seran los resultados

obtenidos en el proceso de diferenciacion de érganos (Magallanes-Cedefio, 2004).

Debido a la desaparicion de algunas especies forestales y a que muchas otras se
encuentran en peligro de extincion o amenazadas, se estan llevando a cabo
trabajos con especies tales como Santalum album y Pterocarpus santalinus para
lograr su regeneracion in vitro, como medio de multiplicacion con fines de

conservacion (Murugesh et al., 1999) citado por Toribio y Celestino, 2000.

En especies forestales, el método de propagacion in vitro usado con mas éxito ha
sido la produccion de brotes adventicios a partir de cotiledones de semillas en
germinacion; se reporta su uso en mas de 25 especies de gimnospermas. Algunas
de las especies en las que se reporta gran éxito con esta técnica son: P. radiata
(Aitken et al., 1981), P. taeda (Mott y Amerson, 1981), P. brutia (Abdullah y Grace,
1987), P. virginiana (Chang et al., 1991), P. eldarica (Sen et al., 1993), todos ellos

citados por Toribio y Celestino (2000).

En Espafia, como mencionan Toribio y Celestino (2000), muchos grupos de
investigacion han trabajado con organogénesis a partir de yemas axilares como

via de regeneraciébn con diferentes especies para la propagacion clonal y
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regeneracion después de la transformacion genética de plantas. Tal es el caso de
especies como: Eucalyptus globulus (Villar et al., 1999; Bernardo et al., 1999),
Quercus robur (Vieitez et al., 1994; Barcelo-Muioz et al., 1999), Ulmus minor y el
hibrido U. minor x pumilla (Diez y Gil, 1999) y Pinus pinea (Garcia-Férriz et al.,

1994; Ordas y Humara, 1999).

Por otro lado, la embriogénesis somatica se esta postulando como una opcién
mas efectiva para la regeneracion de plantas en especies forestales. Hoy en dia,
se han publicado protocolos de regeneracion por embriogénesis somatica en

varias especies tanto forestales como frondosas (Toribio y Celestino, 2000).

En la actualidad, el establecimiento y estandarizacion de protocolos in vitro con
tejidos de alta respuesta de regeneracion en especies lefilosas se considera
fundamental para procesos de micropropagacion masiva y para facilitar la

tecnologia de transformacion genética (Ocampo y Nafiez, 2007).

2.7. Marcadores moleculares
Hasta mediados de la década de los 60, los marcadores utilizados en estudios de
genética y mejoramiento eran aquellos controlados por genes asociados a
caracteres morfolégicos, sin embargo, el numero limitado de marcadores
morfoldgicos reducia la probabilidad de encontrar asociaciones significativas entre

estos marcadores y los polimorfismos de una especie 0 a su vez con caracteres
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de importancia econdmica, lo cual limitaba su empleo en estudios de diversidad y

mejoramiento genético (Nieto et al., 2005).

Los marcadores moleculares proporcionan medios para caracterizar el
germoplasma, mas que para evaluarlo. No obstante, estos marcadores son
valiosos para analizar diferencias en secuencias especificas de ADN ya que
permiten determinar polimorfismos genéticos y niveles de diferenciacion, para
distinguir procedencias, progenies e incluso individuos, y para proporcionar

conocimiento sobre la historia evolutiva (Arnold et al., 2002 y Ledig, 2004).

Los organismos vivos poseen diferentes secuencias nucleotidicas en su genoma
(polimorfismos) que los hacen diferentes de otros individuos y fungen como huella
genética y como marcadores moleculares. Esta variabilidad o polimorfismos
genéticos ocurren de manera natural entre y dentro de diferentes poblaciones de

organismos (Trigiano y Caetano-Anolles, 1995).

Para evaluar estos polimorfismos, se pueden utilizar dos clases de marcadores:
los morfoldgicos y los moleculares. Los primeros marcadores que se empezaron a
utilizar fueron los de tipo bioquimico: metabolitos secundarios, proteinas
estructurales y principalmente las isoenzimas y aloenzimas (Mendoza-Herrera y

Simpson, 1996).
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Las isoenzimas son enzimas que convierten el mismo sustrato, pero no son
necesariamente productos del mismo gen. Las isoenzimas pueden estar activas
en diferentes etapas de la vida del individuo o en diferentes compartimentos
celulares. Las aloenzimas por su parte, son isoenzimas que son codificadas por
genes ortélogos, pero difieren por uno 0 mas aminoacidos debido a las diferencias
alélicas. La principal ventaja de las aloenzimas, es que son de herencia
codominante y técnicamente simples y de bajo costo. Las desventajas son que
presentan numero limitado de aloenzimas disponibles, requieren tejido fresco y
son facilmente influenciables por el ambiente (Weising et al., 2005 y Mendoza-

Herrera y Simpson, 1996).

El analisis de isoenzimas y aloenzimas es relativamente facil. Se realiza la
electroforesis del extracto de tejido preparado en un gel de almidén o
poliacrilamida. Las proteinas de este extracto son separadas por su carga neta y
tamafio. Después de la electroforesis, la posicién de un enzima particular en el gel
es detectada por la adicion de un sustrato colorante que tifie el gel. Dependiendo
el nimero de loci, su estado de homo o heterocigosidad y la configuracién

enzimatica, se pueden visualizar de una a varias bandas (Weising et al., 2005).

Posteriormente, con la llegada de las técnicas modernas de biologia molecular
gue permitieron extraer y purificar ADN, se pudieron generar diversos métodos de

deteccién de polimorfismos genéticos, de esta manera se pudieron visualizar
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diferencias entre las secuencias homologas de ADN de los organismos. Estas
diferencias son resultado de cambios o rearreglos entre las bases que forman el
ADN como translocaciones, inversiones, inserciones o deleciones en regiones
homologas. Estos marcadores, ademas tienen la ventaja de ser dominantes o
codominantes y no son influenciables por el ambiente (Nieto et al., 2005 y Valadez

y Kahl, 2000).

Los marcadores moleculares de ADN pueden agruparse en tres categorias,
dependiendo el tipo de técnica que se utiliza para generarlos. La primera categoria
se basa en la técnica de hibridacién (Southern), cuyo propésito principal es
explorar las variaciones en la longitud de los fragmentos de ADN ocasionados por
la restriccion del genoma con alguna endonucleasa particular (Valadez y Kabhl,
2000). En esta categoria entran los Polimorfismos en la Longitud de los

Fragmentos de Restriccion RFLP (Bostein et al., 1980).

La segunda categoria agrupa aquellos marcadores generados mediante la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Esta técnica utiliza secuencias de
oligonucledtidos que inician la sintesis in vitro de fragmentos de ADN de
longitudes variables. Estas secuencias pueden ser aleatorias, semialeatorias o
especificas (Valadez y Kahl, 2000). En esta categoria entran marcadores como
Polimorfismos del ADN Amplificado al Azar (RAPD) (William et al., 1990), Primers

arbitrarios con Reacciébn en Cadena de la Polimerasa (AP-PCR) (Welsh y
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McClelland, 1990), Amplificacion de la Huella de ADN (DAF) y Polimorfismos en la
Longitud de los Fragmentos Amplificados (AFLP) (Vos et al., 1995), microsatélites
0 secuencias simples repetidas (SSR) (Weber y May, 1989), estos ultimos tienen
la desventaja de que se debe conocer previamente la ubicacion de una secuencia

en el genoma de interés.

Por ultimo, la tercera categoria combina las técnicas de la PCR o sus productos
con la hibridacion Southern. En este tipo de marcadores se requiere la sintesis
previa de ADN mediante PCR y posteriormente se hibrida con alguna sonda que
detecte microsatélites. De esta manera, con el resultado de la PCR se detecta un
patrén de fragmentos llamados de primera generacién y al hibridar las huellas con
una sonda radioactiva, detecta microsatélites y se revela un patron llamado de
segunda generacién, este es el caso de los RAHM o RAMPO (Valadez y Kahl,

2000).

2.5.1. RAPD

En 1990, Williams et al. y Welsh y McClelland, independientemente, describieron
la utilizacion de un iniciador oligonucle6tido de secuencia simple y al azar en una
PCR de baja severidad (35-45 °C) para la amplificacién simultanea de varios

fragmentos de ADN. Estos fragmentos los refirieron como amplificacion de
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polimorfismos de ADN al azar (RAPD) y “primers” arbitrarios PCR (AP-PCR),

respectivamente (Mohler y Schwarz, 2004).

Esta metodologia consiste en la amplificacion de ADN mediante PCR utilizando
oligonucleotidos al azar, generalmente de 10 pb de longitud, que varian en el
contenido de GC (de 40 a 100%). Normalmente un solo oligonucleétido es
utilizado como iniciador, que trabaja hacia adelante o hacia atras y las regiones
flanqueadas por secuencias repetidas invertidas homélogas al oligonucleétido son
amplificadas de acuerdo con las condiciones normales para amplificacion de PCR
y se logran amplificar fragmentos de 1 a 10 sitios gendmicos de manera

simultédnea (Bolivar, 2007 y Mohler y Schwarz, 2004).

Los fragmentos amplificados tienen un tamafio que va de los 0.5 a 5 Kb. El
iniciador se usa como punto de partida para que la ADN polimerasa termoestable
(Taq) sintetice la segunda cadena a partir de un ADN gendmico molde y una
mezcla de desoxirribonucleodtidos trifosfato (ANTPs), de esta manera la secuencia
gendmica se extiende a partir del extremo OH-3’ de los iniciadores (Williams et al.,

1990).

Este proceso se realiza en un termociclador con programa de varios ciclos por un
tiempo y temperaturas especificas, divididos en tres etapas basicas que incluyen:
1) desnaturalizacion térmica del ADN: consiste en la separacion de las dos
cadenas de ADN a un temperatura de 90 a 95 °C; 2) alineamiento de los

iniciadores: los oligonucle6tidos se alinean a las cadenas simples de ADN molde,
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este proceso ocurre a temperaturas de 36 a 60 °C y 3) extension del iniciador: la
ADN polimerasa integra los dNTPs a las nuevas cadenas de ADN a temperaturas
de aproximadamente 72 °C. Este ciclo se repite de 25 a 45 veces, en cada ciclo
los fragmentos de ADN se amplifican exponencialmente. Los productos
amplificados pueden separarse mediante electroforesis en geles de agarosa o
poliacrilamida y visualizarse mediante la tincion de estos geles con bromuro de

etidio o nitrato de plata (Williams et al., 1990).

Los polimorfismos entre individuos resultan principalmente de diferencias en las
secuencias en uno o0 en ambos sitios iniciadores o de inserciones-deleciones y son
visibles en los geles, cada uno de los fragmentos amplificados representaria un
locus especifico en el genoma y se visualizan como bandas presentes (alelo ‘A’) o
ausentes (alelo ‘a’). Por lo tanto, los RAPD son marcadores de tipo dominante, ya
que un fragmento se presenta Unicamente cuando es homocigoto (AA) o
heterocigoto (Aa); sin embargo, los alelos homodlogos pueden a veces ser
identificados con la ayuda de informacion detallada del pedigree (Bolivar, 2007 y

Mohler y Schwarz, 2004).

La insercion de grandes fragmentos de ADN entre los dos sitios de alineacion
origina un fragmento muy largo provocando que se pierda, por otra parte la
delecion o pérdida de un fragmento de ADN que lleve uno de los dos sitios de
alineacion provoca también su pérdida. También existen polimorfismos debidos a

la sustitucion de un nucleétido que puede afectar el alineamiento de uno de los
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dos iniciadores y a la insercion o delecidén de pequefios fragmentos de ADN lo que

origina cambios en el tamafio del fragmento (Bolivar, 2007).

