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RESUMEN GENERAL 

Ibervillea sonorae o wereke es una especie enredadera, dioica y endémica de los 
estados de Baja California Sur, Sinaloa y Sonora que pertenece a la familia 
cucurbitacea. Se ha determinado que su raíz tiene efectos hipoglucémicos por lo 
que se ha colectado extensamente, provocando la reducción de las poblaciones 
naturales. Para explorar su variabilidad genética en el presente estudio se evaluaron 
molecularmente cuatro poblaciones de I. sonorae usando 13 iniciadores ISSR que 
generaron 772 bandas polimorficas (100 %). El iniciador UBC816 amplificó el mayor 
número de bandas (115) mientras que el ISSR10 y LOL2 mostraron los mayores 
índices de contenido polimórfico, 23 y 22 %, respectivamente. La variabilidad 
molecular fue mayor dentro (83 %) que entre poblaciones (17 %). Los porcentajes 
de germinación de las semillas de esta especie fueron bajos en condiciones de 
invernadero (1.9 %) y germinadora (1.2 %) y nulos in vitro, a pesar de que pruebas 
de tetrazolio mostraron una tinción del 58.3 %. En la parte de cultivo in vitro se logró 
el establecimiento in vitro de semillas (90 %), mesófilo de hojas (100 %), embriones 
cigóticos (100 %) y nudos axilares (100 %). Se indujo la formación de callo a partir 
de mesófilo de hoja en medio MS (1962) al 100 % suplementado con 0.5 mg L-1 de 
2,4-D y 1.5 mg L-1 de K en condiciones de oscuridad (72.7 %). La formación de 
callos (100 %) y brotes (25 %) a partir de nudos axilares se logró con medio MS 
(1962) al 100 % suplementado con 1 mg L-1 de ANA y 0.2 mg L-1 de K (T8). La 
comparación entre tratamientos permitió demostrar que estos reguladores son 
importantes para lograr la formación de brotes y callos, respectivamente. Los 
resultados obtenidos en el presente trabajo aportan nueva información sobre I. 
sonorae de utilidad para su manejo y conservación. 

Palabras clave: I. sonorae, caracterización molecular, respuestas morfogénicas, 
conservación. 
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GENERAL ABSTRACT 

Ibervillea sonorae or 'wereke' is a dioecious creeper species endemic to the Mexican 

states of Baja California Sur, Sinaloa, and Sonora that belongs to the Cucurbitacea 

family. It has been determined that its root has hypoglycemic effects; therefore, it 

has been extensively collected a causing a drastic reduction in natural populations. 

In order to explore its genetic variability, four natural populations of I. sonorae were 

molecularly analyzed using 13 ISSR primers. A total of 772 polymorphic bands were 

obtained. UBC816 primer amplified the highest number of bands (115) while ISSR10 

and LOL2 had high polymorphic content index values (23 and 22 %, respectively). 

Molecular variability within populations (83 %) was higher than between populations 

(17 %). Seed germination in this species was very low under all conditions: 

greenhouse (1.9 %), seed germination chambers (1.2 %) and in vitro (0 %), even 

though tetrazolium tests showed 58.3 % seed staining. In vitro establishment of 

seeds (90 %), leaf mesophyll (100 %), zygotic embryos (100 %), and axillar knots 

(100 %) was achieved. Callus formation (72.7 %) was induced from leaf mesophyll 

in 100 % MS (1962) medium supplemented with 0.5 mg L-1 of 2,4-D plus 1.5 mg L-1 

of K, under dark conditions, while callus (100 %) and knot (25 %) formation from 

axillar knots was obtained using MS medium supplemented with 1 mg L-1 of ANA 

plus 0.2 mg L-1 of K. Treatment comparisons demonstrated that these regulators are 

important to achieve the formation of shoots (59.3 %) and calluses (70 %), 

respectively. The obtained results provide new information that could be useful for I. 

sonorae management and conservation. 

Keywords:  I. sonorae, molecular characterization, morphogenic responses, 
conservation. 
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1 INTRODUCCION GENERAL 

 

Ibervillea sonorae, conocida comúnmente como wereke, es una planta 

Cucurbitacea dioica, enredadera y endémica que se distribuye al noroeste de la 

República Mexicana y al sur de Estados Unidos (Vega et al., 2000; Lira, 2001; Piña, 

2005; Hernández et al., 2009; Banderas-Dorantes et al., 2012). La población 

mexicana usa esta especie para tratar la diabetes mellitus tipo II (DM II), 

considerada como una de las principales enfermedades y causas de muerte (SSA, 

2010), buscando un remedio natural y de bajo costo (Muñetón, 2009) pues los 

sistemas de salud públicos son deficientes. Se ha demostrado experimentalmente 

su efecto hipoglucémico contra este padecimiento, así como daño hepato-tóxico 

(Hernández-Galicia et al., 2007; Hernández, 2011; Banderas-Dorantes et al., 2012; 

Estrada-Zúñiga et al., 2012; Morales y Siles, 2013; Mejía et al., 2014), por lo que las 

poblaciones naturales han disminuido drásticamente debido a la extracción 

indiscriminada de ejemplares (Hernández al., 2009). 

