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RESUMEN GENERAL

En México se requieren 1'700,000 arboles de navidad por afio. Esto ocupa mas de
200 productores; genera muchos empleos indirectos en navidad; es la actividad forestal mas
rentable, y como se basa en especies nativas, permite conservar los recursos genéticos.

No hay estudios comparativos de calidad en poscosecha en especies mexicanas. El
objetivo fue identificar en las especies mexicanas mas cultivadas la mejor en calidad
poscosecha. Pseudotsuga menziesii mostré valores mdas cercanos a un idiotipo en mas
variables. Muchas correlaciones fueron estadisticamente significativas (p<0.05), pero
algunas presentaron encrucijadas: por ejemplo, al seleccionar la especie mas ligera, también
se selecciona la del metabolismo mas rapido (P menziesii). Muchas variables son
explicadas por una sola variable. Ninguna de las especies fue perfecta, por lo tanto, se
requiere mejoramiento genético. La mejor procedencia fue Tlaxcala.

El principal problema a afrontar en el manejo en poscosecha de arboles de navidad
es la pérdida de agua. El objetivo fue evaluar la efectividad de varios tratamientos para
alargar la vida en poscosecha de arboles de navidad de las especies mas utilizadas en
México cultivados en altitudes considerables en una region tropical. El mejor tratamiento
fue la inmersion sostenida de la base del tronco en agua; este tratamiento redujo la cantidad
de hojas que se cayeron; mantuvo las humedades total del arbol y de la ramilla en
particular; y exhibié un menor cambio de croma, matiz y luminosidad de hojas jovenes y
adultas. La especie y procedencia que presentaron una mejor respuesta fueron P. menziesii y
Tlaxcala, respectivamente; en éstas se detectd una menor cantidad de hojas caidas; croma,
matiz y luminosidad de hojas jovenes y adultas exhibieron un menor cambio con respecto a

sus valores iniciales.
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Se probaron dos protocolos convencionales y dos productos comerciales de
extraccion de ADN vegetal en Abies religiosa. Las extracciones se hicieron de tejido
vegetal fresco y seco, con el objetivo de identificar el mejor método de purificacion de
ADN para esta especie y determinar el efecto del almacenamiento en seco de sus hojas en
la extraccion de ADN. El mejor método de extraccién se obtuvo con la aplicacion de
Nucleon Phytopure Plant DNA Extraction® (AMERSHAM BIOSCIENCES) con
mercaptoetanol. Los demas métodos produjeron ADN impuro. Sin embargo, este método
s6lo fue efectivo para aislar ADN de tejido fresco.

No es posible realizar plantaciones de A. religiosa sin cobertura, porque €s una
especie tolerante a la sombra y sus brinzales son susceptibles a alta intensidad luminosa. No
obstante, esta especie exhibe variacion intraespecifica natural en la resistencia a la
exposicion a alta intensidad luminica. Para determinar si esta variaciéon tiene una base
genética se planed una investigacion cuyo objetivo fue detectar perfiles de RAPDs
asociados a la resistencia a alta intensidad luminosa en brinzales de A. religiosa. Se extrajo
ADN de 15 brinzales resistentes y 15 susceptibles a alta intensidad luminosa (mediante
gradientes de sombra), y se evaluaron 35 iniciadores. Se tomaron datos de las variables
siguientes: supervivencia a alta intensidad luminosa, nimero de aciculas, apertura
estomatal, nimero de estomas y altura del brinzal. 24 % de los brinzales sobrevivieron a
alta intensidad luminosa. Con base en el analisis estadistico, se sugiere que la
supervivencia, altura, numero de hojas y apertura estomatal son controladas genéticamente.
La supervivencia a alta intensidad luminosa estd determinada principalmente por la
apertura estomatal.

Los bosques de 4. religiosa en el Ajusco, México estan en declinacion. Se requiere

restablecer poblaciones a partir de algunos arboles supervivientes en laderas afectadas. Para
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lograrlo es necesario incrementar dichas poblaciones, por lo que para la germinacion in
vitro se probaron desinfectantes (H,O,, CH3;OH, NaOCl) y evaluaron in6culos para
establecimiento. El mejor desinfectante fue la inmersion de la semilla en H;0,, y los

mejores inoculos fueron la semilla completa y primeras hojas.



GENERAL ABSTRACT

Mexico requires 1.7 million Christmas trees per year; especially from species of the
Cupressus, Pinus, Pseudotsuga and Abies genera. There are more than 200 Mexican
producers of Christmas trees. Christmas tree production generates employment during their
cultivation and the holiday season. Land areas used for Christmas tree plantations cannot be
used for other purposes due to high steep slopes. Mexican plantations of Christmas trees
use native species, allowing preservation of natural forest and associated species' genetic
resources. It is the most profitable forest activity.

There are no comparative studies in postharvest quality of Mexican Christmas trees.
The objective of this study was to identify the best postharvest performing Mexican
cultivated species. The four studied species displayed undesirable characteristics. Genetic
improvement is thus required. Pseudotsuga menziesii, showed values valuable for ideotype
breeding in most variables. The best provenance was Tlaxcala. Several correlations
between variables showed trade-offs in selecting the best species.

The principal problem to confront in postharvest-management of Christmas trees is
water lost. This problem prompted a study whose aim was the evaluation of the effect of
treatments to increase postharvest life of the most high altitude cultivated Christmas tree
species in tropical regions of Mexico. The best treatment was the immersion of the trunk
basis into water which decreased the number of abscissed leaves, preserved total and twig
humidity, and caused the lowest change in chroma, hue, and lightness of young and mature
leaves. The species and provenance that showed the best performance were P. menziesii and
Tlaxcala, respectively; both showed the least abscissed leaf number; and chroma, hue, and

luminosity of young and mature leaves shows the least change with respect to initial values.
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Two conventional laboratory protocols and two commercial DNA extraction
protocols for plants in Abies religiosa were tested. Extractions were done in fresh and dry
tissue leaves to identify the best extraction DNA method for this species and to determine
the effect of dfy storage leaves in DNA extraction. The best method for DNA extraction
was the one based on Nucleon Phytopure Plant DNA Extraction® (AMERSHAM
BIOSCIENCES) add mercaptoethanol. Other methods show contaminants. This method
wasl effective only for the DNA isolation from fresh tissue.

Abies religiosa plantations are not possible without tree covering because this
species is shade tolerant, and their seedlings are susceptible to high intensity light.
Nevertheless, 4. religiosa shows natural intraspecific variation in resistance to high
intensity light. The aim was to detect RAPD profiles associated to resistance for high
intensity light on A. religiosa seedlings. DNA from 15 resistant and 15 susceptible
seedlings to high intensity light (throughout shadow gradients) were isolated, and 35
primers were evaluated. Variable registered were: seedling survival to high intensity light,
leaf number, stomata aperture, stomata number, and plant height. 24% seedlings survived to
high intensity light..It is suggested that survival, height, leaf number, and stomata aperture
are genetically controlled variables. Seedling survival (to high intensity light) is mainly
determined by stomata aperture.

Abies religiosa forests in Ajusco, Mexico are in declination. It is required to restore
populations using some survivor trees from affected slope. For in vitro germination,
disinfectants were proved (H,O,, CH;0H, NaOCl) and explants for their establishment
were evaluated. The best disinfectant was to dip seed in H,O,, and the best explants were

whole seed and first leaves.

Xii



INTRODUCCION GENERAL

Mexico demanda 1°700,000 arboles de navidad por afio; particularmente de especies
de los géneros Cupressus, Pinus, Pseudotsuga y Abies (SEMARNAT, 2003). Hay mas de
200 productores mexicanos de arboles de navidad, muchos ejidatarios y muchos en
asociaciones (CONAFOR, 2003). La produccion y comercializacion de arboles de navidad
genera muchos empleos indirectos durante la estacion navidefia particularmente en areas
urbanas, compensando asi la menor actividad en las zonas rurales. Los suelos tipicamente
usados para las plantaciones de arboles de navidad no pueden ser utilizados para actividad
agricola y/o pecuaria, debido a la alta inclinacién de la pendiente. Las plantaciones
mexicanas de arboles de navidad usan especies nativas, lo cual permite conservar los
recursos genéticos forestales y sus especies asociadas. Es la actividad forestal maés
rentable’. Los precios de los arboles de navidad en México son mayores que en E.U.A. y
Canada., por ejemplo, en Diciembre del 2003, un arbol de 1.80 m de Pseudotsuga menziesii
se vendio de $ 35.00 a $ 45.00 dolares en Méxicoy de $ 12.00 a $ 15.00 dolares en E.U.A.

México importa anualmente mas de 300,000 arboles de navidad de E.U.A. y Canadd
(SEMARNAT, 2003). Los consumidores argumentan que los arboles de México tienen
menor calidad (menos tiempo de vida de anaquel, amarillamiento, marchitamiento,
abscision, morfologia, entre otras).

La calidad poscosecha depende de la especie. Las especies de los arboles de navidad
tienen diferente capacidad de retencion de agua (Chastagner y Riley, 2003), secado en
poscosecha (Seiler et al., 1988; Hinesley y Snelling, 1995, 1997), flamabilidad (Van

Wagner, 1963; Ahrens y Stephens, 1975; White et al., 1977), estado hidrico (Chastagner,

1 Jorge Torres, com. pers., 2005.
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1986; Chastagenr y Hinesley, 2000; Ahrens y Stephens, 1975), tiempo de almacenamiento,
color de hojas, pérdida de hojas, tiempo de secado, absorcion de agua, marchitez de tallos
(Chastagner, 2002), densidad (USDA, 1989), ébscisién de aciculas, color del follaje,
pérdida de la fragancia y flexibilidad de ramas (Hinesley, 1984). Aunque hay mucha
informacion de las caracteristicas de poscosecha de algunas especies, tales como Abies
fraseri, se requiere informacion de otras (Bates, 2002). Por lo tanto, se requiere una
seleccion interespecifica de caracteres de importancia en poscosecha.

Por otro lado, no se ha evaluado la efectividad de los tratamientos poscosecha en
poblaciones de las especies mas utilizadas en la produccion de arboles de navidad en
México (Pinus ayacahuite y Pseudotsuga menziesii var. glauca). Solo se han evaluado
poblaciones boreales de P. menziesii (Simpson, 1984). Los marcadores moleculares han
mostrado baja variacion intrapoblacional y alta variacion interpoblacional en P. menziesii
(Li y Adams, 1989; Viard er al., 2001). En México, P menziesii muestra una alta
discontinuidad en la distribucién (Hermann y Lavender, 2001). Entonces, es necesario
evaluar poblaciones mexicanas de esta especie en funcién de su respuesta especifica a
tratamientos poscosecha.

Ademas, hay poca informacion sobre protocolos de extraccion que permitan obtener
ADN de buena cantidad y calidad en plantas lefiosas. Las especies leflosas, principalmente
coniferas, presentan altas cantidades de polisacaridos u otros metabolitos secundarios como
polifenoles, terpenos y resinas, mismos que dificultan la extraccion del ADN e impiden su
analisis (Doulis et al., 2000). El aislamiento y purificacion de ADN es de crucial
importancia, pues la pureza y el alto peso molecular de ADN es un requerimiento absoluto
para un analisis exitoso de huellas gendémicas y para la aplicaciéon de otras técnicas

biologicas moleculares. Las impurezas del ADN pueden alterar las reacciones enzimaticas,



la electroforesis y la cuantificacion.

Es importante sefialar que no es posible realizar plantaciones sin cobertura de A.
religiosa, porque es una especie tolerante a la sombra y sus brinzales son susceptibles a alta
intensidad luminosa. No obstante, 4. religiosa exhibe variacién intraespecifica natural en la
resistencia a la exposicién a alta intensidad luminica. Ademas, existe variacion
interespecifica a la resistencia de las plantulas a altas intensidades luminicas. Entonces, hay
alta probabilidad de encontrar una base genética que respalde la variacion intraespecifica.

Por tultimo, los bosques de A. religiosa del Ajusco son amenazados por factores
crecientes que los han conducido a un proceso de declinacion (Alvarez ef al., 1998). Se
requiere restablecer las poblaciones originales, a partir de la escasa semilla de los arboles
supervivientes en las laderas mas afectadas. Las técnicas in vitro asegurardn la
reproduccion del material.

Con base en lo anterior, los objetivos de la presente investigacion fueron: a)
identificar la especie con mejor calidad poscosecha; b) evaluar la efectividad de varios
tratamientos para alargar la vida poscosecha en arboles de navidad; c) establecer un método
de purificacion de ADN genomico; d) detectar perfiles de RAPDs asociados a la resistencia
a alta intensidad luminosa en brinzales de A. religiosa; y e) evaluar las condiciones in vifro
que permitan el establecimiento aséptico de semillas y seleccionar el inéculo mas adecuado

para la produccién de plantulas en 4. religiosa.



Interspecific differences in postharvest quality on Mexican Christmas trees’

2 Alvarez-Moctezuma J. G., I. Alia-Tejacal, M. T. Colinas-Leon and J. Sahagun-Castellanos. Accepted by
Silvae Genetica 2006.



Abstract
There are no comparative studies in postharvest quality of Mexican Christmas trees. The

objective of this study was to identify the best postharvest performing Mexican cultivated
species. The experiment was done in the 2004-2005 season with six replications (trees) of
Abies religiosa, Cupressus lindleyi, Pinus ayacahuite, and Pseudotsuga menziesii; from two
provenances (Tlaxcala and Veracruz) for the last two species. Cultural management was
similar. Each tree was placed under dry conditions according to a completely randomized

design. Secondary branches, twig diameter and density, initial and final weight, biomass

allocation, areas and volumes, total and twig moisture content, foliage density, color,
chlorophyll a/b ratio, CO, and ethylene production were evaluated. Analyses of variance,
comparisons of means, correlation, and simple regression were performed. The four studied
species displayed undesirable characteristics. Genetic improvement is required. P menziesii
showed values nearer ideotype breeding in more variables. The best provenance was
Tlaxcala. Several correlations between variables showed trade-offs in selecting the best

species.

Introduction

Mexico consumes 1.7 million Christmas trees per year; especially from species of the
Cupressus, Pinus, Pseudotsuga and Abies genera (SEMARNAT, 2003). There are more
than 200 Mexican producers of Christmas trees (CONAFOR, 2003). Christmas tree
production generates employment during their cultivation and the holiday season. Land
areas used for Christmas tree plantations cannot be used for other purposes due to high
steep slopes. Mexican plantations of Christmas trees use native species, allowing

preservation of natural forest and associated species' genetic resources. It is the most



profitable forest activity®. Prices of Christmas trees are higher in Mexico than in USA and
Canada; for example, in December of 2003, the price of a 1.80 m P. menziesii tree was $
US 35 to 45 in Mexico and $§ US 12 to 15 in USA.

Mexico imports" more than 300,000 Christmas trees annually from USA and Canada
(SEMARNAT, 2003). Consumers also argue that Mexican trees show lower quality (less
postharvest life, yellowing, wilting, abscission, morphology, and so on).