El método de RAPD presenta varias ventajas: no se requiere conocer la secuencia
genética, existen iniciadores universales y comerciales, el protocolo es
relativamente facil y rapido, se requieren cantidades pequeiias de ADN y la
automatizacion es posible (Aureoles, 2006). Sin embargo, sus desventajas son:
por su naturaleza dominante, no se pueden identificar heterocigotos; ademas, la
reproducibilidad de los resultados no es exacta, estos pueden depender del tipo de
Taq ADN polimerasa, la competicibn de los fragmentos de ADN, el equipo

termociclador y el de electroforesis que se utilice (Williams et al., 1990).

Esta técnica ha sido la més utilizada para construir mapas y analizar la semejanza
de genotipos. También es utilizada para estudios a nivel individual (identificacién
genética), estudios de diversidad genética de cultivares, asi como estudios de
especies relacionadas entre si y su relacion con sus ancestros silvestres (Nieto et

al., 2005 y Williams et al., 1990).

Debido a los problemas de reproducibilidad de los RAPD, muchos investigadores
han tratado de resolver este problema y han desarrollado otro tipo de marcadores.
Paran y Michelmore (1993) convirtieron los fragmentos RAPD a marcadores de
PCR simples y robustos llamados Secuencias Caracterizadas de Regiones

Amplificadas (SCAR). En estos marcadores, los iniciadores son derivados de los
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fragmentos RAPD clonados, los cuales son extendidos de su tamafo original con

10 a 15 bases (Mohler y Schwarz, 2004)

2.5.2. ISSR

Las secuencias entre repeticiones simples 0 ISSR, son las regiones situadas entre
microsatélites. La técnica se basa en la amplificacion de PCR de las secuencias
ubicadas entre los microsatélites. En esta técnica, desarrollada por Zietkiewicz et
al. (1994), se utilizan iniciadores cuya secuencia debe estar formada por di o
trinucledtidos con un nucledtido extra en la terminacion 3'. El nucleétido extra
permite la amplificacion Unicamente si el iniciador se ancla en la terminacion 5’ del
microsatélite con un primer nucleétido disponible en la secuencia flanqueadora

(Bornet y Branchard, 2001 y Weising et al., 2005).

Los nucleotidos extras funcionan como “anclas” y aseguran que la amplificacion
sea iniciada en la misma posicién 5’ del microsatélite en cada ciclo, en donde el
iniciador localiza dos regiones microsatélite separadas por una secuencia
gendmica amplificable del ADN molde, la reaccion de PCR generara una banda de
tamafo particular para ese locus, representando el fragmento de ADN que se
encuentra entre los microsatélites (Bornet y Branchard, 2001 y Weising et al.,

2005).
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Las huellas genéticas obtenidas con esta tecnologia revelan polimorfismos inter e
intraespecificos en una amplia variedad de especies eucariotas; ademas, permiten
detectar alta variacion genética entre individuos muy cercanos y son altamente
reproducibles, debido a que este método es mas exigente y utiliza altas
temperaturas de alineacion durante la PCR. Otra de las ventajas de esta técnica
es que para disefar los iniciadores no se necesita conocer secuencias del genoma

del organismo de interés (Bornet y Branchard, 2001 y Weising et al., 2005).

Esta clase de marcadores es de tipo dominante, al igual que los RAPD, cada
banda corresponde a un locus. La presencia de la banda representa el genotipo
dominante, mientras que la ausencia de la misma representa al genotipo recesivo

(Bornet y Branchard, 2001 y Weising et al., 2005).

2.8. Caracterizacion molecular
La caracterizacion de la diversidad genética y la determinacion de la relacion
genética entre coniferas son importantes para la conservacion sostenible y el uso
de los recursos genéticos de plantas, asi como para medir la variacion genética de

los individuos y/o poblaciones (Soliman et al., 2010).

Existe una variedad de métodos para medir la variacibn genética en plantas,
desde medidas morfolégicas hasta marcadores genético-moleculares. Los
métodos frecuentemente no muestran resultados concordantes entre ellos, debido
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a que los patrones de la variacion para marcadores moleculares generalmente
estan mas influenciados por la deriva génica y el flujo génico, y los caracteres

morfologicos estan mas influenciados por la seleccion natural (Ledig, 2004).

A lo largo de los ultimos afios se han ido aplicando a especies forestales
diferentes marcadores que revelan polimorfismos en la secuencia de bases del
ADN. Los principales marcadores genéticos utilizados en estos casos son los

RAPD y los AFLP (Toribio y Celestino, 2000).

Los RAPD se han usado para caracterizar clones en especies de los géneros
Populus y Salix (Lin et al., 1994). En cuanto al uso de AFLP, se pueden citar: la
caracterizacion de especies, variedades y cultivares de Castanea (Yamamoto et
al., 1998) y la caracterizacion de clones y determinacién de la variabilidad en Salix

(Barker et al., 1999) como lo mencionan Toribio y Celestino (2000).

En cuanto a especies del género Taxodium, se mencionan casos de estudios con
marcadores moleculares como los realizados por Li (2006), quien completé un
andlisis genético de 18 genotipos de Taxodium y encontré considerable diversidad
utilizando RAPD. En este caso determind, de acuerdo a los andlisis de
agrupamiento que existe una relacion genética cercana entre Taxodium distichum

Rich. y T.ascendens Brongn (Zhou, 2007).
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Por otro lado, Chen et al. (2002) condujo analisis de RAPD para encontrar
polimorfismos genéticos de 12 genotipos e identificar su relacion. Estos genotipos
incluian 8 hibridos sospechosos posiblemente de T.mucronatum, el progenitor
hembra hibrida de T. mucronatum y la misma clase de progenitor masculino

hibrido de Cryptomeria fortunei y C. Japonica (Zhou, 2007)
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3. MATERIALES Y METODOS

3.3. Manejo in vitro de ahuehuete (Taxodium mucronatum Ten.)
El cultivo in vitro de esta especie abarcé cuatro etapas: establecimiento in vitro,
multiplicacion, enraizamiento y transferencia a sustrato e invernadero. Cabe
mencionar que la etapa de enraizamiento y transferencia a sustrato se realizé de

manera paralela.

El experimento de cultivo in vitro se realizé en las instalaciones del Laboratorio de
Cultivo de Tejidos Vegetales en el Departamento de Fitotecnia de la Universidad
Auténoma Chapingo. Se establecieron diferentes bioensayos para valorar el mejor

tratamiento, tipo de explante y condiciones de manejo de la planta in vitro.

3.3.1. Material vegetal

Esta etapa de la investigacion se realizé con plantas jévenes de ahuehuete de
aproximadamente 2 afios de edad, las cuales se compraron en el mercado de
flores de Xochimilco ubicado en la Ciudad de México. Los arboles se trataron con
fungicida antes de iniciar el experimento de manejo in vitro para obtener explantes
sanos. Para este paso se utilizé fungicida de tipo sistémico Promyl® 30 g/L segun

las indicaciones del producto.
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Los arboles se regaron cada tercer dia con agua normal, la aplicacion de fungicida
se realiz6 cada semana. Este proceso de desinfestacion previo al experimento, se

realizo por un periodo de tres semanas.

3.3.2. Medio de cultivo

Se probaron 12 tratamientos con diferentes combinaciones y concentraciones de
reguladores de crecimiento. El medio de cultivo general utilizado es el descrito por
Murashige y Skoog (medio MS) en 1962, suplementado con: Tiamina (0.4 mg/L),
Sulfato de adenina (100 mg/L) y mio-inositol (100 mg/L). Como fuente de carbono
se utilizd sacarosa (30 g/L), como agente gelificante agar (7 g/L) con un pH de 5.7

+0.1.

3.3.3. Bioensayo 1

En el bioensayo 1 se utiliz6 el medio de cultivo MS base. Se utilizaron 4
tratamientos con diferentes combinaciones y concentraciones de reguladores de
crecimiento. Los reguladores utilizados fueron dos citocininas: 2 isopentiladenina
(2 ip) y Benciladenina (BA) y una auxina: 2-4 diclorofenoxiacético (2,4-D) en

diferentes concentraciones (Cuadro 1). Se agreg6 al medio carbén activo a 0.1 %.
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Cuadro 1. Tratamientos utilizados en el primer bioensayo, se utilizaron como

reguladores de crecimiento dos citocininas (2 ip y BA) y una auxina (2,4-D).

Tratamientos | Concentracién de reguladores (mg/L)

T1

T2

T3

T4

2,4-D
0.0
0.1
0.3

1.0

BA

0.0

0.3

1.0

3.0

21ip
0.0
1.0
3.0

5.0

En este bioensayo se trabaj6é con cinco tipos diferentes de explantes: yema, hoja

basal, hoja media, hoja apical y apices (Figura 6). Los explantes seleccionados se

lavaron con detergente y Tween 80 con agitacion. Después se sumergieron en

etanol a 70 % durante 1 minuto. Con ayuda de una pinza estéril, se sacaron los

explantes y tras eliminar el exceso de alcohol se sumergieron en una solucién de

cloro a 20 % durante 15 minutos.
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Figura 6. Tipos de explante utilizados en el bioensayo 1. A) Hoja, B) Yema, C)
Apice.

Se prepard una solucion antioxidante compuesta por acido citrico (150 mg/L) y
acido ascorbico (100 mg/L) en agua destilada estéril, con la cual se enjuagaron los
explantes antes de sembrarlos en el medio de cultivo. La siembra se realizd
transfiriendo cada explante a frascos tipo Gerber con medio de cultivo (Figura 7 y
Figura 8) y se colocaron en area de incubacion (ciclos de 16 h luz blanca/8 h
oscuridad, con una intensidad luminica de 200 umol/m?s y una temperatura de 25

°C).
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Figura 7. Yemas sembradas en medio de cultivo MS en el bioensayo 1.

Figura 8. Explantes de hoja basal (A) y apice (B) sembrados en medio de cultivo
en el bioensayo 1.
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3.3.4. Bioensayo 2

Para este bioensayo se probaron nuevos reguladores de crecimiento en diferentes
concentraciones. Los reguladores utilizados fueron, en una primera combinacion,
dos citocininas: kinetina (KIN) y zeatina (Zea) y una auxina: acido indolacético
(AIA) (Cuadro 2) y la segunda combinacion, dos citocininas: thidiazurén (TDZ) y 2

isopentiladenina (2 ip) y una auxina: acido indolbutirico (AIB) (Cuadro 3).

Cuadro 2. Tratamientos utilizados en el bioensayo numero 2, se utilizaron como
reguladores de crecimiento dos citocininas (KIN y Zea) y una auxina (AlA).

Tratamientos | Concentracidon de reguladores (mg/L)

AlA KIN Zea
T5 0.0 0.0 0.0
T6 0.1 0.3 1.0
T7 0.3 1.0 3.0
T8 1.0 3.0 5.0

Cuadro 3. Tratamientos utilizados en el bioensayo niumero 2, se utilizaron como
reguladores de crecimiento dos citocininas (2 ip y TDZ) y una auxina (AIB).