La caracterización molecular puede desempeñar un papel fundamental en la 

estimación de la variabilidad genética en poblaciones de Ibervillea sonorae, sin 

embargo, no existen suficientes estudios de este tipo (Piñero, 2008), los cuales 

serían primordiales para establecer bases para su conservación, así como para su 

investigación, manejo y protección, evitando así la extinción de la especie (FAO, SF; 

Piñero, 2008). 

El cultivo in vitro de células y tejidos vegetales representa una herramienta 

biotecnológica que permite estudiar respuestas morfogénicas en especies 

vegetales medicinales afectadas por el saqueo indiscriminado como primer paso 

para lograr su regeneración, bajo condiciones controladas y de asepsia, a partir de 

explantes de hojas, nudos y embriones que pueden conservarse para su estudio en 

bancos de germoplasma para evitar su extinción. Si bien existen trabajos previos 

sobre respuestas morfogénicas de Ibervillea sonorae como el realizado por 

Hernández y colaboradores (2009) quienes lograron inducir la formación de brotes 



2 
 

a partir de segmentos nodales en medio MS al 100 % (Murashige y Skoog, 1962) 

suplementado con ANA y BAP en combinación con K, no obstante, no lograron 

obtener individuos completos debido a problemas de oxidación de los brotes. 

Por lo anteriormente mencionado uno de los objetivos de este trabajo fue evaluar 

las respuestas morfogénicas de I. sonorae usando la técnica del cultivo in vitro de 

células y tejidos vegetales, determinando la concentración y combinación de 

auxinas y citocininas que permitan la formación de brotes y raíces, a partir de nudos 

axilares y callos, el segundo objetivo fue conocer la variabilidad genética de las 

poblaciones naturales del Estado de Sonora realizando una caracterización 

molecular a través de marcadores moleculares ISSRôs definiendo los iniciadores 

que permitan obtener las mejores huellas genómicas. 

En el primer capítulo se menciona la clasificación, características y distribución del 

wereke, así como su uso en la medicina tradicional mexicana para pacientes 

diabéticos y sus efectos tóxicos, seguido por las bases experimentales sobre la 

caracterización molecular y el cultivo in vitro. Se incluye información sobre pruebas 

germinación y viabilidad (tetrazolio) de semillas. 

En el segundo capítulo se describen los avances y resultados obtenidos en la 

caracterización molecular, así como la distribución de la variabilidad genética. En el 

tercer capítulo se actualiza el conocimiento sobre los protocolos para obtención de 

brotes y callos a partir de mesófilo de hojas y nudos axilares, los métodos de 

establecimiento de semillas, embriones, mesófilo de hojas y nudos axilares, así 

como los tratamientos de reguladores de crecimiento vegetal analizando las 

respuestas morfogénicas mediante la aplicación de análisis estadísticos. 
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2 REVISIÓN DE LITERATURA 

 

2.1 Clasificación taxonómica 

 

Dominio: Eucaria 

Reino: Plantae 

División: Traqueofita 

Clase: Magnoliopsida 

Orden: Cucurbitales  

Familia: Cucurbitaceae 

Género: Ibervillea 

Especie: Ibervillea sonorae S. Wats. (Greene) 

2.2 Características botánicas 

Ibervillea sonorae Greene (Cucurbitaceae) también llamada wareque, waregui, 

wareke, guaregui, wereke o güereque, es una planta enredadera y dioica. Presenta 

una raíz tuberosa en forma de jícama, botella o caparazón de tortuga; de tallos 

delgados con entrenudos cortos y zarcillos; las hojas están profundamente 

disectadas en tres lóbulos primarios; flores con corola campanulada amarilla, 

amarillo-verdosa o blanquecina; el fruto es una baya, va de ovoide a elipsoide, 

indehiscente, de color verde y frecuentemente con manchas más claras o blancas 

cuando no es maduro, anaranjado o rojo al madurar con semillas negras a pardas 

oscuras ovadas, de 0.4 a 0.6 centímetros de ancho y de 0.4 a 1 centímetros de largo 

(Figura 1) (Lira, 2001; Hernández et al., 2009; Banderas-Dorantes et al., 2012). 
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Figura 1.  I. sonorae. A) Planta completa. B) semillas. C) hoja trilobulada y fruto inmaduro. 

 

2.3 Distribución 

Se distribuye en México (Sonora, Sinaloa, Baja California Sur) y Estados Unidos 

(Texas, Nuevo México y Arizona) de manera dispersa en zonas áridas. Con suelos 

arcillosos-arenosos, formando comunidades vegetales con Bursera hindsiana, 

Solanum hinsianum, Aeschynomene nivea, Jatropha cinerea y Stenocereus thurberi 

(Vega et al., 2000; Lira, 2001; Piña, 2005; Banderas-Dorantes et al., 2012).  Las 

precipitaciones en estas localidades oscilan entre los 50 y 150 milímetros 

(CONAGUA, 2016), indispensables para que esta especie pueda reverdecer, 

florecer y fructificar (Hernández et al., 2009).  