Christmas tree species have different water retention (Chastagner and Riley, 2003),
postharvest drying (Seiler et C.ll., 1988; Hinesley and Snelling, 1995, 1997), flammability
(White et al., 1997), hydric stage (Chastagner, 1986; Chastagner and Hinesley, 2002),
storage time, leaf color, needle loss, drying time, water absorption, stem wilting
(Chastagner, 2002), density (USDA, 2002), aroma loss, and branch flexibility (Hinesley,
1984). Although there is a considerable amount of information on postharvest
characteristics of some species, information from others species is required (Bates, 2002).

Postharvest evaluations have been conducted in species of Abies (14), Pinus (5), Picea
(3), Chamaecyparis (1), XCupressocyparis (1), Cupressus (1), Juniperus (1), and
Pseudotsuga (1) genera (Chastagner, 1986, 2002; Chastagner and Hinesley, 2002;
Chastagner and Riley, 2003; Elizalde, 1979; Hinesley, 1984; Hinesley and Chastagner,
2002; Hinesley and Snelling, 1991, 1995, 1997; Mitcham ef al., 1988; Montano and
Proebsting, 1985; Seiler et al., 1988). But, there are no studies in several Mexican species.

The objective of this paper was to identify the species with better postharvest quality,
among Abies religiosa, Cupressus lindleyi, Pinus ayacahuite and Pseudotsuga menziesii;

which are cultivated as Christmas trees in Mexico.

* Jorge Torres Pérez, com. pers., 2005.



Materials and Methods

Trees used in this study were harvested in the same day in Christmas tree plantations
planted in 1994 (4. religiosa, P. menziesii), 1995 (P. ayacahuite) and 1996 (C. lindleyi) and
had a similar cultural handling up to harvest. Field packed trees were transported to The
Laboratory of Floriculture (Universidad Auténoma Chapingo). The experiment was
conducted between November 2004 and March 2005.

Trees (between 1.5 and 1.8 m tall) were placed in stands (50 x 50 cm dry wood-support).
Laboratory environmental conditions were: 16.5 + 4.5° C, 60 + 25 % HR and 11.5 = 0.5
hours of natural light (20 umol m™ s™"); during 85 d.

Trees from two provenances were evaluated. a) Tlaxcala (T) is located at 19° 27' N
latitude and 97° 55' W longitude; sub-humid and semi-cold climate with summer rain;
warmest months: April and May; mean annual precipitation: 1141 mm; temporary streams;
protected slopes from strong winds; usually deep soils (Mexico, 2005). b) Vercacruz (V) is
at 20° 32' N latitude and 98° 29' W longitude; very rough topography; humid and semi-cold
climate, summer rain; mean annual precipitation: 1380 mm (Dominguez, 1986).

The experimental unit was a tree; and six replications were used. The 36 experimental
units were arranged in a éompletely randomized design (six rows and six columns in
laboratory). The six treatments (taxa and provenances) were: A. religiosa (ArV) and C.
lindleyi (CIV) from Veracruz, P. ayacahuite var. veitchii from Tlaxcala (PaT) and Veracruz
(PaV), P. menziesii var. glauca from Tlaxcala (PmT) and Veracruz (PmV).

Trunk diameter was taken at 1.5 m height (from the top to the base) with diameter tape.
Trunk area (T,) was calculated with the formula T, =ITr*. Trunk volume (Kyv) (from the top

to 1.5 m) was calculated using the formula Ky =1.5T,. Largest (D) and smallest canopy



diameters (d) at 1.5 m (from the top to the base) were determined with measure tape
TOOL0007 (SUNSCOPE®). Basal area (Bs) was calculated as: BA=I1[ (D+d)/4]%. Tree
volume (Ty) (from the top to 1.5 m) was calculated as Ty=1.5Ba/3.

Total initial weight (stand included) (TIW) a day after cutting (abbreviated as dac) was
determined using a mechanical balance (TORINO®). Stand (SW), total final (stand
included) (TFW), trunk (TW) and secondary stem weights (SSW) were quantified (85 dac)
with the balance. Abscissed leaves and twig weight (ALTW) were measured with an
electronic balance (Scout II, OHAUS®). Intact final twig weight was determined (85 dac)
with an eleptronic balance (Explorer Pro, OHAUS®); after three weeks in an oven (95° C)
(FELISA®), the final dry weight of twigs was evaluated. Initial tree (TIW=TIW-SW), final
tree (FTW=TFW+ALTW-SW) and not abscissed leaves and twigs weights
(NALTW=FTW-TW-SSW) were also determined. Relative weights were calculated based
on FTW.

Foliage density (area) (m™") was evaluated using a plant canopy analyzer (LAI-2000)
with a 45° view cap. Lightness, chroma, and hue were evaluated in young (<50 % of
maximum length) and mature marked leaves at 3, 10, 17, 30, 47, 66 and 81 dac with a
portable sphere spectrophotometer SP62 (X-RITE®). Changes considering the initial data
(3 dac) were calculated. Days to maximum change were registered.

Diameter (D, mm) and volume (V, mm’ ) of twigs were determined with a caliper and by
the water displacement method with a 500 mL graduated cylinder. Twig density (85 dac)
(kg-dm™) was calculated by dividing weight by volume.

Young and mature leaves were collected (0.8 g +0.2 g) (Explorer Pro, OHAUS®) at 4,

11, 18, 34, 48, 60, and 85 dac. Chlorophyll was extracted according to Witham er al.



(1971); 1:10 [sample: 80 % (v/v) cold acetone] the material was grounded with tissue
homogenizer T25 B51 (IKA WORKS®) and centrifuged (1600 g, 15 min) with an
ultracentrifuge RC-5B (SORVALL®). Absorbance with spectrophotometer Spectronic 21D
(MILTON ROY®) was evaluated. Chlorophyll concentration (mg-g’ of tissue) was
calculated: Chlorophyll a = [(12.25 * Absorbancegss) - (2.79 * Absorbancesss)] * (D /
1000W); Chlorophyll b = [(21.5 * Absorbancesss) - (5.1 * Absorbanceess)] * (D / 1000W);
where W: weight (g) and D: Dilution (110 or 160) (Lichtenthaler, 1987). Chlorophyll a/b
ratio and days to maximum chlorophyll a/b ratio were also determined.

Two approximately 10 g twig samples (young and mature) (electronic balance, Scout II,
OHAUS®) of each tree at 4, 11, 18, 34, 48, 60, and 85 dac were collected. Each twig
sample was kept in a 50 mL hermetic plastic container with a rubber hose. A day later, a 10
mL air sample was collected and put into a vacuum tube (Vacutainer®). Ethylene and CO,
concentrations were measured (percentage) with a gas chromatograph Hewlett 5840
Packard Series II. The CO, production was evaluated as follows: CO, (mLKg'h™)
=%C0,/1,000*V/W*1/T; where V: volume of empty space (mL), W: weight (kg), and T:
time in hours. The calculation of ethylene production was according to the formula:
Ethylene production (uL-Kg'*h™) = % Ethylene /10,000 * V/W * 1/T. For both gases, days
to maximum production were determined.

Tree water loss (TWL) (85 dac) was calculated with the formulae: TWL (Kg) = TIW -
TFW, and TWL (%) = (TIW - TFW)/ TIW. Approximatel}\f 10 g of twig (per tree) were
collected 85 dac (electronic balance, Scout II, OHAUS®); this twig was: a) hydrated during
24 hours; b) dripped (excess humidity was eliminated with absorbent paper), ¢) weighed; d)

dried (twig was put into an oven (FELISA®) during two weeks), and e) weighed again.



Twig moisture content was calculated with the formula: H (%) = [(Wet weight - Dry
weight)/Dry weight] 100. |

One way analyses of variance with six treatments (four taxa and two provenances) and
six replications per treatment were performed. Relative data were transformed (square root)
(prior to analysis of variance) and when many data were zero, 0.01 was added (prior to
transformation). Comparison of averages was made using Fisher Least Significant
Difference (LSD). Multiple correlations were calculated using Excel®. When a correlation
was significant (P=0.01) a simple linear regression analysis was made (Excel).

Results and Discussion

There were statistical differences among taxa averages for most studied variables
(ANOVA, P<0.05). P. menziesii showed data closer to the tree ideotype in more variables
(Figs. 1-10, Table 1). The smallest "trunk volume" was displayed by PmV, whereas the
minor "initial weight/volume" corresponded to PmT (LSD, P<0.05) (Table 1). Smaller cut-
tree weight reduces transport cost.

C. lindleyi was the only species with cones (LSD, P<0.05). Precocious reproduction
would help‘ a forest breeding program. A short breeding cycle species (eight years) could
allow a faster selection program. In addition, C. lindleyi cones are small (less than 5 cm
diameter) and spread along all tree, so that consumers may not consider them a bad
(;haracteristic. In Mexico C. lindleyi Christmas trees with cones are actually sold.

Biomass allocation

The best biomass allocation was shown by C. lindleyi, with the lowest percentage of
trunk and secondary stems (30 %), and twigs and leaves with the highest weight percentage
(70 %) (LSD, P<0.05) (Fig. 1). Biomass allocation is important for aesthetics and trash

handling, since a Christmas cut-tree with light stem and branches is easier to compost.
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Table 1. Comparison” of means of 13 variables of four species with two provenances'.

Variable ArV Clv PaV  PaT PmV  PmT

Trunk volume (dm?®) 1.39b 1.0l1b 1.20b 3.06c  0.34a 1.41b
Tree volume (m°) 0.37c  0.4lc 0.56b 0.61b  0.40c  0.69a
Weigh / Volume (Kg/m3) 28.5d 26.7cd 19.6b 193b 25.5¢ 15.5a
Foliage density (m™) 4.33cd 1034a 6.37¢ 4.12d 5.97cd  8.22b
Twig diameter (mm) 3.50b 4.28cd 4.76d 4.25¢ 2.62a 3.32ab
Twig density (Kg/dm?) 0.55¢  0.56¢c 0.67d 0.45b 0.35a 0.32a
Moisture loss (%) 63.4bc  68.3c 53.4b 30.8a 89.0d 67.4c
Hue Y (Grade) 109bc 101d  110b 109bc 114a 106¢
Lightness Y (%) 48¢c 55a 50c 44d 53b 56a
Chroma Y (Grade) 17b 5¢ 25a 25a 16b 18b
Hue M (Grade) 116b 114c  116b 117b 117b 129a
Lightness M (%) 38b 44a 35¢  36bc 43a 42a
Chroma M (Grade) 11b 11b 17a 16a 11b 7c

# Means, in row, with same letter are not statistically different (LSD, P=0.05).
" Abies religiosa (Ar), Cupressus lindleyi (Cl), Pinus ayacahuite (Pa), Pseudotsuga menziesii (Pm).

Provenances: Veracruz (V), Tlaxcala (T). M: Mature leaf, Y: Young leaf.

Foliage

The highest "foliage density" was showed by CIV, the smallest "twig diameter" by PmV,
and the lowest "twig density" by PmT and PmV (LSD, P<0.05) (Table 1). An ideal
Christmas tree must have a great biomass dedicated to leaves. The foliage density is an

important attribute in postharvest evaluation of cut Christmas trees for aesthetic reasons

(USDA, 2002).
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Figure 1. Biomass allocation (85 days). Means, in column, with same letter show no
statistical differences (LSD, P=0.05). Abies religiosa (Ar), Cupressus lindleyi (Cl), Pinus

ayacahuite (Pa), Pseudotsuga menziesii (Pm). Provenances: Veracruz (V), Tlaxcala (T).

The lowest "leaf and twig abscission" corresponded to ArV. CIV showed the highest "leaf
and twig abscission”" (0.05 Kg), because its dry twigs are fragile and are easily shed;
whereas in the remaining species mainly leaves are shed (LSD, p<0.05) (Fig. 2). Christmas
tree species have shown different degree of leaf abscission (Hinesley, 1984; Chastagner,
2002).

The Tlaxcala provenance showed the lowest "leaf and twig abscission". Due to lower
precipitation and larger evaporation (SICLIM, 1990), this population probably has
developed local drought tolerance adaptations, which is advantageous in postharvest
handling. In Abies concolor, seed source influences needle retention (Bates e al., 2004),

which suggests that leaf retention is a highly hereditary characteristic (Hinesley and
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Snelling, 1997; Parker and Pallardy, 1985; Nielsen and Chastagner, 2005). Twig and leaf
retention is a character which could be genetically improved to generate more desirable

Christmas trees in terms of house cleaning.

S

5 d

E | C
q 2 b T b

g | g o
L

£, _ ] I

= Ar(V) CI(V) Pa(T) Pa(V) Pm(T) Pm(V)

Figure 2. Abscissed leaves and twigs (85 days). Means with same letter are not statistically
different (LSD, P=O.’05). Abies religiosa (Ar), Cupressus lindleyi (Cl), Pinus ayacahuite
(Pa), Pseudotsuga menziesii (Pm). Provenances: Veracruz (V), Tlaxcala (T).

Water loss

The lowest "cut-tree water loss" and "twig water loss" were observed in PaT (85 dac)
(LSD, P<0.05) (Table 1). Christmas tree species have differential capacity to retain water
(Chastagner and Riley, 2003). Cut Christmas tree freshness is a strong function of foliage
moisture content (Hinesley, 1984; Chastagner, 1986; Chastagner and Hinesley, 2002).
Species vary in drying rate after they are cut (Seiler ez al., 1988); for example, Abies fraseri
dried slowly and had long postharvest life (Hinesley and Snelling, 1995); however, in this
study, 4. religiosa lost water quickly. In addition, a dry cut-tree surrounded by electrical
cable is an ad hoc fuel to initiate fire. A dry Christmas cut-tree can be consumed by the fire

in less than 30 s (RFD, 2000).

P menziesii did not show leaf or twig epinasty. The longest "period for downward
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bending of leaf" was observed in C. lindleyi (>85 days); followed by P. ayacahuite (15
days), and the worst one was 4. religiosa (6 days); no differences could be observed
between provenances (LSD, P<0.05).

Color

Christmas tree ideotype shoud include: a) long period with constant color values, b) great
lightness values (60-80 %) are preferred, because consumers chosen luminosity trees than
dark trees, c) leaves with high hue values (108-130 grades) are prefered (meaning greener
leaves), in opposition, low hue values (95-108 grades) means yellower leaves; and d) high
chroma values (10-25°) are prefered, because means colorful leaves, in opposition, low
chroma values (1-10°) means pale leaves.

Taxa with greater number of favorable color characteristics were CIV (9 variables), PaV
and PmT (8 variables). PmT displayed more variables with desirable values compared to
the initial color (3 variables). The taxa with more favorable characteristics for young leaves
were CIV and PaV (5 variables), and C1V, PaV and PmT for mature leaves (Table 1). It is
recognized that foliage color is an important variable in postharvest Christmas trees
(Hinesley, 1984; Chastagner, 2002). Foliage color varies between P. menziesii populations;
green for boreal populations and glaucous for austral ones (Dominguez, 1986; Hermann
and Lavender 1990). But a meticulous research on this particular matter has not been
reported. In this work we detected differences in color components among populations and
species.

Taxa that presented more favorable characteristics for hue were ClV, PaV, PmT and PmV
(two variables). Taxa that showed more favorable characteristics for chroma were PaT and
PaV (four variables). Taxa C1V and PmT showed greater number of characteristics with

better values for lightness (four favorable variables). (Table 1).
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Chlorophyll, CO,, and ethylene

In all taxa, "chlorophyll a/b ratio" was constant during 50 days, which can be explained
because trunk and branches are important reserves. Thereafter, it was different and the
greatest value corresponded to PmV and the worst one to CIV. The "maximum ratio
change" was for PmV and the best for CIV. The longest "period for maximum ratio change"
was for PaV and the worst one was for PaT (LSD, P<0.05) (Fig. 3a).