Tratamientos | Concentraciéon de reguladores (mg/L)

AlB TDZ 2ip
T9 0.0 0.0 0.0
T10 0.1 0.3 1.0
T11 0.3 1.0 3.0
T12 1.0 3.0 5.0

42



Los explantes utilizados fueron apices de aproximadamente 0.5 cm de longitud y
brotes de hojas de 0.3, 0.5 y 1.5 cm de longitud (Figura 9). El proceso de
desinfestacion se realizo lavando con detergente y Tween 80, alcohol a 70 % por
un minuto y cloro a 10 % por 15 minutos. Se sembraron 10 apices y 10 brotes por
cada tratamiento. Las condiciones de incubacion fueron: ciclos de 16 h luz
blanca/8 h oscuridad, con una intensidad luminica de 200 pmol/m?s y una

temperatura de 25 °C.

Figura 9. Brotes de diferentes tamafos utilizados en el bioensayo 2. A) Brote de
1.5 cm, B) Brote de 0.5 cm, C) Brote de 0.3 cm.
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3.3.5. Multiplicacion

El disefio experimental fue completamente al azar con arreglo factorial 4 X 3, para
bioensayo 1 y completamente al azar con arreglo factorial 8 X 2 para el bioensayo
2; con 15 y 10 repeticiones respectivamente. Las unidades experimentales fueron

frascos tipo Gerber con 3 a 4 explantes en cada uno.

Las variables evaluadas fueron:

Incremento en la longitud del explante. Esta variable se determind en cm con la

diferencia entre la longitud inicial del explante y la longitud final.

Incremento en el nUmero de brotes. Se determiné la cantidad de brotes nuevos

gue desarroll6 cada explante.

Los analisis estadisticos realizados para las variables antes mencionadas fueron:
analisis de varianza (a < 0.05) y comparaciéon de medias (Tukey a < 0.05). Este
analisis se realiz6 utilizando el paquete computacional SAS (Statystical Analysis

System) version 9.

3.3.6. Enraizamiento

Para promover el enraizamiento se probaron 3 tratamientos utilizando un medio

MS diferente al utilizado en la etapa de establecimiento del cultivo (Cuadro 4). En
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este medio se aumentoé la concentracion de sacarosa a 6 % y como reguladores
de crecimiento se utiliz6 una combinacién de una auxina, una citocinina y una
giberelina en diferentes concentraciones (Cuadro 5).

Cuadro 4. Concentracion de los elementos utilizados para preparar el medio de
enraizamiento.

Reactivo Concentracion
Sales del medio MS | 100 %
Mioinositol 100 mg/L

Sulfato de adenina | 100 mg/L

Carbon activo 0.1%
Sacarosa 6 %
Tiamina 0.4 mg/L
Agar 7 g/L

Cuadro 5. Tratamientos utilizados para promover el enraizamiento, se utilizaron
como reguladores de crecimiento una citocinina (BA), una auxina (AIB) y una
giberelina (AG3;).

Tratamientos | Concentracidon de reguladores (mg/L)

AlB AG3 BA
T1 0.5 0.5 1.0
T2 0.5 0.5 2.0
T3 1.0 1.0 3.0
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Durante la fase de enraizamiento se utilizaron los explantes de los tratamientos 2,
3 y 4, ya que fueron los que presentaban mayor crecimiento y formacion de
nuevos brotes. Cada explante se secciono en dos o tres partes dependiendo el
namero de brotes nuevos que presentd cada uno. Cada explante nuevo se coloco
en un tubo de ensayo con medio de cultivo. Todo el proceso se realizd bajo
condiciones asépticas en campana de flujo laminar. Las condiciones de incubacion
fueron: ciclos de 16 h luz blanca/8 h oscuridad, con una intensidad luminica de

200 pmol/m?s y una temperatura de 25 °C.

3.3.7. Transferencia a sustrato e invernadero

Los explantes que se utilizaron para pasar a sustrato fueron directamente los que
se obtuvieron de la fase de multiplicacion, sin pasar por la fase de enraizamiento.

El sustrato utilizado fue Peat Moss ® 100 % en combinacion con micorriza (0.28

9/Kg).

El sustrato fue colocado en vasos de unicel del nimero 10, a los cuales se les hizo
agujeros en la parte inferior para permitir el drenado de agua. Cada explante se
sacO del tubo de ensayo y se enjuag6é en una solucion fungicida a 2 % para
eliminar los restos de medio de cultivo y evitar la formacion de hongos. Los
explantes se seccionaron y se les aplicé en la parte basal un enraizador comercial
en polvo a base de auxinas Radix 2000 ® y se colocO uno en cada vaso con

sustrato, teniendo en total 6 explantes en sustrato. Cada vaso se coloco en una

46



bolsa de plastico y se amarré con una liga para proporcionar una atmosfera

hameda al explante.

3.4. Caracterizacion molecular

3.4.1. Material vegetal

Para este analisis se probaron diferentes tejidos de ahuehuete (T. mucronatum
Ten.) como hojas joévenes, hojas maduras, estrobilos y semillas. La extraccion de
ADN fue a partir de semillas. Para obtener las semillas, se recolectaron las
capsulas maduras y semimaduras directamente de los arboles. Las capsulas

tenian un diametro aproximado de entre 1 a 3 cm.

Se estudiaron en un principio 70 materiales, colectados en 6 estados diferentes:
Distrito Federal, Estado de México, Morelos, Oaxaca, Puebla y Querétaro (Cuadro
6). Los individuos de cada region presentaron diferentes caracteristicas en cuanto
a altura del arbol, tamafio de los conos y tamafio y color de las semillas (Cuadro

7).
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Cuadro 6. Estados donde se recolectd el material vegetal para el estudio realizado
con marcadores moleculares.

Estado

Distrito Federal
Estado de México
Estado de México
Morelos

Morelos

Oaxaca

Puebla

Querétaro

Municipio o delegacion | Localidad

Coyoacan

Texcoco

Texcoco

Jiutepec

Cuernavaca
Concepcion Buenavista
Puebla

Querétaro

Viveros de Coyoacan
Carretera Pefion-Texcoco
Chapingo

Las Fuentes

Rio Apatlaco

Agencia Rio Las Palmas
Parque San Baltazar

Rio Querétaro
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Cuadro 7. Caracteristicas fisicas de los arboles y de las capsulas recolectadas.

Estado

Distrito
Federal
Estado de
Meéxico

Estado de

México

Morelos

Morelos

Oaxaca

Puebla

Querétaro

Localidad

Viveros de
Coyoacéan
Carretera
Pefion-
Texcoco

Chapingo

Las Fuentes

Rio
Apatlaco
Agencia Rio
Las Palmas
Parque San
Baltazar
Rio

Querétaro

Altura
arboles
aproximada
(m)

30

30

20

30

30

30

15

de | Diametro
promedio de
los conos

(cm)

2

15

1.5

Longitud
promedio de

las semillas

(cm)

0.4

0.3

0.3

0.5

0.5

0.5

0.3

0.4

Color de

las

semillas

Café claro

Café

oscuro

Café

OSscuro

Café

oscuro

Café

oSscuro

Café

oscuro

Café claro

Café claro
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3.4.2. Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN se utilizo el protocolo establecido por Dellaporta et al.
(1983). El experimento se establecio en el Laboratorio de Biotecnologia Aplicada

de la Universidad Autbnoma Chapingo.

Se maceraron 0.3 g de semilla de cada individuo en nitrdgeno liquido evitando el
descongelamiento, posteriormente el tejido pulverizado se colocdé en microtubos
de 1.5 mL con 600 pL de amortiguador de extraccion y se mezclé con agitacion
para después incubar a 65 °C por 10 minutos con inversion ocasional de los tubos.
Posteriormente se adicionaron 200 pL de acetato de potasio 5 M, se agitdé por
inversion y se dejo reposar 30 minutos en hielo, luego se centrifugé a 15 000 xg

durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Después el sobrenadante se transfirid a otro microtubo con 700 pL de isopropanol
frio, se mezcld por inversion y se coloco a -20 °C durante 30 minutos. Mas tarde
se centrifugd 5 minutos a 10 000 xg a temperatura ambiente, se elimin6 el

sobrenadante y se disolvio el precipitado en 200 L de solucion para diluir (TE).

Para eliminar el ARN, se afiadié 2 uL de ARNasa A y se incub6 a 37 °C por 1 h.
Después se adicionaron 20 pL de acetato de sodio 3 M y 200 pL de isopropanal,

se mezcld por inversion y se dejo precipitar a -20 °C por 2 h. Transcurrido este
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tiempo, se centrifugd por 5 minutos a 10 000 xg a temperatura ambiente. Después
se elimino el sobrenadante, se lavo el precipitado con 300 pL de etanol a 70 %, se
dej6 secar la pastilla y se disolvié en 100 puL de TE. Por ultimo se almacené a 4
°C. Los reactivos utilizados para el proceso de extraccion de ADN se muestran en

el Cuadro 8.

Cuadro 8. Reactivos utilizados para la extraccién de ADN.

Reactivo Componentes Concentracion | pH
Amortiguador de extracciéon | Tris-HCI 100 mM 8.0
EDTA-Nay 50 mM
NaCl 500 mM

2-Mercaptaetanol | 10 mM

SDS 1.3%

Acetato de potasio KC,H30, 5M NA

Solucién para diluir Tris-HCI 50 mM 8.0
EDTA-Nay 1mM

Amortiguador TE Tris-HCI 10 mM 8.0
EDTA-Na; 1mM

Acetato de sodio NaC,H30, 3 M

ARNasa“” (10 mg/mL) Tris-HCI 10 mM 7.0
CacCl, 5mM
glicerol 50 %

Z. Antes de usar, hervir en bafio de agua por 30 minutos
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3.4.3. Concentracion y calidad de ADN

El ADN obtenido se cuantificé en un espectrofotdmetro Jenway 6305 ® UV/vis a
una absorbancia de 260 nm. La calidad de ADN se verificoé mediante electroforesis
en geles de agarosa al 0.8 % (p/v). Cada pozo se cargo con 10 pl de muestray 1.5
ul de amortiguador de carga (0.1 % azul de bromofenol, 0.1 % xylen cianol, 30 %
de Ficoll y 1 % de SDS). Se utilizoé el marcador 1kb ADN ladder plus (GeneRuler).
El amortiguador de corrida que se utilizé fue TAE 10 X (40 mM Tris-acetato, pH
7.6; 1 mM Nay-EDTA), diluido a una proporcion de 0.5 X. La electroforesis se
realizd a 100 V por 2 h. Los geles fueron tefiidos en una solucion de bromuro de
etidio (0.5 mg/mL). Las fotos de los geles fueron tomadas con un transiluminador

de luz ultravioleta KODAK EDAS-290.

Se realizaron diluciones de ADN para obtener una concentracion de 10 ng/uL para
amplificar los RAPD e ISSR. La calidad del ADN se defini6 como aceptable, al
obtener una banda completa y nitida por arriba de 12,000 pb aproximadamente,

de cada una de los individuos evaluados (Figura 10).
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Figura 10. Calidad de ADN de 30 de los 70 individuos probados.

3.4.4. Reaccion PCR

La amplificacion se llevé acabo mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) en un termociclador. Los programas utilizados se ajustaron a los iniciadores
que se probaron. Al final se utilizaron los siguientes programas en el termociclador
Techne TC-512: para RAPD el programa comprendié: 1 ciclo inicial de
desnaturalizacion de 2 min a 94 °C; 38 ciclos con desnaturalizacion de 30 s a 94
°C, alineamiento de 30 s a 30 °C, extension de 1 min 30 s a 72 °C y 1 ciclo final de
extension de 3 min a 72 °C (Figura 11); para los ISSR el programa comprendio: 1
ciclo inicial de desnaturalizacion de 2 min a 94 °C; 38 ciclos con desnaturalizacion
de 30 s a 94 °C, alineamiento de 30 s a 50 °C, extensibn de 1 min30sa72°Cy 1

ciclo de extensién de 3 min a 72 °C (Figura 12). Para realizar el PCR tanto en
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RAPD como en ISSR se realizaron mezclas de componentes en tubos eppendorf,

los cuales se muestran en el Cuadro 9.