2.4 I. sonorae en la Medicina Tradicional Mexicana 

La raíz de I. sonorae o wereke se usa ampliamente para el control de la diabetes 

mellitus II por su efecto hipoglucemiante, actúa directamente en las c®lulas ɓ 

pancreáticas como modulador de la secreción de insulina debido a su efecto sobre 

los canales de K-ATP. Se vende entera o en fragmentos, pastillas, concentrados y 

polvo. Se cuenta con estudios sobre los componentes fitoquímicos contenidos en la 

raíz como agliconas, cucurbitanos y ácidos grasos, los posibles efectos 

hipoglucémicos y tóxicos en su consumo (Hernández-Galicia et al., 2007; 

B) C) 

b) 

c) d) a) 
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Hernández, 2011; Banderas-Dorantes et al., 2012; Estrada-Zúñiga et al., 2012; 

Morales y Siles, 2013; Mejía et al., 2014). 

2.5 Caracterización molecular 

La caracterización molecular es una herramienta biotecnológica que desempeña un 

papel fundamental en la estimación de la variabilidad genética presente en 

poblaciones naturales permitiendo establecer prioridades de conservación y 

aprovechamiento de las especies y recursos vegetales (FAO, SF; Piñero, 2008). 

 Variabilidad genética 

La variabilidad genética es la base de la biodiversidad, definiéndose como las 

variaciones genéticas heredables que ocurren entre los seres vivos. Esta 

variabilidad se reduce cuando la población disminuye substancialmente y aumenta 

la reproducción entre organismos emparentados (Piñero, 2008). 

 Marcadores moleculares 

Los marcadores moleculares permiten conocer la diversidad y variabilidad genética 

entre y dentro de poblaciones o especies. Se basan en el análisis químico de 

diferencias en moléculas como ADN (ácido desoxirribonucleico), ARN (ácido 

ribonucleico) y proteínas (González y Aguirre, 2007; Rocha et al., 2014), algunos de 

ellos están basados en la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 

 Extracción de ADN 

Los métodos de extracción permiten obtener ácidos nucleicos puros para después 

realizar análisis específicos como la PCR, entre otros. La calidad y pureza de los 

ácidos nucleicos son los elementos importantes en este análisis, por lo que es 

preciso aplicar un método de extracción adecuado.  La base es provocar la lisis 

celular que inactiva las nucleasas celulares y separar los ácidos nucleicos de los 

restos celulares. 
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2.5.3.1 Método CTAB de extracción y purificación de ADN  

El método del bromuro de cetil-trimetil amonio (CTAB) fue elaborado por Murray y 

Thompson en 1980 (Murray y Thompson, 1980). Es adecuado para extraer y 

purificar ADN de vegetales debido a que elimina los polisacáridos y los compuestos 

poli-fenólicos que alterarían la pureza y calidad del ADN inhibiendo numerosas 

reacciones enzimáticas.  

Las células vegetales se lisan con el detergente iónico CTAB, que forma un 

complejo insoluble con los ácidos nucleicos en medio hiposalino. De ese modo los 

polisacáridos, compuestos fenólicos y los demás contaminantes permanecen en el 

sobrenadante y pueden eliminarse por lavados. El complejo de ADN se solubiliza 

aumentando la concentración salina y se precipita con isopropanol. 

La muestra se tritura con nitrógeno líquido en un matraz estéril hasta homogenizarse 

y se trata con el tampón de extracción que contiene EDTA, Tris-HCl, NaCl, 2-

mercaptoetanol y CTAB. Con una concentración salina el detergente forma un 

complejo insoluble con los ácidos nucleicos. El EDTA es un componente quelante, 

que se une al magnesio, entre otros metales. Al unir el magnesio al EDTA, la 

actividad de la desoxirribonucleasa presente disminuye. El Tris-HCl confiere a la 

solución la capacidad de amortiguar el pH, pues un cambio superior o inferior en él 

podría dañar el ADN. Una vez que se han roto las membranas de la célula y de los 

orgánulos, mitocondrias y los cloroplastos, se purifica el ADN (Falcon y Valera, 

2007). 

Se separan los complejos formados por ácidos nucleicos, polisacáridos, 

compuestos fenólicos, proteínas y los demás lisados celulares disueltos en la 

solución los cuales se eliminan extrayendo la solución acuosa con cloroformo: 

alcohol isoamílico, el cual desnaturaliza las proteínas y facilita la separación de las 

fases acuosa y orgánica. Una vez purificados los complejos de ácidos nucleicos se 

procede a la precipitación, en la cual se separan del detergente, mediante una 

solución de precipitación de acetato de potasio (3 M). El posterior tratamiento con 
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etanol al 70 % permite una mayor purificación y elución de los ácidos nucleicos de 

la sal residual (Falcon y Valera, 2007). 

 Técnica de la PCR  

La técnica de la PCR consiste en sintetizar de manera exponencial un fragmento de 

ADN utilizando la polimerasa Taq, obtenida de la bacteria Thermus aquaticus. Se 

simula el proceso natural de replicación del ADN (Espinosa, 2014), agregando los 

ingredientes del Cuadro 1.  

Cuadro 1. Componentes para realizar la mezcla de reacción. 

Reactivos Inicial Final 1 reacción (1x, 25 µL) 

Agua - - 5.2 µL 

dNTP´s 500 µM c/u 200 µM              100.0 

Amortiguador 10x 1x 25.0 

MgCl2 50 mM 3.0 Mm 15.0 

Iniciador 10 ng/µL 30 ng 30.0 

ADN Taq pol 5 UÅÕL-1 1.5 U/reacción   3.0 

ADN 10 ngÅ ÕL-1 25 ng - 

Se coloca cada uno de los componentes en la concentración adecuada en 

microtubos para realizar la amplificación en el termociclador (Figura 2), el cual se 

programa como lo indica en el Cuadro 2. 