The lowest average in "CO, production” was‘ shown by PmV and the worst by CIV. PmV
produced the highest amount of CO; and CIV the lowest. The largest "period for maximum
CO; production" was displayed by PaV; and the worst one by PaT (LSD, P<0.05) (Fig. 3b).
Similar data for CO; production have been obtained in P menziesii mature trees
(McDowell, 2005). A low respiration rate is important because a cut-tree Iproduces a low
amount of metabolites.

The lowest average in "ethylene production" was displayed by PmV and the highest one
by CIV. The "maximum ethylene production" was observed in PmV and the lowest one by
CIV. The largest "period to maximum ethylene production" was shown by PaV and the
shortest one by PaT (LSD, P<0.05) (Fig. 3c). Similar results in ethylene production had
been obtained in Pinus sylvestris plantlets (Ievinsh and Dace, 1998) and wood
(Ingemarsson ef al., 1991). In this research, the maximum values appeared from 48 to 60
dac; previous works, with plantlets, reported maximums between seven and 15 days
(Ievinsh and Dace, 1998). In Citrus leaves, the precocity of climacteric peak in ethylene
production is a function of maturity stage (Katz et al., 2005). Differences of ethylene

production, between cut and uncuted petals, have been observed (Van Doorn, 2004).
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Figure 3. Dynamics of: a) "chlorophyll a/b ratio", b) "CO, production", and c) "ethylene
production”. ArV. (:--), CIV. (==), PaT. (0), PaV. (x), PmT. (o), PmV. (A).4bies religiosa
(Ar), Cupressus lindleyi (Cl), Pinus ayacahuite (Pa), Pseudotsuga menziesii (Pm).

Provenances: Veracruz (V), Tlaxcala (T).
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In this research, average "CO, production" and "ethylene production" were linearly
explained by average "cut-tree initial weight" (divided by "cut-tree height") (Fig. 4). In a
Chamaecyparis obtusa plantation, a logarithmic relationship between weight and
respiration was obtained (Ninomiya and Hozumi, 1983). These differences, the shape of
response curves, can be explained because in the present work we have a lower observation
range (cut trees between 1.5 and 1.8 m tall). Also, we contrasted across species and
provenances, whereas Ninomiya and Hozumi (1983) compared within species.

Weight and volume relationship

"Trunk weight" increases as "trunk volume", "final cut-tree weight" or both increase (Fig.
5). Weight and volume trunk relationship has been widely reported in wood production
(Vanclay, 1994), however, it has not been registered for cut Christmas trees.

Provenances

Statistical differences between Tlaxcala and Veracruz provenances were observed in "cut
tree weight", "trunk weight", "secondary stem weight", "twig and leaf weight", "twig and
leaf abscissed weight"; "trunk volume" and "cut-tree volume"; "initial cut-tree
weight/volume"; "foliage densities", "twig densities"; "twig diameter", "loss of tree
moisture" and foliage color variables (ANOVA, P<0.05) (Table 1) (Figs. 1-2).

In Mexico, P. menziesii (Hermann and Lavender, 2001), P. ayacahuite (Perry, 1991), A.
religiosa (Aguirre et al., 2000) and C. lindleyi have discontinuous populations since they
are temperate species that grow at high altitudes (1500-3600 meters over sea level) (Perry,

1991, Farjon and Styles, 1997) in this intertropical heavily-mountained country (INEGI

1985).
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Figure 4. Means of: a) CO; and b) Ethylene production vs initial cut-tree weight (divided by
tree-height). Abies religiosa (Ar), Cupressus lindleyi (Cl), Pinus ayacahuite (Pa),

Pseudotsuga menziesii (Pm). Provenances: Veracruz (V), Tlaxcala (T).

Allozymes in A. religiosa (Aguirre et al., 2000) and P. menziesii (Li and Adams, 1989)
and microsatellite markers in P. menziesii (Viard et al., 2001) showed low levels of
intrapopulation variation and high levels of interpopulation variation. Much of this
variation is strongly associated with topographic or geographic characteristics (Rehfeldt,

1983). Topoclinal variation in microenvironmental heterogeneity has been reported for P,
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menziesii (Hermann and Lavander, 1990). Seed provenance can have an impact in
postharvest characteristics (Bates et al., 2004). Therefore, it is advisable to continue
evaluating different Mexican populations from these species to continue identifying

provenances with important values in postharvest characteristics.
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Figure 5. a) "Trunk weight" vs "trunk volume". b) "Cut-tree weight" vs "Trunk volume".
ArV (A), CIV (+), PaT (o), PaV (m), PmT (©), PmV (e). Abies religiosa (Ar), Cupressus
lindleyi (Cl), Pinus ayacahuite (Pa), Pseudotsuga menziesii (Pm). Provenances: Veracruz

(V), Tlaxcala (T).
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Desirable relationships

There was a statistically significant linear relationship between "leaf and twig abscission"
and "final cut-tree weight" (p<0.001). Therefore, these two variables can be jointly
selected, because the lightest cut-trees (4. religiosa and P. menziesii from Tlaxcala) tended
to show the lowest leaf and twig abscission. Also, "twig diameter" increases as "trunk
weight" decreases; and, in mature leaf, "maximum lightness change" increases as
"maximum hue change" increases (Fig. 6). "Trunk weight" vs "trunk volume" shows a
quadratic relationship, whereas "Trunk weight" vs "final cut-tree weight" presents a linear
relationship (Fig. 5). Then, there are some pairs of characteristics with advantages in
selection.
Trade-offs

There is a trade-off when two variables are unfavorably related (anthropocentrically
speaking). In an analysis of all species, "CO, production" and ethylene production”
correlated significantly (P<0.01) with "trunk volume" (r=-0.50 and r=-0.56, respectively)
and "trunk weight" (r=-0.62, for both cases) (r > critical value= 0.463). In‘addition, "trunk
weight" explains 75 % of the variation in "cut-tree weight" (ANOVA, P<0.01). In this
context, the optimal selection constitutes a trade-off, since, if the lightest species is selected
(P. menziesii) (which implies a reduction in transport costs), at the same time, the species
with the fastest metabolism may be selected as well and vice versa (Fig. 4). Since this
relationship is not perfect, however, there may exist individuals with acceptable values for
the two traits.

Other examples of trade-offs are: "moisture loss" decreases when "initial cut-tree
weight", "trunk diameter" or both increase; "twig diameter" increases if "final cut-tree

weight" increases. In young leaf, "maximum lightness change" increases as "period to
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maximum lightness change"," maximum chroma change" or both decrease; and, in mature
leaf, "maximum lightness change" increases if "maximum chroma change" decreases; in
addition, "foliage density" increases when "maximum chroma change in mature leaf"
increases, "initial hue in young leaf' decreases or both. Again, although difficult,

individuals with a good balance of several traits could be selected. (Tables 2 and 3).
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Figure 6. Desirable relationships. ArV (A), CIV (+), PaT (o), PaV (m), PmT (0), PmV
(®). Abies religiosa (Ar), Cupressus lindleyi (Cl), Pinus ayacahuite (Pa), Pseudotsuga

menziesii (Pm). Provenances: Veracruz (V), Tlaxcala (T).

Christmas tree ideotype to look for would be an individual with low trunk percentage and
secondary stem weight and high leaf and twig weight percentage. Nevertheless, it might be
difficult to select a species with this structure, because "leaf and twig weights" have a

significant and positive correlation with "secondary stem weight" (r=0.5179, P<0.01). In
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addition, "secondary stem weight" is significantly and positively correlated with "trunk
weight" (r=0.8089, P<0.01). If we select a tree species with many twigs and leaves, then we
might also indirectly select a species with heavy trunk and secondary branches (Fig. 7).
Trade-offs establish a challenge, because when there is a natural trend (although does not
always show a firm definition) the breeder has to look for genetically determined outliers;

or an assignation of relative weight to the variables may be necessary through construction

of a selection index.

Variable y Variable x v Model r
Moisture loss (%) Cut tree weight (Kg) y=389.15 - .66%*
38.82x
Moisture loss (%) Trunk diameter (cm) y=109.67 - .64%*
8.75x
Twig diameter (mm) Cut tree weight (Kg) y=-8.49 A48**
+1.23%
Foliage density (m™) Days to max. lightness change y=2.70 +.06x  .35%*
(ML)
Foliage density (m™) Initial hue (YL) (grade) y=34.34 - 27
26X
Max. lightness change (YL)  Days to max. lightness change y=-2.14 -.10x .37*
(YL)
Max. lightness change (YL)  Max. chroma change (YL) y=-9.21 -27x .22%*
Max. lightness change (ML)  Max. chroma change (ML) y=-4.22 -42x 27*

Table 2. Trade-offs. Significative to 0.01<P<0.05 (*) and P<0.01 (**). Max: maximum,

ML: Mature leaf, YL: Young leaf.

Conclusions
The four studied species displayed undesirable characteristics. Genetic improvement is

required. P. menziesii showed values nearer ideotype breeding in more variables. The best
provenance was Tlaxcala. Several correlations between variables showed trade-offs in

selecting the best species.
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Provenances: Veracruz (V), Tlaxcala (T).
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Resumen
Meéxico demanda 1'700,000 arboles de navidad al afio. Esta actividad forestal ocupa

mas de 200 productores; genera muchos empleos indirectos en navidad, es la mas rentable
y permite conservar recursos genéticos. El principal problema a afrontar en el manejo de
arboles de navidad en poscosecha es la pérdida de agua. Numerosos estudios han sido
desarrollados en los ultimos 50 aflos para determinar la eficacia de antitranspirantes para

incrementar la supervivencia de especies forestales, pero los resultados han sido

inconsistentes. Ademads, casi todos los estudios realizados en la evaluacién de tratamientos
en poscosecha en drboles de navidad han sido realizados en la regién climética templada.
La regién climatica tropical no presenta un verdadero invierno y los arboles contintian
creciendo casi todo el afio. Entonces, se genera mayor dificultad en el manejo de
poscosecha. El objetivo fue evaluar la efectividad de varios tratamientos de poscosecha
(dos tipos de antitranspirantes e inmersion de la base del tronco en agua) para alargar la
vida en poscosecha de arboles de navidad de las especies mas utilizadas en la produccion
en México (Pinus ayacahuite y Pseudotsuga menziesii var. glauca) cultivados en una zona
montafiosa en una region tropical. El experimento se realizé en 2004-2005 con dos
repeticiones (arboles). Los factores a estudiar fueron: a) antitranspirante (Anti-Stress 2000
y Moisturin-4), b) inmersion de la base del tronco en agua, ¢) especie y d) procedencia
(Tlaxcala y Veracruz). Los arboles se colocaron segin un disefio completamente al azar. Se
midieron peso inicial y final, peso final de hojas desprendidas, humedades total y de
ramillas, y color. Se hizo andlisis de varianza y se compararon las medias (DMS). El mejor
tratamiento fue cuando la base del tronco se mantuvo inmersa en agua; con este tratamiento
se redujo la cantidad de hojas desprendidas; mantuvo las humedades total del 4rbol y de la

ramilla en particular; y exhibié un menor cambio del croma, matiz y luminosidad de hojas
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jovenes y adultas. La especie y procedencia que presentaron una mejor respuesta fueron
Pseudotsuga menziesii y Tlaxcala, respectivamente; en éstas se detecté una menor caida de
hojas y el croma, matiz y luminosidad de hojas jovenes y adultas exhibieron un menor
cambio con respecto a sus valores iniciales.

Palabras clave: tratamiento poscosecha, antitranspirante, arbol de navidad, Pinus

ayacahuite, Pseudotsuga menziesii, México.

Abstract

Mexico requires 1'700,000 Christmas trees per year. This forest activity involves
more than 200 growers; generates many indirect jobs during the holiday season; is the most
profitable forest activity, and allows to preserve genetic resources. The principal problem to
confront, in postharvest-management of Christmas-trees, is water loss. Many studies have
been performed, in the last 50 years, to determine the efficacy of antitranspirants to increase
survival of forest species, but produced inconsistent results. In addition, almost every
research related to evaluation of postharvest treatments of Christmas-trees have been done
in the temperate region. The tropical region does not show a real winter, trees grow all year
long, subsequently, postharvest management is more difficult. The aim was to evaluate the
effect of postharvest treatments (two kinds of antitranspirants, and immersion of trunk basis
in water) to increase postharvest life of the most cultivated Christmas trees species in
Mexico (Pinus ayacahuite and Pseudotsuga menziesii var. glauca) cultivated at high
altitudes in a tropical region. The experiment was done in 2004-2005, with two replicates
(trees). The studied factors were: a) antitranspirant (Anti-Stress 2000 and Moisturin-4), b)
immersion of the trunk base in water, c¢) species, and d) provenance (Tlaxcala and

Veracruz). The trees were arranged in a completely randomized design. Variables registred
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were: initial and final weight, final weight of abscissed leaves, total and twig humidity, and
color. Analyses of variance and comparisons of means (LSD) were performed. The best
treatment was trunk base in water; reducing abscissed leaves, maintaining total and twig
humidity, and with lower chroma-, hue-, and luminosity-changes of young and mature
leaves. The species and provenance that showed the best performance were Pseudotsuga
menziesii and Tlaxcala; in both lower abscissed leaves were detected; and chroma, hue, and
luminosity of young and mature leaves showed a lower change compared to initial values.

Key words: Postharvest treatment, antitranspirant, Christmas tree, Pinus ayacahuite,

Pseudotsuga menziesii, Mexico.

Introduccion

Meéxico consume 1°700,000 arboles de navidad (AN) por afio (SEMARNAT, 2003).
Hay mas de 200 productores mexicanos de AN (CONAFOR, 2003). Los AN generan
muchos empleos indirectos durante la estacion navidefia. Los suelos forestales tienen una
alta pendiente, por lo que no deben ser destinados a otro uso. Las plantaciones mexicanas
de AN usan especies nativas, por lo que permiten conservar los recursos genéticos
forestales. Es la actividad forestal mas rentable (Torres-Pérez, 2004).

El principal problema a afrontar en el manejo en poscosecha de AN es la pérdida de
agua. Por ejemplo, segiin Chastagner (1985) un AN de 1.80 m de Abies grandis o
Pseudotsuga menziesii, bajo condiciones humedas, puede perder hasta 2.84 litros de agua
en 24 horas. Por lo tanto, es indispensable para los productores determinar los medios para
reducir el estrés hidrico para extender la vida en poscosecha de los AN (Duck e al., 2003).
En los dltimos 50 afios, muchos estudios han sido realizados para determinar la eficacia de

antitranspirantes para incrementar la supervivencia en especies forestales. Sin embargo, los
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resultados han sido inconsistentes (Cuadro 1, Columna 7).