1 Ciclo : 38 Ciclos : 1 Ciclo

94°C  iga°C

[]2.![][]” EDG“aD” ?2 C E ?2 C
: 30°C :

0130” : 03'00"

00'30"

Figura 11. Diagrama de temperaturas y tiempos utilizados para la amplificacion de
ADN mediante RAPD en el termociclador Techne TC-512.

1 Ciclo - 38 Ciclos : 1 Ciclo
94°C  ig4°C

: °c i 72°C
02'00" i po'30” e :
i 50 °C

01/30” : 03'00”
00'30”

Figura 12. Diagrama de temperaturas y tiempos utilizados para la amplificacién de
ADN mediante ISSR en el termociclador Techne TC-512.
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Cuadro 9. Reactivos utilizados para PCR.

Componente Volumen final (pL)
H,O destilada 3.2
Amortiguador (10 X) 2.5
MgCl, (50 mM) 2
dNTPs (500 uM) 10
Iniciador (10 pmol/uL) 3
Taqg ADN polimerasa (5 U/uL) 0.3
ADN (10 ng/pL) 4
Volumen final de reaccién 25

Se probaron 40 iniciadores para RAPD de los cuales se utilizaron solamente 2.
Ademas, se sintetizaron 5 iniciadores para RAPD y 5 para ISSR en el Instituto de
Biotecnologia de la UNAM, a partir de los datos referidos en el trabajo de Soliman

et al. (2010), (Cuadro 10).
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Cuadro 10. Iniciadores utilizados para generar los marcadores RAPD e ISSR para
la caracterizacion de individuos de ahuehuete.

Iniciadores

RAPD

BO1

BO6

ISSR

IAHO2

IAHO3

IAHO4

IAHOS

3.4.5. Electroforesis

Secuencia

5-GTTTCGCTCC-3’

5-TGCTCTGGCC-3’

S-GTGTGTGTGTGTGG-3

5-GAGAGAGAGAGACC-3'

5-CACCACCACGC-3

5'-GAGGAGGAGGC-3’

Después de la PCR se realiz6 la electroforesis en geles de agarosa a 1.2 % (p/v)

con amortiguador de corrida TAE 0.5 X (Tris base 40 mM, pH 7.6; acetato de sodio

20 mMy EDTA 1 mM, pH 8.0). En cada pozo se agreg06 12.5 puL de muestray 2 uL

de amortiguador de carga. Los geles se corrieron a 100 V durante 2 h y se tifieron

con bromuro de etidio por 15 minutos y se visualizaron en un transiluminador. Para

la documentacion de las huellas de ADN se utilizé el sistema Kodak High

Perfomance Ultraviolet Transilluminator EDAS-290.
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3.4.6. Anédlisis estadistico de la informaciéon

Con los patrones de bandeo generados se realizO una matriz de datos, se
determiné el niumero de bandas o polimorfismos de cada genotipo mediante
presencia o ausencia (1 6 0, respectivamente) de las bandas visualizadas en los
geles de agarosa para cada iniciador. Se calculo la matriz de similitud aplicando el
coeficiente de Jaccard mediante el software NTSYSpc (Rohlf, 1992), y a partir de
los datos obtenidos de esta matriz, se realiz6 un andlisis de agrupamiento y se
generd un dendrograma tomando a cada accesion como una unidad taxondémica

operacional (OTU).

Por ultimo, considerando como muestra de dos a seis individuos de cada
poblacion (Cuadro 11) y mediante el uso del programa PopGen32 (Yeh y Yang,
1999), se obtuvo el porcentaje de loci polimdrficos en las poblaciones (p), nimero
de alelos observados por locus (Na), numero efectivo de alelos por locus (Ne),
indice de diversidad genética de Shannon (I), el coeficiente de diferenciacion
genética entre poblaciones (Gst), numero de individuos migrantes (Nm) y el

dendrograma de poblaciones utilizando el coeficiente de identidad de Nei (H).
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Cuadro 11. Numero de individuos considerados por cada poblacion para el analisis

de poblaciones.

Poblacién
Distrito Federal
Estado de México
Morelos

Oaxaca

Querétaro

Numero de individuos por poblacion

3

2
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Respuestas morfogénicas
Los explantes que tuvieron mejores respuestas a las condiciones in vitro, fueron:
del bioensayo 1, las yemas y apices en el tratamiento T4 (1.0 mg/L de 2, 4-D; 3.0
mg/L de AIB; 5.0 mg/L de 2 ip) y del bioensayo 2, los brotes de 1.5 cm en el

tratamiento T11 (0.3 mg/L de AIB; 1.0 mg/L de TDZ; 3.0 mg/L de 2 ip).

4.1.1. Bioensayo 1

4.1.1.1. Establecimiento y control
Para el control de la oxidacion en el bioensayo 1, se utilizaron los antioxidantes
acido citrico y éacido ascorbico, sin embargo, los porcentajes de oxidacion

siguieron siendo muy altos (Figura 13).

Oxidacion de explantes

100

80

60
40 m APICE
20 H YEMA
0
T1 T2 T3 T4

Tratamientos

% de oxidacion

Figura 13. Porcentajes de oxidacidn que presentaron los explantes (apices y
yemas) en el bioensayo 1.
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En cuanto a la contaminacion, ésta se controld6 de manera satisfactoria mediante
el proceso de desinfestacion que se utilizé rutinariamente para estos experimentos
(detergente y Tween 80, alcohol 70 % por 1 minuto y cloro a 20 % por 15 minutos).
El porcentaje de contaminacion fue bajo, tan sélo del 4.16 %, de esta manera y
tomando en cuenta el porcentaje total de explantes perdidos por oxidacion (69.17
%), el total de explantes con los cuales se trabajé a partir de este punto fueron 29,

es decir, 24.17 % (Figura 14).

Explantes (apices y yemas) del
bioensayo 1

= CONTAMINADOS
m OXIDADOS
EXPLANTES SANOS

Figura 14. Porcentajes de los explantes contaminados, oxidados y sanos en el
bioensayo 1.

4.1.1.2. Multiplicacién
El mejor tratamiento en este bioensayo, como se menciond anteriormente, fue el

T4. Las yemas sembradas en este medio presentaron formacion de hasta tres
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brotes nuevos con una longitud promedio de 1.375 cm en un a lapso de 4 meses.

Los apices, por otro lado, llegaron a alcanzar una longitud de hasta 3.5 cm en 6

meses (Cuadro 12).

Cuadro 12. Formacién promedio de brotes nuevos, longitud promedio y longitud
maxima de los apices y yemas sembradas en el medio T4 durante 6 meses.

Fecha de | Explante

observacion

26 noviembre 2010

14 diciembre 2010

18 enero 2011

10 febrero 2011

23 febrero 2011

14 marzo 2011

22 marzo 2011

5 abril 2011

Apice
Yema
Apice
Yema
Apice
Yema
Apice
Yema
Apice
Yema
Apice
Yema
Apice
Yema

Apice

Brotes nuevos | Longitud

en promedio

2.25

2.25

2.25

promedio (cm)

0.5

0.8
0.17
1.075
0.4
1.375
0.55
1.7
0.725
2.025
0.85
2.325
0.95

2.425

Longitud
maxima
(cm)
0.5

0

1

0.5

1.8

0.7

2

0.8

2.5

11
3.2
1.1

3.3
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Yema 2.25 1 1.2

14 abril 2011 Apice 2 2.5 3.3
Yema 2.25 1.075 1.2
26 abril 2011 Apice 2 2.625 3.4
Yema 2.25 1.125 1.3
9 mayo 2011 Apice 2 2.725 3.4
Yema 2.25 1.2 1.3
18 mayo 2011 Apice 2 2.8 3.5
Yema 2.25 1.325 1.5
30 mayo 2011 Apice 2 2.875 3.5
Yema 2.25 1.375 1.6

El desarrollo de los nuevos brotes se produjo a partir de los apices puestos en
cultivo. El analisis de varianza muestra que se presentaron diferencias
estadisticamente significativas (a < 0.05) como efecto de los diferentes
tratamientos con respecto a la variable nimero de brotes nuevos producidos por el
explante, observandose asi que el mayor numero promedio de brotes nuevos
ocurrio cuando el medio se suplementé con reguladores de crecimiento. Sin
embargo, cabe sefialar que la variable numero de brotes muestra un
comportamiento inversamente proporcional a la variable incremento de longitud,
ya que a menor concentraciéon de reguladores (T2), hubo mayor produccion de

brotes nuevos pero de menor longitud (Cuadro 13 y Figura 15).
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En cuanto a los explantes de yema sélo el T4 demostrd tener influencia en la
formacion de nuevos brotes. Hubo diferencias estadisticamente significativas entre

tratamientos para este tipo de explante como se muestra en el Cuadro 13.

Cuadro 13. Comparacion de medias, coeficiente de variacion (CV) y significancia
estadistica de la variable nUmero de brotes nuevos producidos por apice y por
yema.

Tratamientos NBA NBY
T1 0.7200B ' 0.0B

(0.0 mg/L 2, 4-D; 0.0 mg/L AIB; 0.0 mg/L 2 ip)

T2 1.8095A |0.0B

(0.1 mg/L 2, 4-D; 0.3 mg/L AIB; 1.0 mg/L 2 ip)

T3 1.5397A 0.0B

(0.3 mg/L 2, 4-D; 1.0 mg/L AIB; 3.0 mg/L 2 ip)

T4 1.5238 A | 1.53968 A

(2.0 mg/L 2, 4-D; 3.0 mg/L AIB; 5.0 mg/L 2 ip)

Cv 90.35579 | 134.6627
Significancia * *
NBA = NUmero de brotes por apice

NBY = NUmero de brotes por yema

* Estadisticamente significativo
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Brotes nuevos por tratamiento

2.5
(7]
3
S 2
]
o mT1
T 1.5
g mT2
g 1
E uT3
2
0.5 mT4

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Observaciones

Figura 15. Produccion de brotes nuevos comparando los cuatro tratamientos en el
transcurso de 6 meses.

Algunas de las respuestas morfogénicas de los explantes de ahuehuete en la
presencia del tratamiento 4 se muestran en la Figura 16. Estas respuestas se
presentaron transcurridos 4 meses, se puede observar la formacién de brotes
nuevos en el explante de yema y la enlongacion de los explantes de apice, asi

como también la formacion de brotes nuevos a partir de este.
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Figura 16. Respuestas morfogénicas al tratamiento T4 de los explantes de T.
mucronatum Ten. A) Establecimiento del explante (yema); B) Explante de yema
con brotes nuevos al cabo de 4 meses; C) Establecimiento del explante apice; D)
Apice desarrollado después de 4 meses.