Cuadro 2. Programa del termociclador. 

Etapas T °C Tiempo Ciclos 

Pre-desnaturalización 93  1 minuto  1 

Desnaturalización 93     20 segundos  

Alineamiento *  1 minuto 40 

Extensión 72     20 segundos  

Extensión final 72    6 minutos   1 

Enfriamiento 10 Ð   - 
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Figura 2. Termociclador Eppendorf usado para la amplificación de fragmentos de ADN. 

 

Desnaturalización 

El termociclador calienta las muestras a 93 °C durante 1 minuto lo que ocasiona que 

las cadenas dobles del ADN se abran o se desnaturalicen rompiendo los puentes 

de hidrogeno que se forman entre las bases nitrogenadas de cada nucleótido, 

quedando como cadenas sencillas (Espinosa, 2014). 

Alineamiento 

Después se ajusta la temperatura en el termociclador según la secuencia del 

iniciador, para lograr la formación de puentes de hidrogeno entre los iniciadores y el 

ADN por lo que en aquellas uniones más estables (complementarias) la polimerasa 

se unir§ comenzando a copiar la cadena en sentido 5ô a 3ô (Espinosa, 2014). 

Extensión 

La enzima Taq polimerasa alcanza su máxima actividad a 72 oC, sintetizando los 

fragmentos de ADN a partir de los oligonucleótidos ya alineados (Espinosa, 2014). 

En el primer ciclo, a esta temperatura se sintetizan, los primeros fragmentos a partir 

del ADN, los cuales serán un poco más grandes ya que la taq copiará hasta donde  
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le sea posible. Se obtienen en cantidades tan pequeñas que no son detectables por 

lo que el ciclo se repite varias veces, donde los oligonucleótidos además de unirse 

al ADN, también se unen a los fragmentos recién sintetizados del primer ciclo, por 

lo que se sintetizan dos fragmentos copiados directamente del ADN y dos 

fragmentos del tamaño que hay entre los dos oligonucleótidos que se han usado. 

De esta forma con cada ciclo aumenta el número de fragmentos en forma 

exponencial. Se programan dos pasos más, uno al principio llamado pre-

desnaturalización a 93 °C por 1 minuto para iniciar con la desnaturalización y un 

último paso de extensión final a 72ºC para permitir que la taq termine de sintetizar 

todos los fragmentos que quedaron incompletos (Espinosa, 2014). 

Electroforesis 

Esta técnica permite separar los diversos fragmentos obtenidos en la PCR en geles 

de agarosa o de acrilamida de acuerdo al tamaño de cada uno. Ambos forman una 

especie de red con agujeros de tamaños diferentes, donde los fragmentos de ADN 

son arrastrados por una corriente eléctrica hacia el polo positivo, ya que la carga del 

ADN es negativa debido a la presencia de grupos fosfatos. Los fragmentos se 

separan por tamaño siendo los más pequeños los que avanzan más rápidamente 

mientras que los grandes son retenidos en los hoyos; de esta manera los 

fragmentos de tamaños similares migran a ritmos similares. Si hay muchos 

fragmentos de un mismo tamaño se agruparán todos formando una banda en el gel 

(Espinosa, 2014). 

Esta técnica de separación requiere una cámara de electroforesis (Figura 3), una 

fuente de poder, un transiluminador de luz UV y equipo de fotografía (una cámara 

polaroid, un filtro para luz UV y un cono adaptado a la cámara) para guardar la 

imagen del gel (Espinosa, 2014).  

El amortiguador de corrida debe tener el pH requerido y los iones necesarios para 

que la corriente fluya y el ADN pueda migrar. La concentración del gel de agarosa 

depende del tamaño esperado de los fragmentos a separar, con lo que se obtendrán 

bandas con buena resolución (Espinosa, 2014). 
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Figura 3. Cámara de electroforesis con gel de agarosa después de la electroforesis. 

 

 Marcadores ISSR  

Las Regiones Intermedias entre Secuencias Simples Repetidas o por sus siglas en 

inglés Inter Simple Sequence Repeat, son marcadores moleculares que permite 

observar la variación entre regiones microsatélite las cuales son secuencias simples 

repetidas que se encuentran dispersas en todo el genoma. Dichas regiones 

presentan una alta tasa de mutación por inserciones y deleciones que ocurren 

durante la replicación del ADN (Rocha et al., 2014; Vázquez y Morales, 2014). Los 

iniciadores de ISSR son una secuencia repetida de un di - o trinucleótido 

complementario al microsatélite, de 6 a 25 pb. Por lo que dos secuencias repetidas 

cercanas y en orientación invertida, cada una con su iniciador, se encuentran y son 

amplificadas por la Taq-polimerasa (Figura 4) (Hernández, 2013; Rocha et al., 2014; 

Vázquez y Morales, 2014). Los ISSR generan una gran cantidad de bandas 

polimórficas las cuales son determinadas como dominantes, es decir, no permite 

diferenciar entre los genotipos homocigoto dominante (AA) o heterocigoto (Aa); por 

lo que cada banda representa un locus con dos alelos y el alelo dominante está en 

equilibrio Castle-Hardy-Weinberg con el alelo recesivo (Hernández, 2013). Se 

genera una ñhuella gen®ticaò de cada uno de los individuos estudiados. Este método 

permite obtener polimorfismo entre individuos de diferentes poblaciones (González 

y Aguirre, 2007; Hernández, 2013; Rocha et al., 2014). 
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Figura 4. Mecanismo de amplificación con ISSR. Tomado de 

http://fernando.gonzalez.unileon.es/web_mex12/presentaciones_teoria/leccion_4.pdf. 
 