Casi todos los estudios realizados en la evaluacion de tratamientos en poscosecha en
AN han sido realizados en la regién climatica templada (Cuadro 1, Columna 6). La
condicion sui generis de la region climatica tropical es particularmente interesante; dado
que al no presentar un verdadero invierno, los arboles contindan creciendo casi todo el afio.
Por lo tanto, se genera mayor dificultad en el manejo poscosecha, dado que las yemas son
mas susceptibles a la pérdida de humedad. S6lo se ha evaluado la aplicacién de
antitranspirantes en Abies religiosa cultivado en una zona montana tropical (Elizalde,
11979).

No se ha evaluado la efectividad de los tratamientos poscosecha en poblaciones de
las especies mds utilizadas en la produccién de AN en México (Pinus ayacahuite y
Pseudotsuga menziesii var. glauca). S6lo se han evaluado poblaciones boreales de P
menziesii (Simpson, 1984; Rose y Haase, 1995) (Cuadro 1, Columna 1). Los marcadores
moleculares han mostrado baja variacion intrapoblacional y alta variacion interpoblacional
en P. menziesii (Liy Adams, 1989; Viard et al., 2001). En México, P menziesii muestra una
alta discontinuidad en la distribucién (Hermann y Lavender, 2001). Entonces, es necesario
evaluar poblaciones mexicanas de esta especie en funcién de su respuesta especifica a
tratamientos poscosecha.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la efectividad de varios tratamientos
poscosecha (dos tipos de antitranspirantes e inmersién en agua de la base del tronco) para
alargar la vida poscosecha en AN de Pinus ayacahuite y Pseudotsuga menziesii var. glauca,

ambos cultivados en zonas altas en una region tropical.
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Cuadro 1. Tratamientos poscosecha utilizados en especies forestales.

Especie p' FA UE’ CA® RC’> MT° Referencia

Abies procera  9-11 27 29 32 37 a9 Duck et al., 2003
A. religiosa 12-14 27 300 33 38 33 Elizalde, 1979

Acer rubrum 7 26 37 7 Sterret, 1985

A. saccarum 24 27 31 37 24 Lee y Kozlowski, 1974
Crataegus sp. 9 27 31 T 9 Englert et al., 1993
Fraxinus sp. 24 27 31 37 24 Lee y Kozlowski, 1974
F americana. 7 26 37 7 Sterret, 1985
Liriodendron 7 26 37 7 Sterret, 1985

Picea glauca 11 27 29 37 39 Simpson, 1984

P. glauca 11 27 31 35 37 gl Williams et al., 1990

P glauca 9-11 27 29 32 37 39 Duck et al., 2003

P. mariana 15-21 27 29 37 15-18 Colombo y Odlum, 1987
P mariana - 11 27 31 37 39 Odlum y Colombo, 1987
P, oomorika 9-11 27 29 32 37 39 Duck et al., 2003

Pinus contorta 11 27 29 37 11 Simpson, 1984 .

P, halepensis 8 27 31 34 37 40 Poljakoff et al., 1967

P. ponderosa 9,25 27 31 34 37 40 Vera, 1995

P. ponderosa 9 27,28 31 34,35 37 39 Rose y Haase, 1995

P radiata 8 27 31 36 37 8 Jack, 1955

P. resinosa 24 27 31 37 24 Lee y Kozlowski, 1974
P resinosa 22 27 37 Davenport et al., 1974

P resinosa 24 27 31 37 40 Davies y Kozlowski, 1975
P strobus 11 27 31 35 37 11 Williams et al., 1990
Platanus sp. 7 26 37 7 Sterret, 1985
Pseudotsuga sp 11 27 29 37 39 Simpson, 1984

P. menziesii 9 27,28 31 34,35 37 39 Rose y Haase, 1995
Quercus rubra 9,21 27,28 31 37 9y21  Arnold y Culbertson, 1994
Tsuga sp. 11 27 29 37 39 Simpson, 1984

"Producto, “Forma de aplicacion, *Unidad experimental, *Condiciones ambientales, 5Regi(’)n
climatica, 6Mejor tratamiento, "Paclobutrazol, 8Antitranspirantes, 9Moisturin, %Nu Arbor,
UWilt Pruf, 12Candelilla, 13Veltex, 14Anilina, '5plantco, 16Cloud-cover, 17Vapor Gard, ®Dow
X21337, 19Clear-spray, 2OFolico‘[e, 21Surfactante, 22 Acetato fenil mercurico, BCera CS6433,
24S:ilicén, 2 Antistress 2000, 26Inyeccién, 27Aspersi0’n, 28Inmersién, Y Arbol en maceta,
30Arbol cortado, 31Pléntula, 32Camara de crecimiento, 331 a base del tallo en agua, 3 4Campo,

35Sequia, 36Sanidad, 37Templada, 38Tropical, 3No hubo diferencias significativas, 40gin
antitranspirante.

Materiales y Métodos
Los éarboles utilizados en este estudio se cosecharon en las parcelas de produccion el

mismo dia; plantados en 1994 (Pseudotsuga mencziesii) y 1995 (Pinus ayacahuite); y
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tuvieron un manejo cultural similar previo a la cosecha. Los arboles se empacaron y
transportaron al Laboratorio de Floricultura (Universidad Auténoma Chapingo). El
experimento se condujo entre noviembre del 2004 y febrero del 2005. La longitud de los
arboles se homogeniz6 a 1.5 m, previo a los tratamientos. Las condiciones del laboratorio
fueron de 16.5 + 4.5° C, 60 = 25 % HR y 11.5 + 0.5 horas de luz natural (20 pumol m? s™);
durante 70 dias.

La unidad experimental fue un drbol. Los factores a estudiar fueron cuatro: a) tipo
de antitranspirante (con tres niveles de estudio), b) inmersién en agua (con dos niveles de
estudio), ¢) especie (con dos niveles de estudio) y d) procedencia (con dos niveles de
estudio). Las repeticiones fueron dos. Los 4rboles fueron arreglados en un disefio
experimental completamente al azar dispuesto en el Laboratorio de Floricultura. Los dos
niveles de estudio del factor inmersion en agua fueron: a) arboles colocados en seco en una
cruceta y b) arboles cuya base del tronco (15 cm) estuvo inmersa todo el experimento
(desde un dia después del corte hasta 70 dias) en tres litros de agua. Los tres niveles del
antitranspirante fueron: a) drboles con una aplicacion al follaje de 100 mL agua de la llave
(un dia después del corte), b) arboles con una aspersién (hasta punto de goteo) al follaje (un
dia después del corte) de 100 mL de una solucién 1:20 del antitranspirante "Anti-Stress
2000®" (44 % de poh’meros acrilicos, Polymer AG Incorparated), y ¢) arboles con una
aspersion (hasta punto de goteo) al follaje (un dia después del corte) de 100 mL de una
solucion 1:7 del antitranspirante "Moisturin-4®" (monémero de cloruro de vinil y
monomero de cloruro de vinilidano, Burke's Protective Coatings). Se evaluaron dos

especies: Pinus ayacahuite var. veitchii (Roezl) Shaw y Pseudotsuga menziesii var. glauca

(Mayr) Franco.
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Se evaluaron dos procedencias (Tlaxcala y Veracruz). Terrenate, Tlaxcala (T) se
ubica a los 19° 27' latitud Norte y 97° 55' longitud Oeste; clima semifrio subhumedo con
lluvias en verano; de noviembre a marzo las lluvias son escasas; los meses mas calurosos
son abril y mayo; la precipitaciéon es de 1141 mm; con arroyos temporales; laderas
protegidas de los fuertes vientos y casi siempre suelos profundos (México, 2005).
Huayacocotla, Vercacruz (V) se encuentra a los 20° 32' de latitud Norte y '98° 29" de
longitud Oeste; topografia muy accidentada; clima semifrio hiumedo con lluvias en verano;
precipitacion de 1380 mm y con pequefios rios (Dominguez, 1986).

El peso inicial total (cruceta incluida) (PIT) fue determinado un dia después del
corte (ddc) usando una béascula mecénica (TORINO®). Los pesos de la cruceta (PC), final
total (cruceta incluida) (PFT) fueron cuantificados (70 ddc) con bascula. El peso de las
hojas desprendidas (PHA) fueron medidos con una balanza electrénica (Scout I,
OHAUS®). Los pesos inicial (PI=PIT-PC) y final (PF=PFT+PHA-PC) fueron
determinados.

La luminosidad (L), croma (C) y matiz (M) fueron evaluados en hojas jévenes (<50
% de la longitud méxima) y adultas marcadas a los 3, 9, 16, 29, 45, 63 y 70 dias después
del corte con un espectrofotometro de esfera serie SP60 (X-RITE®). Se calculé el cambio
(adimensional) respecto al dato inicial (3 ddc). Se registré el nimero de dias al maximo
cambio.

La pérdida de agua por arbol (PA,) (70 ddc) fue calculada con las férmulas
PAA(Kg)=PI-PF y PA(%)=(PI-PF)/PI. Se colecté una ramilla de aproximadamente 10 g (por
cada arbol) a los 70 ddc y se pesé con una balanza electrénica (Scout II, OHAUS®). La
ramilla se hidraté en una caja de Petri (de 18 cm de didmetro) durante 24 horas, se seco con

papel absorbente y se volvié a pesar; luego se colocé en una estufa (FELISA®) durante dos
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semanas y se volvid a pesar. Se calculé la humedad de la ramilla con la formula
HR(%)=[(Peso humedo - Peso Seco)/Peso Seco]*100.

Se hizo el andlisis de varianza con base en un modelo de cuatro factores de estudio y
dos repeticiones. Los datos relativos fueron transformados mediante raiz cuadrada y cuando
se presentaron muchos valores con cero se sumé 0.01 previo a la transformacién. La
comparacion de medias se hizo con la Diferencia Minima Significativa de Fisher (DMS).
Resultados

Antitranspirante. No hubo diferencia estadistica significativa entre ninguno de los
tres tratamientos de antitranspirantes ("Anti-Stress 2000", "Moisturin-4" y "sin
antitranspirante") para todas las variables estudiadas (pérdida de agua del arbol, humedad
final de la ramilla, peso de hojas desprendidas, y méximos cambios de luminosidad, croma
y matiz) (ANOVA, P<0.05) (Cuadro 2). Los tratamientos "Anti-Stress 2000", "Moisturin-4"
y "sin antitranspirante" mostraron una dindmica similar en los cambios de luminosidad,
croma y matiz (Fig. 1).

Inmersion. Si hubo diferencias estadisticas altamente significativas entre los dos
tratamientos de inmersion ("arbol en seco" y "arbol en agua") para todas las variables
estudiadas (pérdida de agua del arbol, humedad final de la ramilla, peso de hojas
desprendidas, y méximos cambios de luminosidad, croma y matiz) (ANOVA, P<0.05).
"Arbol en agua" mostré la menor pérdida de agua del arbol, la mayor humedad final de la
ramilla, menor peso de hojas desprendidas, y los menores cambios de luminosidad
(alrededor del 50 % de intensidad luminosa), croma (25/60 para P. ayacahuite y 17/60 para
P menziesii) y matiz (ambas especies conservandose en el color verde) (DMS, P<0.05). Los
tratamiento "arbol en seco" y "arbol en agua" mostraron una dindmica diferencial en los

cambios de luminosidad, croma y matiz (Fig. 1).
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Especie. Si hubo diferencias estadisticamente significativas entre las dos especies
evaluadas (P. ayacahuite y P. menziesii) para la mayoria de las variables estudiadas (pérdida
de agua del arbol, peso de hojas desprendidas, y méximos cambios de luminosidad, croma
y matiz) (ANOVA, P<0.05). P. menziesii mostr6 el menor peso de hojas desprendidas, y los
menores cambios de luminosidad, croma y matiz (DMS, P<0.05).P. ayacahuite mostré la
menor pérdida de agua del arbol (Cuadro 2).

Procedencia. Hubo diferencias estadisticamente significativas entre las dos
procedencias analizadas (Tlaxcala y Veracruz) para la mayoria de las variables estudiadas
(pérdida de agua del arbol, peso de hojas desprendidas, y maximos cambios de
luminosidad, croma y matiz) (ANOVA, P<0.05). Tlaxcala mostrd la menor pérdida de agua
del arbol, el menor peso de hojas desprendidas, y los menores cambios de luminosidad,
croma y matiz (DMS, P<0.05). (Cuadro 2).

Interacciones. No se observaron interacciones entre antitranspirante con cualquier
otro factor de estudio. Sin embargo, las interacciones de los factores de "inmersion-
especie”, "inmersion-procedencia” y "especie-procedencia” si fueron estadisticamente
significativas para la mayoria de las variables estudiadas (pérdida de agua del arbol, peso

de hojas desprendidas, y cambios de luminosidad, croma y matiz) (ANOVA, P<0.05)

(Cuadro 2).
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Figura 1. Promedios de cambios de matiz, cromaticidad y luminosidad en arboles de
navidad cortados. Los tratamientos fueron: "Moisturin" (tridngulo), "Antistress 2000"
(cuadrado), "inmersién en agua” (equis) y "testigo" (sin antitranspirante ni inmersién)

(rombo).
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Cuadro 2. Andlisis de varianza de las variables estudiadas.

Fuente de Variacion'  GL®  Fpa’ Frra®  Fpua Fmc’  Fuec Fumewm
Antitranspirante 2 0.06 0.08 0.07 0.04 0.04 0.03
Inmersioén 1 11.01%%  828%% §32%*  7.14%% 6£99%* 6.78%*
Especie 1 3.20% 0.09 3.58% 2.67% 3.01* 3.10*
Procedencié 1 2.65% 0.06 2. I8 338 2.85¢ 200
Inmersion*Especie 1 3.42% 0.04 3.95% 2.78*% 2.94* 291*

Inmersion*Procedencia 1 3.32% 0.03 3.76%* 2.89* 2.85* 2.65%

Especie*Procedencia 1 2.02% 0.00 2.60* 2.00%  1.90* 2.16*

Significativo a 0.01<P<0.05 (*), P<0 01 (**).

'Solo se mcluyeron las interacciones dobles significativas. *Grados de L1bertad Los valores
de F para: *pérdida de agua por arbol, humedad final de la ramilla, *peso de hojas
desprendidas, S méximo cambio de luminosidad, 'maximo cambio de croma y ¥ maximo
cambio de matiz.

Discusion
Antitranspirantes

En este trabajo los antitranspirantes no fueron efectivos en aumentar la vida
poscosecha de los érboles de navidad cortados. Lo anterior coincide con muchas
investigaciones con especies forestales. En la mayoria de los trabajos publicados no se
encontré diferencia estadistica entre aplicar o no antitranspirantes (Duck er al., 2003;
Odlum y Colombo, 1987; Rose y Haase, 1995; Simpson, 1984). Otras investigaciones,
inclusive encuentran que es mejor no aplicar antitranspirante (Davies y Kozlowski, 1975;
Poljakoff et al., 1967; Vera, 1995). (Cuadro 1, Columna )

Moisturin no fue efectivo en esta investigacion. Este antitranspirante no fue 0til para

alargar la vida poscosecha de especies forestales en la mayoria de las investigaciones
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reportadas (Duck et al., 2003; Vera, 1995; Rose y Haase, 1995). Moisturin result6 adecuado
para alargar la vida poscosecha de especies forestales en solo dos estudios. Englert er al.
(1993) mencionan que con Moisturin se pudo disminuir la pérdida de agua en Crataegus
phaenopyrum. Mientras que Arnold y Culbertson (1994) reportan un mantenimiento del
potencial hidrico, peso fresco y peso seco al aplicar Moisturin en Quercus rubra (Cuadro 1,
Columnas 2y 7).