En el caso del cultivo in vitro de ahuehuete, la adicion de citocininas al medio de
cultivo favorecié de manera significativa la formacién de brotes nuevos a partir de
los apices con el T2 (0.1 mg/L de 2, 4-D; 0.3 mg/L de AIB; 1.0 mg/L de 2 ip) y a
partir de yema axilar con el T4 (1.0 mg/L de 2, 4-D; 3.0 mg/L de AIB; 5.0 mg/L de 2
ip). Estos resultado son comparables con los obtenidos en especies forestales
como roble (Suérez et al., 2006), donde se presentdé mayor formacién de brotes

nuevos a partir de yemas cuando utilizaron 6-Bencil aminopurina (BAP) a una
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concentracion de 17.76 pM. Otros trabajos reportan que el efecto combinado de
por lo menos dos citocininas incrementan en gran medida el desarrollo de brotes
nuevos, como es el caso de teca (Tectona grandis) donde Daquinta et al. (2001)
utilizando explantes con yemas, reportaron que el efecto combinado de kinetina
(1.83 uM) con BAP (4.44 6 6.66 pM) indujo una tasa de 2.4 a 2.6 nuevos brotes
por explante en un periodo de seis semanas, de igual manera estos autores
reportaron en el 2002, que también a partir de callo, el uso combinado de estas

citocininas promovia la formacion de brotes nuevos.

Por otro lado, Biroscikova et al. (2004) indican que los explantes de arboles
adultos de olmo (Ulmus glabra), aumentaron de 3.05 brotes nuevos por explante
en un medio suplementado con BAP a 5.88 brotes nuevos por explante con un

medio suplementado con BAP en combinacion con thidiazurén (TDZ).

La produccion de nuevos brotes a partir de las yemas axilares, es uno de los
efectos més importantes que se observan al adicionar al medio de cultivo
citocininas en presencia de explantes con meristemos axilares prexistentes. Esta
estrategia ha sido ampliamente utilizada en la micropropagacion de especies

forestales (Ahuja, 1992; Castro, 1999; Suarez et al., 2006).

En cuanto a la variable incremento en la longitud promedio de los brotes
producidos, se presentaron diferencias estadisticamente significativas (a < 0.05)
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entre tratamientos, donde la longitud de los explantes cultivados en medios con las
mas altas concentraciones de citocininas presentaron mayor longitud que aquellos

gue crecieron en concentraciones menores o nulas (Figura 17 y Cuadro 14).

Figura 17. Respuestas morfogénicas de T. mucronatum Ten. en cultivo in vitro con
cuatro tratamientos diferentes. A) Tratamiento 1: (0.0 mg/L 2, 4-D; 0.0 mg/L AlB;
0.0 mg/L 2 ip); B) Tratamiento 2: (0.1 mg/L 2, 4-D; 0.3 mg/L AIB; 1.0 mg/L 2 ip); C)
Tratamiento 3: (0.3 mg/L 2, 4-D; 1.0 mg/L AIB; 3.0 mg/L 2 ip) y C) Tratamiento 4:
(1.0 mg/L 2, 4-D; 3.0 mg/L AIB; 5.0 mg/L 2 ip).
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Cuadro 14. Comparacion de medias, coeficiente de variacion (CV) y significancia
estadistica de la variable incremento en la longitud de los brotes producidos

Tratamientos ILBA ILBY

T1 0.9200 B | 0.06667 B

(0.0 mg/L 2, 4-D; 0.0 mg/L AIB; 0.0 mg/L 2 ip)

T2 1.3937 A | 0.07619 B

(0.1 mg/L 2, 4-D; 0.3 mg/L AIB; 1.0 mg/L 2 ip)

T3 1.5365 A | 0.07619 B

(0.3 mg/L 2, 4-D; 1.0 mg/L AIB; 3.0 mg/L 2 ip)

T4 1.7222 A | 0.68254 A

(1.0 mg/L 2, 4-D; 3.0 mg/L AIB; 5.0 mg/L 2 ip)

CcVv 54.88996 | 114.4282
Significancia * *
ILBA = Incremento en la longitud del brote en 4pice

ILBY = Incremento en la longitud del brote en yema

* Estadisticamente significativo

Por otro lado, se observd que en las primeras semanas del experimento, el
tratamiento T2 presentaba una mejor respuesta que el tratamiento T3; sin
embargo, en la semana 5 el T3 mostré una respuesta que superé por mucho al

T2, incluso se observl que tenia una respuesta casi comparable con el T4 (Figura
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18). No obstante, el T4 siempre resultd ser el mejor tratamiento para incrementar

la longitud de los apices.

Incremento en la longitud del apice

3.5
3 \M
T 25
S
9
T 2
£ / ——T1
-§' 1.5 / =l=T2
) 3
31 T4
0.5

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Observaciones

Figura 18. Incremento en la longitud de los brotes de T. mucronatum Ten.,
comparacion entre los cuatro tratamientos utilizados.

En cuanto a la elongacién de apices Castro et al. (2002) reportan que la mayor
tasa de multiplicacion en teca (Tectona grandis) se obtuvo cuando los explantes
con meristemos apicales se cultivaron en medio MS suplementado con 2.22 yM de

BAP.
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En el presente trabajo no sélo se utilizaron combinaciones de citocininas para
promover la multiplicacion de los explantes, si no que se trabajo en combinacion
con auxinas, de esta manera se observd una respuesta favorable directamente
proporcional a las concentraciones utilizadas. Estos resultados coinciden con
algunos trabajos donde indican que la combinacién de citocininas y auxinas tiene
efectos favorables en la multiplicacion de especies forestales como teca (Tectona
grandis), reportado por Tiwari et al. (2002) quienes observaron la mayor tasa de
multiplicacion de los explantes en medio MS suplementado con 22.2 yM de BAP y
0.57 uM de acido indolacético (AlA). Otro trabajo con esta misma especie
realizado por Abdelnour et al. (2005), reportaron que cuando se combiné el BA (2
mg/L) con AlA (0.02 mg/L) se observé el mayor porcentaje de brotacién (80%) y la
mayor produccién de ejes por estaca (4, 6 ejes por estaca), ademas se menciona
en este mismo trabajo que la kinetina y la isopentiladenina (2ip), aun cuando
fueron evaluadas en concentraciones bajas, fueron efectivas para inducir la
brotacion. Asi mismo, Bunn et al. (2005) trabajaron con una dosis de 0.57 uM de
AIA en combinacién con 0.5 uM de zeatina para multiplicar meristemos axilares de

Eucalyptus phylacis.

4.1.2. Bioensayo 2

4.1.2.1. Establecimiento y control
En el bioensayo 2, se trabajé con los tratamientos T5 a T8, utilizando
concentraciones diferentes de AlA, KIN y Zea; y los tratamientos T9 a T12 donde
se utilizaron los reguladores AIB, TDZ y 2 ip. Como explantes se utilizaron, brotes
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de 3 tamafos diferentes (0.3, 0.5 y 1.5 cm), apices y yemas; sin embargo las
yemas no tuvieron ningun tipo de crecimiento, por lo tanto, no se presentan estos

datos.

Aunque los explantes de yema axilar para los tratamientos T1 a T4 (bioensayo 1)
presentaron respuesta favorables a las condiciones in vitro, para los tratamientos
restantes (T5 a T12) la tasa de supervivencia de este tipo de explante fue de 0 %.
En cuanto a los apices, la tasa de supervivencia (8 %) fue mayor a la de las
yemas, esto puede deberse a que en el cultivo de apices, como la menciona Pérez
(2009), se requieren explantes de mayor tamafo que los utilizados en el cultivo de
yemas axilares, esto aumenta la probabilidad de supervivencia, sin embargo este

método no es aplicable cuando se requieren plantas libres de patégenos.

En este trabajo se observé que los brotes de mayor tamafio (1.5 cm) utilizados
como explantes que se utilizaron en los tratamientos T5 al T12 fueron los que
tuvieron mayor tasa de supervivencia, los de menor tamafio murieron a causa de
la oxidacién presentada en los explantes (Figuras 19 y 20). La oxidacion se
presentd principalmente en la primera semana después de puesto el cultivo, sin
embargo, la oxidacion de los apices fue progresiva y se presentd en las semanas
siguientes. En cuanto a los brotes la oxidacion solo se presentd en la primera
semana, después todos los brotes sobrevivientes continuaron su desarrollo, como
se menciono anteriormente, los brotes que sobrevivieron fueron principalmente los

de 1.5 cm.
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Figura 19. Numero de explantes oxidados (apices) de T. mucronatum Ten. a lo

largo de 5 meses.
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Figura 20. Numero de explantes oxidados (brotes) de T. mucronatum Ten. a lo

largo de 5 meses.
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4.1.2.2. Multiplicaciéon
Para la variable incremento de longitud de los explantes, los tratamientos tuvieron
diferencias significativas (a < 0.05), a pesar de que hubo una alta tasa de
oxidacion de los explantes (Cuadro 15). En estos tratamientos no se presentd
formacion de brotes nuevos, solamente elongacion de los explantes. El
tratamiento T11 (0.3 mg/L AIB; 1.0 mg/L TDZ; 3.0 mg/L 2 ip) presenté mayor
respuesta en el incremento de la longitud de los brotes, los que comenzaron con
una longitud de 1.5 cm alcanzaron hasta una longitud de 2.2 cm en un lapso de 3
meses y el T8 (1.0 mg/L AlA; 3.0 mg/L KIN; 5.0 mg/L Zea) resulté mas efectivo
para incrementar la longitud de los apices en ese mismo lapso de tiempo, los

cuales alcanzaron una longitud de hasta 2 cm (Cuadro 16).
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Cuadro 15. Comparacion de medias, coeficiente de variacion (CV) y significancia
estadistica de la variable incremento en la longitud de los explantes (apices y

brotes).
Tratamientos
T5
(0.0 mg/L AIA; 0.0 mg/L KIN; 0.0 mg/L Zea)
T6
(0.1 mg/L AIA; 0.3 mg/L KIN; 1.0 mg/L Zea)
T7
(0.3 mg/L AIA; 1.0 mg/L KIN; 3.0 mg/L Zea)
T8
(2.0 mg/L AIA; 3.0 mg/L KIN; 5.0 mg/L Zea)
T9
(0.0 mg/L AIB; 0.0 mg/L TDZ; 0.0 mg/L 2 ip)
T10
(0.1 mg/L AIB; 0.3 mg/L TDZ; 1.0 mg/L 2 ip)
T11
(0.3 mg/L AIB; 1.0 mg/L TDZ; 3.0 mg/L 2 ip)
T12
(2.0 mg/L AIB; 3.0 mg/L TDZ; 5.0 mg/L 2 ip)
CV
Significancia

ILEA = Incremento en la longitud del explante en apice

ILEB = Incremento en la longitud del explante en brote

2 Medias con la misma letra dentro de las columnas son iguales estadisticamente (Tukey, a <

0.05).

* Estadisticamente significativo

ILEA

0.58421 BY

0.50000 B

0.58600 B

0.94583 A

0.60000 B

0.70294 B

0.50000 B

0.50000 B

37.57619

*

ILEB

1.2360 AB

1.3735 AB

1.1294 AB

1.1526 AB

1.2462 AB

0.9600 B

1.4100 A

1.2360 AB

41.89475

*



Cuadro 16. Longitud promedio y longitud maxima de los brotes de 1.5 cm
sembrados en el medio T8 y de los apices sembrados en el medio T11 durante 3
meses.