2.6 Germinación de semillas 

La germinación es el proceso por el cual la semilla, en condiciones favorables de 

temperatura, aireación y humedad abandona su estado de letargo para iniciar su 

crecimiento, rompe su tegumento y desarrolla primeramente una raicilla o radícula 

que penetra en el suelo como consecuencia de su geotropismo positivo (Figura 5). 

Por otra parte, el tallo se alarga emergiendo las pequeñas hojas cotiledóneas 

dobladas hacia abajo. Una vez emergidas se despliegan para recibir la luz. Cuando 

las hojas cotiledóneas se abren, la yema terminal inicia su desarrollo (Escalante, 

2005). 

 
Figura 5. Semilla germinada de I. sonorae. 

 

 Ensayo con tetrazolio  

Esta prueba permite conocer la viabilidad de las semillas que presentan dormancia 

o una velocidad de germinación baja. Cuando los tejidos de la semilla se han 

hidratado, se activan rutas metabólicas, en las que muchas de ellas son de 
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oxidación, por lo que liberan electrones capaces de reducir ciertas sustancias 

químicas (Rodríguez-Quilón et al., 2008). 

Las soluciones de estas sales (cloruro o bromuro de 2,3,5-trifeniltetrazolio) son 

incoloras, pero cuando se reducen se transforman en trifenilformazán, una 

sustancia estable, no difusible y de un color rojo intenso. Al colocar una semilla 

viable en contacto con una solución de tetrazolio, los electrones liberados por los 

tejidos del embrión, reducirán a las sales de tetrazolio adquiriendo un color rojo 

intenso. A veces, los embriones se colorean parcialmente, lo que indica la existencia 

de áreas de tejidos muertos, debido al deterioro de la semilla.  Para que la semilla 

se considere viable tanto el embrión como los cotiledones deberán teñirse de color 

rojo (Figura 6). 

 
Figura 6. Esquema de tinción de semillas con tetrazolio. Tomado de Pérez y Pita (S. F.) 

 
 

2.7  Cultivo in vitro de células y tejidos vegetales 

El cultivo in vitro es una herramienta biotecnológica que consiste en cultivar de 

forma aséptica tejidos, órganos y células vegetales en medios nutritivos adecuados 

(con minerales, vitaminas, aminoácidos y azúcares), adicionados en algunos casos 

con reguladores de crecimiento vegetal (RCV) bajo condiciones ambientales 

controladas (Smith, 2012). El medio de cultivo nutritivo más usado es el propuesto 

por Murashige y Skoog (MS) (1962). Las aplicaciones de esta técnica abarcan 

desde la micropropagación a pequeña y gran escala (bio-reactores), producción de 

metabolitos secundarios (bio-reactores), producción de plantas transgénicas, 

germinación de semillas, rescate de embriones, producción de semillas somáticas, 
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así como la obtención de individuos haploides derivados de micrósporas y granos 

de polen (androgénesis) (Smith, 2012).   

Para lograr el establecimiento de los explantes in vitro es necesario tener un 

protocolo de desinfestación, el cual incluye el lavado de los explantes con agua 

destilada, el empleo de etanol al 70 %, hipoclorito de sodio (NaClO) al 20 % y jabón 

líquido comercial. Posteriormente, los explantes se enjuagan con agua destilada 

esterilizada (Echenique et al., 2004; Garcidueñas, 2013). 

 Reguladores de crecimiento vegetal (RCV) 

Los RCV son sustancias orgánicas efectivas, naturales o sintéticas, que producen 

un efecto fisiológico específico en las plantas. Entre ellas se encuentran las auxinas, 

citocininas y giberelinas.  Las primeras tienen la capacidad de regular el crecimiento, 

la división y diferenciación celular. Las más utilizadas in vitro son ANA (§cido Ŭ-

naftalenacético), 2,4-D (ácido 2,4-diclorofenoxiacético) e IBA (ácido indol butírico). 

Las segundas son esenciales para accionar procesos vinculados al crecimiento y 

desarrollo de las plantas. In vitro se emplean Z (zeatina), K (kinetina), BAP 

(bencilaminopurina o bencilaminoadenina) y TDZ (tidiazuron). Las terceras están 

involucradas en el proceso de germinación de semillas y elongación de tallos, 

siendo GA3 (ácido giberélico) el más usado (Jordán y Casaretto, 2006; Lluna, 2006; 

Azcón-Bieto y Talón, 2008; Smith, 2012; Taiz y Zeiger, 2016). 

 Respuestas morfogénicas 

Los medios de cultivo, los reguladores de crecimiento y las condiciones de 

crecimiento juegan un papel importante sobre las respuestas morfogénicas de los 

explantes por lo que se deben optimizar para cada especie (Echenique et al., 2004; 

Smith, 2012; Garcidueñas, 2013). 