En este trabajo, Anti-Stress 2000 no incrementé la vida poscosecha de ninguna de
las dos especies. Sélo ha habido un estudio donde se ha evaluado anteriormente este
antitranspirante. Anti-Stress 2000 no redujo la pérdida de agua, ni mantuvo el potencial
hidrico, ni increment6 la altura, ni aumenté la supervivencia, ni increment6 el didmetro del
tallo, ni rompié el reposo, ni disminuy¢ dafio foliar, ni incrementd el crecimiento de raiz, ni
mantuvo la conductancia estomatal, ni mantuvo el ligamiento electrolitico, ni tampoco
mantuvo los niveles de fluorescencia clorofilica en plantulas en reposo (Vera, 1995).
(Cuadro 1, Columnas 2 y 7).

La falta de efectividad de los antitranspirantes en especies forestales puede ser
explicada por varias causas. La primera es la sanidad de la planta; Jack (1955) encontr6é que
las plantulas enfermas de Pinus radiata responden mejor a los tratamientos de
antitranspirante que las plantulas sanas. La segunda es el método de aplicacion: en especies
forestales, los antitranspirantes generalmente son aplicados mediante aspersion (Cuadro 1,
Columna 2); sin embargo, probablemente la inmersion (en la solucién de antitranspirante)
€s un mejor tratamiento porque genera mejor cubrimiento (Duck et al., 2003). Pero como el
costo de aplicacidon asciende enormemente, una evaluacion financiera seria necesaria para

valorar mas integralmente la inmersion del arbol en la solucion antitranspirante.
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Inmersion de la base del tronco en agua

La inmersién de la base del tronco en agua fue el mejor tratamiento para alargar la
vida poscosecha en esta investigacion. Elizalde (1979) encontrd menor peso de hojas
desprendidas, retencion del angulo de insercion de la rama y conservacion del color durante
més tiempo, y mejor condicion del estado del follaje cuando la base del tronco (de arboles
de navidad cortados de Abies religiosa) se mantuvo inmersa en agua.

La frescura de; un AN esté4 determinada fuertemente por el contenido de humedad en
el follaje (Hinesley, 1984; Chastagner, 1986; Chastagner y Hinesley, 2002). Ademas, un
arbol muerto rodeado de cables conductores de electricidad es una invitacion al fuego. Un
AN seco puede ser consumido totalmente por el fuego en menos de 30 segundos (RFD,
2000).

La inmersién en agua representa un riesgo en la casa-habitacién dado que, en caso
de haber, alfombras y tapetes pueden mojarse. Ademas, a los distribuidores de arboles de
navidad en México no les agrada mucho este tratamiento; pues las condiciones ambientales
en bodegas no son adecuadas para la conservacion de estos organismos vivos, debido a las
temperaturas altas y baja humedad ambiental. Por lo anterior, la inmersion en agua sigue
siendo una tratamiento poscosecha poco practico. Por lo tanto, se debe seguir investigando
para desarrollar mejores tratamientos para conservar mejor los arboles de navidad cortados.
Especie

Pinus ayacahu;‘te. En este trabajo solo la inmersion de la base del tronco en agua fue
efectiva para alargar la vida poscosecha de esta especie arbdrea. No ha habido ningin
trabajo previo donde se evaluen los tratamientos para el alargamiento de la vida poscosecha
en P. ayacahuite. S6lo se han evaluado antitranspirantes en otras seis especies del género

Pinus (P. contorta, P. halepensis, P. ponderosa, P. radiata, P. resinosa, P. strobus); sin
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embargo, no se realizan comparaciones de los antitranspirantes con inmersion en agua. En
la mitad de las investigaciones los antitranspirantes no se consideran adecuados para
incrementar la vida poscosecha en especies del género Pinus (Davies y Kozlowski, 1975;
Poljakoff et al., 1967; Rose y Haase, 1995; Vera, 1995). Inclusive en P. resinosa (Davies y
Kozlowski, 1975) y P. ponderosa (Poljakoff et al., 1967; Vera, 1995) la no aplicacion de
antitranspirantes fue significativamente mejor. Sin embargo, la inconsistencia en la
respuesta es muy grande, por ejemplo con el mismo producto (Silicén) y la misma especie
(P. resinosa); Lee y Kozlowski (1974) reportan una disminucion de la transpiracion,
mientras que Davies y Kozlowski (1975) detectaron menor transpiraciéon y mayor
fotosintesis neta en el tratamiento sin antitranspirante. (Cuadro 1, Columnas 1y 7).

Pseudotsuga menziesii. En este trabajo solo la inmersion de la base del tronco en
agua fue efectiva para alargar la vida poscosecha de esta especie forestal. Solo en dos
trabajos se han evaluado antitranspirantes en P. menziesii, sin compararlos con inmersion en
agua. En ambos estudios los antitranspirantes no fueron’efectivos. Simpson (1984) no
encontré diferencias significativas entre la aplicacion o no de antitranspirantes en F.
menziesii. Mientras que Rose y Haase (1995) no encontraron diferencias en el potencial
hidrico, el crecimiento en altura, la supervivencia ni en el crecimiento en diametro de tallo
entre la aplicaciéon o no de antitranspirantes en plantulas de P menziesii. (Cuadro 1,
Columnas 1y 7).

Procedencia

La procedencia Tlaxcala presentd mejor respuesta al tratamiento de inmersion en
agua. Tlaxcala exhibe menor precipitacion y mayor evaporacion (SICLIM, 1990).
Entonces, las poblaciones probablemente han generado adaptaciones locales de resistencia

a sequia, que pueden ser aprovechadas en el manejo poscosecha.
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En México, el drea de distribucion de P. menziesii (Hermann y Lavender 2001) y P.
ayacahuite (Perry 1991) es bastante discontinua dado que crecen en elevadas altitudes
(Perry, 1991; Farjon y Styles, 1997) en un pais con una accidentada orografia (INEGI,
1985).

Los andlisis isoenzimaticos han mostrado baja variacién intrapoblacional y alta
variacién interpoblacional en poblaciones mexicanas de P. menziesii (Porfirio Ramirez
Vallejo, com. pers.). Se ha reportado variacidn topoclinal en respuesta a una heterogeneidad
microambiental en P. menziesii. La fuente de semilla puede también tener impacto
importante para las caracteristicas de postcosecha (Bates et al. 2004).

La falta de consistencia en resultados de investigaciones con el mismo tratamiento y
la misma especie (Lee y Kozlowski, 1974 versus Davies y Kozlowski, 1975) puede ser

explicada por las diferencias en comportamiento entre procedencias. Es conveniente seguir
evaluando la respuesta entre diferentes poblaciones de especies forestales, para poder

identificar el mejor tratamiento poscosecha por procedencia.

Conclusiones

El mejor tratamiento fue cuando la base del tronco se mantuvo inmersa en agua.
Con este tratamiento se redujo la cantidad de hojas desprendidas; se mantuvo las
humedades total del arbol y de la ramilla en particular; y se exhibié un menor cambio del
croma, matiz y luminosidad. La especie que presentd una mejor respuesta fue P. menziesii,
detectandose una menor cantidad de hojas desprendidas y el croma, matiz y luminosidad
con menor cambio con respecto a sus valores iniciales. La procedencia que presenté una
mejor respuesta fue Tlaxcala; con menor cantidad de hojas desprendidas; se mantuvo por

mayor tiempo la humedad total del arbol; y el croma, matiz y luminosidad exhibieron un
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menor cambio respecto a sus valores iniciales.
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RESUMEN
Se probaron dos protocolos convencionales y dos productos comerciales de extraccion de

>ADN vegetal en Abies religiosa. Las extracciones se hicieron de tejido vegetal fresco y
seco, con el objetivo de establecer un método de purificacion de ADN para esta especie y
determinar el efecto del almacenamiento en seco de sus hojas en la extraccion de ADN. El
mejor método fue Nucleon Phytopure Plant DNA Extraction® (AMERSHAM
BIOSCIENCES) con mercaptoetanol. Este método sélo fue efectivo para aislar ADN de
tejido fresco. Lgs demads métodos produjeron ADN impuro.

Palabras clave: Aislamiento de ADN, conifera, oyamel, CTAB, Protocolo comercial.
ABSTRACT

Two conventional laboratory protocols and two commercial DNA extraction protocols
were tested in Abies religiosa. Extractions were done in tissue from fresh and dry leaves,
with the objective of establishing an extraction DNA method for this species and determine
the effect of dry leaf storage in DNA extraction. The best method for DNA extraction was
Nucleon Phytopure Plant DNA Extraction® (AMERSHAM BIOSCIENCES) using
mercaptoethanol. This method is effective only for fresh leaf tissues. Other methods

produced contaminants.

Keywords: DNA isolation, conifer, fir tree, CTAB, Commercial protocol.

INTRODUCCION

Hay poca informacion sobre protocolos de extraccion que permitan obtener ADN de
buena cantidad y calidad en plantas lefiosas. Las especies lefiosas, principalmente coniferas,
presentan altas cantidades de polisacéaridos u otros metabolitos secundarios como
polifenoles, terpenos y resinas, que dificultan la extraccion del ADN e impiden su analisis

(Doulis et al., 2000). El aislamiento y purificacion de ADN es de crucial importancia, pues
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la pureza y el alto peso molecular de ADN es un requerimiento absoluto para un analisis
exitoso de huellas gendémicas y para la aplicacion de otras técnicas bioldgicas moleculares.
Las impurezas del ADN pueden inhibir reacciones enzimaticas, la electroforesis y la

cuantificacion (Randhawa y Arya, 2003).

Abies religiosa es importante en el Valle de México porque forma bosqueé de gran
extension (Rzedowski, 1978). Se distribuye en la regién central de México (Vasquez,
1964). Las poblaciones de esta especie cercanas a centros urbanos, se encuentran en
declinacion. Por ejemplo en el Desierto de los Leones, A. religiosa muestra reduccion en la
anchura de anillos, grosor de la pared celular y longitud de traqueidas; ausencia de
carbohidratos y acumulacion de compuestos fendlicos en radios; estas modificaciones se
presentan en las ultimas tres décadas, lo cual coincide con un aumento de los contaminantes
atmosféricos en la ciudad de México (Bernal et al., 2004).

Los marcadores de ADN serian utiles para seleccion asistida. Sin embargo, con los
protocolos y productos comerciales comunes de extraccion de ADN para plantas, no se ha
logrado obtener la cantidad y la calidad de ADN que se requiere para analisis genémicos en
A. religiosa, tales como amplificacidon por PCR, RAPDs, RFLPs o microsatélites. El
presente trabajo tuvo como objetivo desarrollar un método de purificacion de ADN

gendémico en A. religiosa.

MATERIALES Y METODOS

El material se recolectd en el Parque Nacional Ajusco, México; de hojas jovenes de
arboles adultos libres de plagas y hongos visibles, de buen vigor y libres de dafios fisicos en

hojas y tronco. La recolecta del material se hizo en dos afios. La muestra del primer afio se

prensé y seco en una estufa a 80° C y se guardd en el herbario en condiciones 6ptimas para
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evitar su maltrato o pudricion. El muestreo del segundo afio se realizé un dia antes de hacer
pruebas de extraccion de ADN. Las hojas se introdujeron en sobres con perlas de Silica-
Gel® (GOLDEN BELL); manteniéndose a —20° C. Para la extraccion se utilizaron las

aciculas de brotes apicales; las cuales se lavaron con extrano y etanol al 70 %

Los protocolos comerciales a probar se eligieron con base en la eficiencia que reporta el
fabricante para extraccion de ADN en coniferas. Estos fueron: Plant DNAzol Reagent®
(INVITROGEN) (PDNAzol) y Nucleon Phytopure Plant DNA extraction® (AMERSHAM
BIOSCIENCES) (NPPDNA). Los protocolos de laboratorio usados fueron los de
Dellaporta et al. (1983) (Dellaporta) y Doyle y Doyle (1987) (D y D). En el protocolo
comercial de NPPDNA se agregd f-mercaptoetanol durante la lisis de la pared celular, para
extraccion de ADN de tejido fresco. Para la extraccion de ADN utilizando tejido seco, se

realizaron extracciones con PDNAzol, NPPDNA y Dellaporta.

El protocolo de D y D se modifico de la siguiente manera: antes de precipitar el ADN, se
lavé con cloroformo (1:1) y se centrifugd a 1400 g durante 15 minutos. Se extrajo el

sobrenadante y se lavo con hexano (1:1). Se centrifugd a 1400 g durante 15 minutos.

El protocolo PDNAzol se modifico de la siguiente manera: se pesaron 0.6 g del material y
se disolvio en 1000 ul del producto; se centrifugd a 12000 g durante 10 minutos; se extrajo
el sobrenadante lavandose con fenol (1:1, v/v); se agitdé durante 10 minutos; se centrifugd

(12000 g, 5 minutos); se lavo dos veces con cloroformo (1:1, v/v) y disolvié en 8mM

NaOH.

Para el analisis de pureza y concentracion de ADN se utilizo un espectofotometro Genova
MK3® (JENWAY). Para el anédlisis de integridad de la molécula de ADN, se utilizo una

camara de electroforesis GNA-100® (PHARMACIA BIOTECH), una fuente de poder para
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Electroforesis 301® (AMERSHAM BIOSCIENCES), transiluminador UV® (UVP) y el
sistema de analisis y documentacién de geles (KODAK). Los resultados obtenidos en el
analisis de concentracidn y pureza de ADN se examinaron mediante un andlisis de varianza.
Con el método de diferencia minima significativa (DMS), se definié cual es el mejor

método de extraccion de ADN para A. religiosa (Devore, 1998).

La reaccion de PCR se realizd en un termociclador TECHNE® con un ciclo a 91° C (2
minutos), 35 ciclos (30 segundos a 94° C, 30 segundos a 40° C y 90 segundos a 72° C) y un

ciclo a 72° C (90 minutos). Cada microtubo contenia 81.07 puL. de agua deionizada

(SIGMA), 10 pL amortiguador de Mg (1 M), 3 uL de MgCl, (50 mM), 2 uL de dNTPs (10
mM), 2.5 pL iniciador, 0.93 uLL ADN , 0.5 puL. de Tag DNA-polimerasa (INVITROGEN®).
El iniciador utilizado fue G11 (5'-TGCCCGTCGT-3") (OPERON®).

La electroforesis se realizo en un gel de UltraPure™ Agarosa-1000® (INVITROGEN) al
8 % (p/v). Cada muestra con 7ul. de ADN y 5uL de amortiguador de carga. El marcador de
peso molecular fue 100 bp DNA Ladder® (INVITROGEN). El gel se tifio con bromuro de
etidio (SIGMA) y se visualizd en el Sistema de Andlisis e Interpretacion de Geles EDAS

290® (KODAK).