Tratamiento 11 Tratamiento 8
Fecha de ' Longitud Longitud Longitud Longitud
observacion promedio maxima promedio maxima
brotes (cm) brotes (cm) apices (cm) apices (cm)
22 marzo | 1.5 15 0.5 0.5
2011
4 abril 2011 1.5 1.6 0.65 0.7
15 abril 2011 1.55 1.7 0.85 0.9
26 abril 2011 1.55 1.7 1.05 11
9 mayo 2011 1.75 1.9 1.3 14
18 mayo 2011 1.85 2 15 1.6
30 mayo 2011 | 1.95 2.2 1.65 1.8
15 junio 2011 | 2.15 2.4 1.85 2

Cabe sefialar que a pesar de que las respuestas presentadas en el cultivo in vitro
de ahuehuete son comparables con las obtenidas en varias especies forestales,
por su misma naturaleza recalcitrante al crecimiento en condiciones in vitro, son
menores a otras plantas especialmente de porte herbaceo (Amutha et al., 2006 y

Suarez et al., 2006).
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4.1.3. Enraizamiento y transferencia a sustrato e invernadero

Como se menciond en la metodologia, la etapa de enraizamiento y transferencia a
sustrato e invernadero se realiz0 a la par, ya que en algunas especies forestales,
la etapa de enraizamiento in vitro es remplazada por la aplicacion mediante
inmersion temporal de la parte basal de los brotes en una soluciéon de auxinas
para asi incorporarlos a un sustrato en condiciones ex vitro. El enraizamiento en
condiciones in vitro fue nulo, debido a que los brotes que se seccionaron y se
colocaron en medio de enraizamiento mostraron un comportamiento

desfavorecedor al presentar amarillamiento y pérdida de vigor.

En cuanto a los brotes colocados en sustrato, 5 de los 6 brotes transferidos
murieron a causa de presencia de hongos y s6lo uno presentd elongacion del
brote en condiciones ex vitro, incluso se observo la aparicion de un brote nuevo,
sin embargo, no mostrdé aparicion de raiz. Este individuo sobreviviente se
monitoreé hasta por ocho meses y durante este tiempo manifestd apariencia
vigorosa y color verde brillante pero sin presencia de raiz. Cabe sefialar que
durante seis meses se conservO en bolsa de plastico para proporcionar la
atmoésfera humeda, con ventilacion semanal de una hora aproximadamente y
riego. En el séptimo mes se decidi6 sacar completamente de la bolsa, sin
embargo, se observo que las hojas de la parte inferior del brote comenzaron a
marchitarse aunque siguié presentando vigor. En el octavo mes se observo que

empez0 a perder vigor, sin embargo continué verde (Cuadro 17).
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Cuadro 17. Comportamiento del brote de ahuehuete puesto en sustrato durante 8

meses.

Mes

Junio

Julio

Agosto

Septiembre

Noviembre

Diciembre

Enero

Febrero

Apariencia fisica

Brote vigoroso de color verde
brillante

Brote vigoroso de color verde
brillante

Brote vigoroso de color verde
brillante

Incremento de longitud

Brote vigoroso de color verde
brillante

Comienza aparicion de brotes
nuevos

Brote vigoroso de color verde
brillante

Continda elongacién del brote
Brote vigoroso de color verde
brillante

Brote vigoroso de color verde
Comienzan a marchitarse las
hojas basales del brote

Pérdida de vigor

Color verde

Atmadsfera

hiumeda

Si

Si

Si

Si

Si

Si

No

No

Longitud | Brote

2.4

2.4

2.4

2.5

2.7

2.9

2.9

29

nuevos

0
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Con base en estos resultados y en la literatura consultada, se considera que las
tasas de recuperacion de especies lefiosas producidas in vitro, son demasiado
bajas en comparacion con especies de porte herbaceo. Estas tasas bajas de
recuperacion han sido una de las principales limitantes para la aplicacion del
cultivo de tejidos vegetales en especies forestales llegando en algunos casos a ser

inferior a 10% de recuperacion (Castro et al., 1999).

En algunos trabajos desarrollados con especies lefiosas se han utilizado otros
medios de cultivos, los cuales, han demostrado tener mayor efecto que el medio
MS, como lo muestran los trabajos desarrollados por Ocampo y Nuiez (2007),
donde trabajaron con segmentos nodales de arboles de guayaba y utilizaron como
medios de cultivo el MS y el WPM, de esta manera observaron que el medio WPM
presentd mayor niamero de brotes a los 30 dias. Esto sugiere que el tipo de sales
del medio basal tiene una influencia directa en la induccion de brotes. En otros
trabajos de cultivo in vitro de especies lefiosas se ha utilizado el medio WPM
satisfactoriamente como en el caso de pino (Rebolledo et al., 2006) y Madhuca
latifolia (Bansal, 2000). Otro medio que se ha utilizado de manera exitosa en
especies forestales es el medio Broadleaved Tree Medium (BTM) (Chalupa, 1983),
como lo menciona Abedini et al. (2000) quienes trabajaron micropropagacion de
Parkinsonia aculeata, donde este medio demostr6 mejores resultados en
comparacion con el medio WPM, el MS, el CH (Cheng y Voqui, 1977) y el CD
(Campbell y Durzan, 1976). Otros trabajos mencionan el uso de BTM como medio

de cultivo para especies lefiosas como Nothofagus pumilio (Martinez, 1997).
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A pesar de estos resultados, cabe mencionar que un informe reciente del
International Plant Genetic Resources Institute (IPGRI) indica que las técnicas
basadas en el cultivo in vitro se estan haciendo imprescindibles para la
conservacion ex situ y el intercambio de germoplasma de las especies que se
propagan vegetativamente o que tienen semillas recalcitrantes (Ashmore, 1997 y
Toribio y Celestino, 2000), es por ello que la continuacion del estudio y desarrollo
de un protocolo de propagacion in vitro seria adecuado para optimizar la
produccion de ahuehuete debido a que el porcentaje de germinacion de esta
especie varia de 35 a 60 % (Zanoni, 1982), por otro lado, debido a la perturbacion
de los sitios donde crece naturalmente este arbol, sobre todo por la perturbacion
en el flujo del agua, los procesos de regeneracién de semillas y brotes se han visto

gravemente afectados (Enriquez-Pefia, 2010).

4.1.4. Escalamiento de cultivo in vitro

Segun los datos obtenidos en la multiplicacion de brotes nuevos a partir de
explantes de T. mucronatum Ten., se puede desarrollar un escalamiento para
establecer una plantacion comercial u obtener una multiplicacion in vitro de esta

especie o para cualquier otro fin, una propuesta seria la siguiente:

Establecer el cultivo in vitro se propone utilizar como explantes las yemas, apices

0 brotes mayores de 1.5 cm, en un medio de cultivo de sales MS, suplementado
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con Tiamina (0.4 mg/L), Sulfato de adenina (100 mg/L) y mio-inositol (100 mg/L).
Como fuente de carbono: sacarosa (30 g/L), agente gelificante: agar (7 g/L) con un
pH de 5.7 + 0.1. Para promover el desarrollo de brotes a partir de yemas y apices
se recomienda utilizar como reguladores de crecimiento: 1.0 mg/L de: 2-4
diclorofenoxiacético (2,4-D), 3.0 mg/L de Benciladenina (BA) y 5.0 mg/L de 2
isopentiladenina (2 ip). En cuanto a los brotes de 1.5 cm, ademas de los
reguladores anteriores, también se pueden utilizar: 0.3 mg/L de acido indolbutirico
(AIB), 1.0 mg/L de thidiazurén (TDZ) y 3.0 mg/L de 2 isopentiladenina (2 ip), o
bien, 1.0 mg/L de &cido indolacético (AlA), 3.0 mg/L de kinetina (KIN) y 5.0 mg/L
de zeatina (Zea). La siembra del explante se realizar4 en frascos de 5.5 X 6.8 cm

y en un periodo de 4 meses se obtendrian de 3 a 4 brotes por explante.

4.2. Caracterizacion molecular

4.2.1. Extraccion de ADN

El ADN de los individuos analizados obtenido durante la purificacion fue de buena
calidad (Figura 22), las bandas que se observan son bien definidas y de alto peso

molecular en la parte superior del gel.
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Figura 21. Calidad de ADN extraido de 30 individuos de ahuehuete.

Sin embargo, es necesario optimizar el proceso de extraccién de ADN en especies
lefiosas, en este caso del ahuehuete, debido a que durante el procesamiento de
las muestras, hubo presencia evidente de algunos compuestos fendlicos que
interfirieron en el proceso de purificacion del ADN, estos se hicieron evidentes por
el color café que presentaba la mezcla de extraccion. En primera instancia, fue
dificil la extraccion de ADN de las hojas, incluso de las mas jovenes, ya que en
pruebas preliminares no se observé ningun rastro de ADN en los geles de agarosa
después de la electroforesis durante las primeras extracciones que se llevaron a
cabo de las hojas jovenes, estrobilos y frutos. Por otra parte, no hubo amplificacién
de todos los individuos probados (70) de los cuales se extrajo ADN

satisfactoriamente de las semillas, durante la amplificacion, la mayoria de estas
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muestras no tuvieron resultados satisfactorios, es decir, no se presentd la

amplificacion.

Algunas plantas poseen contaminantes como polisacaridos, compuestos fendlicos
y pigmentos que son dificiles de separar del ADN y se pueden identificar por su
consistencia gelatinosa y de color café. Estos compuestos interfieren en el
momento de aislar el ADN en el proceso de extraccion y con la accion de la ADN
polimerasa en el momento de la amplificacion en la PCR y con los mecanismos de
accion de otras enzimas como ligasas y endonucleasas (Grattapaglia, 1994, Lisau

et al., 2008 y Nieto et al., 2005).

La extraccion de ADN resulta ser mas dificil cuando se trabaja con especies
perennes o arboles. Estos contaminantes se encuentran en abundancia en el
follaje de &rboles perennes y en el extracto de ADN consecuentemente. Varios
factores son conocidos como limitantes del aislamiento de ADN puro de estas
especies las cuales son ricas en impurezas como terpenos, polifenoles y
polisacaridos. Tales factores incluyen la cantidad de tejido disponible, las
condiciones del material vegetal y el nimero de pasos involucrados en el proceso

de extraccion y el grado de pureza requerido (Liasu et al., 2008).
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En algunos casos, donde se encuentran este tipo de problemas de compuestos
que interfieren en la purificacion de ADN, muchas proteinas son removidas por
desnaturalizacion y precipitacion del extracto usando cloroformo y/o fenol. Los
antioxidantes son comunmente usados para resolver problemas relacionados con
compuestos fendlicos, por ejemplo el B-mercaptoetanol, acido ascorbico, albumina

y PVP entre otros (Dawson y Magee, 1995 y Clark, 1997).

Las extracciones con fenol cuando se combinan con SDS son muy Uutiles. Sin
embargo, en las plantas con un alto contenido de compuestos polifendlicos, las
soluciones SDS-fenol tienden a producir bajos rendimientos de ADN (Puchooa,

2004).

El uso de Bromuro de Cetiltrimetilamonio (CTAB) como amortiguador de
extraccidon se ha empleado en muchos casos debido a que es un detergente
cationico que por sus propiedades precipita los acidos nucleicos y polisacaridos
acidos de soluciones con baja fuerza idnica. Bajo estas condiciones las proteinas
y los polisacaridos neutros permanecen en la solucion. CTAB forma complejos con
las proteinas y todos los demas polisacaridos acidos, pero no precipita los acidos
nucleicos. Ademas, tiene la capacidad de mejorar la tasa de renaturalizaciéon de
cadenas de ADN complementario y estabiliza la doble cadena de ADN una vez
formada (Sambrook y Rusell, 2001). Este tipo de amortiguadores se ha probado

con éxito en la purificacion de ADN en especies lefilosas como Tectona grandis
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(Nieto et al., 2005), Capsicum annuum (Liasu et al., 2008) y Litchi chinensis Sonn

(Puchooa, 2004).