La forma más usual para obtener respuestas morfogénicas es exponer los 

explantes, en medios de cultivo, a diversos tipos y concentraciones de RCV. Para 

lograr la formación de brotes será necesaria una mayor concentración de citocininas 

que auxinas, mientras que para formar raíces se emplea una relación contraria o 
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sólo auxinas. La formación de callo se induce con una concentración igual de 

auxinas y citocininas. Se usan las giberelinas para alargar tallos y combinadas con 

citocininas para germinar semillas (Azcón-Bieto y Talón, 2008; Smith, 2012; Taiz y 

Zeiger, 2016). 

 Oxidación y necrosamiento 

La presencia de compuestos fenólicos oxidados se encuentra asociada con tejidos 

vegetales sometidos a situaciones de estrés, por el daño mecánico producido 

durante el aislamiento del explante o durante la transformación. Estos compuestos 

pueden inhibir el crecimiento e incluso matar al explante (necrosamiento). Para 

minimizar su daño se emplean agentes adsorbentes de fenoles en el medio de 

cultivo tales como polivinilpilorridona (PVP) y nitrato de plata (AgNO3) o 

antioxidantes como ácido cítrico, ácido ascórbico y L-cisteína; la modificación del 

potencial redox con agentes reductores, la inactivación de las fenoloxidasas con 

agentes quelantes o la reducción de su actividad o afinidad por el sustrato utilizando 

un pH bajo, o bien cultivando en condiciones de oscuridad (Echenique et al., 2004). 

OBJETIVO GENERAL 

Conocer la variabilidad genética de poblaciones naturales de Ibervillea sonorae del 

estado de Sonora, México y evaluar sus respuestas morfogénicas in vitro para 

contribuir al estudio y preservación de este recurso vegetal endémico. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Realizar la caracterización molecular de las poblaciones de colecta mediante 

marcadores tipo ISSR que permita determinar la distribución de la variabilidad 

genética, así como identificar los iniciadores más útiles en la discriminación de 

individuos de esta especie. 

Definir las combinaciones y concentraciones de citocininas y auxinas que permitan 

la formación de raíces y brotes a partir de nudos axilares y callos. 



15 
 

HIPÓTESIS 

Debido a la disminución de las poblaciones naturales de Ibervillea sonorae en el 

estado de Sonora, se espera que el análisis molecular refleje poca variación 

genética entre y dentro de poblaciones. 

La formación de brotes a partir de nudos axilares de Ibervillea sonorae requerirá 

mayores concentraciones de citocininas que de auxinas, mientras que la formación 

de raíces demandará invertir esta relación. 
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3 CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE CUATRO POBLACIONES DE 

Ibervillea sonorae DEL ESTADO DE SONORA 

 

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF FOUR POPULATIONS OF Ibervillea 

sonorae FROM SONORA STATE 

3.1 RESUMEN 

Ibervillea sonorae o wereke es una cucurbitaceae endémica de los estados de 
Sonora, Sinaloa y Baja California Sur usada extensamente con fines medicinales 
por la población mexicana contra la diabetes mellitus tipo II (DMII), aun cuando se 
ha demostrado también su efecto toxico, disminuyendo así el número de individuos 
y por tanto la variabilidad genética debido al saqueo indiscriminado de ejemplares. 
Por lo que este estudio tuvo como objetivo evaluar la variabilidad presente en 
poblaciones naturales en el estado de Sonora para contribuir a los programas de 
conservación y manejo de esta especie. Los 13 iniciadores ISSR seleccionados 
generaron 772 bandas polimorficas (100 %). UBC816 amplificó el mayor número de 
bandas (115) y MESL3 el menor (21). Los iniciadores que presentaron los mayores 
valores de contenido de información polimórfica (PIC) fueron ISSR10 (23 %) y LOL2 
(22 %). La variabilidad molecular fue mayor dentro de las poblaciones (83 %), que 
entre poblaciones (17 %). Los 68 individuos estudiados de Ibervillea sonorae se 
agruparon en el dendograma de acuerdo a su origen de colecta. 

Palabras clave: Ibervillea sonorae, ISSR, variabilidad genética. 
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3.2 ABSTRACT 

Ibervillea sonorae or wereke is a cucurbitaceae endemic to the Mexican states of 
Sonora, Sinaloa and Baja California Sur, that has been extensively used for 
medicinal purposes by Mexican population to control diabetes mellitus type II (DMII); 
although its hepatoxic effect has been demonstrated, thus decreasing the number 
of specimens and, consequently, reducing population genetic variability. So, this 
study aimed to evaluate remained genetic variability in four natural populations 
collected at Sonora state, to contribute to conservation and management programs 
for this species. 13 ISSR selected primers generated 772 polymorphic bands (100 
%). UBC816 amplified the largest number of bands (115), and MESL3 the lowest 
(21). Whereas the ISSR primers that presented the highest values of polymorphic 
information content (PIC) were ISSR10 (23 %) and LOL2 (22 %). Molecular 
variability was higher within populations (83 %) than among populations (17 %). The 
68 studied individuals of Ibervillea sonorae were grouped in the dendogram 
according to their geographical sites of collection. 