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con Miiller y Schweizer (1994) los analisis del espectrofotometro indicaron la
presencia de impurezas proteicas o fendlicas, principalmente (Cuadro 1). No se obtuvieron
resultados de los protocolos de D y D en tejido fresco y PDNAzol y PDNAzol modificado
con tejido seco. En lo que respecta a la absorbancia en las longitudes de 260 nm y 280 nm,
no se presentaron diferencias significativas entre los métodos, a excepcion de las muestras

aisladas con el protocolo modificado de D y D. En la relacion Ajg/Azso, la extraccion de
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tejido fresco con NPPDNA con mercaptoetanol, fue la mejor. Le siguieron Dellaporta y
NPPDNA con tejido fresco. Ademas, el método de Dellaporta no present6 diferencias

significativas con los demés métodos. Sélo utilizando NPPDNA con mercaptoetanol fue
posible el analisis de genoma, pues la relacion Ajso/Aago fue casi cercana a 1.7(Miiller y

Schweizer 1994).

Las lecturas de absorbancia para ADN de doble cadena, en cuanto a la concentracion, los
métodos de aislamiento usando tejido fresco no presentaron diferencias entre ellos. Los
métodos de extraccion con tejido seco presentaron las concentraciones mas bajas. Con
respecto a la absorbancia por centimetro (ABS/cm), el método de PDNAzol presento6
diferencias con los métodos, pero el resto no presentd diferencias entre ellos. En relacion al
porcentaje de transmitancia (%T), el método de Dellaporta fue el que presentd mayor valor
con respecto a los otros métodos. Las extracciones con NPPDNA, con tejido fresco y seco
y el protocolo de Dellaporta, no presentaron diferencias. El NPPDNA con mercaptoetanol y
PDNAZzol, mostraron los valores mas bajos de transmitancia, con diferencias entre ellos y

los otros métodos.

Las modificaciones hechas al protocolo de NPPDNA por haber agregado una cantidad de
mercaptoetanol mayor a la sefialada eliminaron las impurezas que se precipitaban con el
ADN, tal y como lo sefialan Permingeat ez al. (1998). La relacion Azeo/Azgo obtenida y
estudiada con el analisis de varianza cumple las caracteristicas de pureza referidas por
Miiller y Schweizer (1994) y permite realizar estudios de andlisis genéticos. Las otras

modificaciones hechas a los protocolos no produjeron resultados satisfactorios.

Weishing et al. (1995), citados por Khanuja et al. (1999), mencionan que en algunas

plantas aromaticas y medicinales existen compuestos que degradan el ADN como las
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endonucleasas, coaislamiento de polisacaridos altamente viscosos y compuestos inhibidores
como polifenoles y metabolitos secundarios que interfieren directa o indirectamente con las
reacciones enzimadticas. 4. religiosa es una especie que presenta canales resiniferos
marginales (Pérez, 2000) y compuestos aromaticos (Vasquez, 1964), que al no poderse

eliminar, el ADN obtenido es de mala calidad y en baja cantidad.

Khanuja et al. (1999), sugieren un protocolo para la extraccion de ADN de tejido seco,
proveniente de plantas aromaticas y medicinales. El protocolo funcioné para Taxcus
wallichiana, especie forestal con componentes aromaticos. Utiliza concentraciones de
CTAB mas altas que Dellaporta et al. (1983). Khanuja et al. (1999) eliminaron los
problemas de alto contenido de polisacaridos, elevando la concentracion de NaCl e
indicaron que la extraccién de tejido seco se haga con una cantidad mayor de tejido y se

aumente el tiempo de incubacion disminuyendo la temperatura durante la lisis celular.

Segtin Mcdonald et al. (1994), citados por Henry (2001), las condiciones en que se secan
las muestras de herbario son las 6ptimas para purificar el ADN de buena calidad. Secar las
muestras de manera forzada puede ocasionar ruptura de tejido y degradacion del ADN. Las
muestras utilizadas en el presente trabajo se secaron bajo condiciones estandares y no se
observaron indicios de pudricién o algun otro factor que pudiera interferir para obtener
ADN de calidad. Dnyaneshwar et al. (2003) sugieren que las muestras frescas sean
almacenadas en un ultracongelador a -70 °C hasta ser utilizadas, esto puede ayudar a evitar

la pérdida de agua y facilitar la extraccion de ADN de muestras almacenadas.

El analisis de integridad de las moléculas de ADN, solo se realizé con las muestras que se
disolvieron en el amortiguador TE y presentaron concentracion y pureza aceptables. Con el

PDNAZzol se obtuvo la mayor concentracién de ADN, pero los andlisis de pureza y
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concentracion indican que el ADN lleva impurezas protéicas y fendlicas y el barrido

muestra que el ADN esta degradado (Fig. 1).

El analisis de integridad de la molécula de ADN, muestra para NPPDNA agregando
mercaptoetanol, un ADN de buena calidad (Fig. 1). Se sabe que el ADN extraido es de
buena calidad porque es de alto peso molecular tiene una longitud mayor que la banda de
mayor peso del marcador de peso molecular utilizado. Con los demas métodos, el ADN se
degradd o no se logré aislar. Se logro la amplificacion completa del ADN, con el iniciador
G11 con tejido fresco y NPPDNA mas mercaptoetanol y PDNAzol (Fig. 2).

CONCLUSIONES

El mejor método de extraccion de ADN con tejido fresco para 4. religiosa es Nucleon

Phytopure Plant DNA Extraction®. Para mejorar la calidad y cantidad de ADN extraido, se

pueden utilizar antioxidantes como mercaptoetanol. El almacenamiento en seco dificultd

las extracciones de ADN.
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Cuadro 1: Resultados del analisis de la extraccion de ADN. Media aritmética + desviacion

estandar. Las medias con la misma letra (en una misma columna) no son diferentes (DMS,

p<0.05).

Protocolo Tejido n* Radio (Az60/Azs0)  Concentracién (pg/ml)
PDNAzol Fresco 14 1.08 £0.06 ¢ 1455.25+308.50 a
NPPDNA Fresco 12 1.27+0.09 b 5294+ 42.01b
NPPDNA + mercaptoetanol Fresco 21 1.52+0.17 a 135448 £251.24 a
Dellaporta Fresco 12 127009 be 70.17+ 34.75b
D & D Modificado Fresco 14 1.01 £0.08 ¢ 49.23+ 30.52b
NPPDNA + mercaptoetanol Seco 14 1.05+043 ¢ 65.75+ 26.55b
Dellaporta Seco 11 0,96+ 0.27 ¢ 5845+ 21.96Db
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“n: nimero de repeticiones.

12216° 12216
6108 6108
2036 2036
07 507
298 208

Figura 1: Integridad de la molécula de ADN. Marcador de peso molecular 100 pb DNA
ladder (A, G, H, R), D & D modificado (B, C, D), Dellaporta (E, F), PDNAzol (I, J, K),

NPPDNA + mercaptoetanol (L, M, N), NPPDNA (O, P, Q) con tejido fresco.
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Figura 2: Productos de amplificacion con RAPDs. Marcador de peso molecular 100 pb
DNA ladder (A, J), PDNAzol (B, D, I), NPPDNA (H), Dellaporta (G), NPPDNA +

mercaptoetanol (E, F), D & D modicado (C) con tejido fresco.
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RAPDs asociados a la resistencia a alta intensidad luminosa en brinzales de Abies

religiosa6

RAPDs associated to resistance for high intensity light on Abies religiosa seedlings

¢ Alvarez-Moctezuma J.G., A. D. Ortiz-Reyes, J. P. Legaria-Solano, J. Sahagtin-Castellanos, J. O. Mascorro-
Gallardo, A. Pefia-Lomeli y J. L. Rodriguez-de-la-O. para ser sometido a la Revista Fitotecnia Mexicana.
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Resumen
Abies religiosa tiene un gran potencial para la formacion de dreas verdes urbanas, como

arbol de navidad, bonsais, obtener madera, papel, techados, para medicina y para captura de
carbono. Sin embargo, no es posible realizar plantaciones sin cobertura, porque es una
especie tolerante a la sombra y sus brinzales son susceptibles a alta intensidad luminosa. No
obstante, 4. religiosa exhibe variaciéon intraespecifica natural en la resistencia a la
exposicién a alta intensidad luminica. Por esto y porque existe variacion fenotipica
interespecifica de la resistencia de las plantulas a altas intensidades luminicas, debe haber
una alta probabilidad de que la resistencia a nivel intraespecifico tenga una base genética.
El objetivo de este trabajo fue detectar perfiles de RAPDs asociados a la resistencia a alta
intensidad luminosa en brinzales de A. religiosa. Se purific6 ADN de 15 brinzales
resistentes y 15 susceptibles a alta intensidad luminosa, se formaron dos muestras
compuestas y se evaluaron 35 iniciadores. De los iniciadores donde se observaron
productos de PCR, se realizé nuevamente la reaccion de PCR con el ADN de cada brinzal.
Se evalud: supervivencia a alta intensidad luminosa, numero de aciculas, apertura
estomatal, nimero de estomas y altura del brinzal. Se calcularon correlaciones entre las
caracteristicas morfoldgicas y los perfiles de bandas por cada iniciador. Se identificaron
bandas que correlacionaron con todas las variables evaluadas. 24 % de los brinzales
sobrevivieron a alta intensidad luminosa. El ancho y area de la apertura estomatal
presentaron el mayor nimero de correlaciones. La banda de 1801.92 pb del iniciador 5'-
CCGGCCTTCC-3' correlacioné con casi todas las variables. Se sugiere que la
supervivencia, altura, nimero de hojas y apertura estomatal son controladas genéticamente.
La supervivencia a alta intensidad luminosa estd determinada principalmente por la

apertura estomatal.
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Palabras clave: Marcador molecular, seleccion asistida, umbréfila, epidermis, estomas.

Abstract

Abies religiosa has great potential as urban forest tree, Christmas-tree, bonsai, timber,
paper, ceiling, medicinal, and carbon sequestration. However, plantations are not possible
without tree covering, because this species is shade tolerant, and their seedlings are
susceptible to high intensity light. Nevertheless, A. religiosa shows natural intraspecific
variation in resistance to high intensity light. Because of this and because exist interspecific
phenotipic variation for resistance to high intensity light. The probability that there is a
genetic basis for the intraspecific variation must be high. The aim of this study was to
detect RAPD profiles associated with resistance to high intensity light on 4. religiosa
seedlings. The DNA from 15 resistant and 15 susceptible seedlings to high intensity light
were isolated. Two bulked samples were formed and 35 primers were evaluated. From
primers with PCR products, a second PCR reaction with DNA from individual seedlings
was done. Registred data were: seedling survival to high intensity light, leaf number,
stomata aperture, stomata number, and plant height. Correlations between these variables,
and RAPDs profiles for each primer were computed. Bands which correlated with all
variables were detected. 24 % of the seedlings survived to high intensity light. Stomata
width and aperture showed the largest number of correlations. The 1801.92 pb band from
primer 5'-CCGGCCTTCC-3' was correlated with almost all variables. This suggests that
survival, height, leaf number, and stomata aperture are genetically controlled variables.
Seedling survival to high intensity light is mainly determined by stomata aperture.

Key words: Molecular marker, assisted selection, umbrophylla plant, epidermis, stomata.
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Introduccion

Abies religiosa (H.B.K.) Schl. er Cham. es importante porque forma bosques de grandes
extensiones (Rzedowski, 1978). Se distribuye en la region central de México (Dallimore y
Jackson, 1961). Sin embargo, esta especie es marginalmente utilizada’, no obstante su gran
potencial para: a) areas verdes urbanas (Chacalo et al., 1994), b) arbol de navidad®, c)
bonséi’, d) madera, ) papel, f) techado, g) medicina'® y h) captura de carbono'’.
Desafortunadamente no es posible establecer plantaciones de A. religiosa sin una
cobertura, porque los brinzales son susceptibles a alta intensidad luminosa. Las especies
tolerantes a la sombra tienen la capacidad de establecerse mejor en condiciones de dosel
cerrado donde la intensidad luminica es baja (Spurr y Barnes, 1980). A. religiosa es
tolerante a la sombra y sus brinzales son altamente susceptibles a la alta intensidad
luminica, por lo que en espacios abiertos exhibe una gran mortandad (Camacho, 1996;
Madrigal, 1964 y Vazquez et al., 1962). Los brinzales requieren 0.6 a 0.74 m?® de
coberturalz, o sea 16.3 umol-m'2 s de intensidad luminica'®. Como consecuencia, la
regeneracion natural no llega a establecerse en suficiente cantidad en espacios abiertos, 1o
cual es importante para la renovacion y restauracion de bosques (Galindo, 1996). Las

plantaciones muchas veces fracasan.

7 Gémez, GR (2003) Estado del conocimiento de Abies religiosa (H.B.K.) Schl. et Cham. Tesis de
Licenciatura. Universidad Auténoma Chapingo. México. 142 pp.

¥ Elizalde, CNN (1979) Uso de preservadores en los arboles de navidad (Abies religiosa). Tesis de
Licenciatura. Universidad Autonoma Chapingo, México. 48 pp.

° Juan Montiel Avila, comunicacién personal.

1% Bojorges, SJA (1990) indice del sitio para oyamel (4bies religiosa) en Zoquiapan. Tesis de Licenciatura.
Universidad Auténoma Chapingo. México. 57 pp.

! Valenzuela, H.T. (2001) Estimacién del secuestro de carbono en bosques naturales de Abies religiosa.
Tesis. Universidad Auténoma Chapingo. México. 127 pp.

2 Pimentel, BL (1979) Determinacion del volumen 6ptimo en bosques de Abies religiosa (H.B.K.) Schl. et
Cham. Tesis de Maestria en Ciencias. Colegio de Postgraduados. México. 150 pp.

k3 May, ENG (2001) Dinamica de la regeneracién de Abies religiosa (H.B.K.) Schl. et Cham. y Pinus
hartwegii Lindl,, en la Estacion Forestal Experimental Zoquiapan, Estado de México. Tesis de
Licenciatura. Universidad Auténoma Chapingo. México. 78 pp.
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A. religiosa exhibe variacion intraespecifica natural en la tolerancia a la exposicién a
alta intensidad luminica'® (Camacho, 1996; Galindo, 1996; Madrigal, 1964; Vazquez et al.,
1962). Ademads, existe variacion interespecifica a la resistencia a altas intensidades
luminicas (Spurr y Barnes, 1980). Por consiguiente, debe haber una alta probabilidad de
encontrar una base genética que respalde la variacion intraespecifica.

El Analisis Segregante en Agrupaciones (ASA) es la metodologia mas comun para la
seleccion asistida por marcadores moleculares y requiere la evaluaciéon de tres
generaciones. En muchas especies forestales no es posible aplicar el ASA debido a la
ausencia de lineas endogdmicas, ciclo de vida largo, y alta depresiéon endogdmica (Carlson
et al., 1994). En el Analisis Parental en Agrupaciones (APA) es posible utilizar inicamente
el progenitor femenino y su progenie, siempre que el marcador se encuentra en condicion
heterocigota en el progenitor (Arcade et al., 2002; Carlson et al, 1994; Marques et al.,
1999). De esta manera, actualmente es una realidad la utilizacion de los marcadores
moleculares en la seleccion de caracteristicas de importancia econdémica en especies
forestales (Arcade et al., 2002; Bernatzky y Mulcahy, 1992; Carlson et al., 1994, Devey et
al., 1995; Grattapaglia et al., 2004; Kirst et al., 2004; Kondo et al., 1999; Lerceteau et al.,
1999; Markussen et al., 1999; Marques et al., 1999; Mechlenbacher et al., 2004; Moran et
al., 1999; Prat et al., 1999; Storme et al., 1999; Su et al., 2000; Tabor et al., 2000; Tauer et
al., 1992; Taylor et al., 1999). Los perfiles de RAPDs son utiles en la seleccion asistida por
marcadores moleculares, mapeo cromosémico y transgenesis.