4.2.2. Andlisis y construccion de iniciadores

Se probaron 40 iniciadores para RAPD y sdlo 2 presentaron buena resolucién y
diferenciacion en el patron de bandeo. De los iniciadores RAPD que sintetizaron
en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM, sélo uno presenté amplificacién (dato
no presentado). En cuanto a los ISSR, 4 de los 5 iniciadores sintetizados

presentaron bandas polimorficas, sélo uno de ellos no indicé polimorfismo (Figura

23).
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Figura 22. Patrones de bandeo ISSR obtenidos al probar el iniciador IAHO1. Se
observa que no hay presencia de polimorfismos.
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Los iniciadores que generaron mayor numero de bandas fueron los ISSR,
presentando un total de 28 bandas. En cuanto a los RAPD, los iniciadores

amplificaron un total de 16 bandas (Cuadro 18).

Cuadro 18. Numero de bandas obtenidas por iniciador en la caracterizaciéon de
individuos de ahuehuete.

Iniciadores Secuencia NUmero NUmero % de
total de total de polimorfismos
bandas bandas

polimorficas

RAPD
BO1 5-GTTTCGCTCC-3 8 7 87.5
B0O6 5-TGCTCTGGCC-3 8 5 62.5
ISSR
IAHO2 5-GTGTGTGTGTGTGG-3’ 6 3 50
IAHO3 5-GAGAGAGAGAGACC-3 9 8 88.9
IAHO4 5-CACCACCACGC-3 7 4 57.14
IAHO5 5-GAGGAGGAGGC-3’ 6 2 33.3
Total de 44 29
bandas

El porcentaje de polimorfismos detectados con los iniciadores RAPD fue 62.5 %
para BO6 y 87.5 % para BO1. Para los ISSR el porcentaje de polimorfismo vario de

33.3 % a 88. 9 % con los iniciadores IAHO5 y IAHO3, respectivamente. Esto
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significa que los marcadores ISSR presentan mayor discriminacién en relacion a

los RAPD.

En un estudio comparativo de Taxodium distichum con otras cinco especies
forestales, utilizaron cinco RAPD (mismos que se utilizaron en esta investigacion)
y presentaron un total de 66 bandas, 25 de ellas fueron polimérficas (37.88 %).
Por otra parte en este mismo estudio los ISSR mostraron un total de 81 bandas,
donde 38 de ellas eran polimorficas, es decir, 47.95 %, por ello se considerd que

los marcadores ISSR son utiles para identificar coniferas (Soliman, et al., 2010).

Muchas de las bandas generadas en el estudio de Soliman et al. (2010) las
presentaron conjuntamente las especies Sequoia sempervirens y T.distichum. La
primera de estas especies pertenece a la familia de las Cupressaceae, al igual que
Taxodium. T. distichum, fue altamente diferenciado por la presencia de un dnico
marcador denominado OP-F05 (5 CCGAATTCCC 3", sin embargo para el caso
de T. mucronatum en este estudio, este marcador no presentdé amplificacion

alguna.

Los resultados de ISSR confirman el papel de los fragmentos polimérficos en la
identificacion de coniferas. Estos datos coinciden con los presentados con

Soliman et al. (2010) quien concluye que los marcadores ISSR se creé que estan
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distribuidos a través del genoma completo. Muchos de ellos no tienen efecto
directo en los fenotipos morfolégicos debido a que estas secuencias de ADN no

son amplificadas de genes funcionales.

Los resultados sugieren que la diversidad genética de ISSR no necesariamente
marca las diferencias morfolégicas entre las especies usadas. Los ISSR utilizados
en este estudio facilitan el conocimiento del flujo genético entre especies,
estructura genética de especies, diversidad genética y relacion evolutiva entre
individuos. En la Figura 24 se muestran ejemplos de la variabilidad genética
detectada en los individuos de ahuehuete generados con RAPD y en la Figura 25

se muestran los patrones generados por los ISSR.

87



BO1

A

WIX1

Figura 23. Patrones de bandeo RAPD obtenidos con los iniciadores A) BO1 y B)
B06 para 20 individuos de ahuehuete.
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Figura 24. Patrones de bandeo ISSR obtenidos con los iniciadores IAHO2, IAHO3,
IAHO4 e IAHO5 para 20 individuos de ahuehuete.
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4.2.3. Andlisis de escalado multidimensional

Con los datos obtenidos de la matriz consenso “RAPD e ISSR” se realiz6 el
analisis de escalado multidimensional. Este andlisis se hizo con el fin de identificar
la distribucién adecuada de los genotipos resultantes, los cuales se muestran en

las Figuras 26 y 27, en 2 y 3 dimensiones respectivamente.

En los graficos 2 D y 3 D obtenidos con los datos de la matriz consenso, se
observé la formacion de 3 grupos. El primer grupo y mas grande estuvo
conformado por Mor 1, Mor 2, Mor 3, Mor 4, Mor 5, Mor 6, Oax 1, Oax 2, Oax 6,
Qro 2, Qro 3y D F 2; el segundo grupo lo conformaron los individuos Qro 1, Méx
2, Oax 4 y Oax 5; por ultimo se formd un grupo mas pequefio al cual pertenecian

los individuos Oax 3, D F 1y Méx 1.

En este andlisis se observé que todos los individuos de Morelos quedaron
agrupados en un mismo plano. Los individuos de los demas estados no presentan
un agrupamiento uniforme en un solo conjunto, se puede observar que existen
individuos de un mismo estado presentes en los tres diferentes grupos, como por

ejemplo Oaxaca.
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Figura 25. Grafica en 2 D mostrando la distribucion de los grupos de los genotipos
luego de realizar un analisis de escalado

de T. mucronatum Ten.,
multidimensional.
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Escalado multidimensional consenso
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Figura 26. Gréfica en 3 D que muestra la distribucién de grupos de los genotipos
de T. mucronatum Ten., luego de realizar un analisis de escalado
multidimensional.

4.2.4. Construccion de dendrogramas

En el andlisis de conglomerados de RAPD se formaron cuatro grupos a un
coeficiente de similitud de Jaccard de 0.74 (Figura 28), quedando integrados de la

siguiente manera:
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e Grupo 1: Morelos 1, Oaxaca 2, Oaxaca 6, Morelos 2, Oaxaca 1, Morelos 4,
Morelos 3, D. F. 3, Querétaro 1, Querétaro 2; estos individuos se agruparon
a un coeficiente de similitud de 0.80.

e Grupo 2: Oaxaca 4, Oaxaca 5, México 1, D. F. 1, México 2; estos individuos
se agruparon a un coeficiente de similitud de 0.76.

e Grupo 3: Morelos 5, Morelos 6, Querétaro 3; estos individuos se agruparon
a un coeficiente de similitud de 0.82.

e Grupo 4: Oaxaca 3, D. F. 2; estos individuos se agruparon a un coeficiente

de similitud de 0.76.

Los individuos que presentaron mayor cercania genética fueron Oax 2 con Oax 6 y
Oax 4 con Oax 5 por una parte y por otra parte Mor 5 con Mor 6. En cuanto a
poblaciones, en el grupo mas grande se integran varios individuos de Morelos y
Oaxaca, lo que determinaria que estas poblaciones se encuentran mas
relacionadas, a pesar de estar alejadas geograficamente. En este grupo también
se integran dos individuos de Querétaro y un individuo mas del Distrito Federal,
aunque en relacion con los demés individuos de Morelos y Oaxaca, estos se
encuentran mas distantes genéticamente, sobre todo los de Querétaro a un

coeficiente de similitud de 0.80.
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En cuanto al andlisis de conglomerado para ISSR también mostré la formaciéon de
cuatro grupos a un coeficiente de similitud de 0.80 (Figura 29). Los grupos se

formaron de la siguiente manera:

e Grupo 1: Morelos 1, Morelos 2, Morelos 4, Morelos 5, Morelos 6; estos
individuos se agruparon a un coeficiente de similitud de 0.81.

e Grupo 2: Morelos 3 y México 2; estos se individuos se agruparon a un
coeficiente de similitud de 0.84.

e Grupo 3: Oaxaca 1, Oaxaca 2, Oaxaca 3, D. F. 1, Querétaro 2, Querétaro 1,
Querétaro 3; estos individuos se agruparon a un coeficiente de similitud de
0.82.

e Grupo 4: Oaxaca 4, Oaxaca 5, Oaxaca 6, México 1, D. F. 3, D. F. 2; estos

individuos se agruparon a un coeficiente de similitud de 0.82.

Para este caso los individuos que presentaron mayor cercania genética fueron
Mor 2, Mor 4, Mor 5y Mor 6, al igual que Oax 4 y Oax 5 por un lado y Méx 1 con
DF 3. En cuanto a poblaciones, se puede observar que cada una de ellas se
agrupa mejor que con los RAPD, es decir, que los individuos de cada poblacion
presentan mayor cercania entre si (a excepcion de Méx 2 y D F 1), de esta
manera las poblaciones se encuentran mejor ordenadas y presentan coeficientes

de similitud mayores. Ademas, se puede observar que con los ISSR las
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poblaciones de Morelos y Oaxaca no se encuentran tan relacionadas como con

los RAPD.

Para determinar un mejor agrupamiento de los individuos, se realiz6 un
dendrograma con los datos obtenidos del consenso “RAPD e ISSR” (Figura 30).
En esta ocasion se obtuvieron cinco grupos a un coeficiente de similitud de 0.74.

Los individuos se agruparon de la siguiente manera:

e Grupo 1: Morelos 1, Morelos 2, Morelos 4, Morelos 5, Morelos 6; agrupados
a un coeficiente de similitud de 0.79.

e Grupo 2: D. F. 2; a un coeficiente de similitud de 0.66.

e Grupo 3: Oaxaca 1, Oaxaca 2, Oaxaca 6, Oaxaca3, D. F. 1, Querétaro 2,
Querétaro 1, Querétaro 3; quedando agrupados a un coeficiente de similitud
de 0.78.

e Grupo 4: Oaxaca 4, Oaxaca 5, México 1, D. F. 3; quedando agrupados a un
coeficiente de similitud de 0.81.

e Grupo 5: Morelos 3 y México 2, agrupados a un coeficiente de similitud de

0.74.

De esta manera se observo que al igual que con los RAPD, los que presentan
mayor cercania genética son los individuos Mor 6 con Mor 5 y Oax 4 con Oax 5.
Sin embargo en este caso no se observo una cercania tan estrecha entre Oax 2 y

Oax 6 como se habia observado en el dendrograma de RAPD.
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Con base en la linea de corte de los tres dendrogramas se puede observar que los
individuos de Morelos se encuentran estrechamente relacionados, al igual que los
individuos de Oaxaca, sin embargo, hay que notar que uno que otro individuo de
estas poblaciones se separa demasiado del resto, sobretodo este fenomeno se
observa en los individuos de Morelos (Mor 3) con RAPD + ISSR y en menor escala
con ISSR; y Oaxaca (Oax 4 y Oax 5) con RAPD, ISSR y RAPD + ISSR. Querétaro
s6lo presenta mayor similitud entre sus individuos con ISSR y en la matriz
consenso, la cual estda conformada mayormente por iniciadores ISSR. Para
individuos de Distrito Federal y Estado de México presentan mayor similitud con
ISSR, aun asi, se observa claramente que se encuentran muy alejados un
individuo de otro en esas poblaciones, curiosamente poblaciones que se
encuentran geogréficamente cerca. De esta manera se sugiere que los
marcadores ISSR son mas eficientes para formar grupos con individuos de

diferentes procedencias.
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Figura 27. Dendrograma de relaciones entre 20 genotipos de T. mucronatum Ten.