Keywords: Ibervillea sonorae, ISSR, genetic variability. 
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3.3 INTRODUCCIÓN 

La caracterización molecular es una herramienta biotecnológica que permite, al 

generar huellas genómicas, conocer la variabilidad genética entre y dentro de 

poblaciones, para establecer programas de conservación y manejo. Se puede 

realizar a través de la amplificación de fragmentos de ADN (ácido 

desoxirribonucleico) por PCR (reacción en cadena de la polimerasa) usando 

iniciadores ISSR (regiones entre secuencias simples repetidas), los cuales son 

altamente polimórficos y repetibles. Los ISSR en Cucurbitaceas han permitido 

cuantificar la variabilidad y diversidad dentro y entre especies (Montes y Eguiarte, 

2002; Djé et al., 2006; Dalamu et al., 2012; De Payel et al., 2015; Esmailnia et al., 

2015). Cuando las poblaciones naturales disminuyen hay pérdida de variabilidad 

genética debido a que se eliminan genotipos diferentes y hay reproducción entre 

organismos emparentados (Djé et al., 2006). 

Ibervillea sonorae es una planta enredadera dioica cucurbitacea endémica de los 

estados de Sonora, Sinaloa y Baja California Sur en México, así como el sur de 

Estados Unidos. Tiene una gran raíz tuberosa la cual es usada para controlar la 

DMII, una de las principales causas de muerte y enfermedades crónicas entre la 

población mexicana, por lo que un gran número de enfermos que buscan remedios 

naturales y de bajo costo para tratarla la utilizan, ocasionando que las poblaciones 

naturales disminuyan drásticamente por el saqueo indiscriminado de ejemplares 

(Hernández et. al, 2009). El objetivo de este trabajo fue realizar la caracterización 

molecular de cuatro poblaciones de I. sonorae del estado de Sonora para evaluar la 

variabilidad genética existente, fundamentando las bases para su estudio y 

conservación. 
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3.4 MATERIALES Y MÉTODOS 

 Material vegetal 

Se colectaron hojas jóvenes de 68 plantas, pertenecientes a cuatro localidades en 

el estado de Sonora (Cuadro 3), las cuales se guardaron en refrigeración a 5°C 

hasta su uso.  

Cuadro 3. Localidades de colecta de los materiales vegetales para el estudio de 
variabilidad genética. 

No. Localidad Coordenadas 

Geográficas 

Altitud 

(msnm) 

Temperatura 

promedio anual (°C) 

Precipitación 

(mm) 

1 La Colorada LN 28Á 44ô 50.6ôô 

LE 110Á 25ô 54.2ôô 

405 17.54 345.7 

2 Teachive LN 26Á 47ô 38.5ôô 

LE 109Á 14ô 00.6ôô 

 98 20.93 370.4 

3 Navojoa LN 26Á 36ô 08.3ôô 

LE 109Á 05ô 24.7ôô 

 96 22.03 435.7 

4 Masiaca LN 26Á 48ô 07.3ôô 

LE 109Á 14ô 34.5ôô 

 66 20.15 486.4 

 

En las tres primeras poblaciones se colectaron hojas de 8 individuos femeninos con 

fruto, mientras que de los 9 restantes se desconoce el sexo. En la localidad cuatro 

se muestrearon 6 individuos femeninos y de los 9 restante se desconoce su sexo. 

 Extracción y purificación de ADN genómico 

La extracción del ADN se realizó por el método CTAB (Murray y Thompson, 1980) 

en el Laboratorio de Mejoramiento Genético Asistido perteneciente al Departamento 

de Fitotecnia de la Universidad Autónoma Chapingo, Estado de México, localizada 

a 19Á 28ô 60.0ôô LN y 98Á 52ô 60.0ô LE, con altitud de 2240 msnm, con temperatura 

media anual de 15.9 °C y una precipitación media anual de 686 mm. Para tal objetivo 

se pesaron 0.3 g de material vegetal utilizando como amortiguador de extracción: 

Tris-HCl 100 mM, EDTA-Na2 50 mM, NaCl 500 mM, 2-Mercaptoetanol 10 mM, SDS 

1.3 %, pH 8.0. Posteriormente se centrifugó a 12000 rpm durante 20 minutos, al 

sobrenadante se le adicionó isopropanol frío y se dejó precipitar el ADN por 60 
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minutos. Luego se agregó solución STE (Tris-HCl 50 mM, EDTA-Na2 10 mM, NaCl 

100mM, pH 8.0) y ARNasa-A (10 mg mL-1) incubándose a 37 °C por una hora. Se 

utilizó acetato de sodio 3 M con isopropanol frío para precipitar el ADN, el cual se 

centrifugó a 8000 rpm por 5 minutos y se eliminó el sobrenadante. El ADN se lavó 

con etanol 70 % (v/v) y se dejó secar; para almacenarlo se disolvió en amortiguador 

TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA-Na2 1 mM, pH 8.0). El ADN así obtenido se mantuvo en 

refrigeración hasta su uso. La cantidad y pureza del ADN de cada muestra se midió 

con un espectrofotómetro Nanodrop Lite Thermo Scientific. Para determinar la 

calidad del ADN se realizó una electroforesis en agarosa que se tiñó con bromuro 

de etidio, las bandas se visualizaron bajo luz ultravioleta en un transiluminador 

DigiDoc-it Imaging System (UVP®). Las imágenes obtenidas se documentaron 

mediante una cámara Kodak ® EDAS290. 