El objetivo de esta investigacion fue detectar perfiles de RAPDs asociados a la

' Gonzalez, GMJ (1985) Comportamiento de la germinacién y crecimiento inicial de Abies religiosa
(H.B.K.) Schl. et Cham. en diferentes aperturas de dosel, preparaciones de suelo y variantes de
siembra en Zoquiapan, Méx. Tesis de Licenciatura. Universidad Auténoma Chapingo. México. 82

pp.
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resistencia a alta intensidad luminosa en brinzales de Abies religiosa.

Materiales y Métodos

En el afio 2005, se recolectaron semillas de medios hermanos maternos de Abies religiosa
en la ladera sur del Parque Nacional "Cumbres del Ajusco" (Tlalpan, México) a los 19° 12
de latitud Norte y 99° 15' de longitud Oeste. Las semillas germinaron bajo malla-sombra de
90 % (hasta 1000 umol m?s™).

En marzo de 2006, en el vivero de la Division de Ciencias Forestales, Universidad
Auténoma Chapingo, se colocaron 400 brinzales (hermanos maternos) de un afio de edad
de A. religiosa, cubiertos con malla-sombra de 90 %. A las dos semanas se reemplazd por
malla-sombra de 60 % (hasta 4000 pumol m? s1) y los brinzales cuyo vigor disminuy6 se
retiraron y se colocaron bajo malla-sombra de 90 %, etiquetandolos como muy sensibles a
| alta intensidad lumino‘sa. Dos semanas después, se reemplazé por malla-sombra de 40 %
(hasta 6000 pmol m? s) y los brinzales que exhibieron disminucion del vigor se retiraron y
se colocaron bajo malla-sombra de 90 %, rotulandolos como sensibles. Dos semanas mas
tarde, se retiraron los brinzales supervivientes y se rotularon como resistentes.

Dos semanas después se eligieron al azar 15 brinzales resistentes y 15 muy susceptibles
a alta intensidad luminosa. Por brinzal, se muestre6 0.1 g de aciculas jévenes; de buen vigor
y libres de plagas, hongos y dafios fisicos. Se lavaron con extrano y etanol al 70 %. Se
extrajo el ADN con el protocolo Nucleon Phytopure Plant DNA Extraction® (Amersham
Biosciences). Se agregd B-mercaptoetanol durante la lisis de la pared celular. Se agrego
RNAasa A. Se estandarizo la concentracion de ADN de cada individuo a 10 pmol.

Se realizaron dos muestras compuestas. La primera contenia volumenes idénticos de
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ADN (a 10 pM) de cada uno de los 15 brinzales resistentes. La segunda con el ADN de los
15 brinzales susceptibles. La reaccién de PCR se realizé en un termociclador Techne® con
un ciclo a 91° C (2 minutos), 35 ciclos (30 segundos a 94° C, 30 segundos a 40° C y 90

segundos a 72° C) y un ciclo a 72° C (90 minutos). Cada microtubo contenia 81.07 pL de

agua deionizada (Sigma), 10 uL. amortiguador de Mg (1 M), 3 uL de MgCl; (50 mM), 2 uL
de dNTPs (10 mM), 2.5 pL iniciador, 0.93 uL. ADN , 0.5 uL de Taq DNA-polimerasa
(Invitrogen®). Se evaluaron 35 iniciadores (Operon®) con 80 % de citocinas y guaninas y
la mayoria con dos citocinas y/o guaninas en ambos extremos.

La electroforesis se realizé en un gel de UltraPure™ Agarosa-1000® (Invitrogen) al 8
% (p/v). Cada muestra incluia 7ul. de ADN y Sul. de amortiguador de carga. El marcador
de peso molecular fue 100 bp DNA Ladder® (Invitrogen). Se tifié con bromuro de etidio
(Sigma). Se visualizd en un Sistema de Andlisis e Interpretacion de Geles Edas 290®
(Kodak).

De los iniciadores donde se observaban productos de PCR, se realizd6 de nuevo la
reaccion dé PCR (como se menciond anteriormente) con el ADN de cada brinzal (15
susceptibles y 15 resistentes). Se corrieron y revelaron los geles de manera similar.

Se tomaron los siguientes datos: supervivencia a alta intensidad luminosa (ausencia o
presencia), nimero de aciculas por brinzal, altura de planta (cm), promedio de la apertura
estomatal (um) y promedio del nimero de estomas por brinzal. Para las dos ultimas
variables se muestrearon cinco hojas de cada brinzal localizadas a diferente altura; se
fijaron con FAA (Curtis, 1986) (durante 24 horas); se transparentaron con blanqueador
doméstico Cloralex® (durante 72 horas), y se lavaron dos veces con agua destilada. La

epidermis del envés se aisld6 manualmente con pinzas de diseccién y microscopio
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estereoscdpico Leica Zoom 2000®, se tifié durante cinco minutos con acetocarmin (Curtis,
1986) y lavaron dos veces con agua destilada. Se observd en un microscopio de campo
claro Leica Cme® y retratdé con una camara fotografica Motic®. Se contd el numero de
estomas (en 0.040 mm®) en cinco campos (con un aumento de 400) por brinzal. Se midié la
apertura estomatal (con un aumento total de 1000) en 10 células por brinzal. Se calcul¢ el
numero de estomas por hoja y planta y drea del ostiolo por estoma y planta.

Se calcularon correlaciones (producto-momento de Pearson) con Excel® (Microsoft
Office) entre las caracteristicas morfoldgicas y perfiles de bandas de cada iniciador. Se
calcularon éorrelaciones (producto-momento de Pearson) entre las variables morfologicas;

se analizaron las asociaciones significativas (P=0.01) y sin relaciones de célculo.

Resultados y Discusion
Se encontraron 95 brinzales de 400 (23.75 %) de Abies religiosa que fueron capaces de
sobrevivir a alta intensidad luminosa. Otros trabajos sugieren que el porcentaje es menor
(10-15 %) (Camacho, 1996; Galindo, 1996; Madrigal, 1964 y Vazquez et al., 1962). Hay
que tomar en cuenta que la semilla fue colectada de la exposicion sur del Ajusco. Podria
suponerse que al estar expuestas a mayores intensidades luminosas, las poblaciones de la
exposicion sur pudieron haber sido preseleccionadas de manera natural para la
supervivencia a alta intensidad luminosa. No se pudo colectar semilla de la exposicion
norte porque estas poblaciones estan en proceso de declinacién y no hay produccién de
semilla.

De 35 iniciadores evaluados sélo nueve fueron polimorficos y mostraron marcadas
diferencias entre productos de amplificacién por el método de RAPD (5'-GCATCCCGGC-

35 5'-GCCGGGATGC-3', 5'-CCGCCGTTGG-3!, 5'-CCCCGCAACG-3, 5'-
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CGGCGGTAGG-3', 5'-GCCGCCATCC-3', 5'-CCGGCCTTCC-3", 5'-CCCGCCTTCC-3" y
5'-ATGTGTTGCG-3'. Al final del primer analisis se obtuvieron nueve iniciadores
polimérficos, cuatro monomorficos y 15 que no revelaron resultados significativos. Se
probaron seis iniciadores de los nueve polimérficos en cada uno de los individuos
resistentes y susceptibles, y de ellos solamente el iniciador 5'-CCCCGCAACG-3' no generd
productos de amplificacion. El iniciador que mostré mayor nimero de productos de
amplificacion fue 5'-GCCGGGATGC-3' (con 12 bandas). (Cuadro 1, Fig. 1).

Se encontr6 una correlacion significativa de cinco productos de amplificacion
(provenientes de tres iniciadores) con la supervivencia a la intensidad luminosa (Cuadro 1).
En la literatura se reportan casos en los que la supervivencia a la intensidad luminosa esta
controlada genéticamente. Por ejemplo, la sintesis del fosfatidilglicerol es controlada por un
gen simple; éste permite a las células mantenerse protegidas en condiciones de alta
luminosidad; participando en el mantenimiento de la maquinaria fotosintética, a través de la
dimerizacién y reactivacion del Fotosistema II (Sakurai er al., 2003). La biosintesis del
tetrapirrol es estrictamente regulada para prevenir la acumulacion de intermediarios libres;
esta condicion es causada a partir de los genes que ejercen control (Sperling et al., 1997).
Ademas, la enzima oxidorreductasa de la protoclorofila protege a las plantulas del dafio
fotodindmico (Su et al., 2001). Por ultimo, la fase ctbica del PBL paracristalino ha sido
propuesta como un amortiguador contra el dafio fotooxidativo en altas intensidades de luz
(Franck et al., 2000). Por lo tanto, la supervivencia a alta intensidad luminosa puede
explicarse por muchos factores, algunos de ellos controlados genéticamente.

La altura es una variable importante dado que esta especie pierde su susceptibilidad a
alta intensidad luminosa con la edad; y la edad puede ser evaluada con base en la altura del

individuo. Se esperaria que los individuos maés altos fueran menos susceptibles a alta
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intensidad luminosa. El promedio de altura de los brinzales susceptibles fue de 34.3 cm
mientras que de los resistentes fue de 33.5 cm. Sin embargo, no hubo diferencias
significativas (P=0.05). Los resultados tan paraddjicos se pueden explicar porque el
intervalo de estudio de la altura fue muy estrecho (18 a 40 cm). Es posible que si se hubiera
ampliado dicho intervalo, se hubieran encontrado diferencias significativas.

En este trabajo se encontraron cuatro bandas que correlacionaron significativamente
(P=0.01) con la altura del brinzal (Cuadro 1). Esto coincide con un gran numero de
investigaciones para la determinacion de la heredabilidad de la altura en especies forestales
(Yeh y Heaman, 1987; Zobel y Talbert, 1988; Clark e al., 1998; Jindal, 1998; Lopez et al.,
1999; Mohammad et al., 2005; Palmer, 2006; St. Clair, 2000). Al menos once loci se
encontraron asociados con la altura en Glycine max (Lee et al., 1996). En Arabidopsis
thaliana se encontr6 que la altura a la floraciéon es controlada por un solo gen de
dominancia parcial (Kearsey et al., 2003).

Se encontraron siete productos de amplificacion, provenientes de tres iniciadores que
correlacionaron de manera significativa con el nimero de hojas por planta (Cuadro 1). Se
esperaria que los brinzales resistentes tuvieran un menor nimero de hojas, ya que esto
reduciria la evapotranspiracion. Sin embargo, de acuerdo con nuestros resultados en los
brinzales susceptibles se registr6 menor numero de hojas (666 hojas por planta) que en
brinzales resistentes (1110 hojas por planta). Esto sugiere que aunque los brinzales
resistentes tuvieron mds hojas, permitieron eficazmente el cierre de sus estomas. En
Gossypium hirsutum, el loci JESPR-178 reveld la asociacion mas alta con el deshoje natural
(Abdurakhmonov et al., 2005). En A4. thaliana, se han identificado genes que controlan la
expresion del meristemo adaxial (Grigg er al., 2005). Al menos 42 genes participan en la

morfogénesis de aciculas de Pinus sylvestris (Zelena y Sorochyns'kyi, 2005).
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Todos los individuos resistentes mostraron sus estomas cerrados y los susceptiblés
abiertos (Fig. 2). La apertura. estomatal (ademas de estar controlada por agentes
ambientales) estd controlada por factores genéticos. En Gossypium hirsutum y G
barbadense, se identificaron rasgos cuantitativos de los loci (QTL) que influencian la
conductancia estomatal (Ulloa et al., 2000). En A4. thaliana se reportan genes que codifican
los factores de transcripcion implicados en el cierre de estomas (Gray, 2005; Liang et al.,
2005). Se demostr6 que las fototropinas PHOT1 y PHOT?2 son los receptores de luz azul en
estomas y rggulan la apertura estomatal en 4. thaliana (Kinoshita et al., 2001).

La supervivencia a alta intensidad luminosa presentd el mayor numero de correlaciones
con las demas variables morfoldgicas. Se reconoce en la literatura que la resistencia a alta
intensidad luminosa es una variable compleja que estd determinada por muchas variables
morfoldgicas, fisiologicas y fenologicas (Salisbury y Ross, 1985). Sin embargo, las
variables que tuvieron mayor correlacién (negativa) con la supervivencia fueron las
relacionadas con el ancho y é4rea del ostiolo. Luego entonces, para el caso de las plantulas

de 4. religiosa se debe considerar a la apertura estomatal como un factor determinante en la

supervivencia a alta intensidad luminosa. (Cuadro 2)

Conclusiones

Se encontraron 25 % de brinzales de Abies religiosa resistentes a alta intensidad luminosa.
Las variables evaluadas como la supervivencia a la intensidad luminosa, altura de los
individuos, nimero de hojas en brinzales y apertura estomatal sugieren que son

caracteristicas morfoldgicas que estan controladas genéticamente. Se encontraron nueve

iniciadores que revelaron bandas significativamente correlacionadas con las variables
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anteriores. La supervivencia a alta intensidad luminosa esta determinada principalmente por

la apertura estomatal.
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Cuadro 1. Valores de las correlaciones significativas (P<0.01) entre iniciadores y

variables independientes.

= s
@ N e < %
s g s £ © =& £ 2 =
® 2 = 2 2 = T 3
S o o = = o b, [S¥ 2 2
Iniciador = E 2 = = 2 & 7 o =
o 5y < S = = = g - 8
g = g 5§ 5§ % & £ =
3 A = < & 23 2] <z =
g Io: 7 4T
= <
5'-CCGCCGTTGG-3' 570.00 .52 A5l -47
759.06 -.50 ok
832.21 -62 51 -62 o3 65
1368.65 .58 .54 -.54 64 -50
1612.48 ol .50
5'-CCGGCCTTCC-3" 1351.77 -.51 .76 -58 .75 .63
1801.92 -.78 -56 -50 .70 -50 -66 .70 .50
5'-CGGCGGTAGG-3' 156.58 -.60 -.83 33 -60 .55
467.70 -.60 -.83 53 -.60 .55
986.23 S50 .65 F7
1119.57 .54 S7 .83
1267.72 -.80 .56 .56
1371.43 .54 57 .83
2082.56 .54 57 .83
5'-GCCGGGATGC-3'  840.78 -51
1473.43 52
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Cuadro 2. Valores de las correlaciones producto-momento de Pearson significativas

(P<0.01) entre variables independientes.

Super- Estomas Estomas Estomas
vivencia  /0.04 mm?> (#) / hoja (#) / planta (#)
Hojas / planta (#) 0.58
Estomas / .04 mm? 0.53
Ancho del ostiolo (um) -0.93 -0.56 -0.56 -0.56
Estomas / hoja (#) 0.53
Estomas / planta (#) 0.76
Area del ostiolo (pm?) -0.86 -0.53 -0.53 -0.61
Area del ostiolo / planta (mm?) -0.73
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Flgura 1. Patrones de amplificacion RAPD y peso molecular de los productos

obtenidos. Iniciadores: a) 5'-CCGGGATGC-3', b) 5'-CCGGCCTTCC-3', ¢) 5'-
CCGCCGTTGG-3'. E: escalerilla. R: brinzales resistentes. S: brinzales susceptibles a

alta intensidad luminosa. Las flechas sefialan los perfiles de RAPDs.