Obtenido con datos de RAPD.
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Figura 28. Dendrograma de relaciones entre 20 genotipos de T. mucronatum Ten.,

obtenido con datos de ISSR.

98



Consenso RAPD e ISSR
MOR1
L MOR2
—I MOR4
|MORS
- Imors
DF2
OAX1
_| QAN
OAXG
ITI OAN3
[ | DF1
L QRO2
QRO
_I QRO3
JOAX4
IV loaxs
N I MEX1
L DF3
v MOR3
-I MEX2
0.65 ' o8z wm 10
Coeficlente de similitud de Jaccard

Figura 29. Dendrograma de relaciones entre 20 genotipos de T. mucronatum Ten.,
obtenido con datos de consenso “RAPD e ISSR”.

El indice de similitud entre cada uno de los 20 individuos de ahuehuete analizados
se muestra en el Cuadro 19. ElI menor indice de similitud se presentd entre los
individuos Mor 5y Mor 6 con Oax 4 y Oax 5; con un valor de 0.51. Esto indica que
a pesar de los datos presentados en el dendrograma RAPD, donde presentaban
mayor similitud estas dos poblaciones, Morelos y Oaxaca no se encuentran
relacionadas estrechamente y la cercania genética entre estas dos poblaciones es

menor que entre las otras poblaciones, lo que infiere que los ISSR arrojan mejor
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informacion acerca de la similitud y formacion de grupos de individuos de
ahuehuete. El mayor indice de similitud lo mostraron los individuos Oax 1 y Oax 6
con Oax 2 con un valor de 0.92, determinandose asi que son los mas cercanos
genéticamente, esto se puede deber a que los individuos representantes de este
estado se recolectaron en la margen de un rio en una zona aislada y la
reproduccion de estos arboles es a través de hijuelos, lo que indica que muchos
de los arboles son clones de un mismo individuo, por lo tanto la variabilidad

genética es realmente baja y por tanto la similitud entre individuos es alta.
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4.2.5. Andlisis de poblaciones

Se realiz6é un andlisis de 5 poblaciones de ahuehuete utilizando el programa
Popgene 32 (Yeh y Yang, 1999). Las poblaciones consideradas fueron Morelos,

Oaxaca, Estado de México, Distrito Federal y Querétaro.

El Cuadro 20 muestra los valores de identidad (por arriba de la diagonal) y
distancia genética (por debajo de la diagonal) entre las cinco poblaciones
evaluadas. Las poblaciones mas relacionadas fueron Estado de México con
Distrito Federal con un valor de identidad de 0.9371 y Querétaro con Distrito
Federal con un valor de 0.9219. Como se observa, tanto Estado de México y
Querétaro tiene una identidad genética muy estrecha con el Distrito Federal. Este
dato no sorprende tanto si nos referimos al Estado de México, puesto que ambas
son entidades colindantes; sin embargo, para Querétaro, estado que no colinda
con el Distrito Federal, la relacion es de igual manera muy cercana, esto puede
justificarse debido a que el Estado de México pudiera representar un puente de

union entre poblacion y poblacion.

Sin embargo, observamos de igual manera que el valor de identidad entre
Querétaro y Estado de México (para justificar de manera mas amplia la hipétesis
de este “puente” entre poblaciones), es de 0.8628, un valor muy aceptable para

considerar estrechamente relacionadas estas poblaciones de estados colindantes;
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sin embargo, es un valor menor que el que presenta la identidad genética entre

Querétaro y Distrito Federal (poblaciones separadas geograficamente).

Por otro lado Morelos, estado colindante con el Distrito Federal, no muestra una
identidad genética muy elevada (0.8622) en comparacion con la que muestra
Querétaro (0.9219), por ejemplo, en relaciéon con el mismo Distrito Federal. Por
altimo las poblaciones menos relacionadas fueron Morelos y Oaxaca con un valor
de identidad genética de 0.7811. Cabe destacar que a pesar de la relativa
cercania entre los estados de Morelos y México, el valor de identidad resulté bajo
(0.7964), mas aun si comparamos la ubicacion geografica del Estado de México y
Oaxaca respecto a Morelos, es decir, la distancia entre Oaxaca y Morelos es
mayor que la distancia entre Estado de México y Morelos, sin embargo, el valor de
identidad genética (0.7811 y 0.7964, respectivamente) es muy similar. Los valores
de identidad entre todas las poblaciones estuvieron en un rango de 0.7811 y

0.9371.
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Cuadro 20. Valores de identidad genética (por arriba de la diagonal) y distancia
genética (por debajo de la diagonal) de Nei (1972) para cinco poblaciones de
ahuehuete.

Poblacién | Morelos Oaxaca México D. F. Querétaro
Morelos i 0.7811 0.7964 0.8622 0.8383
Oaxaca 0.2470 kel 0.8631 0.8785 0.8597
México 0.2277 0.1472 ok 0.9371 0.8628

D. F. 0.1483 0.1295 0.0650 kK 0.9219
Querétaro | 0.1763 0.1512 0.1476 0.0814 ol

Como se menciono anteriormente en el Cuadro 18, los iniciadores que generaron
mayor nuameros de bandas fueron los ISSR presentando un total de 26 bandas,
con las cuales se elabor6 una matriz de datos con 520 caracteres. Con los
iniciadores RAPD se obtuvieron un total de 18 bandas, obteniendo asi una matriz
de datos con 360 caracteres. Los RAPD presentaron un porcentaje de
polimorfismos de 62.5 a 87.5 % y en cuanto a los ISSR los porcentajes variaron de

33.3 a 88.9 %.

A partir de la evaluacion de parametros que definen la estructura de las
poblaciones (Cuadro 21), se observl que no todas las poblaciones presentan los
mismos porcentajes de polimorfismo, mismos que varian de 20.45 % en el caso de

Querétaro, a 45.45 % para Morelos, siendo este ultimo la poblacion que presenté
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mayor porcentaje de polimorfismo genético. El porcentaje de polimorfismo entre

todas las poblaciones fue de 65.91 %.

En cuanto a diversidad genética de Nei de las poblaciones (H), ésta varié de
0.0870 a 0.1448, ello significa que la diversidad genética dentro de las poblaciones
no es muy alta o existe uniformidad entre los individuos (Cuadro 21). En cuanto la
comparacion entre todas las poblaciones, la diversidad genética aumenté a
0.2311. Estos resultados implican que las poblaciones de ahuehuete, debido a su
baja variabilidad genética tienden a formar una linea pura lo que conlleva a la
expresion de genes deletéreos que provocarian en algin momento la extincion de
la especie debido a la infertilidad de los individuos causada por esta baja

variabilidad genética.
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Cuadro 21. Variabilidad genética entre y dentro de las poblaciones de ahuehuete

(Taxodium mucronatum Ten.).

Poblacion | Ubicacion

1 Morelos

2 Oaxaca

3 Estado de
México

4 Distrito
Federal

5 Querétaro

Entre Todas

poblacién

P (%)

45.45

31.82

22.73

29.55

20.45

65.91

Na
1.4545
0.5037~
1.3182
0.4712¢

1.2273

0.4239°

1.2955

0.4615%
1.2045
0.4080%

1.6591

0.4795%

Ne
1.2398
0.3525%
1.2681
0.4026°

1.1607

0.2998*

1.2100

0.3583%
1.1592
0.3371%

1.4025

0.3935%

H
0.1421
0.1871¢
0.1448
0.2153¢

0.0941

0.1756%

0.1185

0.1922¢
0.0870
0.1782¢

0.2311

0.2061°

0.2175
0.2688*
0.2059

0.3055%

0.1374

0.2564%

0.1734

0.2765%
0.1254
0.2540¢%

0.3439

0.28944

Gst Nm

0.4568 | 0.5945

P (%) = Porcentaje de polimorfismos, Na = Numero de alelos observados, Ne = Numero de alelos efectivos, H

= Diversidad genética (Nei), | = Diversidad de Shannon, Nm = NuUmero de individuos migrantes, Gsr =

Coeficiente de diferenciacion entre poblaciones, Z= Desviacion estandar.

La estimacion del nimero de individuos migrantes, relacionado con el grado de

flujo génico (Nm = 0.5945) indic6 que hay menos de un individuo migrante entre

las poblaciones. Una vez mas estos resultados implican que al haber menos de un
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individuo migrante, las poblaciones son muy homogéneas con tendencia a formar
lineas puras, ya que no existe el cruzamiento entre individuos con diferente
genotipo para que exista mayor variabilidad genética entre las poblaciones, debido
a que las variaciones en los porcentajes de flujo de genes estan en funcién directa
con la anatomia de la planta, barreras geograficas, expresion genética, interaccion

ambiental e interaccion genotipo-ambiente (Alarcon, 2009).

El coeficiente de diferenciacion genética entre las poblaciones (Gst) fue de 0.4568,
es decir, 45.68 %, lo cual nos indica que las poblaciones estdn medianamente
diferenciadas. Estos datos arrojan que aproximadamente 45.68 % de la variacion
detectada es debida a las diferencias entre las poblaciones, el otro 54.32 %
representa la diversidad genética dentro de las poblaciones. Estos datos indican
que los individuos no muestran mucha diferencia entre y dentro de poblaciones,
con lo que podemos afirmar que esta especie mantiene homogeneidad en todas
las poblaciones aun cuando las localidades muestreadas se encuentran algunas

mas alejadas de otras.

Por dltimo, el andlisis de poblaciones indicé que los individuos pertenecientes a la
poblacién de Morelos, presentan mayor variabilidad genética, seguidos por los
individuos representantes de Oaxaca, Distrito Federal, Estado de México y por

altimo Querétaro.
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5. CONCLUSIONES
Para establecer un protocolo que estandarice las condiciones in vitro para el
cultivo de Taxodium mucronatum Ten., es necesario llevar a cabo mas estudios a
fin de optimizar factores como tipo y concentracion de reguladores de crecimiento

y tipos de explantes a utilizar.

Las concentraciones y combinaciones de reguladores de crecimiento utilizadas
fueron aceptables y resultaron ser mejores las que tenian mayor concentracién de
estos fitorreguladores. La combinacion de dos citocininas y una auxina en la
propagacion in vitro de esta especie forestal resultd favorable y se considera

apropiada para trabajos a futuro.

Los explantes que dieron mayores y mejores resultados fueron los apices, los
cuales se consideran los mejores para trabajar en cultivo in vitro de ahuehuete.
Estos apices llegaron a producir hasta 4 brotes e incrementar su longitud de 0.5

cm a 3.5 cm con la mayor concentracion de reguladores de crecimiento.

En cuanto al medio de cultivo utilizado Murashige y Skoog (1962) podria decirse
que fue efectivo; sin embargo, seria aconsejable probar con otro tipo de medios
especificos para especies lefiosas como el Woody Plant Medium (Lloyd vy

McCown, 1980).
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Con el escalamiento para la produccion de ahuehuete in vitro, se pueden producir
plantulas de 3 a 4 brotes en un lapso de cuatro meses, sin embargo, hay que
profundizar en la investigacion para formular un medio adecuado para la formacion

de raices, ya sea in vitro 0 ex vitro.

Mediante la caracterizacion molecular con RAPD e ISSR se obtuvo la huella
genética, la variabilidad y las relaciones genéticas entre cinco poblaciones
diferentes de Taxodium mucronatum Ten. Se encontré una baja variabilidad entre
poblaciones y las mas relacionadas fueron las del Estado de México con las del

Distrito Federal y las menos relacionadas Morelos con Oaxaca.
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