3.4.3 Obtención de patrones ISSR 

Se probaron 48 iniciadores ISSR (Sigma®) y se seleccionaron los 13 que produjeron 

el mayor número de bandas nítidas y con polimorfismo (Cuadro 4). La amplificación 

de los segmentos de ADN se llevó a cabo mediante PCR en termocicladores Techne 

Modelo TC-412 y Eppendorf modelo 5331. La mezcla de reacción incluyó los 

reactivos siguientes: H2O grado biología molecular, dNTPs (dGTP, dATP, dTTP, 

dCTP a una concentraci·n 500 ɛM), amortiguador de PCR 10X, MgCl2 50 mM, 

iniciador 10 ng ɛL-1, Taq ADN polimerasa 5 U µL-1 y el ADN genómico obtenido de 

las muestras homogeneizado a una concentración de 10 ng µL-1. La mezcla fue 

sometida a un ciclo inicial de desnaturalización de 8 minutos a 93 °C; 40 ciclos de 1 

minuto a 93 °C, 1 minuto a la temperatura de alineamiento recomendada para cada 

iniciador (Cuadro 4) y 1 minuto a 72 °C, concluyendo con un ciclo de extensión final 

de 6 minutos a 72 °C. La separación de los productos amplificados se hizo mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 1 % con amortiguador TAE (40 mM Tris acetato, 

pH 7.6; 1 mM Na2EDTA), el cual se tiñó con bromuro de etidio para visualizar las 

bandas en luz ultravioleta de un transiluminador DigiDoc-it Imaging System (UVP®). 

Las imágenes obtenidas se documentaron mediante una cámara Kodak ® 

EDAS290. 
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Cuadro 4. Iniciadores ISSRs utilizados, secuencia (5' - 3'), temperatura de 
alineamiento y número de bandas amplificadas en cuatro poblaciones de Ibervillea 
sonorae. 

Iniciador Secuencia (5´-3´) Ta °C BT BP % P 

ISSR2 (CA)8AAGCT 62 52 52 100 

ISSR3 (GA)8CTC 58   101   101 100 

ISSR7 (AG)8CTG 60 63 63 100 

ISSR10 (GA)8T 50 25 25 100 

LOL2 (CT)8G 52 49 49 100 

LOL8 (CA)8T 50 58 58 100 

MESL3 (GA)8CTG 58 21 21 100 

PI01 (CT)8AC 54 43 43 100 

UBC815 (CTC)6 60 60 60 100 

UBC816 (TG)7G 56   115   115 100 

UBC842 (CT)8GC 56 51 51 100 

UBC844 (GT)6CC 60 69 69 100 

UBC866 (CA)6AGCT 60 65 65 100 

     772   772 100 

Ta: Temperatura de alineamiento, BT: Bandas totales, BP: Bandas polimórficas, % P: Porcentaje 
de polimorfismo. 

3.4.4 Análisis estadístico 

Se cuantificó el número de bandas producto de la amplificación asignándose el valor 

de 1 a la presencia y de 0 a la ausencia de cada banda, de esta manera se construyó 

una matriz básica de datos (MBD) para realizar los diferentes análisis. Para las 

similitudes gen®ticas se utiliz· la distancia gen®tica de Dice con la trasformaci·n ã1-

S, el análisis de agrupamiento se realizó con el método de varianza mínima de 

Ward; adicionalmente se calculó el AMOVA. Todos estos análisis fueron realizados 

usando el programa Infogen® (Universidad de Córdoba, Argentina). 

 

3.5 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.5.1 Análisis de variabilidad genética 

Para explorar la variabilidad genética presente en las poblaciones muestreadas de 

Ibervillea sonorae, mediante la MBD obtenida a partir de los patrones de bandeo se 

calcularon las distancias genéticas de Dice (ã1-S) entre pares de individuos y con 
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ellas se realizó un análisis de agrupamiento utilizando el método de varianza mínima 

de Ward mediante el programa estadístico Infogen®.   

 
Figura 7. Dendograma de cuatro poblaciones de Ibervillea sonorae procedentes del estado de 
Sonora, construido con la distancia gen®tica de Dice (ã1-S) y el método de varianza mínima de Ward. 

La Figura 7 muestra que los marcadores tipo ISSR fueron eficaces para separar 

mayoritariamente a los individuos de Ibervillea sonorae muestreados de acuerdo a 

la población de origen, por lo que se formaron cuatro grupos. El grupo I está formado 

por 20 individuos, de los cuales 17 corresponden a la poblaci·n ñLa Coloradaò y 3 a 

ñTeachiveò.  

El grupo II se integr· por 14 individuos de la poblaci·n ñTeachiveò. El tercer grupo 

está conformado por 13 individuos de la poblaci·n ñNavojoaò, mientras que el grupo 

IV estuvo formado por 21 individuos, 17 de los cuales pertenecientes a la población 

ñMasiacaò y 4 a ñNavojoaò. La menor distancia gen®tica entre grupos fue de 1.92 

Grupo I 
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Grupo III 

Grupo IV 








































