12



Figura 2. Estomas de un brinzal resistente (izquierda) y otro susceptible (derecha) de 4bies

religiosa.
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DESINFECCION Y SELECCION DE INOCULO IN VITRO DE Abies religiosa'®

'* Alvarez-Moctezuma J. G., J. L. Rodriguez-de-La-O y J. Garcia-Ruiz. Sometido a Agrociencia.
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RESUMEN
Los bosques de Abies religiosa en el Ajusco, México estan en declinacion. Se requiere
restablecer poblaciones a partir de algunos arboles supervivientes en laderas afectadas. Para
la germinacion in vitro se probaron desinfectantes (H,O,, CH30H, NaOCl) y evaluaron
inoculos para establecimiento. El mejor desinfectante fue sumergir la semilla en H,O, al 3
% y los mejores indculos fueron la semilla completa y primeras hojas verdaderas.

Palabras clave: Desinfeccidén, H,O,, CH30H, NaOCl, abeto, semilla.

ABSTRACT
Abies religiosa forests in Ajusco, Mexico are in declination. It is required to restore
populations using some surviving trees from the affected slopes. For in vitro germination
disinfectants were tested (H,0,, CH;0H, NaOCl) as well as explants for their
establishment. The best seed disinfectant was 3 % H,0, as a dip, and the best explants were
complete seeds and true first leaves.

Key words: Disinfection, H,0,, CH;0H, NaOCl, fir, seed.

INTRODUCCION
Abies religiosa es arborescente y crece a altas elevaciones (Martinez, 1953) en nueve
entidades federativas de México'® (Gémez, 2003). Sus principales usos son madera, papel,

medicina, techado”, arbol de navidad'® y captura de carbono'’.

' Gémez, GR. (2003) Estado del conocimiento de Abies religiosa (HBK) Schl. e Cham).

Tesis de Licenciatura. Universidad Auténoma Chapingo. México. 450 p.

' Bojorges, S.J.A. (1990) indice del sitio para Oyamel (4bies religiosa) en Zo-quiapan. Tesis de
Licenciatura. Universidad Auténoma Chapingo. México. 57 p.

*® Elizaldi, C.N.N. (1979) Uso de preservadores en arboles de Navidad (4bies re-ligiosa). Tesis de
Licenciatura. Universidad Auténoma Chapingo. México. 48 pp.
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Los bosques de 4. religiosa del Ajusco son amenazados por factores crecientes que los
han conducido a un proceso de declinacion (Alvarez et al., 1998). Se requiere restablecer
las poblaciones originales, a partir de la escasa semilla de los arboles supervivientes en las
laderas mas afectadas. Las técnicas in vitro aseguraran la reproduccién del material.

El objetivo del presente estudio fue evaluar las condiciones in vitro que permitan el
establecimiento aséptico de semillas y seleccionar el indculo mas adecuado para la

produccion de plantulas en 4. religiosa.

MATERIALES Y METODOS

La semilla se recolectd en primavera, bajo polinizacion abierta en el Ajusco, México. Se
llevo al Laboratorio de Cultivo de Tejidos (Fitotecnia, Universidad Auténoma Chapingo),
donde la semilla se lavé con detergente y se enjuagd con agua corriente; después se colocod
en etanol al 70 % durante 1 min.

Desinfeccidn. Los tratamientos fueron H,O; al 3 % v/v (se agitd 24 h en Orbit Shaker),
CH;0H al 70 % v/v (1 min), NaOCl al 3, 5y 10 % v/v (5, 15 6 20 min) y agua desionizada
estéril. Se lavo tres veces con agua estéril. La sala de incubacién a 28.05 pMm™s™ (lampara
fluorescente DURO-TEST, Slim Line 75W), fotoperiodo: 16 h luz (8 h oscuridad) y 25 °C
(£2 °C). El medio de cultivo fue Murashige y Skoog (1962) al 50 % con 0.60 uM de
tiamina, 277 uM de inositol, acido citrico y 4cido ascorbico a un pH de 5.7 £1; se esterilizd

por 20 min y el material 40 min a 120 °C y 1.5 kg-em™. Se contaron semillas contaminadas

y necrosadas a los 32 d.

Prueba de indculo. Los inéculos evaluados fueron semilla completa, embriones aislados

12 Valenzuela, H.T. (2001) Estimacion del secuestro de carbono en bosques naturales de A. religiosa. Tesis.
Universidad Auténoma Chapingo. México. 127 p.

76



completos o mitades (corte transversal), y cotiledones y primeras hojas verdaderas de
pléntulas germinadas in vitro. Se cultivaron en las condiciones mencionadas. A los 14 d se
contabilizaron los inoculos vivos.

El disefio fue completamente al azar con 20 repeticiones (cajas Petri con 10 semillas cada
una). Los datos se transformaron [x'=(x+0.5)] para el analisis de varianza. Las medias se

compararon con la prueba de Diferencia Minima Significativa.

RESULTADOS
Desinfeccion. El H,O; mostré la menor cantidad de semillas contaminadas y necrosadas.
Para NaOCl, a mayor concentracion y tiempo de exposicion, menor incidencia de hongos y
bacterias, pero aumenta las semillas necrosadas por toxicidad (Cuadro 1).
Prueba de inéculo. A los 14 d después de la siembra, los unicos indculos vivos fueron la
semilla completa y primeras hojas verdaderas de plantulas germinadas in vitro. La semilla

iniciaba el proceso de germinacion. Los otros inéculos se necrosaron (Cuadro 2).

DISCUSION
El H,0, es eficaz en la desinfeccion de semilla en Pseudotsuga menziesii (Dumroese et
al., 1988) y en Pinus ponderosa reduce niveles de Fusarium (James y Genz, 1981). El H,0,
incrementa la germinacion en Pinus spp. porque ablanda la testa y aumenta la

permeabilidad®. El H,0, es mas oxidativo que el cloro o ClO», se degrada en agua2 Sy

%% Barnett, J.P. (1998). Disinfecting seeds with hydrogen peroxide.
http://www.sfws.auburn.edu/sfame/class/fy614/peroxide.html. 30 mayo 2005.

H Agency for Toxic Substances and Disease Registry (2004) Peroxide of hydrogen. Atlanta.
www.atsdr.cdc.gov/. 30 mayo 2005.
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libera O, y H,0, sin residuos téxicos. El H,O, es bactericida, viricida y fungicida22 y las
bacterias no tienen enzimas para degradarlo®. La agitacion minimiza la demanda quimica
del O, ** y reduce la infeccién bacteriana®.

Grahsl et al. (1991) desinfectaron semilla de Abies alba en una solucion de NaOCl
durante 24 h, los embriones aislados pasan a una inmersiéon de CH30H con 4cido ascorbico.
El CH30H y NaOCI también fueron efectivos para desinfectar semilla de Agave parrasana
(Santacruz et al., 1999) y A. victoriae-reginae (Martinez et al., 2003). El cloro es eficaz en
la mayoria de las bacterias patdgenas, pero es imprevisible contra hongos y virus; el cloro
oxida el material celular®®. El CH;O0H actta desnaturalizando las proteinas, disolviendo las
capas lipidicas y como agente deshidratante; es letal para bacterias, irregular para hongos y
virus e inocuo sobre esporas; al combinarlo tiene mayor accién germicida®’.

Para una desinfeccion externa de la semilla, Garcia ef al. (1994) remojaron semilla de
Pinus pinea en CH;0H al 70 % durante 2 min y HgCl al 0.3 % pof 15 min; mientras que
Drake et al. (1997) para Picea sitchensis utilizaron HgCl al 1 % (P/V) con un grumo de
Tween 20 (Sigma). Se ha desinfectado con Bavistin® y HgCl en Quercus glauca 'y Q.
leucotrichophora (Purohit et al., 2002), y con CH3;OH y HgCl en Pinus spp. (Tang y

Ouyang, 1999); el HgCl altera la permeabilidad y coagula las proteinas. Los compuestos

mercuriales requieren altas concentraciones para tener efecto bactericida. Lavandina® es

** Hospital Ramos Mejia (1993) Esterilizacion, desinfeccion, antisépticos y desinfectantes.
Arg. www.ramosmejia.org.ar. 30 mayo 2005.

 Tafiez, P.E. (1998) Metabolismo energético. Curso de microbiologia general. Univ. Nal.
del Nordeste. Arg.www://fai.unne.edu.ar/. 30 mayo 2005.

2% Sanchez, Y.J.M. (2004) Produccion de bioinsecticida a base de Bacillus thuringiensis.
http://monografias.com/trabajos15/. 30 mayo 2005.

3 Riofrio, M. (2004) Growing Peppers inthe HomeGarden. www.gbesy.net 30 mayo 2005.
%% Environmental Protection Agency (1999) Desinfeccion con cloro. Washington,
http://www.epa.gov/own/mtb/cs-99-062.pdf. 30 mayo 2005.

2" Mateos, P.F. (2004) Control de las poblaciones microbianas: Esterilizacién y
desinfeccion. Univ. Salamanca. www.atl-gestion. 30 mayo 2003.
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efectivo en Pinus tadea **.

La regeneracién de plantas en coniferas via embriogénesis somatica y organogénesis esta
progresando. Se ha obtenido la regeneracion de drganos y embriones a partir de semilla en
Abies alba (Schuller et al., 1989, 2000), A. fraseri (Guevin y Kirby 1997), Acer
pseudoplatanus (Grahsl et al., 1991), Picea abies (Verhagen y Wann, 1989), P. sitchensis
(Drake et al., 1997), Pinus pinea (Garcia et al., 1994), P. radiata (Schestibratov et al.,
2003) y P. taeda (Tang y Ouyang, 1999).

Los explantes cominmente usados para promover la regeneracion de coniferas son ricos
en almidén, como cotiledones, hipocotilos y embriones (Roca y Mroginski, 1991). En
coniferas, la principal fuente de explante para la induccidn de callo son embriones aislados
de semilla, ya que p;')seen un potencial embriogénico mayor comparado con cualquier otra
parte de la planta adulta. Grahsl ef al. (1991) utilizaron hipocotilos aislados de semillas, y
Schuller ef al. (1989) embriones cortados longitudinal y transversalmente. Cotiledones de
Pinus pinea se usaron para induccidén de yemas (Garcia et al., 1994), pero los embriones
aislados no fueron un buen indculo en 4. religiosa.

Sin embargo, se requiere seguir evaluando indculos en estructuras de individuos adultos
(David, 1987), que puedan ser valorados forestalmente y propagarse masivamente in vitro

los individuos sobresalientes.

CONCLUSIONES
El mejor tratamiento para desinfectar la semilla de 4. religiosa es sumergirla en H,O, vy

agitarla 24 h. Los mejores indculos fueron la semilla completa y primeras hojas primarias.

28 Niella, F., P. Rocha (2004) Factores que afectan la formacidn de brotes adventicios a
partir de embriones maduros de Pinus taeda L. via organogénesis. Univ. Nal. Misiones.
Arg. s/p. 30 mayo 2005.
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Cuadro 1. Efecto del tratamiento de desinfeccion en el niimero de semillas

contaminadas (media aritmética £ desviacion estandar).

Tipo de desinfectante Tiempo de Semillas Semillas necrosadas
exposicion contaminadas
H,O estéril 24 h 10.00 = 0.00 d 10.00 £ 0.00 ¢
H,0; al 3% v/v 24 h 0.00+0.00 a 0.00+0.00 a
CH30H al 70 % v/v 1 min 10.00 £ 0.00 d 10.00 £ 0.00 ¢
NaOCl al 3% v/v 5 min ' 5:0540.37 ¢ 5.15+£0415b
NaOCl al 3% v/v 15 min 425+042¢ 590032 b
NaOCl al 3% v/v 20 min 2.50+£0.22b 955 & 1.01 &
NaOCl al 10 % v/v 5 min 2.00£031b 9.80+0.90 ¢
NaOCl al 5% v/v 15 min 4.75+042¢ 330 =% 062 b
NaOCl al 10 % v/v 15 min 10.00£0.00d 10.00 + 0.00 ¢

Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas (P=<0.05).

Cuadro 2. Supervivencia del inéculo en A. religiosa (14 dias después de la siembra)

(media aritmética + desviacion estindar).

Tipo de indculo Numero de in6culos vivos a los 14 d

Semilla completa

Embriones aislados completos
Mitad superior del embrién aislado
(hipocétilo y plimula)

Mitad inferior del embrion aislado
(hipocétilo y radicula)

Cotiledones

(de plantulas germinadas in vitro)
Primeras hojas verdaderas

(de plantulas germinadas in vitro)

10.00 £0.00 a

0.00 = 0.00 ¢

0.00£0.00 ¢

0.00+0.00 ¢

0.00+£0.00 ¢

748+ 135b

Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05).
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CONCLUSIONES GENERALES

Las cuatro especies estudiadas (4. religiosa, C. lindleyii, P. ayacahuite y P
menziesii) mostraron caracteristicas no deseables en poscosecha. Se requiere mejoramiento
genético. P. menziesii mostr6 los valores mas cercanos en mds variables al idiotipo. La
mejor procedencia fue Tlaxcala. Varias correlaciones entre variables mostraron
encrucijadas para seleccionar la mejor especie.

El mejor tratamiento de poscosecha fue la inmersion sostenida de la base del tronco
en agua. Con este tratamiento se redujo la cantidad de hojas desprendidas; mantuvo la
humedad total del arbol y de la ramilla en particular; y exhibié un menor cambio del croma,
matiz y luminosidad. La especie que presenté una mejor respuesta fue P. menziesii;
detectandose una menor cantidad de hojas desprendidas y el croma, matiz y luminosidad
con menor cambio con respecto a sus valores iniciales. La procedencia que presentd una
mejor respuesta fue Tlaxcala; con menor cantidad de hojas desprendidas; se mantuvo por
mayor tiempo la humedad total del arbol; y el croma, matiz y luminosidad exhibieron un
menor cambio respecto a sus valores iniciales.

El mejor método de extraccion de ADN con tejido fresco para A. religiosa es
Nucleon Phytopure Plant DNA Extraction®. Para mejorar la calidad y cantidad de ADN
extraido, se pueden utilizar antioxidantes como mercaptoetanol. El almacenamiento en seco
dificulté las extracciones de ADN.

Se encontraron 25 % de brinzales de Abies religiosa resistentes a alta intensidad
luminosa. Los andlisis de los datos de las variables evaluadas como la supervivencia a la
intensidad luminosa, altura de los individuos, nimero de hojas en brinzales y apertura

estomatal, sugieren que son caracteristicas morfoldgicas que estan controladas
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genéticamente. Se encontraron nueve iniciadores que revelaron bandas significativamente
correlacionadas con las variables anteriores. La supervivencia a alta intensidad luminosa
esta determinada principalmente por la apertura estomatal.

El mejor tratamiento para desinfectar la semilla de A. religiosa es sumergirla en
H,O; y agitarla 24 h. Los mejores indculos fueron la semilla completa y primeras hojas

primarias.
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